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Introduccion

El trabajo se centr6 en el cultivo y aislamiento de microorganismos extremofilos, ademés de
una determinacion molecular de las bacterias aisladas provenientes de 3 distintos puntos de

los lagos del Bafio del Carmen de Chiapas.

El desarrollo tecnoldgico requiere del uso de catalizadores y otras biomoléculas capaces de
generar productos con una inversibn minima y en lapsos de tiempo cortos. De manera
paralela, se debe disminuir el impacto ambiental que genera la actividad industrial, vy
optimizar la utilizacion y el manejo de los recursos naturales (Cavicchioli et al.,, 2011). Al
dia de hoy, el nimero de enzimas con aplicacién industrial es inmenso, sin embargo, muchas
de ellas sélo pueden funcionar bajo limitadas condiciones de temperatura, pH y medio de

reaccion (Sarmiento, 2015).

La gran biodiversidad existente entre los microorganismos extremofilos y su capacidad para
sintetizar proteinas y enzimas (extremoenzimas), capaces de funcionar bajo condiciones
extremas, ha abierto un prometedor panorama en la biotecnologia, ya que gran parte de los
procesos industriales ocurren bajo condiciones extremas de temperatura, presion, fuerza
ionica, pH y solventes organicos. Ademas, las extremoenzimas pueden ser usadas como un
modelo para disefilar y construir proteinas con nuevas propiedades de interés para
determinadas aplicaciones industriales, a través de la manipulacion genética de

microorganismos. (Jia., 2013)

La identificacion del microorganismo consiste en la asignacion de una bacteria o
microorganismo a un taxon segun una clasificacion establecida. Permite llegar a determinar
la especie o incluso la cepa de la bacteria aislada previamente en una muestra. Para ello se
determinan las caracteristicas fenotipicas del microorganismo y se comparan con las

diferentes categorias de la clasificacion considerada (Sanguiné., 2013).


http://www.scielo.org.mx/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S2007-78582016000200079#B5
http://www.scielo.org.mx/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S2007-78582016000200079#B44

Justificacion
Existen diversas investigaciones sobre bacterias que pueden desarrollarse en ecosistemas
extremos, estos ecosistemas se extienden en la mayor parte de la superficie terrestre. Las
comunidades bacterianas que crecen en este tipo de ecosistemas son de gran interés puesto
que se han encontrado diversos estudios en donde las enzimas de estos microorganismos son
utilizadas en la industria alimentaria, puesto que resisten altas temperaturas durante el
proceso de elaboracion de algunos alimentos derivados de la leche. Otra aplicacion
importante en el estudio de microorganismos extremofilos es en el sector biotecnoldgico el
cual ha sido de gran interés en los Ultimos afios, ya que se han realizado estudios donde las
enzimas de este tipo de bacterias son de gran ayuda para la clonacién de las cadenas de ADN

de una manera mas rapida y simple.

Las bacterias extremdfilas tienen una gran dificultad para ser cultivadas ya que el
conocimiento 'y el manejo de las técnicas aun son muy limitados, debido a la falta de
investigaciones relacionadas con el tema. Es importante recalcar que el aislamiento y cultivo
de estos pueden llegar a ser complicadas, puesto que, las condiciones de crecimiento en su
habitat natural son “extremas” y simular un ambiente parecido a nivel laboratorio puede

llegar a ser complicado.



Objetivos
Objetivo general:

IDENTIFICAR BACTERIAS TERMOFILAS AISLADAS DE AGUAS TERMALES EN
CHIAPAS MEDIANTE AMPLIFICACION DE GENES RIBOSOMALES 16S.

Objetivos especificos:
» Aislar de bacterias extreméfilas mediante diluciones seriadas en medios de cultivo ricos.

« Identificar microbioldgicamente de bacterias alcalofilas termofilas mediante pruebas

bioguimica y tinciébn Gram.

* Identificar molecularmente bacterias alcalofilas termofilas a través amplificacion por

reaccion en cadena de la polimerasa de genes ribosomales 16 S.



Capitulo |
1.1 Caracterizacion del &rea de participacion

1.1.1 Lugar donde se realizo el estudio

En el Polo Tecnoldgico Nacional de Pruebas Analiticas en Biocombustibles, laboratorio de
Microbiologia No. 3 del Instituto Tecnoldgico de Tuxtla Gutiérrez, Chiapas, localizado en
carretera panamericana Km. 1080 col. Juan Crispin, Tuxtla Gutiérrez, Chiapas, Meéxico.

1.1.2 Mision del Instituto Tecnoldgico de Tuxtla Gutiérrez

Formar de manera integral profesionistas de excelencia en el campo de la ciencia y la

tecnologia con actitud emprendedora, respeto al medio ambiente y apego a los valores éticos.

1.1.3 Vision del Instituto Tecnoldgico de Tuxtla Gutiérrez

Ser una institucion de excelencia en la educacion superior tecnolégica del sureste,

comprometida con el desarrollo socioecondmico sustentable de la region.

1.2 Alcancesy limitaciones

1.2.1 Limitaciones
Los reactivos se demoraban de vez en cuando porque no contdbamos con ellos en el

laboratorio.

Los equipos teniamos que prestarlos en otros laboratorios para poder ocuparlos y a veces

teniamos que esperar dias para poder usar algunos.

No teniamos una tarja para lavar el material sucio y poder ocuparlos, teniamos que prestar

en otros laboratorios para poder lavar.



En el crecimiento de las bacterias les hacia crecer una capa de nata en la cual esta no nos

permitia leer en el espectrofotometro.

No todas las incubadoras tienen el rango para el crecimiento de las bacterias extremofilas ya

que sus temperaturas tienen que ser altas.

Son bacterias muy acidas por lo tanto el crecer en pH muy altas era complicado para el medio

solido al momento de solidificar.
Tienen diferencias en las estructuras en la membrana para la identificacion

Tienen que modificarse los kit y técnicas para las bacterias extremdfilas.

1.2.2 Alcances
Los microorganismos extremofilos constituyen la opcién mas prometedora como fuente de

biomoléculas con capacidad biocatalizadora, capaces de soportar condiciones drasticas de
proceso y cuyo uso comercial puede conducir a la sustentabilidad industrial.

(Cavicchioli,2011)

La amplia aplicacion de las enzimas para las industrias quimica, farmacéutica y de alimentos
crea una fuerte demanda de biocatalizadores que tengan propiedades nuevas y mejoradas.
(Hasan, 2010)

Los microorganismos extremofilas aislados poseen un importante potencial para ser aplicado
particularmente en la petrolera, en procesos de recuperacion microbiana de petrdleo
(destaponamiento, fluidizacion, consolidacion de arenas) y prevenir la biocorrosion, asi

como en la proteccion ambiental. (Codina Escobar, 2008)

Las enzimas de los microorganismos extremofilas pueden ser aplicados en la industria
alimentaria para la hidrélisis de grasas, particularmente productos lacteos; en la industria
textil, para la remocion de impurezas del algodon antes del procesamiento y tefiido; en la

industria peletera para retirar la grasa subcutanea de las pieles. (Oliart-Ros, 2016)

La aplicacion de enzimas termofilas y alcalofilas aplicadas a detergentes biologicos, pueden

ayudar a la remocidén de depdsitos organicos en la ropa, como grasas Yy aceites, que ademas



de ser activas a las altas temperaturas y en las condiciones alcalinas de las aguas de lavado,

son resistentes a los componentes de los mismos. (Regla, 2013)

1.3PROBLEMAS A RESOLVER, PRIORIZANDOLOS
1.- La inoculacién de las bacterias se llevd a cabo con éxito en los primeros meses

de la estancia enero-marzo, el aislamiento después de muchas pruebas obtuvimos
los cultivos puros con los cuales partimos el experimento.

2.- La extraccion de ADN tuvo buen resultado, dando una cantidad considerable
de ADN extraida para hacer su cuantificacion en el NanoDrop.

3.- La electroforesis de ADN nos demostrd la cantidad molecular de las muestras
encontradas en la extraccion de ADN.

4.-Aln podremos saber qué tipo de bacterias son con las que hemos estado
trabajando mediante la secuenciacion.

5.-No contamos con mucha informacion sobre este tema en especifico.

6.- No se ha desarrollado una tecnologia para llevar a cabo para bacterias extremdfilas.



Capitulo 1l

2.1 PROCEDIMIENTO Y DESCRIPCION DE LAS ACTIVIDADES
REALIZADAS

2.1.2 Toma de muestra.

La localidad de Bafios del Carmen esta situada en el Municipio de Venustiano Carranza (en
el Estado de Chiapas). Bafios del Carmen estd a 460 metros de altitud. Cuatro afluentes nacen
ahi, con tal equilibrio que dos son de aguas frescas y dos de aguas termales. las aguas
azufradas provienen de cuevas saturadas de azufre, mineral asociado a la actividad volcé&nica
y que puede ser encontrado en los bordes de los crateres de volcanes extintos, donde se han

depositado gases emanados durante sus erupciones. (Constantino Lopez etal., 2012).

llustracion 1. Localizacién geografica de los bafios del Carmen, Chiapas. Fuente: Google
Maps.

Ambos afluentes desembocan, mas tarde, en el rio Grijalva. las aguas azufradas provienen
de cuevas saturadas de azufre, mineral asociado a la actividad volcanica y que puede ser
encontrado en los bordes de los crateres de volcanes extintos, donde se han depositado gases

emanados durante sus erupciones.



2.1.3 Lugar de ejecucion
Las muestras fueron transportadas en termos al laboratorio 3 de Microbiologia del Polo

Tecnologico Nacional de Pruebas Analiticas en Biocombustibles que se encuentra en el
Tecnologico Nacional campus Tuxtla Gutiérrez, Chiapas, localizado en carretera
panamericana Km. 1080 col. Juan Crispin, Tuxtla Gutiérrez, Chiapas, México. Fueron

almacenadas a 37 °C

2.1.4 Material bioldgico
El material bioldgico consta de agua y sedimentos que se recolectaron dentro del lago, en la

Figura 2 se muestra el sitio de muestreo de los 3 diferentes puntos de colecta.

YEFyo YEFF-J

nH?
P 400C 427C

NS

lustracion 3. Sitio experimental del lago de losBafios del Carmen. Puntos de Muestreo
de las bacterias Extremofilas-alcalofilas.



2.2 Cultivo de bacterias

2.2.1 Preparacion del medio de cultivo

Medio LB

Para la siembra en medio solido se utilizd agar bacteriolégico de la marca BioxonVR, cloruro
de sodio, extracto de levadura, peptona de caseina de la marca DIBICOMR, el modo de
preparacion fue de acuerdo a las especificaciones del fabricante, adicionandole la
concentracion de agar bacteriologico al 4%. Con pH de 7, se prepar6 100 mL del medio
solido para 4 cajas petri, una para cada muestra mas una de control, cada caja con 25 mL de
medio, para la siembra en medio liquido se utilizd caldo nutritivo de la marca BioxonMR y
caldo de cloruro de sodio, extracto de levadura, peptona de caseina de la marca DIBICOMR,
el modo de preparacion se llevo a cabo de acuerdo a las especificaciones del fabricante. Con
un pH de 9, se preparéd 130 mL para 10 tubos falcdn, 3 tubos por muestra mas el control, cada
tubo con 12 mL del medio.

Tabla 1. Reactivos del medio Luria Bertani (LB).

El agar bacterioldgico se utilizara paralasiembra en medio solido.

Reactivos Cantidad para 1L
Cloruro de Sodio 59
Extracto de levadura 50
Peptona de Caseina 109
Agar Bacteriologico 49

2.2.2 Aislamiento de cultivo bacteriano
Para la siembra en medio sélido se inoculo 500 pl de muestra en las cajas petri con 25 mL

de medio LB para los 3 puntos de muestreo realizadas por triplicado. para la siembra en
medio liquido se inoculo 3 mL de muestra en tubos falcon de 15 mL con 12 mL de medio
LB para los 3 puntos de muestreo realizadas por triplicado. Se agitd hasta homogenizar el
caldo de cultivo, las cajas petri y los tubos sembrados se dejo en incubacion a50°C por 24hrs,

las muestras con mas crecimiento fueron: YEFP-P1, YEFP-C1 y YEFP-J2; Posteriormente



fueron incubadas a -4°C, Por lo tanto, se procedié a hacer diluciones para hacer la siembra y

tener completamente colonias aisladas.

2.2.3 Aislamiento de cultivos puros en medio liquido
Las muestras tomadas para el aislamiento fueron: YEFP-P1, YEFP-C1y YEFP-J2; se us6 7

tubos falcon con 9 mL de agua estéril para cada muestra que en total fueron 21 tubos y 189
mL de agua estéril, con un aza se tomd y se sacO pellet para depositarlo en un tubo falcén
con 9 mL de agua estéril, de cada respectiva muestra, después se tomd el tubo falcén con 9
mL de agua esteril y el pellet, con una micropipeta retiramos 900 W del tubo y lo depositamos
en un nuevo tubo falcén con 9 mL de agua estéril, posteriormente retiramos 800 Wl del tubo
falcon con 900 pl y el agua estéril y lo depositamos en un nuevo tubo falcon con 9 mL de
agua estéril. Del tubo de 800 pl retiramos 700 Wl y lo depositamos en un nuevo tubo falcon
con 9 mL de agua estéril, del tubo 700 ul retiramos 600 W y lo depositamos en un nuevo
tubo falcon con 9 mL de agua estéril, del tubo 600 Wl retiramos 500 pl y lo depositamos en
un nuevo tubo falcon con 9 mL de agua estéril, del tubo 500 Wl retiramos 400 p y lo
depositamos en un nuevo tubo falcon con 9 mL de agua estéril. Estos pasos fueron realizados

para cada muestra correspondiente. Y graficamente es asi como se muestra en la figura 3.

2% %%

®

SmLde
agua
estéril

1/10  1/100 1/1000 1/10000 1/100000 1/1000000

llustracion 4. Técnica de siembra por método de dilucion.

Obteniendo las diluciones 10-4 para YEFP-P1, YEFP-C1y 10-6 para YEFP-J2; se realizd la
siembra en medio so6lido LB con pH 7 colocando 100 pl de cada muestra diluida con una
micropipeta distribuyendo en 3 cajas petri, las cajas petri se dejo en incubacion a 50°C por
24hrs, ya que se obtuvo nuestras colonias completamente aisladas por técnica de estria
cruzada se sembrd cada colonia de las muestras en otras 3 cajas petri con medio sélido LB

con pH 7, una por muestra y nuevamente se dejo las cajas petri en incubacion a 50°C por



24hrs, y posteriormente se guardé a una temperatura de -4°C. Asi como se muestra en la

ilustracion 5.
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lustracion 5. Diagrama de flujo del aislamiento de cultivos puros.

2.3 Conservacionde las cepas

medio sdlido LB con pH 7

Microorganismos completamente aisladas

Para las cepas YEFP-P1, YEFP-C1y YEFP-J2; se crecié en medio LB, 100 mL por muestra
en matraz Erlenmeyer, el inbculo se tomd de los cultivos puros ya obtenidos y se dejé a

incubar a 50°C por 48 horas, en tubos eppendorf de 2 mL se coloc6 1000 pl de caldo con la

cepa ya crecida y se centrifugo a 3000 rpm durante 5 min, obteniendo 100 pl de pellet se le

agrego 200 pl de glicerol, se dejé incubar a -20°C y a -80°C.

2.4 CARACTERIZACION BIOQUIMICA

2.4.1 Prueba API 20E

Para esta prueba con el pre inculo ya preparado anteriormente en la medicion de pH con
medio liquido LB de cada muestra YEFP-P1, YEFP-C1 y YEFP-J2; se llevdo a cabo el

procedimiento siguiente.



2.4.2 Preparacion de la suspension bacteriana
Se prepard 4 matraces con 50 mL de medio LB se inoculo con 1 mL del pre in6culo a cada

matraz por cada muestra, se incubaron a50°C por 72 horas, posteriormente en 3 tubos falcon
colocamos 10 mL de cada muestra y se centrifugd a 3000 rpm por 5 minutos, se coloco en

Vortex para obtener medio limpio, libre de nata para poder colocarlo en la galeria.

2.4.3 Siembra de la galeria API

Se usd 300 pl de cada tubo de muestra, cada pocillo tiene un tubo y una clpula (parte
aerobia), se llend con la suspension de bacterias los tubos, no la cipula, de todos los pocillos,
se lleno la cdpula de los pocillos CIT, VP, GEL con la suspension de las bacterias 300 .

2.4.4 Tapar con parafina liquida
Se llen6 con parafina las cupulas de los pocillos ADH, LCD, ODC, URE, H2S para que

obtuviéramos anaerobiosis.

2.4.5 Poner la galeria en su propia camara humeda de incubacion
Se colocd la tira en su propia camara himeda de incubacion. Previamente se pusé agua estéril

en los alvéolos de la camara para proporcionar una atmosfera himeda durante la incubacién.

2.4.6 Incubacion
Incubamos a 50°C para extremofilos el tiempo es 1 hora.

2.4.7 Comparacion de resultados
Después del tiempo de incubacion se sacé la prueba y se consultdé como se menciona en la

tabla.

Tabla 2. De comparacién de resultados de la prueba API 20E.

Pruebas | Reaccion/ Enzimas Negativo. Positivo.

ONPG B-Galactoadasa Sin color Amarillo

ADH Arginina deshidrogenasa | Amarillo Rojo 0 naranja

LCD Lisina dexcarboxilasa Amarillo Rojo o naranja

OoDC Ornitina descarboxilasa Amarillo Rojo o naranja

CIT Utilizacion de citrato Verde Azul oscuro 0
turquesa

HIS Produccion de HzS Sin precipitado Precipitado negro

URE Ureasa Amarillo Rojo 0 naranja

TDA Triptofano desaminasa Amarillo Marrén o rojo

IND Produccion de indol. Amarillo Color rosa o anillo
rosa

UP Produccion de acetona. Sin color Rosa 0 rojo

GEL Quelatinasa Sin difusion Difusion del
pigmento




GLU Fer/ Ox. Glucosa Azul o verde Amarillo
MAN Fer/ Ox. Monitol Azul o verde Amarillo
INO Fer/ Ox. Inositol Azul o verde Amarillo
SUR Fer/ Ox. Sorbitol Azul o verde Amarillo
RHA Fer/ Ox. Romnosa Azul o verde Amarillo
SAC Fer/ Ox. Sacarosa Azul o verde Amarillo
MEL Fer/ Ox. Melobiosa Azul o verde Amarillo
AMY Fer/ Ox. Amydolina Azul o verde Amarillo
ARA Fer/ Ox. Arobinosa Azul o verde Amarillo
OX Citocroma oxidasa Azul o verde Amarillo
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llustracion 6. Marcadores de color en lagaleria de laprueba API 20e.

2.5 Caracterizacion morfoldgica y microscépica

2.5.1 Tincion de Gram
En la Tabla 3 se muestran las soluciones que se utilizaron para la identificacion microscopica

sac  sams A amav  asa

de las cepas bacterianas, se colocaron de 1 a 2 gotas de la muestra a analizar en un

portaobjetos de vidrio, se extendid uniformemente formando una mancha delgada, por

utimo, se fij6 la muestra pasando rapidamente al portaobjetos 4 o 5 veces sobre la llama de

un mechero Busen, cuidando que la llama no sobrecaliente las muestras.

Tabla 3. Soluciones parala Tincion de Gram.

. Tiempo de Bacterias Gram | Bacterias Gram
Solucién L .. X
aplicacion positivas negativas
Colorante: Cristal violeta 30s Violeta Violeta
Mordiente: Lugol 1 min Violeta Violeta
Decolorante: Alcohol-cetona 10s Violeta Incolora
Colorante de contraste: Safranina [45s Violeta Rosada




2.5.2 Preparacion al microscopio Optico
Se coloco el portaobjetos sobre el microscopio, se le agrego una gota de aceite de inmersidn

para una mayor claridad, se examind el extendido al microscopio con objetivo de inmersion

(40X)

Tabla 4. Tabla de indicador del resultado en Tincién de Gram.

GRAM POSITIVA VIOLETA

GRAM NEGATIVA ROJO O ROSADO

Tabla 5. Descripcion de formay tincion de Gram

Caracteristica Descripcion
Forma La forma puede ser redonda o coco, bacilo, hifa, espirilo o espiroqueta
Tincibn Gram La tincion Gram aplica solo para bacterias y puede ser positiva 0

negativa

2.5.3 ldentificacion de colonias
La identificacion de las colonias se llevd a cabo mediante la observacion en placa, en donde

se buscaron caracteristicas.

Tabla 6. Caracteristicas morfoldgicas macroscopicas de los organismos.

Caracteristicas

Descripcion

Borde

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

o filamentoso

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

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

Consistencia

La consistencia se determina con el asa y puede ser cremosa 0

membranosa

Color

El color de la colonia se define en general y se usan términos comunes
para definirlo, en algunos casos se especifica si existe un pigmento

producido difusible o no




Luz trasmitida Las caracteristicas Opticas consisten en observar a través de la colonia
para determinar la luz transmitida, la cual puede ser opaca, traslicida

0 transparente.

2.6 CARACTERIZACION MOLECULAR

2.6.1 Extraccién de ADN
El método de extraccién lo realizamos con DNeasy Blood & Tissue kit (250) con técnica

modificada.

Se extrajo la muestra con un aza en circunstancias estéril, en un tubo eppendorf estéril se
coloco, para cada muestra en total fueron 3 tubos, resuspendimos el pellet en 180 Wl de buffer
ATL, se agregd 20 Wl de proteinasa K, se mezclo vigorosamente mediante Vortex, vorteamos
de vez en cuando durante la incubacion para dispersar la muestra, se agregd 200 pl de buffer
AL a la muestra y mezclamos vigorosamente mediante Vértex, se agregd 200 pl de etanol
(96-100%) a -20°C, y se mezclo vigorosamente de nuevo mediante VOrtex, se pipeteo la
mezcla de la etapa 5 (incluyendo cualquier precipitado) en la mini columna giratoria DNeasy
colocada en el tubo de colecta de 2 mL. Se centrifugd durante 1 min a 8000 rpm. Se descarto
el filtrado v el tubo de colecta, se coloc6 la mini columna giratoria DNeasy en un nuevo tubo
de colecta de 2 mL, se agregd 500 ul de buffer AW1, y se centrifugd 1 min a 8000 rpm. Se
descart6 el fitrado y el tubo de colecta, se coloco la mi columna giratoria DNeasy en un
nuevo tubo de colecta de 2 m, se agregd 500 Wl de buffer AW2 y se centrifugd durante 3 min
a 14000 rpm para que pudiéramos sacar la membrana DNeasy. Se descarto el fitrado vy el
tubo de colecta (2x). se vacié en el tubo de colecta luego se reutilizé en otra centrifuga durante
3 min por 14000 rpm, se coloco la mini columna giratoria en un tubo de microcentrifuga de
1.5mL O 2mL y se pipeted 150ul de buffer AE (ADESI) directamente en la membrana de
DNeasy . Se esperd 10 min y se centrifugd durante 1 min a 8000 rpm para eluir, se repitio la
elucion de nuevo como se describe la etapa, pero sacandolo del tubo de microcentrifugacién
y colocandolo directamente en la membrana, se dejo incubando las muestras por 24 horas a
-4°C.

Posteriormente se midid la concentracion de DNA obtenida en el NanoDrop.
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2.6.2 Electroforesis

Para esta prueba se requiri6 del reactivo 50x, 1x, gel de agarosa para poder llevarse a cabo.

2.6.3 Reactivo 50x
Se pesé el Tris y el EDTA, se agregd 80 mL de H20 en un matraz Erlenmeyer de 500 mL y

se mezcld, se pipeted 5.7 mL de &cido acético en el matraz y se mezclo, se midio el pH a 8.5
en el pHmetro, se afor6 a 100 mL con H20 destilada con una probeta, se colocé en un frasco

grande v se esterilizd a 15-15.

2.6.4 Reactivo 1x.
Se agregd 1 mL de TAE 50x mas 49 mL H20 estéril, que esigual a 50 mL TAE 1X es decir

al 1%.

2.6.5 Gel de agarosa
Se coloc6 50 mL de TAE 1X en el matraz Erlenmeyer y se dejo caer la pastilla de agarosa,

se colocd por 1 min en el microondas hasta que la pastilla se disolviera completamente y su
color quedara transparente, se dejo que la solucion de agarosa se enfriara al punto que nuestra
mano pudiera soportar lo caliente, se vertid la solucion de agarosa en el molde indicado,
sellado en los extremos y con el peine instalado, se dejo polimerizar durante 20 min
aproximadamente, se retird los sellos y el peine cuidando de no romper los pocillos, se llend
el aparato de electroforesis en gel horizontal, con el tampon TAE 1X (200 mL), hasta cubrir
el gel, posteriormente ya que obtuvimos nuestras soluciones se procedid a hacer la prueba de
electroforesis, se coloco en la mesa un porta objetos, se pipeted 1 ul del gel red por cada
muestra y se puso en el porta objetos cada pul separado no se debia de juntarse. Se colocé 2
ul de buffer de carga a cada 1 ul del gel red en el porta objeto haciéndolo homogéneo, se
pipeteo 5 ul de muestra de ADN y se juntd con los 3 pl posteriores haciendo nuestra mezcla
homogénea, se llend los pocillos con 8 pl de estandares de peso molecular, se tuvo mucha
precaucion y cuidado al llenar los pocillos checando que nuestras puntas no fueran con
burbujas porgue si no causaria burbujas a nuestros pocillos y posiblemente se saliera nuestra
muestra, se aplicd a corriente continua y corrimos el gel a 80 V, y se espero a que corriera la
muestra. Aproximadamente 50 min, al término de la electroforesis se extrajo el gel y lo

llevamos a la cAmara de electroforesis para fotodocumentar los resultados.



Capitulo Il
3.1 Resultados y Discusion

3.1.1 Aislamiento de cultivo bacteriano
Las 3 muestras colectadas en los bafios del Carmen se cultivaron en medio rico liquido, las 3

presentaron crecimiento con pH 9, después de un tiempo de incubacién de 24 horas a una
temperatura de 50°C. Comparado con el blanco, las 3 muestras tenian turbidez y tenian

presencia de nata en la parte superior de cada tubo, asi como se muestra en la ilustracion 7.

; iy : - ’
llustracién 7. Resultados de siembra del aislamiento de cultivo de las muestras YEFP-
P1, YEFP-C1 v YEFP-J2.

Las muestras YEFP-P1, YEFP-C1y YEFP-J2 se cultivaron en medio rico solido con pH 7
en un tiempo de incubacion de 24 horas a temperatura de 50°C. Los resultados de las colonias

aisladas se muestran en las ilustraciones 8,9y 10, asi mismo se muestra a un costado en las

tablas 7,8 y 9 su morfologia colonial.



La bacteria YEFP-CL1 presenta una morfologia irregular con bordes ondulados, convexos de

color crema, con consistencia cremosa como lo muestra la ilustracion 8.

Tabla 7. Morfologiacolonial YEFP-C1.

Caracteristica | Descripcion
Forma Irregular
Borde Ondulado
Elevacion Convexo
Superficie Lisa
Consistencia Cremosa
Color Crema

lustracion 8. Caracteristicas morfoldgicas
de las bacterias extreméfilas YEFP-C1.

Esta bacteria YEFP-J2 presenta una morfologia convexa con bordes ondulares de color crema

con forma circular como lo muestra la ilustracion 9.

Tabla 8. Morfologiacolonial YEFP-J2.

Caracteristica | Descripcion
Forma Circular
Borde Ondulado
Elevacion Convexo
Superficie Lisa
Consistencia Cremosa
Color Crema

: 10-9 :
llustracion 9. Caracteristicas morfoldgicas
de las bacterias extremofilas YEFP-J2.



La bacteria YEFP-P1 presenta una morfologia convexa acumulada de color crema con forma

irregular como lo muestra la ilustracion 10.

Tabla 9. Morfologia colonial YEFP-P1.
Caracteristica | Descripcion

Forma Irregular

Borde ondulado
Elevacion Convexo
Superficie Lisa

Consistencia Cremosa

Color Crema

llustracién 10. Caracteristicas morfol 6gicas
de las bacterias extremofilas YEFP-P1.

3.1.2 Aislamiento de cultivos puros en medio liquido
Las 3 muestras colectadas en los bafios del Carmen se cultivaron en medio rico solido, las 3

presentaron crecimiento con un pH 7, después de un tiempo de incubacion de 24 horas a

50°C, asi como lo muestra la tabla 10.

Tabla 10. Resultados de los cultivos puros de las muestras YEFP-P1, YEFP-C1 y YEFP-J2.

Cepa Crecimiento.
YEFP-P1 +
YEFP-C1 n
YEFP-J2 +




La bacteria YEFP-C1 presenta una morfologia convexa acumulada de color crema con forma

irregular, de superficie lisa como lo muestra la ilustracion 11.

Tabla 12. Morfologiacolonial del cultivo puro

YEFP-C1.
Caracteristica | Descripcion
Forma Irregular
Borde Ondulado
Elevacion Convexo
Superficie Lisa
Consistencia Cremosa
Color Crema L{ ) ,
llustracién 11. Moogl'a colonial

del cultivo puro, YEFP-C1.

La bacteria YEFP-J2 presenta una morfologia convexa acumulada de color crema con forma

irregular, de superficie lisa y consistencia cremosa como muestra la ilustracién 12.

Tabla 12. Morfologiacolonial del cultivo puro

YEFP-J2.

Caracteristica | Descripcion

Forma Irregular
Borde ondulado
Elevacion Convexo
Superficie Lisa

Consistencia Cremosa

Color Crema

llustracion 12. Morfologia colonial del
cultivo puro, YEFP-J2.



La bacteria YEFP-P1 presenta una morfologia convexa de color crema con forma irregular,

de superficie lisa y borde ondulado como muestra la ilustracion 13.

Tabla 13. Morfologia colonial del cultivo puro

YEFP-PL.
Caracteristica | Descripcion

Forma Irregular

Borde ondulado
Elevacion Convexo
Superficie Lisa

Consistencia Cremosa

Color Crema

llustracion 13. Morfologia colonial del
cultivo puro, YEFP-P1.

3.2 CARACTERIZACION BIOQUIMICA
3.2.1 Prueba API 20e

Los resultados de la prueba API 20E siguiendo el protocolo mencionado en el capitulo Il, de
las muestras YEFP-P1, YEFP-C1 y YEFP-J2 se presentan en la ilustracion 14. La
temperatura de la incubacion del kit fue de 50 °C con un monitoreo de una hora

constantemente hasta obtener a las 24 horas.

La presencia de enzimas o0 de productos metabdlicos generados durante el periodo de
incubacion reaccionan con los sustratos contenidos en las galerias y desarrollan en los
mismos una coloracion que puede aparecer en forma espontanea. La interpretacion de los
resultados se basa en la observacién de las coloraciones desarrolladas, ésta se lleva a cabo
mediante la comparacion del color obtenido en cada galeria con el que muestra la carta de
colores de la ilustracién 14. De acuerdo a esa interpretacion se puede establecer un resultado
positivo (+) o negativo (-).
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llustracién 14. Galerias de la prueba API 20E de las cepas colectadas de los bafios del Carmen.

Tabla 14. Resultados de laprueba APl 20E de las cepas colectadas de los bafios del Carmen.

YEFP-C1

YEFP-J2 YEFP-P1

ONPG

+

+

+

ADH

LCD

ODC

CIT

HIS

URE

TDA

IND




VP - - -
GEL - - -
GLU + + +
MAN + + +
INO + - -
SOR + + +
RHA - - -
SAC + + +
MEL - - -
AMY + + +
ARA + + +

Las 3 cepas YEFP-P1, YEFP-C1 y YEFP-J2 presentan actividad para ONPG, GLU, MAN,
SOR, SAC, AMY, ARA, adiferencia de ADH, LCD. ODC, CIT, HIS, URE, TDA, IND, VP,
GEL, RHA, MEL, qué no tuvo actividad enzimatica, e INO que solo dio positivo en la cepa
de YEFP-C1.

3.2.2 Tincion de Gram
La descripcion microscopica, se tomd de las 3 muestras que se realizd de las cajas ya

sembradas en medio rico solido, en el que crecieron las cepas aisladas. Los resultados se

muestran en la tabla 14.

Tabla 15. Resultados de tincion de Gram.

Caracteristica | Color Forma Borde Aspecto Superficie
YEFP-P 1 Crema Filamentosa | Liso Mucosa Liso
2 Crema Filamentosa | Liso Mucosa Liso
3 Crema Filamentosa Liso Mucosa Liso
YEFP-C 1 Crema Circular Liso Mucosa Liso
2 Crema Circular Liso Mucosa Liso
3 Crema Circular Liso Mucosa Liso
YEFP-J 1 Crema Filamentosa | Liso Mucosa Liso
2 Crema Filamentosa | Liso Mucosa Liso
3 Crema Filamentosa | Liso Mucosa Liso




La descripcion microscopica se tomd de las muestras que se realizaron de los tubos
sembrados YEFP-P1, YEFP-C1y YEFP-J2 por triplicado en medio de cultivo LB en el que
crecieron las cepas a temperatura de 50°C. La descripcion de las caracteristicas
microscépicas se llevd a cabo segun los parametros detallados en la tabla 6 del capitulo I

para las 3 cepas. Los resultados se pueden observar en la tabla 15.

Tabla 16. Resultados de ladescripcion microscopica.

Caracteristica Forma Borde Aspecto Tincion
Gram.
YEFP-P 1 Filamentosa | Liso Mucosa Positivo
2 Filamentosa Liso Mucosa Negativo
3 Filamentosa Liso Mucosa Negativo
YEFP-C 1 Circular Liso Mucosa Negativo
2 Circular Liso Mucosa Negativo
3 Circular Liso Mucosa Negativo
YEFP-J 1 Filamentosa Liso Mucosa Positivo
2 Filamentosa Liso Mucosa variable
3 Filamentosa | Liso Mucosa Negativo

Se seleccionaron las cepas YEFP-P1 y YEFP-J2 que dieron positivo, donde las bacterias
Gram positivas poseen una pared celular gruesa constituida por peptidoglucano, pero estas
no cuentan con membrana celular externa. La YEFP-C1 es Gram negativa, ya que no son
capaces de retener el cristal-violeta después de la decoloracidn y son tefiidas de rojo o rosado,
y la pared celular de las bacterias Gram negativas estad constituida por una capa fina de
peptidoglucano y una membrana celular externa, cuyo componente estructural Unico son los
lipopolisacaridos. Esta caracteristica esta intimamente ligada a la estructura de la envoltura
celular, por lo que refleja un tipo natural de organizacion bacteriana. Los resultados de las

cepas seleccionadas se observan en la ilustracion 15.



(Derecha).

llustracion 15. Tincién Gram de las cepas seleccionadas, YEFP-P1 (izquierda), YEFP-C1 (Centro) y YEFP-J2

3.3CARACTERIZACION MOLECULAR

3.3.1 Extraccion de ADN
Resultados de la extraccion de ADN con el DNeasy Blood & Tissue kit (250) con técnica

modificada se presentan en la tabla 16.

Tabla 17. Resultados de laextraccion de ADN con kit DNeasy Blood & Tissue.

Muestra DNA (ng/ul) A 260/280 (ng/ul) A 260/230(ng/ul)
YEFP-P1 173.2 151 0.55
YEFP-C1 83.3 1.60 0.58
YEFP-J2 199.2 1.65 0.32




Tabla 18. Tabla de rangos de la calidad del ADN (Carlos, 2010).

Radio Valor Pureza
1.8-2 ADN de pureza Optima
1.6-1.8 ADN pureza aceptable
A260/280 <1,6 Presencia de compuestos
aromaticos
>2.1 Contaminacion con ARN
A260/230 <15 Contaminacién con sales,

carbohidratos, fenoles

La obtencién de DNA fue exitosa ya qué se obtuvo buena concentracion de DNA.

Como se puede observar las muestras YEFP-C1, YEFP-J2, en la relacion 260/280, que
permite cuantificar que tantas proteinas tiene el ADN y su pureza, presentd valores de 1.6 lo
que sugiere la tabla que tiene probablemente presencia de compuestos aromaticos. Para la
relacion 260/230, que se permite cuantificar la pureza del ADN es decir contaminantes como
restos totales de aromaticos, proteinas y fenoles. Se determind para estas muestras valores de
0.55 lo que sugiere la tabla que probablemente tiene presencia de sales, carbohidratos,
fenoles, proteinas. Y comparado a lo que dicen los valores determinados las muestras son de

baja calidad.

Para la muestra YEFP-P1 la concentracion de DNA es mas alta comparado con las 2

anteriores, sin embargo, el nivel de pureza es menor.




3.3.2 Electroforesis

llustracion 16. Electroforegrama en gel de agarosa al 1% de ADN de las muestras
YEFP-P1, YEFP-C1, YEFP-J2.

El Electroforegrama presentada en la ilustracién 16, se puede observar que los fragmentos
més cortos de ADN se desplazan mas réapido através de los poros de la matriz del gel que los
fragmentos méas grandes. Después de un tiempo que se luyo el gel, los fragmentos mas cortos
de ADN estaban mas cerca del extremo positivo del gel y los mas largos se mantenian cerca
de los pozos. Y como se muestra en la ilustracion hay presencia de ADN de alto peso
molecular, y la cepa YEFP-P1 tiene mayor cantidad que las otras 2 cepas, que es congruente
con la tabla 16 de la extraccion de ADN.



Capitulo 1V

4.1 CONCLUSIONESY RECOMENDACIONES

Las cepas extremofilas obtenidas crecen a una temperatura de 50°C y pH de 9.

Se utilizaron técnicas dependientes de cultivo para obtener cepas puras aisladas de las

muestras de la fuente termal.
Si se obtuvo ADN de las bacterias extremdfilas confirmadas también por la electroforesis.

En el estado de Chiapas no se ha reportado un trabajo similar al presente, sin embargo, se ha
registrado que en el lago de los bafios del Carmen efectivamente hay bacterias y son

extreméfilas.

4.1.1 Recomendaciones

Producir y extraer las enzimas para estudiarlas y emplearlas en aplicaciones industriales en

el campo biotecnoldgico lo que permitira obtener avances cientificos.

Es necesario realizar un analisis de agua para obtener las caracteristicas fisicoquimicas de la
fuente termal, lo que nos brinda informacion del metabolismo de los microorganismos

presentes Yy el tipo exacto de ecosistema en el que se desarrollan.



4.2 COMPETENCIAS REALIZADAS Y/O DESARROLLAS
Las competencias que se realizaron muy aparte de los conocimientos sobre el crecimiento y

vida de las bacterias extremofilas, se desarrolld la habilidad de poder aprender a usar algunos
equipos con los cuales no habiamos trabajado por ejemplo la NanoDrop, la centrifuga, la
autoclave, las micropipetas, el espectrofotémetro, el microscopio, las incubadoras, la camara
de electroforesis. Aprendimos técnicas como por ejemplo la obtencion de cultivos Axénicos,
la extraccion de ADN, electroforesis. Ademas, el trabajo en equipo que es fundamental para

la formacion del ingeniero bioquimico.
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