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La biomineralizacién es el proceso por el cual los organismos, tanto procariotas
como eucariotas, producen minerales. Los microorganismos son el segundo grupo
en importancia con respecto a la formacion de minerales, y pueden producir una
gran variedad de minerales diferentes segun dos procesos de biomineralizacion:
mineralizacion  controlada  biolégicamente y  mineralizacion  inducida
biolégicamente. A partir de las muestras de agua y sedimentos de las pozas del
area del Valle de Cuatro Ciénagas Coahuila se aislaron microorganismos con
propiedades magnéticas; se buscaron las condiciones para su supervivencia
utilizando técnicas de enriquecimiento. Se lograron obtener cultivos puros de
espirilos y bacilos Gram negativos que mostraron propiedades magnéticas.
Mediante el estudio de microscopia electronica de transmisiéon se pudo confirmar
la presencia de particulas de tamafio nanométrico en los cultivos puros de
bacterias aisladas y mediante la técnica de difraccion de electrones se demostro
que las particulas presentes tienen caracteristicas cristalinas. El andlisis quimico
EDS demostro que las particulas magnéticas de los bacilos estan constituidas por
sodio, potasio, fosforo, cloro, calcio y hierro.
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CAPITULO 1

INTRODUCCION

1.1Ecologia Microbiana

Todos los seres vivos interactian de forma variable con los diversos
componentes del ambiente, responden ante ellos, y a su vez influyen de
modo diverso sobre el medio. En muchas de estas interacciones se
presentan cambios en la morfologia y en el contenido quimico de los
organismos; se producen diversos compuestos quimicos por los organismos
y su liberacién al ambiente afecta sobre el crecimiento, la salud, la conducta
y la biologia poblacional de plantas, animales y microorganismos, de modo
distinto al relacionado con la nutricion, este hecho determina la existencia de
interacciones bidticas particulares, y las relaciones quimicas entre los

organismos.
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Para los protistas son particularmente significativas las condiciones quimicas
del medio y las interacciones quimico-bioldgicas. El agua es el medio a
través del cual estos pequefios seres reciben la accidon de otros factores y de
muy diversos compuestos quimicos como los producidos por otros
microorganismos, por plantas y animales, o bien sustancias quimicas

presentes. (Anaya Lang, 2003).

Los microorganismos muestran frecuentemente, mas y mejores
adaptaciones a los ambientes acuéticos y no tienen la capacidad de vivir
fuera de ellos, a menos que estén protegidos de alguna forma especial o
que hayan adoptado formas quisticas o latentes. Existen en todas las
regiones del planeta, en los sedimentos marinos, en la atmdsfera, en las
profundidades del océano o la superficie terrestre asi como en la superficie
de las rocas, en lugares agrestes y poco propicios para la vida (Alexander,

1971; Atlasy Bartha, 1987).

Cada especie crece, se reproduce y sobrevive dentro de un rango definido
de condiciones externas que representan sus limites de tolerancia, entre los
gque se encuentran factores abidticos y bibticos. Los factores mas
importantes para el desarrollo de los microorganismos son el habitat,
sustrato, pH, temperatura, humedad o agua disponible, presion, potencial de

oxido reduccion (E;), toxinas e interacciones bidticas.
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Las especies microbianas tienen una amplitud ecologica acorde con el
ambiente donde residen y limites de tolerancia a diversos factores que en

conjunto determinan el nicho ecolégico que ocupan en el ecosistema.

Los limites de tolerancia pueden ser distintos para los individuos de una sola
especie, esto probablemente esta determinado por la variabilidad fenotipica,
que tienen gran importancia en la seleccién natural. (Alexander, 1971; Klug y

Reddy, 1984; Atlas y Bartha, 1987).

El sustrato es importante para determinar el tipo de microorganismos que se
encuentran presentes en un habitat. Los sustratos utilizados por los
microorganismos en la naturaleza pueden ser toda clase de materiales y
compuestos organicos producidos por seres vivos, sustancias inorganicas y
compuestos sintéticos. Del sustrato, dependen otros factores fundamentales
como los nutrimentos y el pH, por esta razén, para muchos microorganismos
constituye la fuente de energia o de minerales y dependiendo de su

naturaleza quimica se encontraran en €l diversidad de microorganismos.

El pH es el resultante y la expresion de fendmenos diversos, este depende
entre otras cosas de la temperatura y la presion, pero también de otros
factores como el equilibrio de carbonatos y calcio, que afectan paralelamente

a los organismos. (Anaya Lang, 2003).
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El pH es importante en términos de interacciones particula-sustrato, ya que
la carga de una molécula cambia si hay una variacion del pH, y si esto

sucede, la molécula se comporta de manera totalmente distinta.

El pH y el potencial de oxido-reduccion son importantes para la nutricion de
los microorganismos. El pH regula el grado de retencion de numerosos
nutrientes solubles sobre superficies coloidales, mientras que el potencial de

oxido- reduccion determina la disponibilidad de diversos nutrimentos.

La temperatura influye sobre la cantidad de gas disuelto en el agua y sobre
el grado de crecimiento, reproducciéon y desplazamiento de los organismos
en el agua.

Los microorganismos muestran un amplio rango de tolerancia a la
temperatura desde temperaturas menores a 0°C hasta mas de 80°C. En
relacion con este factor, se ha observado que una poblacion puede alterar

los limites de tolerancia a la temperatura de una segunda poblacion.

El agua es importante en la ecologia microbiana, ya que la composicién de
la solucion acuosa que rodea una célula determina la difusion de iones a
través de la membrana, fenomeno del que depende la nutricion de los
organismos; esta difusion se ve influida por el pH, la fuerza i6nica del medio

y la presion osmotica. (Alexander, 1971; Anaya Lang, 2003).
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La actividad e influencia fisicoquimica del medio, se concentra en la
interfase de la célula y el medio.

La composicion ionica influye en las interacciones célula - célula o célula y el
medio. Un cambio pequefio en la composicion idnica, da como resultado,
grandes cambios en las respuestas biologicas. (Klug, Reddy, 1984; Atlas y

Bartha, 1987).

Los microorganismos tienen una alta tolerancia a la presion osmdtica,
algunos son capaces de sobrevivir en soluciones muy concentradas, esta

cualidad se presenta mas en las bacterias.

El potencial de éxido-reduccion es otro factor determinante del crecimiento y
del metabolismo del cultivo. El potencial 6xido-reduccion del medio de cultivo
nos indica su capacidad para aceptar o donar electrones, esto es, sus
caracteristicas oxidantes o reductoras. Uno de los factores que intervienen
en el potencial 6xido-reduccion, aunque no el Unico, es la concentracion de

oxigeno [O].

La composicion de la microflora y la microfauna de un ecosistema esta
regulada por las interacciones de los microorganismos de una comunidad
entre si y de los mismos con el medio no biético del cual surge un equilibrio

dindmico. (Dajoz Roger, 2002).
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Las secuencias de las bacterias no cultivables han demostrado que el
namero de especies procariontes podria exceder al de todas las otras
formas de vida en el planeta, lo cual acentia el hecho de que los
microorganismos son claves en la mayoria de los ciclos biogeoquimicos y en
la cadena alimenticia y son responsables de la regulacion de la temperatura
del planeta. (Curtis et al. 2002).

Los elementos considerados como mas importantes para la vida son seis:
carbono, hidrégeno, oxigeno, nitrogeno, azufre y fésforo.

Los tres primeros se encuentran en los seres vivos formando materiales
ricos en energia, el nitrdgeno y el azufre son constituyentes fundamentales
de las proteinas y el fosforo es necesario para la transferencia de energia
dentro de la célula.

Estos elementos también los podemos encontrar formando parte del aire, del
agua y de los seres vivos, desde el punto de vista biogeoquimico.

Los elementos que se encuentran en los ciclos vitales son arrastrados y
captados por animales, plantas, y microorganismos, los cuales los utilizan
para cubrir sus necesidades organicas.

El equilibrio natural entre las poblaciones depende rigurosamente de la
duracion de la permanencia y de la concentracidbn Optima de estos
elementos en los ecosistemas introducidos por la via de los ciclos

biogeoquimicos. (Seoanez Calvo, 2000).
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1.2 Ecosistema acuatico del Valle de Cuatrociénegas, Coahuila.

El ecosistema acuatico de Cuatrociénegas, presenta un conjunto de

condiciones particulares que lo hacen ser, ademas de area de interés

natural, un espacio idéneo para la investigacion ecoldgica.

Cuatrociénegas se encuentra orientado hacia el este de la region conocida

como altiplano septentrional o Desierto Chihuahuense, en la parte central del

estado de Coahuila, a 80 km al oeste de la ciudad de Monclova; esta

localizado entre los macizos montafiosos mas grandes de México, al este

de la Sierra Madre Oriental y al oeste de la Sierra Madre Occidental.
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/
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Figura 1. Ubicacion de Cuatro Ciénegas, Coahuila
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1.2.1 Caracteristicas de Cuatrociénegas

Una de las caracteristicas mas interesantes de la zona es que el agua
presenta contenidos muy bajos en fosforo, lo cual, sumado a la pobreza de
nutrientes, genera condiciones de vida extremas; estas condiciones impiden
el desarrollo de algas en los manantiales, por lo que es posible que la base
de la pirdmide alimenticia esté formada por bacterias.

El valle de Cuatro Ciénegas, se decreté como area natural protegida en la
categoria de Area de Proteccién de Flora y Fauna, es considerado el
humedal mas importante dentro del Desierto Chihuahuense y es uno de los
humedales mas importantes en México. En este valle subsisten una gran

cantidad de especies endémicas.

El Area de Proteccion de Flora y Fauna de Cuatro Ciénegas tiene una
superficie de cerca de 85 000 ha, y se localiza entre las coordenadas 26° 45’
00” y 27° 00’ 00” de latitud Norte; 101° 48’ 49" y 102° 17’ 53" de longitud
Oeste.

Con poca precipitacion anual, la gran cantidad de agua subterranea es la
causa de la existencia de manantiales en el valle de Cuatro Ciénegas, que a
su vez forman arroyos permanentes y areas inundadas donde se concentra

el agua de los manantiales.
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Los manantiales se llaman localmente pozas; las areas inundadas se
conocen como lagunas o lagos, algunas de las cuales son lagunas de
desecacion. Algunos de los manantiales son termales (30-35°C) y su
temperatura disminuye corriente abajo, lo cual puede deberse a un
enfriamiento del agua a lo largo del curso o bien a que existen diferentes
fuentes de abastecimiento de agua.

Las aguas en general son duras, ya que contienen gran cantidad de sales de
calcio y magnesio, sulfatos, carbonatos y cloruros.

La dureza de las aguas se incrementa a partir de los manantiales hasta los
rios y las lagunas de desecacién donde la salinidad es de nivel de
saturacion.

Casi todos estos ambientes acuaticos tienen agua con pocos nutrientes y
con altas concentraciones de minerales provenientes de las rocas carsticas
gue existen en la zona, sobre todo iones sulfato y calcio resultado de la
evaporacion y precipitaciéon de carbonato de calcio y sulfato de calcio (yeso);
en menor proporcién se han encontrado iones de sodio, magnesio y cloro

(Winsborough 1990).
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En muchas de las pozas y rios, tanto de agua salada como de agua dulce,
hay estromatolitos (depdsitos de carbonatos construidos por comunidades
de bacterias) que son poco comunes en el mundo (Winsborough and Seeler
1984, Winsborough 1990).

Los numerosos cuerpos de agua que brotan de manantiales tienen
diametros que van desde menos de un metro hasta mas de cien; las
profundidades de los mismos van desde 50 cm hasta 18 m; algunas de las
pozas estan comunicadas entre si por un complicado sistema de drenaje.

La mayor parte de los manantiales se ubican en las faldas de la Sierra de
San Marcos y Pinos, formando alrededor de 200 pozas dentro del Valle de
Cuatro Ciénegas.

Como resultado de la exportacion del agua fuera del valle y su uso dentro
del mismo, se provocaron serios desequilibrios, como son la interconexion
artificial de los manantiales, la disminucion de las areas inundadas y
cambios en los niveles de agua en muchas de las pozas (INE

2000).(Espinoza Asuar, 2005).

10
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1.3 Generalidades de la biomineralizacion.

La biomineralizacion es el proceso mediante el cual los organismos vivos
precipitan minerales bajo un estricto control biolégico, mediante una
extraccion selectiva y absorcion de iones de un ambiente local, para formar
cristales que se incorporan a estructuras funcionales.

Estos procesos dan lugar a materiales de formas y microestructuras con alto
grado de organizaciéon como las conchas de moluscos, cascaras de huevos,
dientes, huesos, otolitos, cocolitos, calculos biliares o renales (en situaciones
patologicas), etc. (Lowenstam et al., 1989).

Si bien la mayoria de los organismos no forma depdésitos minerales, se ha
encontrado que algunas proteinas, polimeros u otra clase de compuestos
organicos podrian ser responsables del proceso de nucleacion y crecimiento
de cristales. (Mann S, 2001).

La biomineralizacién ocurre en microorganismos, animales y plantas. Los
animales son el grupo capaz de formar un mayor niumero de biominerales
diferentes, seguidos por las bacterias, las plantas vasculares y finalmente los
hongos y protozoarios (Simkiss., Wilburg, 1989). En la tabla 1 se muestran

algunos minerales en cuya formacién se encuentran implicadas bacterias.

11
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Tabla 1. Minerales de origen biogénico producidos por bacterias.

Mineral Bacteria Referencia
Calcita Bacteria marina Morita,1980
Azobacter vinelandii Rivadeneyra et al ., 1985
Azobacter chroococcum
Flavobacterium
Acinetobacter Ferrer et al., 1988
Synechococcus sp. Thompson y Ferris, 1990
Chafetz et al., 1992
Kropp et al., 1997
Bacillus licheniformis Tourney ,2009
Aragonita Bacteria marina Greenfeld, 1963
Bacteria marina McCallum, 1970
Bacteria marina Krumbein,1974
Bacteria marina Buczynski,1991
Bacterias sulfato | Wacey et al., 2007
reductoras
Dolomita Pseudomona putida Rivadeneyra et al., 1986
Cepas del genero | Vasconcelos et al., 1995

Desulfovibrio
Virgibacillus marismortui y
Halomonas meridiana

Sanchez — Roman et al.,
2009

Estroncionita

Bacillus sp.

Synechococcus sp.

Ramos-Cormenzana,
1975

Schultze-Lam y Beveridge
1994

Estruvita Myxococcus xanthus Ben omar et al.,1994
Myxococcus coralloides Gonzalez Mufoz et
al., 1993
Myxococcus xanthus Gonzélez Mufioz et
al., 1996
Siderita Biofilm bacteriano Brown et al., 1994
Apatita e Escherichia col Ennever et al., 1974

hidroxiapatita

Providenicia rettgeri
Serratia sp.

Hirscheler et al., 1990
Medina Ledo et al., 2008

Bobierrita

Acinetobacter sp.

Rivadeneyra et al., 1987

Fosfato calcico

Staphylococcus aureus

Hutchison,1961

Vaterita Myxococcus xanthus Rodriguez-Navarro et al.,
2007

Barita Myxococcus xanthus Gonzalez Mufioz et
al.,2003

Magnetita Shewanella oneidensis Lovley et al., 1989

Pérez-Gonzalez et al.,
2010

12
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Los minerales producidos suelen tener una funcion muy especifica. La mas
importante es la formacion de esqueletos/exoesqueletos, siendo esta funcion
muy evidente en organismos eucariotas unicelulares y en muchos phyla de
invertebrados. (Mann, 2001).

Los minerales mas abundantes en los esqueletos son los carbonatos de
calcio, el fosfato de calcio y la silice. Otras funciones de los biominerales
son: 1) la de actuar como almacén de iones que se pueden utilizar
posteriormente en momentos de gran demanda fisioldgica; 2) formacién de
dientes, espiculas, dispositivos para detectar la gravedad (otolitos,
estatolitos), dispositivos de flotacibn y 3) la de respuesta a taxias
(formacion de magnetita y greigita por bacterias magnetotacticas que hace
que presenten aeromagnetotaxia). (Lowenstam., Weiner, 1989; Frankel et

al., 2007)

1.4 Tipos de Biominerales

Los biominerales estan constituidos por una fase inorganica que puede ser
de carbonato y oxalato de calcio, sulfato de silice y 6xido de hierro ( Mann et
al., 1990), y una fase organica que puede estar compuesta por proteinas
(fosfoproteinas, glicoproteinas), polisacaridos, lipidos y con frecuencia una
mezcla de ellos. En cuanto a la estructura se sabe que alrededor de un 80%

de los biominerales son cristalinos y un 20% son amorfos.
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La mayor parte de los biominerales cuentan con el calcio y el hierro como
cationes mayoritarios. De los 20 a 25 elementos esenciales para la vida de
los organismos vivos, el carbono, hidrégeno, oxigeno, magnesio, calcio,
silicio, fosforo, azufre, manganeso y el hierro, son los constituyentes mas
comunes de los aproximadamente 60 minerales biolégicos diferentes que se
conocen. Mas de la mitad de los elementos esenciales para la vida se

encuentran incorporados en depdsitos biominerales. (Mann, 2001).

1.5 Procesos de Biomineralizacion

A pesar de lo que se conoce acerca de estructuras biominerales y de como
varian de un organismo a otro, se sabe relativamente poco sobre los
mecanismos e interacciones moleculares que gobiernan la produccion
controlada de estos biominerales tan complejos y de como los organismos
biolégicos controlan exhaustivamente la composicion mineralogica del

material y seleccionan una u otra estructura polimérfica de un compuesto.

Los procesos de formacién de minerales en ambientes bioldégicos o de
biomineralizacion estan regulados por los mismos factores fisicoquimicos
(sobresaturacion, temperatura, pH, aditivos, etc.) que rigen los procesos de

precipitacion inorganica, sin embargo, los seres vivos son capaces de
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regular estos procesos asi como los factores fisicoquimicos que los
controlan mediante mecanismos quimicos, genéticos y celulares.

Asi, dependiendo de la capacidad de regulacion que los organismos ejercen
sobre estos procesos se distinguen los siguientes tipos de biomineralizacion:
biomineralizacion inducida biolégicamente (Lowenstam., 1981) y

biomineralizacién controlada biolégicamente (Bazylinski., et al., 2003).

1.5.1 Biomineralizacion inducida biologicamente

La formacion de biominerales ocurre como consecuencia de cambios en la
sobresaturacion del sistema ocasionados por la captacion o la excreccion de
diferentes metabolitos (mecanismo activo) y debido al aporte de nucleos de
cristalizacion tales como superficies celulares, pared celular, membranas
organicas, restos celulares y de lisis, que favorecen la precipitacion
(mecanismo pasivo).

La mayoria de los exopolimeros y de las superficies celulares estan
cargados negativamente, lo que provoca la unibn de cationes por
interacciones electrostaticas inespecificas. Esta unién, ademas de
incrementar localmente la sobresaturacion del sistema, también ayuda a
estabilizar las superficies de las particulas minerales que se estan formando.

(Lowenstam, 1981).
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Gracias a la presencia de estos mecanismos pasivos, la tasa de
mineralizacion puede incrementarse en varios 6rdenes de magnitud respecto
a una situacion en la que no estuvieran presentes estas superficies
(Beveridge, 1989; Konhauser, 1998; Bazylinski et al., 2007).

Los minerales formados por mineralizacion inducida, se depositan en el
exterior del organismo que los induce. Por tanto, la mineralizacion ocurre en
un ambiente abierto y no en un espacio intracelular delimitado para este
propésito y no existe una maquinaria celular o macromolecular especializada
con un papel especifico en el proceso de biomineralizacion.

Un mismo organismo en distintas condiciones puede dar lugar a distintos
minerales (Lowenstam., Weiner, 1989). Los minerales formados suelen
tener un tamafio y morfologia indistinguible en comparacion con los
formados en procesos puramente inorganicos en condiciones fisicoquimicas
similares (Jiménez - Lopez et al., 2010).

Los procesos de mineralizaciéon inducida biolégicamente estdn ampliamente
extendidos entre los diversos phyla del domino Bacteria, siendo también
muy amplio el nimero de biominerales producidos mediante este proceso
en todo tipo de ambientes: éxicos, andxicos e interfase 6xico- anoxica.

Los biominerales mas comunes son los o6xidos (fundamentalmente
magnetita, goethita, hematita, ferrihidrita y o&xidos de manganeso),

carbonatos, fosfatos, sulfatos y sulfuros (Konhauser, 2007).
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Es especialmente interesante la formacion de dolomita y vaterita por
microorganismos (Wright., Wacey, 2005., Rodriguez-Navarro et al., 2007) y
el conocimiento sobre la formacion de ambos minerales de que aportan

estos procesos de biomineralizacion.

1.5.2 Biomineralizacion controlada biol6gicamente.

En la mineralizacion controlada biolégicamente los minerales normalmente
se forman sobre (o dentro) de matrices o vesiculas organicas dentro de la
célula. El organismo ejerce un grado de control significativo sobre el proceso
de nucleacion y crecimiento del mineral y, por lo tanto, sobre la composicién,
tamafio, aspecto Yy localizacion intracelular de las particulas (Bazylinski., et
al, 2003).

El mineral que se forma se aisla primero del ambiente exterior por una
barrera a través de la cual los iones no pueden difundir libremente (Simkiss,
Wilburg 1989). Las bicapas lipidicas, tanto en las membranas celulares
como en vesiculas localizadas dentro o fuera de las células, son las mas
utilizadas para delimitar estos espacios.

Otros materiales utilizados para este propdésito son las macromoléculas
insolubles como proteinas y/o polisacaridos que forman laminas

impermeables.
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En los microorganismos, el ejemplo mejor caracterizado de este tipo de
mineralizacion es la formacibn de magnetosomas por bacterias
magnetotacticas, que son un grupo de microorganismos que fabrican
minerales magnéticos, concretamente magnetita o greigita, que le permite
responder al campo magnético terrestre para situarse, dentro de la columna
de agua, en el nivel de concentracion de oxigeno mas adecuada para su

crecimiento. (Frankel., et al, 1979, 2007).

1.6 Microscopia Electronica

Se ha identificado una gran cantidad de tipos de minerales con ayuda de los
microscopios electrénicos, ya que los minerales a analizar en general son de
tamafio nanomeétrico. Los microscopios electronicos son muy utiles debido a
gue nos permiten ver objetos mucho mas pequefios y texturas mas finas
gue los microscopios opticos debido a que tienen mayor poder de resolucion.
El poder de resolucion es una caracteristica numérica o pardmetro de un
sistema oOptico (de luz o de electrones) que definen su capacidad de dar

imagenes de detalles muy pequefios del objeto.

La microscopia electrénica de transmision da imagenes por medio de
electrones que atraviesan la muestra como lo hace la luz en el microscopio

optico.
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Existen varios tipos de microscopia electrénica dentro de los cuales se
encuentran  la microscopia electronica de transmision, y la microscopia

electrénica de barrido.

El microscopio electrénico de transmision (MET) es un instrumento que
utiliza un haz de electrones acelerados para irradiar una muestra delgada
por una de sus caras, dandonos una imagen formada por los electrones que

emergen por la cara contraria.

Las principales partes que constituyen el microscopio electronico de
transmision son: a) la Optica electrénica, generalmente llamada “ columna”
por ser habitualmente cilindrica y vertical, b) el sistema de vacio que
mantiene una presion muy baja en el interior de la columna; c) sistemas de
enfriamiento; d) corrientes de alimentacidn y sus controles y e) dispositivos

de registro de imagenes.

La columna esta formada de arriba a abajo por el dispositivo productor de
electrones o cafidn electronico, que tiene la funcidn equivalente al iluminador
de los microscopios de luz, seguido por una o mas lentes condensadoras
(generalmente dos) que concentran el haz electronico sobre el objeto de

estudio. (Yacaman., et al, 1995).
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Debajo de estas lentes se encuentra la camara del objetivo provista de
esclusas que permiten introducir y retirar los especimenes sin alterar el
vacio de la columna. Dentro de esta camara se encuentra una platina a la
gue queda unido el objetivo, la cual puede ser movida mecanicamente por
el operador, permitiéndole observar diversas zonas de un espécimen plano

hasta de dos milimetros de diametro.

Por debajo de esta cAmara se encuentran otras lentes electromagnéticas,
que permiten la observacion del objeto. La primera es el objetivo, la lente
mas perfeccionada, tanto por la precision y acabado de sus piezas, como
por la estabilizacion de la corriente de alimentacion, pues como en el

microscopio Optico, es la que da la primera imagen de la preparacion.

La segunda lente de observacion es la lente intermediaria o primera
proyectora, que agranda un trozo de la imagen del objeto creada por el
objetivo. La tercera etapa de aumento la realiza la lente proyectora, la que
tomando una parte de la segunda imagen la proyecta aumentada sobre la
pantalla fluorescente, en la que la imagen electrénica final se hace visible al

0jo humano.

El MET se asemeja al microscopio 6ptico de campo claro en su concepcion,
y sus principales diferencias derivan del uso de una radiacion diferente a la
luz, el haz electronico, que obliga al empleo de lentes electromagnéticas

para formar la imagen.
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El cafidon electrénico esta compuesto por un catodo -- electrodo negativo--
formado por un filamento de tungsteno en forma de V , un cilindro hueco --
cilindro de control o cilindro de Wehnelt -- y un anodo - electrodo positivo -- a
potencial cero. Las lentes electromagnéticas se emplean tanto en el sistema
de iluminacién como en el de observacién de los microscopios electronicos
actuales. El vacio de la columna de éptica electrénica y de los dispositivos
fotogréficos es producido en dos etapas, por dos tipos de bombas. El vacio
inicial o prevacio es generado por bombas mecanicas rotatorias, que
realizan la evacuacion del aire desde la presiéon ambiente hasta 107
milibarios. Esta primera etapa permite a las bombas de alto vacio comenzar
su funcion. El vacio de un MET se debe rehacer cada vez que se apaga el
aparato, para lo que cuenta con compuertas de vacio que se abren y cierran

comunicando o aislando diferentes partes del microscopio.

Estas compuertas permiten meter y sacar muestras, y cambiar el material
sin alterar el alto vacio de la columna. Otra parte importante del MET es el
sistema de enfriamiento, es importante sefialar que las bombas difusoras,
asi como muchas de las lentes electrénicas, necesitan un dispositivo de
refrigeracion para disipar el calor. Este dispositivo esta constituido por agua
gue circula en serpentines metéalicos en relacion con el embobinado de
cables de las lentes electrénicas y por fuera de la pared cilindrica del cuerpo

de la bomba difusora.
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Las principales necesidades de alimentacion del MET son las del cafion

generador del haz de electrones acelerados y las de las lentes.

El cafidn requiere el voltaje negativo de aceleracion y la corriente de
calefaccion del filamento. El primero es una corriente de muy baja intensidad
y de voltaje muy alto y cuidadosamente regulado; los voltajes de aceleracion
son comunmente entre 40 y 125 mil voltios y las intensidades corresponden

a la cantidad de electrones del haz por unidad de tiempo.

El voltaje de aceleracion debe ser muy estable, pues la longitud de onda del

haz de electrones depende de su velocidad.

El usuario puede controlar tres parametros del cafion: 1) el voltaje de
aceleracion, con opciones repartidas generalmente cada 20Kv (40, 60,
80,100, 120 Kv); 2) la intensidad del haz, y 3) la corriente de calefaccién del

filamento.

1) La capacidad de variar el voltaje de aceleracion permite al usuario
adaptar la penetracion de los electrones del haz en el material biolégico,
a la vez que cambia la longitud de onda del mismo. A voltajes elevados
las longitudes de onda son mas cortas, lo que mejora la resolucién. Por
otra parte la cantidad de interacciones de los electrones del haz con la

muestra es menor, por lo que disminuye el contraste.

22



UANL

Maestria en Ciencias con Orientacion en Microbiologia Industrial

2) La intensidad debe mantenerse al minimo compatible con una imagen
suficientemente brillante para ser observada con facilidad. Cuanto menor
sea la intensidad del haz, menor sera el dafio causado a la preparacion

biolégica durante su observacion.

3) La calefaccién del filamento debe ser la minima saturante. La saturacion
es un fenbmeno que se produce cuando la cantidad de electrones
emitidos por el filamento, por efecto termoidnico, iguala la cantidad de

electrones que forman parte del haz.

La visualizacién y registro de la imagen puede realizarse por medios
electronicos, como una camara de television situada en la columna de
Optica electronica cerca de la pantalla donde se ve la imagen final. Esta
camara esta provista de un sistema 6ptico enfocado sobre una pequefia
pantalla que transduce la imagen electrénica en imagen luminosa.

(Yacaman., et al, 1995). (Vazquez Nin., et. al 2000).

La microscopia electronica de transmision se divide en dos tipos, el

contraste de difraccion y contraste de fase.
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Figura 2. Esquema de un Microscopio Electrénico de Transmision

Por contraste de difraccion es posible obtener imagenes denominadas de
campo brillante y campo oscuro. En el campo brillante el haz transmitido,
gue no ha sufrido dispersién, contribuye a la formacion de la imagen. Para el
caso del campo oscuro solo algunos electrones dispersados se incluyen en

la imagen.

Al hacer coincidir el plano focal de la lente objetivo sobre la pantalla se

obtiene un diagrama de difraccion.
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Para obtener diagramas de difraccion de zonas locales de la muestra, se
utiliza una apertura en el microscopio, la cual contiene Unicamente la zona
de la que se obtendra el diagrama. Estos diagramas se denominan

diagramas de difraccién de area seleccionada.

La difraccion de electrones (SAED) es hasta la fecha una de las técnicas
mas poderosas para el estudio de la estructura cristalina en la materia
condensada. A través de la difraccién de electrones es posible determinar
diferentes estructuras cristalograficas, estudiar defectos o bien diferenciar

dos o mas materiales que conforman una matriz.

Dentro de la dispersidon de energia de rayos X (EDS), la energia dispersiva
de rayos X se utiliza para identificar los elementos quimicos en los
materiales. Los rayos X detectados provienen de los saltos electrénicos en
los diferentes niveles de energia de cada elemento. Los espectros obtenidos

son singulares para cada elemento.

Los microscopios electronicos, como el microscopio electrénico de barrido y
microscopio electrénico de transmisién son equipos usados para analisis de
materiales a una escala mas pequefia que la posible por microscopios
Opticos. Los microscopios electronicos usan las interacciones que los
electrones hacen con la muestra, para producir imagenes y patrones de

difraccién que se utilizan para analizar el material a una escala atomica.
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Una de las limitaciones del MET es la preparacibn de muestras. Las
muestras de MET tienen que ser transparentes a los electrones para
transmitir suficientes electrones y poder formarse una imagen de facil

interpretacion.

En MET, el haz de electrones pasa por la muestra y produce una imagen de
la muestra a través del haz transmitido. El equipo recoge los rayos-X
caracteristicos de la muestra para permitir hacer un analisis de la
composicién quimica de la muestra.

En microscopia electronica se trabaja siempre en el vacio. Esto se debe a
gue como se opera con electrones que viajan con una trayectoria desde la
fuente hasta su destino es imprescindible que esta trayectoria no sea
desviada por la presencia de atomos o moléculas que no sean las de la
muestra a analizar. Por eso la columna debe estar lo mas libre posible de
moléculas de gas, esto se consigue con potentes bombas de vacio.

Las presiones a las que se trabaja oscilan entre los 107 y 10™° bares, es
decir que, se reduce la presién por debajo de una millonésima parte de la
presion atmosférica.

La interaccién de los electrones incidentes con la muestra produce una serie
de radiaciones secundarias: electrones secundarios, electrones
retrodispersados, electrones transmitidos, radiacion X, electrones Auger,
catodoluminiscencia y energia absorbida (por la muestra). La utilizacion de
una u otra nos permite obtener distintas informaciones sobre la muestra.
(Vazquez Nin., et. al 2000).
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1.6.1 Tipos de rejillas

El portamuestra, para el MET, es una pequefia rejilla muy delgada de cobre
en forma de disco. Las rejillas se construyen de diferentes materiales, las
mas comunes son de cobre, niquel o carbdn, el diametro estandar de todas
es de 3 mm. Se suelen guardar o transportar en placas o cajas especiales
(porta rejillas). Las rejillas deben manipularse con mucho cuidado antes,

durante y después que se ha colocado la muestra.

Deben protegerse durante su manipulacion de dafios tales como dobleces o
pliegues. Cualquier dafio puede afectar la calidad de las mismas y la imagen
que se logre ya que las muestras seran tan planas como lo sean las rejillas a

las que estan unidos.

Figura 3. Tipos de rejillas para uso en MET
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CAPITULO 2

ANTECEDENTES

2.1 Bacterias presentes en el Valle de Cuatro Ciénegas, Coahuila.

En Cuatro Ciénegas, Coahuila, se encuentra una amplia diversidad de
organismos de los dominios Bacteria y Archaea. Algunas de las bacterias
gue se han encontrado son similares a microorganismos cosmopolitas que
estadn en ambientes salinos del mundo, como Bacillus, capaces de formar
esporas y transportarse con el polvo. Recientemente investigadores del
CINVESTAV unidad Irapuato, secuenciaron el material genético de un bacilo
encontrado en este habitat y lo denominaron Bacillus coahuilensis, dicha
secuenciacion demostr6 que este microorganismo es de origen marino.
Ademas se han detectado numerosos géneros de Bacteria y Archaea que

también se consideran fundamentalmente marinos.
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Como ejemplo de estos microorganismos esta el género Rheinheimera, que
es una bacteria marina de los mares del norte de Europa, bacterias similares
a simbiontes de moluscos marinos del género Teredinibactertunerae, asi
como otras cercanas a Rhodobacter marinas que forman parte del

picoplancton.

En las cuevas de Cuatro Ciénegas se encontraron bacterias oxidantes del
azufre, muy similares a algunas descritas como endosimbiontes de gusanos
exclusivos de las ventilas hidrotermales del Atlantico, bacterias tipicas de
glaciales y arqueas sélo reportadas en sedimentos marinos. También se han
encontrado representantes de los géneros Magnetospirilium y Aquaspirilium,

gue son tipicamente marinos. (Souza Saldivar, 2004).

2.2 Microorganismos y Biomineralizacion

En la naturaleza los seres vivos se encuentran por todas partes y es
practicamente imposible encontrar un lugar en la tierra, por inhéspito que
este sea, que no esté colonizado por bacterias. La actividad de los seres
vivos, en particular la de los microorganismos tiene la capacidad de
modificar, asistir o inhibir los fendmenos puramente inorganicos de
disolucion, cristalizacion y adsorcion, que tienen lugar sobre superficies de
los minerales. La capacidad de los microorganismos de formar polisacéaridos
extracelulares en los que se depositan compuestos es conocida desde
hace mucho tiempo.
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Los microorganismos son el segundo grupo en importancia con respecto a la
formacion de minerales, y pueden producir una gran variedad de minerales
por los procesos de mineralizacion controlada biologicamente vy

mineralizacion inducida bioldégicamente. (Simkiss., et al, 1989).

Los microorganismos, en particular las bacterias, habitan en todos los
ambientes posibles de la biosfera y desempefian un papel importante en
procesos geoldgicos tales como la precipitacién y disolucion mineral, e
influyen notablemente sobre los ciclos biogeoquimicos de diferentes
elementos. La confirmacibn de que la precipitacion de calcita o
carbonatogénesis por influencia bacteriana, es un fenbmeno habitual en

ambientes marinos y suelos, dio un gran auge a la geomicrobiologia.

La geomicrobiologia es la ciencia que estudia el papel desempefiado por los
microorganismos en los procesos geoldgicos, tanto los que han ocurrido en
el pasado como los que estan sucediendo en el presente. Ejemplo de estos
procesos son el efecto de los microorganismos sobre los ciclos de muchos

elementos y la precipitacion de compuestos minerales. (Baskar., et al, 2009)

La formacion de carbonatos es un proceso muy comun entre las bacterias,
existiendo numerosos ejemplos de bacterias carbonatogénicas en los
distintos phyla. Como las bacterias de los géneros: Pseudomonas (Baskar et
al., 2006), Bacillus (Castainer et al., 2000), Vibrio (Rivadeneyra et al., 1993)
y Streotomyces (Canaveras et al., 1999), bacterias sulfatoreductoras y
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cianobacteras (Wright 1999), Myxobacteria (Gonzalez-Mufioz et al., 1996) y
Halobacillus (Rivadeneyra et al., 2004).

Con relacion a la formacion de fosfatos, también hay una gran cantidad de
microorganismos capaces de inducir la formacion de apatita como son
Streptococcus salivarius, Actinomyces naeslundii y Bacterionema matruchotti
(Rizzo et al.,, 1962) y estruvita como Staphylococcus aureus (Beavon,
Heatley, 1962), Bacillus pumilus (Nelson et al., 1991), Pseudomonas
calciprecopitans (Shinano, Sakai, 1975) y Myxococcus xanthus (Gonzélez-

Mufioz et al., 1996).

2.3 Bacterias magnetotacticas y sus particulas magnéticas

Los cristales magnéticos sintetizados por las bacterias magnetotacticas
presentan propiedades muy particulares y deseadas en los campos cientifico
e industrial, tales como tamafio nanométrico, estructura cristalina organizada

y pureza.

Las aplicaciones de minerales con magnetismo, brindan un aporte
significativo a la ciencia y la tecnologia como medio ideal de
almacenamiento de datos en cintas, discos y burbujas magnéticas; las
particulas magnéticas han incursionado en aéreas muy diversas desde la
medicina para la inmovilizacién de sustancias bioactivas, elaboracion de
biosensores, transportadores de farmacos antitumorales, y como agentes de

contraste en resonancia magnética nuclear. (Matsunaga, 1991).
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Se ha reportado la biomineralizacion de materiales ferromagnéticos,
principalmente magnetita, en una gama extremadamente diversa de
organismos, como algas (Torres de Araujo et al., 1986), insectos (Maher
1998), moluscos (Lowenstam 1981), peces (Mann et al., 1988), aves (Perry

et al., 1985) y en humanos (Kirschvink et al., 1992).

La magnetita bacteriana tiene mdultiples aplicaciones biotecnoldgicas, en
campos tan diversos como nuevos materiales para ingenieria, biomedicina y
fabricacion de microchips moleculares (Mann et al., 1990, Matsunaga, 1991,

Schwartz y Blakemore, 1985).

En todas las bacterias magnetotaticas productoras de magnetita que se han
estudiado a la fecha, la fase mineral del magnetosoma aparece envuelto por
una membrana. En cepas de Magnetospirilum se encontr6 que esta
membrana esta formada por una bicapa de fosfolipidos y proteinas (Gorby et

al, 1988, Matsunaga, 1991, Schiller et al, 1997).

Las particulas magnéticas que se fabrican sintéticamente no son uniformes y
por lo general no son completamente cristalinas, su composicién es
heterogénea y forman aglomerados, lo cual conlleva a problemas en el
procesamiento; contrario a la sintesis realizada mediante procesos
bioldgicos, en la que se puede controlar el crecimiento y las propiedades

morfologicas.
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Ademas, la biomineralizacion lleva a la produccion de cristales de magnetita
altamente uniformes sin los drasticos regimenes de temperatura, pH y
presion que por lo general se utilizan para su produccion industrial (Sarikaya,

1994., Mann et al., 1990).

Las particulas de magnetosomas aisladas de tamafio pequefio confieren una
relacion superficie-volumen grande, lo cual las convierte en Utiles
acarreadores para la inmovilizacion de cantidades relativamente grandes de
sustancias bioactivas, las cuales pueden separarse por campos magnéticos
(Matsunaga et al., 1987). En la Figura 4 se observa la cadena de
magnetosomas alineados dentro de la bacteria, lo que le confiere capacidad

de migracion.

(Matsunaga, et al., 1991)
Figura 4. Imagen por MET de Magnetospirillum magnetotacticum donde se aprecia
dentro la cadena lineal de magnetosomas.
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2.4 Magnetita en depdsitos naturales

La magnetita (Fe3O,4) es un oxido ferroso, diferente del resto de los Oxidos
de hierro porque contiene hierro di y trivalente. Es un mineral comun en las
rocas terrestres que puede tener origen bidtico (bien por una mineralizacion

inducida o controlada biolégicamente) o inorgénico.

La magnetita esta presente en la tierra en rocas igneas, metamorficas y
sedimentarias. Se han encontrado cristales nanométricos de magnetita con
variedad de formas, distribucion de tamafio y composicidbn quimica en

numerosos ambientes antiguos y modernos (Thomas-Keprta et al., 2000).

El origen de muchas de las magnetitas terrestres es desconocido y
actualmente existe una gran controversia sobre como distinguir las
magnetitas de origen biogénico de las producidas de forma inorganica
cuando aparecen en sedimentos. Mientras que las magnetitas formadas a
altas temperaturas tienen claramente un origen inorganico, las formadas en
ambientes a bajas temperaturas como los estromatolitos precambricos vy

formaciones de hierro pueden tener un origen inorganico o biogénico.
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La magnetita también se ha encontrado en particulas de meteoritos, en este
contexto hay un notable interés centrado en un subconjunto de magnetitas
con propiedades quimicas y fisicas inusuales que estan intimamente
asociadas con los discos de carbonatos del meteorito ALH84001. (McKay et
al., 1996).

Se ha producido un gran debate sobre el origen de estas magnetitas desde
que McKay y colaboradores en 1996 las propusieran como prueba de la
existencia de vida primigenia en Marte, por su semejanza con las magnetitas
producidas en la tierra por las bacterias magnetotacticas.

La magnetita es ferri magnética a temperatura ambiente, es decir, el
alineamiento de los espines electronicos es anti paralelo, lo que hace que el
momento magnético de los espines sea diferente y cree un momento
magnético neto, por lo que se ve fuertemente atraida por los campos
magneéticos.

Cualquier substitucion catidénica, ademas del tamafio de particula, hace
variar la coercitividad, es decir, la fuerza magnética de la magnetita. Mientras
que las particulas entre 35 — 120 nm son de dominio Unico magnético (es
decir cada particula se comporta como iman), las particulas inferiores a 35
nm son superparamagnéticas a temperatura ambiente (no tienen un

magnetismo permanente a temperatura ambiente).
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Las particulas que superan los 120 nm presentan un magnetismo mas débil
ya que al presentarse varios dominios magnéticos en una misma particula

se anulan unos a otros. (Mann, 2001).

2.5. Magnetita abiotica

La magnetita abiotica puede precipitarse como fase primaria o como fase
secundaria. Como fase primaria, la magnetita se puede formar por
precipitacion homogénea o heterogénea a partir de una solucion. Como fase
secundaria, la magnetita se forma gracias a la descomposicion térmica de
carbonatos que contienen hierro y por la transformacion de ferrihidrita o de
una fase mineral conocida como “green rust” (herrumbre verde).

Los métodos mas desarrollados para la sintesis de magnetita abidtica son
aguellos en los que se precipita este mineral como fase primaria a partir de
una solucion, ya que se pueden obtener grandes cantidades del mineral.

En general, la sintesis inorganica de magnetita requiere condiciones
reductoras, valores altos de pH y baja presion parcial de CO, en el sistema.
Como fase secundaria, la magnetita puede obtenerse mediante la
transformaciéon de fases minerales tanto a altas temperaturas como a bajas

temperaturas. (Garrels, 1990).
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2.6 Magnetita biotica
La magnetita puede ser formada por microorganismos, bien a través de una
mineralizacion inducida biolégicamente o de una mineralizacién controlada

biol6gicamente.

2.6.1. Magnetita controlada biolégicamente

La magnetita intracelular es producida por las bacterias magnetotacticas en
un proceso de mineralizacion controlado biol6égicamente. Estas bacterias
forman un grupo heterogéneo de procariotas, que presentan la peculiaridad
de alinearse en forma pasiva y desplazarse activamente a lo largo de las
lineas del campo magnético terrestre (Blakemore, 1985). Es un grupo
morfologica, metabdlica y filogenéticamente diverso.

Las bacterias magnetotacticas se encuentran comunmente en columnas de
agua o sedimentos con estratificacion quimica vertical. En los sistemas de
agua dulce, donde la concentracion de sulfato es muy baja o cero, la
interfase Oxica-anOxica esta generalmente ubicada en la regiébn agua-
sedimento o varios milimetros por debajo de ella; la situaciébn en muchos
lugares de aguas profundas es similar. En la tabla 2 se muestran algunos
microorganismos productores de magnetita intracelular asi como sus tipos

de magnetosomas formados.
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Tabla 2. Microorganismos productores de magnetita intracelular

Cepa Habitat Morfologia Formade Autor
magnetosoma
Magnetospirillum | Agua dulce Espirilo Cristales cubo- | Blakemore
magnetotacticum octahédricos | etal.,, 1979
MS-1 de magnetita | Scheleifer et
al., 1991
Magnetotactic Agua Vibrio Cristales Bazylinski,
Marine Vibrio Salada hexahédricos 1990
MV-1 de magnetita
Magnetospirillum | Agua dulce Espirilo Cristales cubo- | Matsunaga
sp. AMB-1 octahédricos | etal.,, 1991
de magnetita
M. Agua Espirilo Cristales cubo- | Schiler et
gryphyswaldense dulce octahédricos | al., 1992
MSR-1 de magnetita | Scheleifer et
al., 1991
Desulfovibrio Agua dulce Vibrio Particulas de Sakaguchi
magneticus RS-1 magnetita en | etal., 2002
forma de punta
Magnetospirillum | Agua dulce | Helicoidal Cristales Wenbing et
sp. WM-1 cuboidales al., 2007

Las bacterias magnetotacticas como se menciono anteriormente tienen una

amplia perspectiva en aplicaciones biotecnolégicas, aunque en la actualidad

no se han explotado a escala comercial, principalmente debido a problemas

relacionados con el cultivo masivo de estas bacterias. (Bazylinsky, 1995;

Stolz, 1993).
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El aislamiento y cultivo axénico de las bacterias magnetotacticas ha
demostrado ser muy dificil. ElI desarrollo de estrategias generales de
aislamiento es aun mas dificil por el hecho de que la fisiologia y las
necesidades nutricionales son diferentes y en muchos casos aun son
desconocidas. Al parecer, la fisiologia de las especies que se han descrito
esta determinada por su ecologia local. Se conoce que las cepas
productoras de Fe3O,4 son microaerofilicas y que fijan nitrdgeno atmosférico,

mediante una enzima nitrogenasa sensible al oxigeno. (Bazylinsky, 2006).

2.6.2. Magnetita inducida biol6égicamente

En la ultima década se ha producido un creciente interés tanto en la
transformacién como en la precipitacion de minerales de hierro. Esto es
debido a que el hierro es el cuarto elemento mas abundante en la corteza
terrestre y también se piensa que el Fe** fue el primer aceptor de electrones
externo relevante en la respiracién microbiana (de Duve, 1995).

Ademas Nealson y Myers en 1990, sugirieron que la reduccion bacteriana
de hierro pudo haber jugado un papel importante en la génesis de las
formaciones bandeadas de hierro del precambrico. La reduccion bacteriana
del Fe** la llevan a acabo principalmente (aunque no de manera exclusiva)

las bacterias reductoras desasimiladoras del hierro.
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La reduccion desasimiladora del hierro es el proceso por el cual el
microorganismo reduce Fe®" con un propésito diferente a la asimilacién de

este cation, se obtenga o no energia a partir de este proceso.

Las bacteria reductoras del hierro estdn muy extendidas en el dominio
Bacteria y se han encontrado en diferentes ambientes, como hébitats
acuaticos marinos y de agua dulce (Lovley et al., 1990) incluyendo lagos
basicos (Zavarzina et al., 2006), manantiales termales, sedimentos de lagos

con residuos de mineria y aguas residuales (Ye et al., 2004).

Las bacterias reductoras de hierro intervienen en los ciclos geoquimicos
globales de elementos como el carbono, el oxigeno, el azufre y el hierro.
Muchos de estos microorganismos reducen Fe** como efecto secundario de
su metabolismo, pero no obtienen energia para su crecimiento a partir de

esta transferencia de electrones (Lovley, 1991).

Entre estos microorganismos se han estudiado Bacillus polymyxa,
Clostridium butyricum y CI. pasteurianum (Ottow & Glathe, 1971). Una vez
que se descubrié que los microorganismos que utilizan el Fe** como aceptor
final de electrones de la respiracion (por lo tanto obteniendo energia en este
proceso) son los principales responsables en la mayoria de la reduccion de
Fe®* en suelos y sedimentos, se profundizé en el estudio de estos

microorganismos, presentes en los dominios Bacteria y Archaea.
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Dentro del dominio Bacteria se encuentran  microorganismos
desasimiladores reductores de hierro en los diferentes phyla de
Proteobacteria, Firmicutes, Actinobacteria, Acidobacteria,
Thermodesulfobacteriales, Thermotogales y Deinococcus-Thermus. En el
dominio Archaea aparecen tanto en Euryarchaeota, Thermococcales y
Methanopyrales, como en Crenoarcheota, Desulfurococcales,
Methanococcales y Thermoproteales. Los géneros mas estudiados son
Shewanella, Geobacter y Geothrix.

Las bacterias reductoras desasimiladoras del hierro utilizan en su mayoria
oxohidréxidos de Fe®* amorfos como aceptores de electrones, siendo los
mas usados por las células goethita, hematita, ferrihidrita y nanogoethita.
Algunas de estas bacterias también son capaces de utilizar y reducir el Fe**
presente en filosilicatos por ejemplo montmorillonita e illita. En la tabla 3 se
muestran algunos ejemplos de las bacterias productoras de magnetita

extracelular.
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Tabla 3. Microorganismos productores de magnetita extracelular.

Bacteria

Mineral

Referencia

Geobacter
metalliredunces GS-15

Capacidad de
formacion de agregados
finos de magnetita
formados como
subproducto.

Lovley et al.1987

Shewanella oneidensis
MR-1

Produccion de
magnetita extracelular

Lovley et al. 1989

Shewanella putrefaciens

Produccién de
magnetita extracelular

Caccavo Jr et al.1992

Desulfuromonas
acetoxidans

Produccion de
magnetita extracelular
junto con siderita

Nealson., Safarini 1994

Geothrix fermentans

Produccion de
magnetita extracelular

Coates et al.1999

En condiciones anéxicas estas bacterias usan el Fe**(previa disolucién del

mineral que contiene Fe®) como aceptor de electrones en el proceso de

respiracion, transformandolo en Fe?", que se excreta al medio de cultivo, ya

que la bacteria no lo usa en los procesos de biosintesis.
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Tanto el Fe** como el Fe* se concentran en las zonas cargadas
negativamente de la pared celular bacteriana, haciendo que el sistema se
sobresature localmente con respecto a la magnetita lo que provoca la
precipitacion de esta fase mineral.

Para que se produzca la formacion de magnetita hace falta la conjuncién de
los mecanismos activos y pasivos de precipitaciébn, es decir, células
metabdlicamente activas que aporten superficies (paredes celulares,
membranas, y/o productos de lisis). Ademas de valores altos de pH y una
concentracion elevada de Fe?* y Fe®*" en las superficies aportadas por las
bacterias.

Aungue el mecanismo de precipitacion no se conoce en su totalidad, si se
sabe que la mineralogia, morfologia, composicion y tamafio de las
magnetitas inducidas por bacterias depende en gran medida de varios
factores como las condiciones ambientales en las que ocurre la precipitacion
(pH, pCO;, pO,, Eh y temperatura), la composicién del medio de cultivo, la
concentracion y las formas quimicas de los aceptores y donadores de
electrones y los iones absorbidos.

La morfologia y el tamafio de los cristales de magnetita producidos por
bacterias reductoras desasimiladoras del hierro han sido caracterizados
hasta cierto punto y se han descrito cristales globulares, euhédricos o

irregulares. (Zachara et al., 2002).
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El tamafio de las magnetitas en estos estudios puede variar desde menos de
35 nm en el rango de particulas superparamagnéticas, hasta tamafos entre
35-120 nm, en el que cada cristal individual tiene un momento de dipolo
magnético permanente a temperatura ambiente.

Estos biominerales estan caracterizados, en general, por una baja
cristalinidad, amplias distribuciones de tamafo de particula, ausencias de
morfologias cristalinas especificas, poca especificidad mineral (minerales
mezclados) y/o la presencia de impurezas en la red mineral (Frankel et al.,
2007).

Todo lo mencionado anteriormente explica por que la magnetita inducida
bioldgicamente no se utiliza como biomarcador en la actualidad. Sin
embargo existen algunas excepciones, por ejemplo Geobacter
metalliredunces que son capaces de inducir la formacion de una forma
Gnica de magnetita tubular, con un aspecto cristalino y propiedades

magnéticas bien definidas.
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En la figura 5 se pueden observar los cristales hanométricos de magnetita

producida extracelularmente por bacterias del género Geobacter.

‘0

(Lloyd et al.2000)

Figura 5. a) Imagen observada mediante MET del género Geobacter donde se
observan las nanoparticulas extracelulares de magnetita escala 500 nm., b)
nanoparticulas de magnetita escala 50 nm.
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2.7 Justificacion

El desarrollo de nuevos materiales y su aplicacion a tecnologias modernas
es un dinamo que mueve a la sociedad industrial; sin embargo, para los
paises en vias de desarrollo, el desafio consiste en utilizar de forma éptima
los recursos con los que cuentan, para no quedarse a la zaga de los

avances cientificos y tecnologicos.

Debido a que en la naturaleza estdn presentes gran cantidad de
microorganismos aun no identificados, de los cuales las bacterias con
caracteristicas magnéticas son un grupo importante, en este trabajo de
investigacion se evaluara una serie de factores fisicoquimicos y condiciones
de cultivo que permitan el aislamiento y caracterizacion de bacterias con

propiedades magnéticas.
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CAPITULO 3

HIPOTESIS Y OBJETIVOS DEL PROYECTO

3.1 HIPOTESIS

Sobre la base de los elementos expuestos anteriormente se establecid la

siguiente hipdétesis:

o Es posible el aislamiento y caracterizacion de bacterias sintetizadoras
de particulas magnéticas presentes en cuerpos de agua y

sedimentos.

3.2 OBJETIVOS

Para el desarrollo de este trabajo se definieron los siguientes objetivos

especificos.

o Aislamiento de microorganismos sintetizadores de particulas
magneéticas a partir de muestras de agua y sedimento  mediante
técnicas de enriquecimiento.

o Obtencion de cultivos puros.

o Caracterizacion bioquimica de los cultivos puros.

o Caracterizacion de particulas magnéticas mediante microscopia

electrénica.
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CAPITULO 4

MATERIALES Y METODOS

4.1 Area de estudio

Para el aislamiento de bacterias con propiedades magnéticas se
seleccionaron muestras de agua y sedimento de un estero del estado de
Veracruz asi como dos muestras de agua y sedimento de la zona de
Cuatrociénegas, Coahuila; la primera muestra se tom6 en la zona de la
Poza Azul localizada a 8 Km de Cuatrociénegas, Coahuila y la segunda
muestra se tomo en la zona de Las Playitas localizada a 15 Km de Cuatro

Ciénegas, Coahuila.

4.2 Recoleccién de las muestras.

La recoleccion de muestras se realizé de la interfase agua - sedimento de
cada sitio de muestreo, a profundidades de entre 30 a 45 cm, vy las
muestras se colocaron en frascos de vidrio con tapon de rosca estériles de

600 ml.
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4.3 Caracterizacion fisicoquimica de las muestras.

Las muestras fueron transportadas a temperatura ambiente al laboratorio,
donde se incubaron por 4 semanas a temperatura ambiente con la tapa del
recipiente entre abierta y luz tenue, para suprimir organismos fotétrofos vy
permitir aireacion y formacion de una zona O6xico anodxica. Se les
determinaron los parametros fisicoquimicos de temperatura y pH, empleando
un potenciometro marca Thermo Scientific. Las muestras se sometieron a
analisis por espectroscopia de absorcion atébmica para la determinacién

cualitativa de los elementos presentes.

4.4 Enriquecimiento del cultivo microbiano.

Las muestras se enriquecieron en frascos de vidrio con medio liquido de
enriquecimiento el cual contenia 1.0 g de acido succinico, 0.1 g de NaNOs,
0.2 g de acetato de sodio, 0.05 g de tioglicolato de sodio, 2.0 ml de solucion
(0.01 M) de quinato férrico y 5 ml de solucién de minerales (ver anexo), a
cada muestra (100 ml) se le adicionaron 100 ml de solucién de
enriquecimiento (1:1). Se mantuvieron en incubacion a 30 °C durante 28
dias. En la figura 6 se observa el enriquecimiento realizado a las muestras
asi como la aplicacion del campo magnético en un extremo del frasco. Se
tomaron muestras de cultivo cada 7 dias para observacion directa mediante

microscopia optica.
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Figura 6. Enriguecimiento en medio liquido de las muestras, obsérvese que en el
extremo de los frascos de vidrio se coloco un iman comdn.

Como se muestra en la Figura 7 la muestra se coloco entre un portaobjetos
y cubre objetos y se aplic6 un campo magnético, para observar la presencia
y/o ausencia de microorganismos y la migracion de éstos hacia el campo

magnético.

Figura 7. Observacion mediante microscopia oOptica de las muestras enriquecidas
con aplicacién de campo magnético a) iman comun, b) iman de neodimio.
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4.5 Induccién de campo magnético a los microorganismos

Posterior al enriquecimiento los microorganismos presentes en la muestra
enriquecida se sometieron a una induccion de campo magnético, se
tomaron alicuotas de 5 ml de las muestras dentro de una pipeta pasteur y se
realizd la aplicacion de campos magnéticos en diferentes ensayos: a)
primero se utilizaron imanes comunes por 30 minutos, b) se disefié una
bobina magnética, dentro de la cual se colocé Ila muestra y se aplico
campo magnético por 30 minutos, c¢) se utilizaron imanes de neodimio de 1 x
0.5cmy 2 x0.5 cm de diametro ambos con capacidad de 38000 gauss de

potencia por 30 minutos.

4.6 Concentracion y recoleccion de microorganismos con

propiedades magnéticas

La concentracién y recoleccion de microorganismos se llevd a cabo
mediante la aplicacibn de campos magnéticos utilizando imanes de
neodimio de 2 x 0.5 cm de diametro; la muestra (5 ml) se coloc6é en
condiciones de asepsia en un frasco de vidrio de aproximadamente 50 ml y
el campo magnético se mantuvo en un extremo de frasco por 30 minutos,
una vez transcurrido este tiempo se recolectaron con una pipeta pasteur de
1 a 4 gotas de muestra y se colocaron en un tubo eppendorf, en un

extremo del tubo se colocé un pequefio iman de neodimio.

51



UANL

Maestria en Ciencias con Orientacion en Microbiologia Industrial

4.7 Medio de aislamiento.

Para el aislamiento de los microorganismos recolectados que presentaban
propiedades magnéticas (4.6) se realizaron ensayos en medio de cultivo
liquido al cual se le adiciond solucion de vitaminas de uso farmacéutico 10
ml, solucion de minerales 5.0 ml, solucion de quinato férrico (0.01M) 2.0 ml,
resarzurina 0.1% 0.45 ml, KH,P0,4 0.68 g, NaNO3 0.12 g, acido ascorbico
0.035 g, acido tartarico 0.37 g, acido succinico 0.37 g, acetato de sodio 0.05

g, agua destilada 1lt., se ajusté el pH a 6.75 con NaOH.

El medio de cultivo se coloco en tubos de ensayo y se realizaron dos series
de ensayos, en la primer serie a los tubos de ensayo conteniendo 12 ml de
medio de cultivo se les burbujed con argdn para proporcionar condiciones
bajas de oxigeno al medio y a la segunda serie de tubos con 12 ml de
medio de cultivo no se aplicoé argon, posteriormente el medio se esterilizé en
autoclave a 15 libras de presiéon, 121°C durante 15 minutos. (Fig. 8). Para
medio de cultivo sélido se utilizaron los mismos componentes y se afadid

agar bacteriologico al 1.5 %.
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Figura 8. Aislamiento del microorganismo a) en medio de cultivo liquido b) en
medio de cultivo sdlido.

4.8 Obtencién de cultivos puros de bacterias con propiedades

magnéticas.

Los medios de cultivo liquidos preparados y esterilizados se dejaron enfriar
a temperatura ambiente y se inocularon con 500 pl de una suspension de
bacterias obtenidas en la seccién (4.6), posterior a la inoculacion los tubos
de ensayo se incubaron a 28°C por 10 a 14 dias., una vez desarrolladas
bacterias en este medio liquido, se hizo una transferencia por estria con un
asa bacteriologica al medio de cultivo sélido que contiene los mismos
componentes. Sembradas las placas se colocaron en el interior de una
jarra de anaerobiosis junto con una vela encendida se cerré herméticamente
la jarra para proporcionar condiciones microaerofilicas, se incubaron a
28°C por 10 a 14 dias. (Fig. 8). Finalmente de las colonias aisladas en
medio solido se realizaron tinciones Gram para observacion morfologica vy

las pruebas bioquimicas de catalasa y oxidasa.
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4.9 Deposicion de cultivos aislados para microscopia electronica

Por lo general las preparaciones de material bioldgico para la observacion
por microscopia electronica deben someterse a un tratamiento especifico de
acuerdo al material que se desee observar, esto para evitar su
descomposicion. En este proyecto se modific6 el modo de preparacion de
muestra y se procedié de la siguiente manera: de las colonias aisladas en
medio sélido se tomé una pequefia porcidén y se resuspendio en agua estéril
dentro de un tubo eppendorf posteriormente de esta suspensién se tomod
una gota con una pipeta pasteur y se deposité directamente en rejillas de
cobre formvar, las cuales se dejaron secar dentro de cajas petri a
temperatura ambiente por 24 hrs para su posterior observacion en el
microscopio electrénico de transmision. En la figura 8 se muestra este tipo

de rejillas y la forma de transporte de las mismas.

Figura 9. a) Rejilla de cobre formvar b) transporte de la rejilla en cajas petri.
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4.10 Analisis mediante microscopia electrénica

Las determinaciones de microscopia electronica se realizaron en el Centro
de Investigacion de Quimica Aplicada de la Ciudad de Saltillo, Coahuila,

empleando un microscopio de transmision el cual se muestra en la figura 10.

Figura 10. a) Microscopio electronico de transmision marca FEI modelo TITAN, b)
portamuestras del MET utilizado en estas determinaciones.

El voltaje aplicado para la observacion de la muestra fue de 300 Kv, ademas
se realizaron a la muestra patrones de difraccibn asi como un analisis
quimico EDS para conocer la composicion quimica de la misma. El analisis

quimico de la muestra se hizo mediante un detector EDAX.
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Las imagenes obtenidas en MET se registraron mediante el uso de una
camara digital acoplada al microscopio (CCD) Gatan de 1024 x 1024

pixeles.

4.11 Disposicion de Residuos

Los residuos generados durante el desarrollo experimental de este proyecto
fueron dispuestos en contendores especificos de acuerdo a lo establecido
por el Departamento de Residuos Peligrosos de la Facultad de Ciencias

Quimicas de la Universidad Autbnoma de Nuevo Leon.

Aquellos residuos que estuvieron en contacto con células microbianas se

esterilizaron antes de su disposicion.
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CAPITULO 5

RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 Caracterizacion fisicoguimica de las muestras.

EL pH de las muestras de la zona de Cuatro Ciénegas fue de 7.8 para la
muestra recolectada en la zona de Las Playitas y de 7.1 para la muestra de
la zona de la Poza Azul, la temperatura ambiente en la zona de recoleccion
fue de 18° C para ambas zonas. Mediante analisis cualitativo de
espectroscopia de absorcion atémica se detectd la presencia de calcio,

magnesio, potasio y sodio en las muestras de Cuatro Ciénegas, Coahuila.

5.2 Enriquecimiento de cultivo microbiano.

La observacion directa del cultivo cada 7 dias durante 4 semanas por
microscopia Optica dio como resultado que no existia presencia ni migracion
de microorganismos de las muestras de agua procedentes del estero del
estado de Veracruz por lo cual dichas muestras se descartaron y se
procedié a continuar la investigacion con las muestras procedentes de

Cuatro Cienegas, Coahuila.
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5.3 Induccidén del campo magnético

En los ensayos realizados para determinar la presencia y migracion de los
microorganismos con caracteristicas magnéticas mediante el uso de la barra
magnética (Fig. 11a) y la bobina magnética (Fig. 11b) no se logré observar
la migracion de microorganismos. Al utilizar los imanes de neodimio con
capacidad de 38000 gauss (Fig. 11c) se obtuvieron mejores resultados ya

gue por este método se confirmd la migracién de microorganismos mediante

observacion en fresco por microscopia oOptica. (Fig. 12).

Figura 11. Induccién de campo magnético mediante: a) barra magnética b) bobina
magnética c) imanes de neodimio
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Figura 12. a) Inicio de la migracion de los microorganismos presentes b)
observacion de la migracion transcurridos 30 minutos. (40x)

5.4 Concentracién y recoleccion de microorganismos con propiedades

magnéticas

Al aplicar el campo magnético al frasco del cultivo se observé la migracién
de microorganismos hacia el extremo donde se coloco del iman por un
aumento en la turbidez del medio, como se puede observar en la figura 13

esta turbidez facilité la recoleccion de los microorganismos de interés.

Figura 13. Concentracion de la muestras mediante imanes de neodimio.
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5.5. Aislamiento y obtencidon de cultivos puros

Después de la incubacion a 28°C durante 10 dias se observd que
solamente los medios de cultivo liquido a los cuales se les realizd el
burbujeo con argdn presentaron crecimiento. En la parte superior del tubo
de ensayo se observo una tenue capa color gris opaco, lo cual indica la
presencia de microorganismos. El medio al que no se le burbujeo argén no

mostré ningln cambio.

En el medio de cultivo solido que se inoculd con el cultivo aislado en medio
liquido con argén se observaron colonias planas cremosas color beige de
forma irregular como se observa en la figura 14. Las caracteristicas
morfologicas que se determinaron en el Gram fueron bacilos cortos, gruesos,
Gram negativo y espirilos Gram negativos como se muestra en la figura 15.

Ambos microorganismos aislados no producen catalasa ni oxidasa.

Figura. 14. Aislamiento en medio de cultivo sélido
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Figura 15. Observacion microscopica (100x) de los microorganismos aislados y
tefildos mediante Gram. a) bacilos Gram (-) b) Espirilos Gram (-).

5.6 Microscopia electronica de Transmision.

Las muestras preparadas de acuerdo a la seccion (4.9) que se observaron
mediante  microscopia electrébnica de transmision no mostraron
descomposicion del material bioldégico presente, estos microorganismos
aislados pudieron resistir el vacio y la intensidad de voltaje con la que se

trabajo.

Las imagenes de microscopia electronica de transmision revelaron la
presencia de bacilos (Fig. 16) y espirilos (Fig.17) en los cuales se confirmé

la presencia de particulas extracelulares de tamafio nanométrico.
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Figura 16. Bacilo observado mediante MET 300 Kv, donde se pueden
observar nanoparticulas extracelulares (Escala 0.2 um)

Figura 17. Imagen de espirilo observado mediante MET 300 Kv, donde se pueden
observar nanoparticulas en el borde inferior derecho. (Escala 0.1 um)
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La difraccion de electrones realizada a la muestra del bacilo permitio
demostrar que las particulas presentes tienen caracteristicas cristalinas,

como puede observarse en la (Fig.18a).

Figura 18. a) Difraccion de electrones de las particulas extracelulares del bacilo,
donde se aprecian los puntos y anillos definidos caracteristicos de materiales
cristalinos.

Al espirilo observado mediante microscopia electrénica de transmisién, se le
realizé la técnica de difraccion de electrones donde se aprecian los puntos

y anillos definidos caracteristicos de materiales cristalinos. (Fig. 19).
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Figura 19. Difraccion de electrones del espirilo denotando la presencia de material
cristalino.

El analisis EDS no se pudo realizar a la muestra de espirilos debido a que al
realizar esta determinacion en la muestra se presentaron vibraciones las

cuales impidieron realizar esta determinacion.

El analisis quimico EDS se realiz6 Uunicamente a la muestra del bacilo
mostré la composicién de las particulas nanométricas las cuales estan
constituidas por sodio, potasio, fosforo, cloro, calcio destacando la presencia

del hierro. (Fig. 20)

64



UANL

Maestria en Ciencias con Orientacion en Microbiologia Industrial

(& W Acquire EDX

2000+

1500+

Counts

10004

5004

Cu
s,

Figura 20 Bacilo visto a 300 Kv a) se muestra la presencia de material cristalino
mediante la difraccion de electrones b) analisis quimico EDS de las particulas,
destacando la presencia de hierro.

En la figura 20b (EDS) puede apreciarse también la presencia de carbono,
oxigeno y cobre no obstante es necesario aclarar que esto puede deberse a
que las rejillas de formvar estan fabricadas de cobre y por eso su presencia
en este analisis a si como el carbono y oxigeno aparecen debido a que son

parte de la composicion bioldgica del microorganismo.

65



UANL

Maestria en Ciencias con Orientacion en Microbiologia Industrial

CAPITULO 6

DISCUSION DE RESULTADOS

Transcurridas las 4 semanas de enriquecimiento se observo la presencia de
microorganismos con propiedades magnéticas de las muestras procedentes
de Cuatro Ciénegas Coahuila, se plantea que para el crecimiento de estas
bacterias las condiciones que se generan en el medio de enriquecimiento
durante su incubaciéon son esenciales para que las bacterias controlen el

proceso biogénico de la formacion del mineral.

Cuatro Ciénegas es un habitat anico en el mundo con una gran diversidad
de flora y fauna endémica que presenta una amplia diversidad de
microorganismos. Las bacterias encontradas y examinadas son apenas una
pista del origen de la vida y de la diversidad biologica de la tierra, los
microorganismos que se han estudiado tienen caracteristicas moleculares

con las especies marinas, que posiblemente sean descendientes de los
antiguos mares someros de la zona. Se sugieren que este ecosistema sirvié
como refugio para la flora acuatica y terrestre durante las glaciaciones,
brindando las condiciones adecuadas para que se mantuviera una inmensa

diversidad de microorganismos y microambientes.
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Souza y colaboradores (2004) sugieren que la fauna acuatica experimenté
una radiacion adaptativa producto de altas tasas de especiacion, lo que

genero un elevado numero de endemismos.

Considerado como un laboratorio natural, Cuatro Ciénegas sigue siendo
estudiado ya que en su ecosistema, se han encontrado los mismos tipos de

microorganismos que habitaban la tierra hace miles de millones de afios.

Los resultados del aislamiento de este proyecto permiten continuar con
investigaciones de microorganismos que existen en esta zona ya que al
momento no existen reportes de aislamiento de este tipo de

microorganismos con propiedades magnéticas.

Las muestras biologicas observadas por MET son un punto importante de
este proyecto ya que no se requirié preparacion del material a observar, al
momento no existen reportes de bacterias que soporten la observacion en
MET sin preparacion, de lo que da pie a seguir indagando al respecto. Lo
propuesto por Souza y colaboradores sobre que las especies de la zona
han recibido radiaciones durante millones de Afos y les han permitido
adaptarse a este ambiente; sugiere que estos microorganismos aislados
pudieron soportar la interaccién de los electrones recibidos en la muestra al

ser observados por este tipo de microscopia.
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Las formas y estructuras de los minerales magnéticos reportados en este
proyecto pudieron verse influidos por las condiciones del medio de cultivo
asi como por la presencia y control del oxigeno que se les proporcionoé a los
microorganismos para su crecimiento ya que estudios han demostrado que
el tamafio y la forma de magnetita extracelular dependen de las condiciones
de cultivo y del tipo de bacteria, asi como en gran medida de la regulacién
de diversos factores como lo son los ambientales (pH, pO, pCO,), la

temperatura y tiempo de incubacion.

La difracciobn de electrones reportada en este proyecto corresponde a
cristales de 6xidos de hierro con una estructura tipo espinela (magnetita o
maghemita), no se puede proponer con exactitud un solo tipo de cristal ya
que la similitud de la magnetita y maghemita es muy grande, solo se podria
conocer la exactitud del tipo de mineral por medio de espectroscopia
Raman, la limitante es que la cantidad de nanoparticulas a analizar debe ser

amplio y estar separadas completamente del microorganismo.

Pérez-Gonzélez et al. (2010), demostré que los cristales de magnetita
inducida por Shewanella oneidensis incorporaba cantidades considerables
de materia organica en la estructura cristalina del mineral, alterando dicha
estructura con respecto a las de las magnetitas inorganicas y ademas que tal
alteracion se podia medir mediante espectroscopia Raman. Esta
incorporacion de materia organica fue propuesta como huella de actividad

bacteriana para reconocer el origen biogénico de magnetitas naturales.
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CAPITULO 7

CONCLUSIONES

Fue posible aislar bacterias con caracteristicas magnéticas a partir de

las muestras procedentes de Cuatro Ciénegas, Coahuila.

La morfologia presente en los cultivos aislados es de espirilos y

bacilos Gram Negativos.

La presencia de argén permitio crear las condiciones adecuadas para

el aislamiento de bacterias con propiedades magnetotacticas.

Los imanes de neodimio fueron los que dieron mejores resultados al

realizar la concentracién de las muestras.

Se confirmd la presencia de particulas de hierro de tamafio
nanométrico mediante el estudio de microscopia electronica de

transmision.

La técnica de difraccion de electrones permiti6 demostrar que las

particulas presentes tienen caracteristicas cristalinas.
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e Los patrones de difraccion de electrones corresponden a cristales de
oxidos de hierro con una estructura tipo espinela (magnetita o

maghemita).

e La composicion quimica de las particulas analizadas por la técnica

EDS es de: sodio, potasio, fosforo, cloro, calcio y fierro.

e Las muestras biologicas observadas por MET no se vieron afectadas

aun cuando éstas no recibieron ninguna preparacion.
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ANEXO

e Reactivos y equipos

Los reactivos utilizados en este estudio: fosfato acido de potasio (J.T.
Baker),nitrato de sodio (Productos Quimicos Monterrey S.A.) agar
bacteriol6gico (Bioxon), acido succinico (Spectrum), acido
ascorbico(Productos  Quimicos  Monterrey S.A.), acido tartarico
(Spectrum),acetato de sodio (Productos Quimicos Monterrey S.A)),
resazurina (Sigma), acido quinico( sigma) , acido etilendiaminotetracetico
(J.T.Baker),sulfato de magnesio (CTR Scientific),sulfato de manganeso (CTR
Scientific),cloruro de sodio (Productos Quimicos Monterrey),sulfato de fierro
(CTR Scientific),cloruro de cobalto (Productos Quimicos Monterrey),cloruro
de calcio (Baker analyzed),sulfato de zinc (Productos Quimicos
Monterrey),sulfato de cobre(CTR Scientific),sulfato de potasio y aluminio
(Productos Quimicos Monterrey),acido borico (CTR Scientific),molibdato de

sodio(Baker analyzed).

Los equipos utilizados fueron: autoclave (All american) , campana de flujo
laminar(Novatech), balanza analitica (AND),incubadora (Shel Lab)
potenciometro (Thermo scientific), microscopio Optico (Zeiss),plancha de
calentamiento( Thermolyne), congelador (Torrey), y finalmente microscopio

electrénico de transmisidon marca FEI modelo Titan 80 - 300 Kv
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e Solucién mineral

EDTA 1.5g, MgS04.7H,0 3.0g, MnS0O4.H,0 0.5g, NaCl 1.0g, FeS0O4.7H,0
0.1g, CoCl,.6H,0 0.1g, CaCl, 0.1 g, ZnSO,4.7H, 0.1 g, CuS0O4.5H,0 0.01g,
AlK(S0O4)2.12H,0 0.01g, H3BO3 0.01g, Na;M00,4.2H,0 0.01g se afiade agua

destilada 1 It y se ajusta el pH a 6.5 con KOH.

e Solucién de quinato férrico

FeCl; 0.27g, Acido quinico 0.19 g se disuelve en agua destilada 100ml y se

esteriliza en autoclave 121Cpor 15 minutos.
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