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Cuantificación, aislamiento e identificación
de comunidades anaerobias amilolíticas de un manantial termomineral de Paipa, Boyacá
Counts, isolation and identification of amilolytic
anaerobic communities from a hot spring
in Paipa (Boyacá)
Yully Posada*, Liliana Pachón*, Alejandra Agudelo**, Elsa Álvarez***, Carolina Díaz****, Marie-Laure Fardeau*****, Catherine Joulian*****, Bernard Ollivier******     , Sandra Baena
RESUMEN
Se cuantif icaron microorganismos anaerobios termofílicos amilolíticos de un manantial termomineral en la región andina (5° 45' 69’’ N, 73° 6' 61’’ W, 2500 msnm) a través del Número Más Probable (NMP). Los recuentos microbianos de las poblaciones presentaron valores entre 1,9*102 células/100 mL y 5.8*102 células/100 mL en presencia de almidón y tiosulfato como aceptor de electrones y 1,4*102células/100 mL y 3,4*102 células/100 mL en presencia solamente de almidón. Se realizaron aislamientos microbianos a partir de las últimas diluciones positivas del NMP y se aislaron 8 cepas bacterianas denominadas P4-6, P4-7, P4-8, P4-9, P4-10, P4-11, P4-12 y P4-13. Estas cepas crecieron a temperaturas óptimas entre 60 y 65 °C, y exhibieron un metabolismo fermentativo. El principal producto de fermentación fue etanol seguido de acetato, CO2 e hidrógeno. El tiosulfato fue utilizado como aceptor externo de electrones, pero el sulfato o el hierro férrico no fue reducido. La diversidad filogenética de estas 8 cepas fue evaluada por medio de geles de electroforesis de gradiente denaturalizante (DGGE). Se analizó la secuencia del gen 16S rRNA de dos de las cepas aisladas (P4-6 y P4-9) y el análisis indicó que éstas pertenecen a la familia Thermoanaerobiaceae del dominio Bacteria. Del análisis fenotípico y genotípico se deduce que estos organismos pertenecen al género Thermoanaerobacter, y con base en el análisis de las secuencias del 16S rDNA se observa una similitud del 98% con Thermoanaerobacter italicus y Thermoanaerobacter mathranii.
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ABSTRACT
The amilolytic thermophilic anaerobic microorganisms of a mineral hot spring in the Andean region (5° 45' 69’’ N, 73° 6'61’’W, 2500 m) were quantified through the Most Probable Number (MPN) technique. The microbial recounts of the populations presented values between 1.4*102cell/100 mL and 5.8*102 cell/100 mL in the presence of starch and thiosulphate as electron acceptors and 3.4*102 cel/100 mL in the presence of starch alone. Microbial isolations were conducted starting with the last positive dilutions of the MPN and 8 bacterial strains were isolated and denominated P4-6, P4-7, P4-8, P4-9, P4-10, P4-11, P4-12, and P4-13. These strains grew at optimum temperatures between 60 and 65 °C and exhibited fermentative metabolism. The main product of fermentation was ethanol followed by acetate together with hydrogen and CO2. Thiosulphate was used as external acceptor of electrons by all the isolated strains, but not sulphate or ferric iron. The phylogenetic diversity of these 8 strains was evaluated through denaturing gel gradient electrophoresis (DGGE) analysis. The sequence of the gene encoding for the 16S rRNA of two of the isolated strains (P4-6 and P4-9) was analyzed. These analyses showed that they belong to the family Thermoanaerobiaceae, domain Bacteria. From their phenotypical and genotypical characteristics, it is inferred that these organisms belong to the genus Thermoanaerobacter with similarity of 98% of the 16S rDNA with Thermoanaerobic italicus and Thermoanaerobacter mathranii.
Key words: thermophile, hot springs, anaerobiosis, Thermoanaerobacter, DGGE.
INTRODUCCIÓN
El estudio de la biodiversidad microbiana de ambien​tes termofílicos ha tomado un gran auge a nivel mun​dial principalmente por la utilización de las biomolé-culas termoestables (enzimas y metabolitos) en la industria biotecnológica. En particular, las proteasas, lipasas, celulasas, quitinasas y amilasas han demos​trado un amplio espectro de aplicaciones industria​les (Van den Burg, 2003). En las últimas décadas se han descrito nuevos microorganismos aerobios y anaerobios termofílicos de los dominios Archaea y Bacteria (Kozianowski et al., 1997; Kim et al., 2001; Fardeau et al., 2000; Cann et al., 2001; Alain et al., 2002a, 2002b, 2002c; Wery et al., 2001; Brisbarre et al., 2003). Estos organismos termofílicos se han de​tectado en diferentes hábitat termales como manan​tiales termominerales (MTM), campos solfatáricos, fosas hidrotermales marinas profundas, entre otros (Kim et al., 2001). Dentro de los organismos aero​bios termofílicos, los miembros del género Thermus son los más frecuentemente aislados de MTM te​rrestres (Skirnisdottir et al., 2000; Pedroza et al., 1997). Recientemente se ha descrito un nuevo gé​nero denominado Marinithermus, aerobio termofílico aislado de fosas marinas hidrotermales profundas (Sako et al., 2003).
Los organismos anaerobios termofílicos del do​minio Bacteria encontrados en ambientes termofíli​cos son miembros del orden Thermotogales y Clos-tridiales principalmente, y en particular se ha aislado

un amplio rango de organismos pertenecientes a los géneros Thermoanaerobacter y Thermoanaerobac-terium(Zeikusetal., 1979; WiegelyLjungdahl, 1981; SchinkyZeikus, 1983; Leeetal., 1993, Kozianowski et al., 1997; Fardeau et al., 2000; Kim et al., 2001; Cann et al., 2001). Otros géneros representativos de organismos anaerobios termofílicos del dominio Bacteria son Clostridium (Brisbarre et al., 2003), Cal-dicellulosiruptor (Rainey et al., 1994), Thermoanae-rovibrio (Zavarzina et al., 2000), Moorella (Slobodkin et al., 1997a), Thermoterrabacterium (Slobodkin et al., 1997b); Thermobrachium (Engle et al., 1996), Anaerobranca (Engle et al., 1995), Caloramator (Pa-tel et al., 1987; Collins et al., 1994) y Caminicella (Alain et al., 2002b).
La mayoría de estos organismos termofílicos anaerobios del dominio Bacteria son objeto de estu​dio por su alto potencial de bioconversión de sustratos de origen vegetal en productos finales de valor agre​gado como son el lactato y el etanol, utilizados en la producción de compuestos químicos y combustibles (Cann et al., 2001). Diferentes enzimas termoestables de los géneros Thermoanaerobacter y Thermoanae-robacterium han sido purificadas y/o clonadas. La uti​lización de enzimas termoestables en procesos que involucran la transformación de almidón ofrece venta​jas con respecto al uso de enzimas mesofílicas, por​que a elevadas temperaturas la solubilidad de los sustratos poliméricos es más alta y, además, a altas temperaturas los riesgos de contaminación se redu​cen considerablemente (Gupta et al., 2004).
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Como parte del programa de investigación en ecología y diversidad microbiana de ecosistemas termofílicos se seleccionaron los MTM de Paipa (Co​lombia) para el estudio de la diversidad microbiana asociada al ciclo del azufre principalmente (organis​mos sulfato-reductores y tiosulfato-reductores no sulfato reductores). Los muestreos en estos MTM se iniciaron en el año 2002, y en el presente artículo se describen los resultados obtenidos del recuento, ais​lamiento e identificación de microorganismos termo​fílicos amilolíticos.
METODOLOGÍA
Muestreos y colección de las muestras. Se reco​lectaron muestras de agua y sedimento de un MTM localizado en el departamento de Boyacá (5o 45' 30,69’’ N, 73° 6' 50,61’’ W; 2.500 msnm) (PP-10 Ho​tel Lanceros). La temperatura promedio del sitio de muestreo fue de 65 °C, pH de 7,0 a 7,2 y la salinidad (contenido de NaCl) de 42 g/L aproximadamente. Se realizaron 4 muestreos entre julio de 2002 y febrero de 2003. Se tomaron 10 muestras aleatorias de 200 mL en frascos de vidrios estériles de diferentes zo​nas abarcando el área total del yacimiento (16 m2) a una profundidad de 25 a 30 cm, y se procesaron 6 horas después de haber sido tomadas.
Preparación de las muestras y recuentos micro​bianos por la técnica del Número Más Probable (NMP). Las diez muestras tomadas durante cada muestreo se mezclaron en una botella estéril de 1,5 L bajo atmósfera de gas nitrógeno (N2), para obtener una única muestra integrada. Esta muestra integra​da se dividió en dos submuestras (M1 y M2), y cada una fue homogeneizada en condiciones anaerobias. Posteriormente se realizaron diluciones seriadas desde 10-1 hasta 10-8 en frascos de penicilina con agua de reducción (Díaz et al., 2002) y seguidamen​te se sembraron las diluciones de cada submuestra (M1 y M2) en tubos Hungate. Los microorganismos se cuantificaron por NMP con tres tubos por dilución siguiendo las técnicas anaerobias de Hungate (1969), modificadas por Miller y Wolin (1974). El me​dio básico contenía (g/L): 0,3 g de KH2PO4; 0,3 g de K2HPO4; 1,0 g de NH4Cl; 23 g de NaCl; 0,1 g KCl; 0,1 g de CaCl2.2H2O,1 g de extracto de levadura, 10 mL de solución mineral de elementos traza (Balch et al., 1979); 1 mLde0,1% Resazurin. Antes de inocularse adicionaron 0,05 mL de 2% Na2S.9H2O; 0,1 mL de 10% NaHCO3, y 0,1 mL de MgCl2 (150 g/L) a cada tubo Hungate. Se realizaron 4 series de cultivo: en

presencia de almidón (10 g/L), almidón y tiosulfato (20 mM), control (sin almidón pero con tiosulfato) y control absoluto (sin almidón ni tiosulfato). Todos los tubos se incubaron durante cuatro semanas a 60 °C. El resultado de NMP se reportó como NMP/100 mL. El crecimiento positivo de los tubos fue verificado a través del aumento de la densidad óptica (580 nm), producción de H2S (Cord-Ruwish, 1985) medidos contra los tubos de las series de control y observa​ción microscópica.
Aislamiento y caracterización de los organismos dominantes. A partir de las últimas diluciones positi​vas de los recuentos por NMP se realizaron los aisla​mientos en medio sólido con agar noble 2% (Sigma) usando la técnica de tubo rodado. Las cepas aisla​das se purificaron a través del uso repetido de esta técnica hasta obtener cultivos axénicos. La pureza de las cepas fue verificada por observación al mi​croscopio y repicaje en medio enriquecido con ex​tracto de levadura (2 g) y glucosa (20 mM). Las ce​pas aisladas se caracterizaron fenotípicamente por su morfología, temperatura óptima de crecimiento, utilización de sustratos, presencia de esporas, anae-robiosis estricta, coloración de Gram y actividad en-zimática, siguiendo los protocolos establecidos en Baena et al. (2000).
Evaluación de sustratos utilizados. Las cepas fueron subcultivadas dos veces sucesivas bajo las mismas condiciones experimentales y por duplica​do. Se evaluaron los sustratos: almidón, xilano, a-celulosa, gelatina, peptona, triptona, pepticasa a una concentración de 10 g/L. Maltosa, D-mannosa, D-xilosa, D-manitol, D-fructosa, sacarosa, lactosa, galactosa, pectina, D-arabinosa, D-glucosa, celobio-sa, lactato y glicerol a concentración de 20 mM. Los productos de la fermentación fueron evaluados por cromatografía de gas utilizando un cromatógrafo Va-rian 3350 equipado con columna Nukol de diámetro 30 m x 0,25 mm, diámetro interno de 0,25 m, detec​tor de ionización de llama (FID) y helio como gas transportador. Se trabajó con un gradiente de tem​peratura de 80 a 170 °C a una tasa de 11 °C por mi​nuto, temperatura de inyector 220 °C y temperatura del detector 220 °C.
Los aceptores de electrones evaluados fueron SO4 (20 mM), S2O3 (20 mM), S° (2%), Fe+3 (20 mM) y O2 (evaluado en medio aerobio). La determinación de sulfuro se realizó mediante el método de Cord-
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Ruwish (1985) y el Fe+3 mediante el método de la Fe-rrozina (Lovley y Phillips, 1986).
Determinación de la temperatura óptima de creci​miento. Todos los experimentos fueron realizados por duplicado en tubos Hungate utilizando medio bá​sico con glucosa (20 mM), extracto de levadura (1 g/L) y tiosulfato (20 mM). Las cepas fueron subcultiva-das dos veces consecutivas bajo las mismas condi​ciones experimentales de temperatura. El rango de temperatura para crecimiento evaluado fue de 20 a 85 °C.
Determinación de la actividad amilolítica. Fue
evaluada a pH 7,2 y 60 °C usando la técnica del 3,5 ácido dinitro salisílico (DNS) con 1% (p/v) de almi​dón como sustrato durante 30 minutos (Legin et al., 1998). La actividad amilolítica se expresó como el número de Unidades Amilolíticas/min/L (UA/min/L), asumiendo que una unidad amilolítica es la canti​dad de enzima capaz de liberar 1 mol de gluco-sa/min/L.
Caracterización molecular del gen 16s rRNA de las cepas aisladas. Las cepas aisladas fueron analizadas en electroforesis en gel denaturante (DGGE) para de​terminar su diversidad filogenética. Se consideró que eran diferentes entre ellas si sus respectivas bandas en el gel no ocupaban posiciones idénticas. Las cepas fueron cultivadas como se describió previamente. El DNA genómico fue extraído siguiendo el protocolo descrito por Baena et al. (1999). Para la amplificación parcial del gen 16S rDNAse utilizaron iniciadores uni​versales del dominio Bacteria 339-357F (GC-Clamp) [( 59 mer) (CGC CCC CCG CGC CCC GCG CCC GTC CCC CCG CCC CGG CCC CGT CCT ACG GGA GGC AGC AG)] y 926-907R [(20 mer) (CCG TCA ATT CCT TTG AGT TT)] para obtener un producto PCR de aproximadamente 630 pb. La amplificación se llevó a cabo en un termociclador MyCyclerTM (BioRad) en las siguientes condiciones: denaturación inicial a 95 °C por 7 minutos, seguido de 35 ciclos de 95 °C por 1 minuto, 50 °C por 2 minutos y 72 °C por 1 minuto 30 segundos y finalmente una elongación a 72 °C por 10 minutos. La concentración final de las reacciones fue 1 X de buffer de Taq (Gibco-BRL), 2,5 mM de MgCl2, 200 ìM de cada deoxinucleótido, 0,4 ìM del iniciador GC-Clamp, 0,2 ìM del iniciador reverso y 0.025 U/ìL de Taq DNA polimerasa (Gibco-BRL) en un volumen final de 25 ìL. La DGGE se realizó en un gel al 6% de poliacrilamida empleando un gradiente denaturante entre 30 y 50%, el cual se corrió a 60 °C, 37 V durante 16 horas.

Para el posicionamiento filogenético de las cepas se aisló el DNA genómico siguiendo el protocolo ante​riormente descrito. Se utilizaron los iniciadores univer​sales Fd1 (5'-CAGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’) y R6 (5'-TACGGTTACCTTGTTACGAC-3’) para obte​ner un producto PCR de aproximadamente 1,5 pb corrrespondientes a las posiciones 8 a 1494 del gen 16S rRNA basado en la numeración de E. coli. La reacción de PCR de volumen final 50 uL contenía 5 uL de buffer 10X (Sigma), 2,5 mM de MgCl2 (Sigma), 0,5 uM de cada iniciador, 100 uM de dNTP (Sigma), y 2,5 U de Taq polymerase (Sigma). Se utilizó el si​guiente programa de amplificación: 1 min a 96 °C, 30 ciclos de 30 s a 96 °C, 30 s a 55 °C, 2 min a 72 °C, y una extensión final de 5 min a 72 °C. El producto PCR fue purificado utilizando un kit Nucleo Spin Extract y fue enviado para posterior secuenciación a Genome Express (Grenoble, France).
La secuencia de nucleótidos (aproximadamente 1200 pb) del 16S rDNA fue alineada manualmente con secuencias de referencia pertenecientes a orga​nismos de los grupos XI y XII Clostridiales utilizando el programa de alineamiento BioEdit (Hall, 1999). Las secuencias de referencias fueron obtenidas del RDP (Ribosomal Database Project II (Maidaket al., 2001) y de la base de datos del Genbank (Benson et al., 1999). Las posiciones de las secuencias y los alinea​mientos inciertos fueron omitidos del análisis. El análi​sis Pairwise de distancias evolutivas se llevó a cabo utilizando el método de distancias Jukes y Cantor (1969). Los dendrogramas se construyeron utilizando el método de neighbor-joining (Saitou y Nei, 1987). La confiabilidad de la topología del árbol filogenético se determinó por el análisis bootstrap usando 100 re-muestreos de las secuencias (Felsenstein, 1993).
RESULTADOS Y DISCUSIÓN
Recuentos microbianos por NMP. Los recuentos de las comunidades microbianas presentaron varia​ciones estadísticamente significativas entre los muestreos a lo largo del periodo de estudio (p< 0,05), obteniéndose valores entre 1,9*102 célu​las/100 mL y 5,8*102 células/100 mLen presencia de almidón y tiosulfato como aceptor de electrones, y 1,4*102 células/100 mL y 3,4*102 células/100 mL en presencia solamente de almidón (tabla 1). Aunque los recuentos en presencia de tiosulfato como acep​tor de electrones, son mayores que en su ausencia, no se observó una diferencia estadísticamente signi​ficativa (p>0,05). Sin embargo, los valores de H2S
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obtenidos demuestran que el tiosulfato fue reducido en las diferentes series de cultivo donde éste se adi​cionó, y las especies dominantes (en términos de abundancia), aisladas de las últimas diluciones posi​tivas del NMP fueron organismos fermentadores tio​sulfato reductores. Otros estudios (Fardeau et al., 1994; Fardeau et al., 1996) demostraron que la pre​sencia de tiosulfato sí aumenta la velocidad de creci​miento y la tasa de degradación de sustratos (pépti-dos, aminoácidos y azúcares) de organismos anaerobios termofílicos fermentadores del género Thermoanaerobacter aislados de yacimientos petro​leros y MTM.
Se han identificado miembros del dominio Archaea reductores de tiosulfato y azufre elemental (Thermoproteus, Pyrodictium y Pyrobaculum spp) y del dominio Bacteria (familia Thermoanaerobiaceae y orden Thermotogales) (Lee et al., 1993; Stetter et al., 1990; Subbotina et al., 2003; Ravot et al., 1995), pero incapaces de reducir el sulfato. Este tipo de or​ganismos reductores de tiosulfato, no sulfa​to-reductores se han reportado en los MTM y en re​servorios de petroleo (Fardeau et al., 2000) y están involucrados en el ciclo del azufre y del carbono en sus respectivos hábitat.
Los compuestos de azufre oxidado como el tio​sulfato o el sulfato son usados por diferentes organis​mos heterótrofos miembros de los dominios Archaea y Bacteria como aceptores de electrones para la de​gradación de la materia orgánica (Sievertet al., 1999). Aunque la concentración de tiosulfato no fue medida en este ecosistema, se conoce la concentración de sulfato de sodio (19.250 mg/L) (Alfaro, 2002). Este sulfato puede ser reducido a H2S por la actividad bio​lógica de las bacterias sulfato-reductoras, presentes en este ecosistema (Thevenieau, 2003). En la interfa-se óxica-anóxica del MTM, el H2S puede ser oxidado biológicamente a sulfato o tiosulfato o puede ser igualmente oxidado químicamente a tiosulfato en condiciones microaerofílicas. Cabe anotar que du​rante el periodo de estudio no fue evidente la presen​cia de H2S, que genera olores característicos, es pro​bable entonces que éste se oxidara continuamente a medida que se generaba. Por tanto, la presencia de tiosulfato y/o sulfato en este ecosistema puede ser producto del ciclo del azufre y su formación y utiliza​ción dependen de la acción e interacción de diferen​tes microorganismos (organismos azufre-reductores y organismos sulfato y tiosulfato-reductores).

Aislamiento y caracterización preliminar de mi​croorganismos dominantes. Durante el recuento por NMP se observaron al microscopio diferentes morfologías microbianas destacándose principal​mente formas bacilares. A partir de las últimas dilu​ciones positivas de las diferentes series de cultivo se realizaron medios sólidos para el aislamiento micro​biano y se obtuvieron numerosas colonias redondas, pequeñas y blancas de centro café, después de 5 a 7 días de incubación. Se aislaron diferentes cepas y fi​nalmente se seleccionaron 8 cepas anaerobias es​trictas denominadas P4-6, P4-7, P4-8, P4-9, P4-10, P4-11, P4-12 y P4-13 para su posterior estudio.
Morfología. Las cepas aisladas presentaron morfo​logías similares, siendo bacilos finos entre 2 y 5 ìm de largo, que forman cadenas de 2 a 4 células (figura 1). Todas las cepas presentaron coloración Gram positiva y no se encuentran variaciones en su morfo​logía que permitan establecer diferencias entre ellas. Se observó movilidad y presencia de esporas en po​sición terminal.
Figura 1. Fotomicrografía de contraste de fase de la cepa P4-9 en fase exponencial de crecimiento. Barra = 5 \im
Características fisiológicas. Las 8 cepas aisladas son anaerobias estrictas y quimioorganótrofas. La temperatura óptima de crecimiento osciló entre 60 y 65 °C con un rango de temperatura de crecimiento entre 55 y 75 °C. Estas cepas exhibieron una mayor afinidad por los azúcares y fermentaron glucosa, galactosa, lactosa, mannosa, maltosa, xilosa, mani-tol, pero no utilizaron arabinosa. El principal meta-bolito final producido fue etanol, seguido por bajas concentraciones de  acetato,  hidrógeno y CO2.
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Tabla 1. NMP de las comunidades anaerobias amilolíticas del yacimiento termal mineral PP-10
"Pozo Hotel Lanceros".
	Series
	Primer muestreo células/100 mL*
	Segundo muestreo células/100 mL*
	Tercer muestreo células/100 mL*

	MB + Alm + Tio
	2.0*102
	1.9*102
	5.8*102

	MB + Alm
	2.0*102
	1.4*102
	4.9*102

	MB + Tio
	1.4*102
	1.4*102
	3.4*102

	Control absoluto: MB
	_
	9.5*10
	_


* Promedio aritmético de dos réplicas después de transformación del NMP a log10.
MB: medio básico para bacterias termofílicas-halotolerantes suplementado con 1 g/L de extracto de levadura.
Alm: Almidón 10 g/L; Tio: tiosulfato 20 mM.
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También utilizaron compuestos complejos como pectina, almidón y xilano. No utilizaron a-celulosa, triptona, peptona, pepticasa, gelatina ni casaminoá-cidos. A partir de pectina se produjo metanol adicio​nal al etanol y acetato. La evaluación de aceptores de electrones mostró que el oxígeno, hierro férrico, azufre elemental y el sulfato no fueron utilizados como aceptores finales de electrones, solamente se observó reducción de tiosulfato produciéndose sulfuro de hidrógeno.
La actividad amilolítica de las cepas aisladas fluctuó entre 563,89 y 905,65 UA/min/L utilizando la técnica de DNS, como control medio básico estéril para bacterias termofílicas-halotolerantes suple-mentado con almidón (10g/L).
Análisis molecular del gen 16S rRNA de las ce​pas aisladas. Se utilizó la técnica de electroforesis en gel con gradiente desnaturalizante (DGGE) (Muyzer, 1999) para determinar la diversidad filoge-nética entre las cepas aisladas. Este análisis mostró que las 8 cepas ocuparon la misma posición en el perfil de bandas del gel (figura 2), lo cual indica que podrían agruparse en un único filogrupo y que es​tán, posiblemente, cercanas filogenéticamente. Después se seleccionaron las cepas P4-6 y P4-9 para el análisis completo del gen 16S rRNA. El ali​neamiento de las secuencias y las comparaciones subsecuentes con miembros representativos del dominio Bacteria permitieron ubicar a las cepas P4-6 y P4-9 dentro de la familia Thermoanaerobia-ceae, específicamente dentro del género Thermoa-naerobacter, subgrupo II según Subbotina et al. (2003). La cepa P4-6 presentó una similitud del 97% con Thermoanaerobacter mathranii, y P4-9 una si​militud del 98,3% con Thermoanaerobacter italicus (figura 3). Cabe agregar que   T. mathranii  y T.

italicus presentan entre ellas una alta similitud. Pese a las similitudes observadas del análisis filogenético existen diferencias fenotípicas entre las cepas aisla​das, T. mathranii y T. italicus (tabla 2). En el caso de T. italicus este organismo exhibe un rango de tempe​ratura más amplio que el presentado por las cepas aisladas (45 a 78 °C); la temperatura óptima de cre​cimiento es de 70 °C, no presenta movilidad a dife​rencia de lo observado en los aislamientos, y utiliza la arabinosa. De otra parte, el producto de la
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Figura 2. Análisis por DGGE de las cepas bacterianas aisladas. El gel contiene los productos amplificados del gen 16S rRNA con los iniciadores F1-GC y R4. Carril 1: cepa P4-6; carril 2: cepa P4-7; carril 3: cepa P4-8; carril 4: cepa P4-9; carril 5: cepa P4-10; carril 6: cepa P4-11; carril 7: cepa P4-12; carril 8: cepa P4-13; ca​rril 9: Desulfacinum sp; carril 10: Desulfacinum sp; carril 11: Escherichia coli; carril 12: control negativo de reacción.
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Tabla 2. Características de las especies de Thermoanaerobacter cercanamente relacionadas (subgrupo II según Subbotina etal., 2003) con las cepas aisladas (P4-6 a P4-13)
	Parámetro
	Cepas P4-6 a P4-13
	T. italicus
	T. mathrannii

	Similaridad del 16S rDNAcon los aislamientos (%)
	
	98,3
	97%

	G+C % mol
	n.d.
	34,4
	37,2

	Coloración Gram
	Gram (+)
	Gram (-)
	Variable

	Tamaño células (um)
	0,75 x 2-60,5
	0,4 - 0,75 x 2 - 6
	0,5 x 2-8

	Movilidad
	+
	_
	+

	Esporas
	Redondas terminales
	Redondas terminales
	Redondas terminales

	T° óptima de crecimiento
	60-65 °C
	70 °C
	70 °C

	F de energía
	
	
	

	Celulosa
	-
	-
	-

	Galactosa
	+
	+
	-

	Arabinosa
	-
	+
	+

	Mannose
	+
	+
	+

	Mannitol
	+
	n.r.
	+

	Glucosa
	+
	+
	+

	Xilosa
	+
	+
	+

	Pectina
	+
	+
	

	Celobiosa
	+
	+
	+

	Almidón
	+
	+
	n.d.

	Xilano
	+
	+
	+

	Gelatina
	-
	-
	n.d.

	Metabolitos finales
	
	
	

	Etanol
	+
	+
	+

	Acetato
	+
	+
	+

	Lactato
	
	+
	+

	Butirato
	_
	_
	

	CO2
	n.d.
	n.r.
	+

	H2
	n.d.
	n.r.
	+

	Habitat
	MTM (Colombia)
	Spa termal (Italia)
	Hot Spring (Islandia)

	Referencia
	Este estudio
	Kozianowski etal., 1997
	Larsen etal., 1997


n.d. : no determinado n.r.: no reportado
[image: image77.jpg]


reducción del tiosulfato en T. italicus es azufre ele​mental y en las cepas aisladas es H2S. En el caso de T. mathranii también se observan diferencias fenotí-picas con respecto a las cepas aisladas: la tempera​tura óptima de crecimiento está entre 70 y 75 °C, y T. mathranii no utiliza galactosa ni pectina como fuente de carbono. Del análisis de metabolitos producidos se observó que el butirato no se formó durante la fer​mentación de azúcares, característica también com​partida con T. mathranii y T. italicus.

Los miembros del género Thermoanaerobacter incluyen especies termofílicas, aunque se han identifi​cado algunas especies hipertermofílicas (Xue et al., 2001; Kim et al., 2001). Otras características del gé​nero son: anaerobiosis, tinción Gram positiva, meta​bolismo fermentativo y algunas especies son capaces de reducir aceptores de electrones inorgánicos como el tiosulfato, azufre elemental o el hierro férrico. Igual​mente, estos organismos son capaces de fermentar azúcares con la formación de acetato, etanol, lactato,
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Thermoanaerobacter fínii (DSM 3389)
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Thermoanaerobacter brockiisubsp. lactiethylicus I '9—1    Thermoanaerobacter wiegelü
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I   '— Thermoanaerobactersp. 1Q0  i Thermobacteroides acetoethylicus (ATCC 33265)
' Thermoanaerobacter acetoethylicus str. HTB2/W ATCC 33265 (T) 59joO  I—CepaP4-9
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Figura 3. Análisis filogenético de la cepa P4-9 dentro de la radiación de la familia Thermoanaerobiaceae.
H2 y CO2 principalmente, la mayoría de especies del género forman esporas. A este género pertenecen 15 especies validadas: T. acetoethylicus (Ben-Bassat y Zeikus 1983; Rainey y Stackebrandt, 1993), T. brockii (Lee et al., 1993), T. ethanolicus (Wiegel y Ljungdahl, 1981); T. finnii (Schmid etal., 1986); T. italicus (Kozia-nowski etal., 1997), T. kivui(Leigh y Wolfe 1983; Co-llins etal., 1994); T. mathranii(Larsen etal., 1997); T. siderophilus(Slobodkin etal., 1999); T. subterraneus (Fardeau etal., 2000); T. sulfurophilus (Bonch-Osmo-lovskaya et al., 1997); T. tengcongensis (Xue et al., 2001); T. thermocopriae (Jin etal., 1988; Collins etal., 1994); T. thermohydrosulfuricus (Lee etal., 1993); T. wiegelii (Cook et al., 1996) y T. yonseiensis (Kim et al., 2001). Estos organismos han sido aislados de dife​rentes ecosistemas como MTM, cyanobacterial mats, lagos volcánicos, reservorios de petróleo, entre otros (Subbotina etal., 2003). Los miembros de este géne​ro han sido utilizados en diferentes procesos biotec-nológicos a través de la utilización de sus enzimas hi-drolíticas (amilasas, proteasas y keratinasas) (Kozianowski et al., 1997; Riessen y Antranikian, 2001;Jangetal., 2002).
 El potencial de utilización de Thermoanaerobac​ter radica en la producción industrial de etanol y en sus genes que codifican para una amplia variedad de enzimas termoestables únicas, tales como alcohol deshidrogenasa, amilasas y glucosa isomerasa, entre otras. A nivel biotecnológico T. mathranii es utilizada
por su alta tolerancia al etanol (4% p/v a 70 °C) lo cual permite la producción industrial del mismo a partir de azúcares y polímeros complejos (Larsen etal., 1997). De otra parte, las enzimas pectinolíticas (pectato lia-sas)de T. italicusson utilizadas en la industria alimen​taria (Kozianowski etal., 1997).
CONCLUSIONES
Los organismos amilolíticos cuantificados en este estudio son organismos fermentadores termofílicos capaces de utilizar el tiosulfato como aceptor externo de electrones en presencia de azúcares y sustratos complejos como el almidón, y pueden estar implica​dos directamente en la transformación de la materia orgánica (ciclo del carbono) en su hábitat. Las pobla​ciones dominantes dentro de estos fermentadores termofílicos tiosulfato reductores pertenecen al gé​nero Thermoanaerobacter cercanamente relaciona​dos con T italicus y T mathranii. Estas poblaciones dominantes crecen a temperaturas óptimas entre 60 y 65 °C y tienen una actividad amilolítica considera​ble. La presencia de organismos del género Ther​moanaerobacter capaces de reducer el tiosulfato no es sorprendente en este tipo de ecosistemas porque los sedimentos de los MTM son ricos en formas oxi​dadas de azufre. El MTM estudiado está asociado con actividades volcánicas y a la zona de subduc-ción en la region andina.
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Este estudio permite ampliar el conocimiento so​bre la distribución de organismos anaerobios termofíli-cos del género Thermoanaerobacter en ecosistemas termales colombianos, y deja abierta la posibilidad de utilización de las cepas aisladas como fuentes valora-bles de nuevas enzimas termoestables.
Las cepas aisladas se encuentran depositadas en el registro de colecciones del Departamento de Bio​logía de la Pontificia Universidad Javeriana con los si​guientes números de colección: PUJ-Bio-M-USBA-28 al PUJ-Bio-M-USBA-35.
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