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Citas

En la ciencia es vital la competencia entre cerebros humanos. Cada hombre,
enloquecido por sus propias ideas, debe contrarrestar el pensamiento de su
projimo.

Paul de Kruif

¢Es posible que el ultimo fin de la ciencia es suministrar al hombre todo el placer
posible y ahorrarle todas las molestias que puedan evitarse? ¢, Y como, si el placer
y el dolor estan fuertemente atados uno al otro? ...Tal vez lo que se conoce ahora
mejor de la ciencia es su facultad de privar a los hombres de placer y de tornarlos
mas frios, mas insensibles, mas estoicos. Pero también podrian descubrirse en
ella facultades de gran dispensadora de dolores. Y entonces se descubriria a la
vez su fuerza contraria, su facultad inmensa de ofrecer al placer un nuevo cielo
estrellado.

La gaya ciencia. Libro primero. Aforismo 12. Del fin de la ciencia. Friedrich Wilhelm
Nietzsche

Pues todo se marchita y se vuelve rapidamente legendario. Rapidamente también
el olvido absoluto lo entierra. Y hago esas afirmaciones a propadsito de los que
brillaron hasta la admiracion, porque los restantes, nada mas exhalar el alma, son
desconocidos e ignorados... ;Qué es, entonces, hacia lo que es necesario dirigir
el empefio? Solo una cosa, reflexion justa, acciones comunitarias, razén capaz de
no equivocarse y disposicion que se conforma con cualquier suceso como algo
necesario, familiar y que fluye desde tal principio y fuente.

Meditaciones. Libro IV. 33. Marco Aurelio

Y pensaba; “iSi no muriese! jSi me perdonaran la vida! jQué eternidad! ;Y toda
mia! Entonces cada minuto seria para mi como una existencia entera, no perderia
uno solo y vigilaria cada instante para no malgastarlo...”.

El idiota. Parte primera. Capitulo V. Fiédor Mijailovich Dostoyevski
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Resumen

Geobacter sulfurreducens DL1 es una bacteria capaz de acoplar la degradacion
de materia organica con la produccion de electricidad y reducciéon de metales
pesados, esto es posible debido a la produccion de pili tipo IV y citocromos tipo ¢
que le permiten realizar transferencia extracelular de electrones (EET) hacia
diferentes materiales de soporte, los cuales pueden influir en la formacion de
biopelicula y EET de esta bacteria. Para este proyecto se utilizaron dos cepas de
G. sulfurreducens DL1: la cepa silvestre (WT) y la cepa mutante Agsul771 (este
gen codifica a la proteina GSU1771 que funciona como un regulador
transcripcional), esta cepa se caracteriza por producir mas biopelicula y mas
corriente eléctrica que la cepa WT; para estudiar la formacion de biopeliculas
sobre diferentes materiales de soporte: vidrio, hematita (Fe20s3) sobre vidrio, vidrio
semiconductor de Oxido de estafio dopado con fluor (FTO), Fe203 sobre FTO,
grafito y acero inoxidable. A cada una de las biopeliculas formadas sobre los
diferentes materiales se les realizaron las siguientes pruebas experimentales:
cuantificacion de biopelicula por cristal violeta, observacion por microscopia
confocal laser de barrido (CLSM), determinacién de actividad electroquimica y
cuantificacion de la expresion relativa de ciertos genes por RT-gPCR. Se encontrd
que la cepa WT forma una delgada biopelicula uniforme que muestra diferentes
grosores dependiendo del material sobre el que crezca y presenta diferentes
procesos redox caracteristicos asociados a cada material conductor. Por otro lado,
la cepa mutante Agsul771 forma biopeliculas mas gruesas que las de la cepa WT
y forma estructuras caracteristicas sobre todos los materiales de electrodo. Los
procesos redox asociados con la cepa mutante son similares a los de la cepa WT;
sin embargo, produce mas corriente, lo cual se asocia con una mayor expresion
relativa de genes que estan involucrados en la EET y en la produccién de

exopolisacaridos.
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Introduccién

Geobacter sulfurreducens

Geobacter sulfurreducens es una d-proteobacteria anaerdbica que habita en el
subsuelo. Desde su descubrimiento en 1994, esta bacteria ha generado mucho
interés por sus capacidades metabdlicas y aplicaciones biotecnoldgicas, entre las

gue se pueden mencionar:

e Acoplamiento de la degradacion de materia organica a la reduccion de
metales (Figura 1) y mineralizacién (Caccavo et al., 1994).

e Participar de manera fundamental en los ciclos biogeoquimicos del hierro
(Fe) (Figura 1) y del manganeso (Mn).

e Capacidad de reducir diversos metales pesados como uranio (U) (Figura 1),
cadmio (Cd), cobalto (Co), paladio (Pd) y tecnecio (Tc) (Reguera & Kashefi,
2019).

e Poseer mas de 100 citocromos tipo ¢ codificados en su genoma (Methé et
al., 2003).

e Presentar un pili tipo IV con capacidades conductivas (nanocables) en
rangos y distancias sin precedentes (Reguera et al., 2005), cuya estructura
y configuracion se ha intentado determinar por modelos y simulaciones
(Reardon & Mueller, 2013; Feliciano et al., 2015).

¢ Nanocables de pili capaces de extender la cadena respiratoria mas alla de
su envoltura celular para reducir 6xidos de hierro a magnetita (Figura 1), lo
que le permite acoplarse electrénicamente a pares sintréficos (Kato et al.,
2012).

e Capacidad para crecer como biopeliculas electroactivas sobre electrodos,
permitiendo su cultivo en dispositivos bioelectroquimicos (Steidl et al., 2016;
Tabares et al., 2019).

G. sulfurreducens es un microorganismo disimilatorio reductor de Fe(lll), Mn(IV),
fumarato, azufre y cobalto, utilizandolos como aceptores de electrones, mientras

qgue usa el hidrogeno y el acetato como donadores de electrones; este dltimo
1



también lo puede utilizar como fuente de carbono (Caccavo et al., 1994; Reguera
& Kashefi, 2019). G. sulfurreducens es un microorganismo litétrofo facultativo
anaerobio, que puede usar como donador de electrones el hidrégeno molecular y
compuestos organicos sencillos. Ademas, esta bacteria utiliza compuestos de
Fe(lll) como aceptor de electrones para reducirlos a Fe(ll).

Acetato

Figura 1. Capacidad de G. sulfurreducens para reducir quimicamente
metales pesados y formar relaciones sintroficas con otros microorganismos.
Tomado de Tabares et al., 2019.

La reduccién disimilatoria de metales es un proceso utilizado por microorganismos

para conservar energia mediante la oxidacion de donadores de electrones
2



organicos o inorganicos y la reduccion de un metal. La reduccion microbiana de
metales permite a los organismos crear gradientes electroquimicos, lo que les

proporciona la energia quimica necesaria para su crecimiento (Lloyd, 2003).

Biopelicula

La biopelicula es una matriz extracelular (MEC) tridimensional en la que se
encuentran embebidas complejas comunidades de una o mas especies de
microorganismos, los cuales desarrollan fenotipos Unicos o caracteristicos de
adaptacién comparados con los microorganismos de vida libre (Loera Muro et al.,
2012). También se ha determinado que los modelos de biopelicula in vitro (en
dispositivos de laboratorio) e in vivo (en modelos animales) tienen
comportamientos distintos dado el ambiente en que se desarrollen (Bjarnsholt et
al., 2013).

La formacién de la MEC es clave para la biopelicula, la cual esta4 constituida por
exopolisacéaridos sintetizados por los microorganismos que la integran, ademas de
otras macromoléculas como proteinas, &cidos nucleicos y otros productos
procedentes de la lisis bacteriana. La arquitectura de la MEC no es sélida y las
bacterias en biopeliculas viven en cumulos celulares que se extienden en forma
tridimensional desde la superficie a la cual estdn adheridas (Flemming &
Wingender, 2010).

La formacién de biopelicula pasa por cinco etapas: en la primera etapa se observa
una adhesion leve y débil al sustrato, en la segunda se presenta una adhesion
irreversible al sustrato, en la tercera etapa se observa la maduracion de la
biopelicula, en la cuarta se presenta la formacion de microcolonias y en la quinta
etapa algunas de las células que conforman la biopelicula vuelven a su estado

plancténico, se liberan y comienzan nuevamente el ciclo (O'Toole et al., 2000).



Antecedentes

Biopelicula electroactiva de G. sulfurreducens

Una biopelicula electroactiva es aquella capaz de transferir carga en sistemas
bioelectroquimicos (SBE), los cuales generan electricidad. La biopelicula
electroactiva contiene muchas similitudes con las biopeliculas tradicionales que
estan compuestas por una matriz que comprende agua, microorganismos y
sustancia polimérica extracelular, que estd compuesta por &cidos nucleicos,
lipidos, proteinas y polisacaridos. La estructura y funcion de las biopeliculas
electroactivas estan determinadas por una multitud de factores diferentes,
incluidos los biolégicos, el material del electrodo sobre el que se desarrolla, el
disefio del SBE y los parametros operativos (Semenec & Franks, 2015). G.
sulfurreducens es de los pocos microorganismos capaces de desarrollar una

biopelicula electroactiva sobre un electrodo en SBE.

Las biopeliculas electroactivas utilizan la superficie del electrodo tanto como un
andamio de fijacion como un dispositivo respiratorio. La matriz de este tipo de
biopeliculas contiene bolsas y canales, los cuales no contienen células
bacterianas sino que estan llenas de nutrientes y productos de desecho del
metabolismo (Semenec & Franks, 2015).

G. sulfurreducens es capaz de formar biopelicula sobre las superficies del
electrodo que funciona como un anodo, lo cual da lugar a un nuevo electrodo
denominado bioanodo. La eleccion del material del electrodo, asi como del
potencial aplicado al electrodo, influira en la composicion y comportamiento de la
biopelicula. Ademas, se ha encontrado que las biopeliculas de cultivo puro de G.
sulfurreducens son capaces de producir una energia equivalente a la de las
biopeliculas de cultivo mixto de microorganismos, siendo hasta el momento la
cepa que produce las densidades de corriente mas altas. También se conoce que
la variacion del tamafio del anodo y del material afecta el espesor de la biopelicula
desarrollada en los cultivos puros de esta cepa (Nevin et al., 2008), pero hasta el

momento no se sabe de qué forma se regula.

4



En los ultimos afios se ha estudiado la biopelicula electroactiva de G.
sulfurreducens y se ha propuesto que la transferencia de electrones a través de
sus biopeliculas electroactivas requiere la expresion tanto de algunos citocromos
tipo ¢ como de pili tipo IV, lo que promueve reacciones de transferencia de
electrones a corta distancia en biopeliculas delgadas (con un espesor menor a 10

pMm) de este microorganismo (Bonanni et al., 2013).

El pili tipo IV o e-pili desempeia un papel muy importante en la conductividad
eléctrica de las biopeliculas gruesas ( con un espesor que oscila entre 10-50 um)
formadas por G. sulfurreducens sobre el anodo acoplando la oxidacion del acetato
a la generacion de corriente eléctrica y proporcionando soporte estructural. Es por
eso que, la transicibn de una biopelicula monocapa a una biopelicula madura
multicapa requiere de la expresién de pili conductivo, consistente con el papel
esencial de estos apéndices de proteinas extracelulares como conductores

electronicos a través de todas las capas de las biopeliculas (Steidl et al., 2016).

Por otro lado, los citocromos también tienen un rol notable en la conductividad de
la biopelicula de G. sulfurreducens. De los mas de 100 citocromos que puede
expresar esta bacteria, s6lo algunos han mostrado ser esenciales para la
transferencia extracelular de electrones (EET), y se considera que esta gran
cantidad de citocromos le dan una gran versatilidad a G. sulfurreducens en cuanto
a los aceptores de electrones que puede emplear. Entre ellos, se ha encontrado
qgue los citocromos de membrana externa mas importantes (Figura 2), por
contribuir a la transferencia de carga directa en biopeliculas electroactivas, son los

siguientes:

e OmcB: citocromo tipo ¢ de membrana externa dodecahemo involucrado en
la reduccion de Fe(lll) soluble, junto con la proteina de la membrana
externa similar a la porina OmbB y el citocromo de tipo ¢ periplasmico
OmaB, forma parte de un complejo porina-citocromo que transfiere
electrones a través de la interfase electrodo/biopelicula (Leang et al., 2003;
Liu et al., 2014).



e OmcS: citocromo tipo ¢ hexahemo asociado al pili tipo IV conductivo
esencial para la reduccion de oxidos de Fe(lll) y Mn(IV) insolubles (Ueki,
2021).

e OmcZ: citocromo tipo ¢ de membrana externa octahemo necesario para la
transferencia de electrones a electrodos y a lo largo de la biopelicula
(Richter et al., 2009).

No obstante, se pueden mencionar otros citocromos de membrana externa que

podrian ayudar en la transferencia de electrones extracelular tales como:

e OmcC: proteina homdloga al citocromo tipo ¢ OmcB, probablemente
resultado de una duplicacién genética, y que, junto con la proteina de la
membrana externa similar a la porina OmbC y el citocromo de tipo ¢
periplasmico OmaC, forma otro complejo porina-citocromo (Leang &
Lovley, 2005).

e OmcE: citocromo tipo c tetrahemo de membrana externa involucrado en la
reduccion de oxidos de Fe(lll) (Mehta et al., 2005).

e OmcF: citocromo tipo ¢ monohemo de membrana externa que es requerido
para la reduccion de Fe(lll) y la produccién de corriente eléctrica. Hasta el
momento, no se sabe si desempefia un papel directo en la transferencia de
electrones extracelular o realiza una funcibn como regulador de la
expresion de OmcB y OmcC (Kim et al., 2008).

e OmcT: proteina homdéloga al citocromo tipo ¢ OmcS (Mehta et al., 2005).

e PgcA: citocromo tipo c trihemo extracelular que facilita la reduccion de
oxidos de Fe(lll) y de Mn(lV) (Zacharoff et al., 2017).
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Figura 2. Proteinas implicadas en procesos de EET de G. sulfurreducens.

Tomado de Ueki et al., 2021.

Los complejos porina-citocromo consisten en un citocromo tipo ¢ multihemo
expuesto al periplasma que esta asociado a una proteina barril § transmembranal
y otro citocromo tipo ¢ multihemo expuesto en la superficie externa de la célula,
formando un conducto por el que se puede transferir electrones a través de la
membrana (Lovley & Holmes, 2022). Hasta el momento se conoce que G.
sulfurreducens tiene cinco complejos porina-citocromo presentes en su genoma
(Gralnick & Bond, 2023).

En un estudio reciente, se trabajé con dos complejos porina-citocromo que se
ubican en un mismo locus de G. sulfurreducens y se encontré que la delecion de
este grupo de genes ombB-omaB-omcB-orfS-ombC-omaC-omcC no afecté el
crecimiento de G. sulfurreducens en un medio con fumarato, pero disminuyo la

capacidad de esta cepa mutante para reducir citrato férrico (Liu et al., 2014).

Por otra parte, se trabajo con la biopelicula de una cepa mutante extABCD*, en la
cual se deletaron cuatro de los cinco complejos porina-citocromo de membrana
externa presentes en G. sulfurreducens y se dej6 solo el grupo de genes extABCD
que codifica un complejo porina-citocromo, y se observé que tiene una densidad
celular y actividad anabodlica mas alta que la cepa WT. La informaciéon anterior

indica que la transferencia de electrones entre células fue mayor en la cepa
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mutante que en la cepa WT, lo cual se comprob6é midiendo la conductividad
eléctrica de las biopeliculas de G. sulfurreducens en un SBE (Jiménez Otero et al.,
2021).

Ademas, se encontré que las mediciones de conductividad eléctrica in situ en
biopeliculas de G. sulfurreducens crecidas sobre un electrodo de matriz
interdigitada (IDA) demostraron la dependencia térmica del transporte de carga,
que es consistente con la conductividad eléctrica (saltos de electrones) mediada
por los grupos hemo de los citocromos tipo ¢ asociados a la matriz (Yates et al.,
2015).

Por otro lado, se encontr6 que el exopolisacarido que conforma la biopelicula
electroactiva de G. sulfurreducens tiene varias funciones, una de ellas es la de
funcionar como anclaje para los citocromos tipo ¢ extracelulares, siendo esencial
en la transferencia de electrones extracelular, esto contribuye a la actividad redox

de las sustancias poliméricas extracelulares (Zhuang et al., 2022).

Estructura de la biopelicula de G. sulfurreducens

Se han realizado estudios para determinar la estructura de la biopelicula
electroactiva de G. sulfurreducens y en muchos de ellos se ha empleado la
microscopia confocal para observar la matriz extracelular y los pilares que se

forman en la biopelicula.

En algunos estudios se ha realizado la observacion de la biopelicula de G.
sulfurreducens por medio de microscopia electronica de barrido (SEM). Sin
embargo, el recubrimiento metélico que implica este procedimiento impide la
investigacion detallada de la unién microbiana, la presencia de exopolisacarido y
los detalles finos de la superficie que pueden dilucidar los mecanismos detras de
la formacion de la arquitectura y el intercambio de material genético en la
biopelicula. No obstante, con el desarrollo de nuevas técnicas, tales como la
microscopia de iones de helio, se ha logrado observar la estructura de la

biopelicula electroactiva de este microorganismo con mas detalle, revelando



detalles reales de la superficie de G. sulfurreducens, como las pilinas (Belianinov
et al., 2017).

En nuestro grupo de trabajo, se han estudiado varios reguladores globales
implicados en la formacién de biopelicula, entre éstos, se encontré que la cepa
mutante Agsul771 (un regulador transcripcional) forma una biopelicula con
estructuras caracteristicas tipo columnas con canales internos, las cuales no estan
presentes en la cepa WT (Hernandez-Eligio et al.,, 2022). La cepa mutante
Agsul771 se describe a continuacion.

Descripciéon de la mutante Agsul771 de G. sulfurreducens

En estudios de evolucion adaptativa inicialmente se describid una mutacién que
incremento la transferencia de electrones, mapeada en el gen gsul771, el cual
codifica una proteina de unibn a ADN que funciona como un regulador
transcripcional tipo SARP (Proteina Reguladora de Antibiéticos de Streptomyces)
(Tremblay et al., 2011).

En nuestro grupo de trabajo, se delet6 el gen gsul771 por medio de doble
recombinaciébn en G. sulfurreducens, lo que provocd una serie de cambios
fenotipicos en la cepa mutante, tales como una disminucién en el crecimiento de
células plancténicas en comparacion con la cepa WT empleando el acetato como
donador y el fumarato como aceptor de electrones, y se observé un aumento en la
reduccion de Fe(lll) soluble como aceptor de electrones. También se comprobd
que la proteina GSU1771 controla la transcripcion de varios genes que codifican
proteinas involucradas en la reduccién de metales y el metabolismo de fumarato
(Hernandez-Eligio et al., 2022).

Al estudiar la estructura de la biopelicula formada por la cepa mutante Agsul771
se determiné que presentd un grosor mayor y que formO unas estructuras
caracteristicas tipo columnas con canales internos, ademas genero
aproximadamente cien veces mas corriente eléctrica que la biopelicula de la cepa
WT (Hernandez-Eligio et al., 2022).



Estudios recientes de transcriptoma demostraron que la proteina GSU1771 de G.
sulfurreducens regula la transcripcion de varios genes, incluido pilA y muchos
citocromos de tipo ¢ implicados en la reduccion de Fe(lll) y en la transferencia de
electrones extracelular a electrodos; ademas, se determindé que GSU1771 regula
directamente la transcripcion de omcE, omcS, omcZ y pilA (Hernandez-Eligio et
al., 2022).

Todo lo anterior sugiere una amplia funcién reguladora de la proteina GSU1771 en
G. sulfurreducens, por lo que se considerd importante estudiar la biopelicula de la
cepa mutante Agsul771 sobre diferentes tipos de materiales conductores y no
conductores para este proyecto, debido a que forma una biopelicula mas gruesa y

genera mas corriente que la cepa WT.

Sistemas bioelectroquimicos: herramientas para estudiar las biopeliculas de
G. sulfurreducens

Los sistemas bioelectroquimicos (SBESs) son sistemas hibridos emergentes de la
biotecnologia y la electroquimica que llevan a cabo la conversién de energia
quimica o eléctrica, o viceversa, de manera sostenible a través de reacciones
qguimicas redox catalizadas por microorganismos. Segun el modo de aplicacion,
los SBEs se pueden dividir en celdas microbianas de combustible (MFCs), celdas
microbianas de electrélisis (MECs), electrosintesis microbiana (MESSs), celdas
microbianas de desalinizacion (MDCs) y celdas microbianas solares (MSCs); entre
las cuales, las MFCs y las MECs son los sistemas mas estudiados en los ultimos
afos (Li & Chen, 2018).

Al igual que otros tipos de celdas electroquimicas, tanto las MFCs (Malvankar et
al., 2012) como las MECs constan de dos electrodos, es decir, un anodo y un
catodo, que estan conectados con un cable conductor externo para formar un
circuito eléctrico cerrado (Li & Chen, 2018). Los sistemas bioelectroquimicos
(SBEs) representados en el esquema de la Figura 3, son sistemas unicos que

aprovechan el metabolismo de los microorganismos para convertir la energia
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quimica en energia eléctrica u otro producto quimico formado en el catodo por un

proceso de reduccion electroquimica (Pant et al., 2012).

Es muy importante el disefio del SBE que se utiliza para crecer y analizar la
biopelicula de G. sulfurreducens, ya que esta cepa tiene dos opciones principales
para ser cultivado en este tipo de sistemas, las cuales se describen a

continuacion:

e Celdas microbianas de combustible (MFCs): Una MFC genera energia
eléctrica. El catélito (electrdlito adyacente al catodo de una celda
electroquimica) preferido en este tipo de sistemas es unas solucion
electrolitica que contiene Oz disuelto (compartimiento aereado), el cual
funge como aceptor final de electrones. En algunos casos, la desventaja es
que se lleva una reduccion electroquimica parcial del Oz porque en lugar de
producir agua, se genera H202. Este problema se puede sobrellevar si el
catodo esta dopado con un metal catalizador, como el platino. También se
puede reemplazar por algun otro catolito liquido, que contenga otro aceptor
final de electrones como el ferrocianuro o el permanganato (Babauta &
Beyenal, 2015).

e Celdas microbianas de electrdlisis (MECs): En este tipo de sistemas, el
producto final en el compartimiento catédico es el Hz gaseoso y es el mas
usado para el cultivo de G. sulfurreducens. Se ha observado que la
generacion de corriente eléctrica y el grosor de la biopelicula es mucho

mayor en estas celdas que en una MFC (Speers & Reguera, 2015).
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Figura 3. Esquema general de un sistema bioelectroquimico (SBE). CEM:

membrana de intercambio catiénico, AEM: membrana de intercambio aniénico.
Modificado de Li et al., 2015.

Las bacterias electroactivas se organizan como una biopelicula en la superficie del
electrodo, ya sea un anodo o un catodo. Su dinamica de crecimiento y actividad
electroquimica en la superficie del electrodo evolucionan continuamente de
acuerdo con las poblaciones de la comunidad microbiana y las condiciones

fisicoquimicas de la interfase entre el electrodo y la biopelicula (Pinck et al., 2020).
Los parametros que influyen en los SBEs son:

a) Las bacterias electroactivas que conforman la biopelicula.
e Inoculo
e Tasa de crecimiento de la biopelicula
e Poblacion electroactiva relativa

e Mecanismos de transferencia de electrones
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e Produccion de exopolisacarido (EPS)
b) Las propiedades del electrodo.

e Material

e (micro) Topografia

e Porosidad

e Geometria

e Relacion superficie/volumen

e Potencial
c) Los parametros que influyen en el electrolito.

e Sistema en lote/continuo

e Tasa de cizallamiento

¢ pH (electrolito amortiguador)

e Temperatura

e Carga de sustrato

e Aceptores de electrones solubles

Electrodos: soportes para el crecimiento de la biopelicula de G.
sulfurreducens

La eleccién del material del electrodo donde crece la biopelicula de G.
sulfurreducens es importante (Nevin et al., 2008). Algunas de las caracteristicas
mas importantes son la estructura de los poros, la morfologia de la superficie, la
rugosidad y la hidrofilia del material que determinan la estabilidad microbiana en
los SBEs (Pinck et al., 2020). Los materiales del anodo, los cuales tienen una
polaridad negativa en una MFC, son generalmente preferidos por los

exoelectrégenos (Li & Chen, 2018).

Algunos de los éanodos que se utlizan para estudiar la biopelicula
electroconductiva de G. sulfurreducens son los 6xidos conductores transparentes,
tales como FTO (vidrios semiconductores de 6xido de estafio dopados con fltor),
ITO (vidrios semiconductores de Oxido de estafio e indio) o materiales

transparentes a base de oro (Scarabotti et al., 2022).
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Recientemente se han utilizado vidrios cubiertos por una capa de oro y paladio
como anodos transparentes para el crecimiento de las biopeliculas de G.
sulfurreducens. Se observo que los cambios de grosor de los anodos (de 12.5 a
200 nm) no tienen efecto sobre las biopeliculas anddicas de G. sulfurreducens en
etapas tempranas en los siguientes parametros: la densidad méxima de corriente
eléctrica generada, el tiempo lag (el tiempo expresado en dias que necesitan las
biopeliculas para generar una densidad de corriente de 1 pA/cm?) y en el

coeficiente de rendimiento de las células plancténicas (Scarabotti et al., 2022).

Ademas, se ha reportado que un potencial de anodo mas alto aplicado a un SBE
tipo electrolitico microbiano con un cultivo puro de G. sulfurreducens resulté en
una mayor biomasa de biopelicula, una mayor produccion de corriente eléctrica y
un tiempo de inicio més rapido, dentro de un intervalo determinado de potencial de
semicelda de -160 mV a 0.0 mV versus un electrodo de hidrogeno estandar (SHE)
(Franks & Nevin, 2010).

También, se ha observado que tanto los cultivos puros de G. sulfurreducens como
los cultivos de comunidades microbianas mezcladas tienen mejoras si se aumenta
el potencial hasta cierto limite. Esto se puede explicar de dos maneras: “respuesta
por reestructuracion de la comunidad” (las comunidades microbianas presentes en
la biopelicula cambian) y “seleccion de la via de transferencia extracelular de
electrones” (los microorganismos seleccionan una via de EET especifica segun el
potencial). Estudios recientes demuestran que ambas situaciones se podrian estar
llevando a cabo como un proceso de adaptacién a los cambios de potencial
(Franks & Nevin, 2010).

Estudios electroquimicos de las biopeliculas de Geobacter sulfurreducens

La electroquimica es la ciencia que estudia las consecuencias de transferir cargas
eléctricas de una fase a otra, es decir, las propiedades eléctricas de las interfases.
De esta manera, en una celda electroquimica, en una interfase electrodo-
electrolito, los electrones dejan el electrodo (fuente de electrones o cétodo) y las

particulas (cationes) de la solucion son reducidas, mientras que en la otra
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interfase, el electrodo (aceptor de electrones, anodo) toma electrones de las

particulas y tiene lugar la oxidacion (Yasri & Gunasekaran, 2017).

Para llevar a cabo las pruebas electroquimicas en biopeliculas de G.
sulfurreducens se requiere de algunos componentes necesarios: un potenciostato,
una celda electroquimica, un electrodo de trabajo, un contraelectrodo, un electrodo
de referencia y un tubo de dispersién de gas (Babauta & Beyenal, 2015). Para
este trabajo se consider6 importante conocer la respuesta de la biopelicula ante la
presencia de acetato de sodio como donador de electrones (Figura 4).

Existen varias técnicas electroquimicas que se pueden utilizar para analizar la
capacidad conductiva de las biopeliculas electroconductivas de G. sulfurreducens

en un sistema bioelectroquimico, entre las que se pueden mecionar las siguientes:

e Potencial de circuito abierto (OCP): potencial establecido entre la
superficie del electrodo de trabajo a estudiar y el electrolito dentro de una
celda electroquimica, con respecto a un electrodo de referencia (Mischler &
Munoz, 2018).

e Voltamperometria ciclica (CV): una técnica electroquimica que aplica un
barrido de potencial lineal en el electrodo de trabajo, desde un potencial de
corriente nula hasta un potencial de inversion en el que cambia la direccion
del barrido. Esta perturbacién da lugar a una respuesta en corriente
eléctrica. El objetivo de esta técnica es identificar el potencial en el cual, los
miembros de las parejas redox activas relacionados a la biopelicula
electroguimicamente activa (EAB) son oxidados o reducidos (Babauta et al.,
2012).

e Voltamperometria de onda cuadrada (SWV): una técnica electroquimica
diferencial de gran amplitud en la que se aplica al electrodo de trabajo una
forma de onda compuesta por una onda cuadrada simétrica, superpuesta a
un potencial de escalera base (Osteryoung & Osteryoung, 1985). Esta
técnica puede detectar bajas concentraciones de especies activas
electroquimicamente que no son facilmente detectables por
voltamperometria ciclica (Babauta & Beyenal, 2015).
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Figura 4. G. sulfurreducens utiliza el acetato como donador de electrones.

Los electrones resultantes son transferidos al electrodo por EET.

Materiales utilizados para el estudio de biopeliculas electroactivas
La siguiente tabla presenta los materiales cominmente utilizados para estudiar

biopeliculas electroactivas:

Tabla 1. Materiales utilizados como soporte

Material Descripcién Potencial de | Microorganismos Referencias
circuito
abierto
(V vs. SHE)

Vidrio Material N/A Geobacter Yi et al., 2009; Cologgi et
inorganico duro, sulfurreducens al., 2014; Richter et al.,
fragil, 2017; Huerta-Miranda et
transparente vy al., 2019; Huerta-Miranda
amorfo et al, 2023; Jaramillo-

Rodriguez et al., 2023

Shewanella Thormann et al., 2004;
oneidensis MR-1 Chao et al., 2013

ITO Oxido de indioy | 0.15-0.22 Geobacter Jain et al., 2011; Matsuda
estafio sulfurreducens et al., 2011; Robuschi et
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FTO

Fe,Os

semiconductor

transparente

Oxido de estafio | 0.39 - 0.43
conductor

transparente

dopado con

flior

Una capa de 0.2-0.3¢
hematita sobre
diferentes tipos

de materiales

Azospirillum
humicireducens
Shewanella
oneidensis MR-1
Consorcio
microbiano
Geobacter

sulfurreducens

Chlorella vulgaris

Consorcio

microbiano

Especies de
Geobacter

Shewanella
oneidensis MR-1

Shewanella

putrefaciens CN-32

Pseudomonas

aeruginosa

Consorcio

microbiano
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al., 2017; Ren et al,
2021; Frahauf et al., 2022
Chen et al., 2023; Wu et
al., 2023

Kuo et al., 2024

Saavedra et al., 2023

Huerta-Miranda et al.,
2019; Zhang et al., 2021;
Hernandez-Eligio et al.,
2022; Neu et al., 2022;
Huerta-Miranda et al.,
2023

Thorne et al., 2011,
Saifuddin et al., 2022

Heijne et al, 2018;
Molenaar et al., 2018;
Ueoka et al., 2018;
Pereira et al., 2022;

Sridharan et al., 2022
Kato et al., 2013; Li et al.,
2014; Huerta Miranda et
al., 2023

Meitl et al., 2009; Johs et
al.,, 2010; Qian et al.,
2014; Zhou et al., 2015;
Gao et al., 2019

Hu et al., 2020

Ren et al., 2017

Liang et al., 2016; Wen et
al., 2022
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Bond & Lovley 2003;
Marsili et al., 2008; Katuri
et al.,, 2012; Jana et al,,
2014; Huerta-Miranda et
al., 2023;
Rodriguez et al., 2023

Jaramillo-

Matsumoto et al., 2021

Light et al., 2018
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Comprender cémo se forman las biopeliculas de G. sulfurreducens sobre
diferentes superficies es esencial para el desarrollo adecuado de biopeliculas
electroactivas y su uso en dispositivos bioelectroquimicos, en el que la influencia
de los materiales de los electrodos en la estructura de las biopeliculas también es

un parametro importante por considerar.

En este estudio se analizé la estructura de la biopelicula y sus propiedades
bioelectroquimicas utilizando diferentes materiales de electrodos con diferentes
caracteristicas quimicas: vidrio como material inerte no conductor, vidrio cubierto
con Oxidos de hierro (Fe20z-vidrio) y materiales semiconductores (FTO, Fe20s-
FTO, grafito y acero inoxidable). Estas biopeliculas se caracterizaron mediante su
cuantificacion por medio de tincién por cristal violeta, observacion de la estructura
a través de microscopia confocal laser de barrido (CLSM), caracterizacién de las
propiedades electroquimicas y expresion relativa de determinados genes mediante
RT-gPCR.
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Justificacion

Geobacter sulfurreducens es una bacteria que tiene la capacidad de transferir
electrones de manera extracelular directamente a compuestos insolubles, por lo
que tiene un gran potencial biotecnolédgico en la produccién de bioelectricidad y la
biorremediacion de metales pesados. Para estos dos procesos es importante la
formacion de una biopelicula en las superficies a las que se transferiran los
electrones. Es por ello que el conocimiento que se obtenga acerca de la
formacién, estructura y regulacion de la biopelicula, nos permitirA comprender

dicho proceso y proponer modelos de su formacion.

Hipotesis

La composicion y estructura de las biopeliculas generadas por la cepa mutante
Agsul771 y la cepa WT de G. sulfurreducens mejorara su capacidad de transferir
carga eléctrica dependiendo de los diferentes materiales conductores sobre los

que crezcan.
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Objetivos

Objetivo general
Caracterizar y comparar la biopelicula de la cepa mutante Agsul771 con la cepa
silvestre de G. sulfurreducens formadas sobre diversos materiales de soporte

conductores y no conductores.

Objetivos especificos
Analizar la estructura de las biopeliculas de las cepas WT y Agsul771 de G.

sulfurreducens sobre diferentes materiales de soporte.

Analizar la actividad electroquimica de las biopeliculas de las cepas WT vy
Agsul771 de G. sulfurreducens sobre los diferentes materiales conductores.

Determinar la expresion de los citocromos mas relevantes de las biopeliculas en

los soportes analizados.

Determinar la expresion del pili en las diferentes biopeliculas formadas en funcién

del soporte empleado.
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Materiales

Cepas

En este proyecto se trabajo con las siguientes cepas:

Caracteristicas Referencias
Geobacter sulfurreducens = Cepa silvestre DL1 Coleccion del laboratorio
DL1 (Juérez et al., 2009)

Geobacter sulfurreducens | Derivada de G. sulfurreducens | Almazan (2018), Hernandez-
DL1 Agsul771 DL1 con una delecion del Eligio et al. (2022)
gen gsul771

Medios de cultivo

e Medio NBAF: medio nutritivo suplementado con 30 mM de acetato de sodio
como donador de electrones y 40 mM de fumarato de sodio como aceptor
de electrones. La forma de preparacion se describe en la seccion de

Anexos.

Materiales de soporte y electrodos

En este proyecto se probaron los siguientes materiales como soporte y electrodos,
construidos en el laboratorio, para la formacion de biopelicula de G.

sulfurreducens:

Materiales Medidas

Vidrio 1x3cm.
Vidrio cubierto por una capa de hematita (Fe>O3) 1x3cm.
FTO (vidrio semiconductor de 6xido de estafio dopado con fltor) 1x3cm.
FTO cubierto por una capa de hematita (Fe2O3) 1x3cm.
Grafito plano rigido de carbono puro 1x3cm.
Acero inoxidable T316 1x3cm.
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Métodos

Generacion de condiciones anaerdbicas para el cultivo de G. sulfurreducens
Para crear un ambiente anaerobio se empled una estacion de gases. Primero, se
utilizé el Hz y luego la mezcla de N2:CO2 (80:20). Se burbujeé con la mezcla de
N2:CO:2 (80:20) la fase liquida y luego la fase gaseosa del medio dentro de un
recipiente para desplazar el Oz, 8 minutos por cada 10 mL. Se sellaron y se

esterilizaron en autoclave para tener condiciones estériles.

El medio NBAF se redujo agregandole 100 pL de cisteina 100 mM y 100 yL de
extracto de levadura 5% por cada 10 mL de medio NBAF. Las cepas de G.
sulfurreducens se cultivaron en medio NBAF, utilizando 30 mM de acetato de
sodio como donador de electrones y 40 mM de fumarato de sodio como aceptor
de electrones (Coppi et al.,, 2001), sobre los seis materiales como soporte y
electrodos (vidrio, Fe20s-vidrio, FTO, Fe203-FTO, grafito y acero inoxidable) para

la formacion de biopelicula a 25 °C por un tiempo determinado.

Cuantificacion de la formacién de biopelicula por cristal violeta

Se dejo crecer la biopelicula de G. sulfurreducens sobre los diferentes materiales
de soporte a 25 y 30 °C por 48 horas. Se retiré el material de soporte del medio y
se enjuagod la biopelicula con gotas de PBS 1x hasta cubrir el material. Se
agregaron gotas de metanol 100% hasta cubrir la superficie y se dejé por 10
minutos para fijar la biopelicula. Una vez que la superficie se secd, las biopeliculas
se tifieron con gotas de cristal violeta 1% por 10 minutos cubriendo toda la
superficie. El exceso de cristal violeta se retird lavando con agua Mili-Q. Luego, el
material de soporte se coloc6 dentro de un tubo cénico de 15 mL y el colorante de
las biopeliculas tefiidas se solubilizé con 1 mL de acido acético 60%. Finalmente,
cada solucion de acido acético junto con el colorante se transfirio a una celda, se
diluy6é en caso de ser necesario y, se tomo una lectura de absorbancia a 550 nm
(ODss0), los resultados obtenidos son directamente proporcionales a la biomasa

total de la biopelicula.
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Observacion de la estructura de la biopelicula

Se preparo la mezcla de colorantes del ‘Kit de viabilidad bacteriana LIVE/DEAD’
en un tubo Eppendorf, los colorantes se pusieron en hielo y se cubrieron de la luz,
ya que son fotosensibles. La cantidad de mezcla de colorantes se prepar6
dependiendo del nimero de muestras que se analizaron, tomando en cuenta que

cada muestra requirié de 25 pL de solucién de colorante.

Syto 9 7.5 uL
Yoduro de propidio 7.5 uL
Solucién salina burbujeada y estéril 50.0 uL
Cisteina burbujeada y estéril 50.0 yL
115.0 yL =4 muestras

Se dejo crecer la biopelicula de G. sulfurreducens sobre los diferentes materiales
de soporte a 25 °C por 24, 48 y 72 horas. En una habitacion con poca luz se retird
el material de soporte del tubo. Se agregaron unas gotas de solucién salina 0.9%
+ cisteina 100 mM para quitar las células plactonicas de la biopelicula. Al material
de soporte con la biopelicula adherida se le agregaron 25 yL de la mezcla de
colorante y solucién salina 0.9% + cisteina 100 mM para tefiir la biopelicula. El
material de soporte se dej6é 10 minutos y se cubrié con papel aluminio para que no
recibiera luz. Luego, el material de soporte se lavd con solucion salina 0.9% +
cisteina 100 mM para quitar el exceso de colorante. El material de soporte se dejo
sobre la superficie de una caja de Petri pequefia y se observd en el microscopio
confocal Olympus FV1000 Multi-foténico tipo Upright BX61WI. Durante la
observacion de la biopelicula se debié cuidar que la superficie no se secara
agregando solucién salina 0.9% + cisteina 100 mM. Finalmente, las imagenes
obtenidas se analizaron con los programas Fiji y Comstat (Heydorn et al., 2000;

Vorregaard, 2008), tal como se describe en la seccion de Anexos.
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Pruebas electroquimicas

Las cepas se adaptaron previamente a los materiales de electrodo que se iban a
analizar (Hernandez-Eligio et al., 2022), con dos pases semanales previos.
Posteriormente, las células se dejaron creciendo en medio NBAF sobre un
material de electrodo a 25 °C por 48 horas; excepto el grafito, que se dejo a 96
horas. Se utilizaron diferentes soluciones electroliticas: medio basal, medio basal
para acero inoxidable y ferri/ferrocianuro de potasio, cuyos componentes se
describen en la seccidén de Anexos. Se utilizo una celda electroquimica con arreglo
de tres electrodos: un sistema Ag/AgCIl como electrodo de referencia, un grafito
plano como contraelectrodo y las biopeliculas crecidas sobre los diferentes
materiales de electrodo como electrodo de trabajo. Se agregaron 10 mL de
solucién electrolitica a la celda electroquimica, se instalaron los electrodos y se
burbujeé con la mezcla de gases N2:CO:2 (80:20) para desplazar el O2. El
potenciostato se utilizé para aplicar un potencial a la biopelicula crecida sobre el

material de soporte, el cual fungié como bioanodo.

Se retird el electrodo del tubo, se sujetd con unas pinzas, se cubrié con parafina
hasta que quedd expuesta un area aproximada de 1 cm? de la biopelicula y se
introdujo a la celda electroquimica. Los tres electrodos se conectaron al
potenciostato y se llevaron a cabo los estudios electroquimicos a los bioanodos
utilizando el software DropView 8400: potencial de circuito abierto (OCP),
voltamperometria ciclica (CV) y voltamperometria de onda cuadrada (SWV).
Todos los valores de potencial en este trabajo estan referidos al Electrodo

Estandar de Hidrogeno (SHE (por sus siglas en inglés) = 0.199 V vs. Ag/AgCl).

Extraccion de ARN

Las células se dejaron creciendo en medio NBAF sobre los diferentes materiales
de soporte a 25 °C por 48 horas. Se retiré el material de soporte del tubo, se puso
dentro de un tubo Falcon y la biopelicula se resuspendio en medio NBAF fresco.
La biopelicula resuspendida se puso dentro de un tubo Eppendorf de 1.5 mL, se
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agrego “RNAlatter Invitrogen” para proteger el ARN de las muestras y se incubé

en hielo. Se centrifugd y se desecho el sobrenadante.

Para realizar la extraccion de ARN se utilizo el ‘RNeasy Mini Kit de Qiagen’. Los
primeros pasos se realizaron para lisar la célula. Los siguientes pasos se
realizaron para separar el material genético de los demas componentes celulares.
Los pasos posteriores se realizaron para lavar la muestra de contaminantes. Y el
ultimo paso consistié en eluir la muestra en 30-50 pL de agua libre de ARNasa. Se
comprobd la integridad del ARN en un gel de agarosa TBE 1x y se cuantifico

utilizando un nano espectrofotémetro.

Tratamiento con DNasa |

Se calculd la cantidad necesaria de cada reactivo (1 ug de ARN, Buffer 10x,
DNasa | [1 U /uL] y H20) y se preparo la reaccion en su respectivo tubo Eppendorf
de 1.5 mL para eliminar el ADN gendmico contaminante de cada muestra. La

reaccion se llevo a cabo de la siguiente manera:

Reaccién enzimatica 37 °C 40 minutos
Inactivaciéon 65 °C 10 minutos
Almacenamiento 4°C ool

Se comprobd la integridad del ARN en un gel de agarosa TBE 1x y se cuantificd
utilizando un nano espectrofotometro. Posteriormente se realiz6 una PCR para

comprobar la ausencia de ADN gendémico en cada muestra.

Transcripcion reversa (RT)
Se uso el kit “Revert Aid First Strand DNA Synthesis” de Thermo Fisher Scientific,

en el que se realizaron dos reacciones:

1 En este contexto, oo significa que es por tiempo indefinido.
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Reaccién 1

Reactivo Cantidad

ARN 1.0 ug
Oligonucledtidos 20 pmoles
H20 Ajustar a 12 pyL

Condiciones de reaccion

Temperatura Tiempo
65 °C 5 minutos
4°C 2 minutos
Reaccién 2
Reactivo Cantidad
Reaccion 1 12.0 uL
dNTPs 2.0 uL
Ribolock 1.0 uL
Buffer 5x 4.0 uL
Transcriptasa reversa 1.0 uL
20.0 yL

Condiciones de reacciéon

Temperatura Tiempo
42 °C 60 minutos
70 °C 10 minutos

Reaccion en cadena de la polimerasa cuantitativa (QPCR)
Se uso la “Maxima SYBR Green/ROX qPCR Master Mix” de Thermo Fisher
Scientific y oligonucleétidos especificos de genes (Tabla 2). Las reacciones se

realizaron por triplicado.
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Reactivos

SYBR Green Master Mix 2x
Oligonucleétidos (5 pmoles/uL)
ADNCc

H.O

Cantidad
5.0 uL
1.0 pL
0.5 pL
3.5puL

10.0 uL

Las reacciones de gqPCR se llevaron a cabo en un “Rotor-Gene Q MDx”

(QIAGEN).

Condiciones de reaccion

Temperatura Tiempo Ciclos
95°C 10 minutos 11

95 °C 10 segundos

70 °C 60 segundos } 40

El célculo de la expresion relativa se realizo en el programa “Rotor-Gene Q Series

Software” mediante el método 2-22CT tomando la expresion de un gen constitutivo

(recA'y gsu2822) como normalizador.

Nombre Secuencia 5’ — 3’ Referencia

gqPCRacnAFw CCC GCT ACAACT ACC ACT CC Andrade et al., 2021

gPCRacnARev CGC AAAAGG TTT TCC AGA AG Andrade et al., 2021

gqPCRdcuBFw GCC ATC AAG ACC GGT ATCC Andrade et al., 2021

gpCRdcuBrev AGC CGA GGA AAAAGG TCACT Andrade et al., 2021

gqPCRepsHfw CTATGC AGC CCT CAC CAT CC Jaramillo-Rodriguez et al,,
2023

gqPCRepsHrv GTG AAT GAC ATT GCC CTC GC Jaramillo-Rodriguez et al,,
2023

gPCRftsXfw AGC GGC AAG ATC CAG GTT AC Este trabajo
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gPCRftsXrv

TAG GAA ACG CGT GAA GTC CC

Este trabajo

gqPCRomcBFw

GGAGTATGT GGC ATC CCT TG

Hernandez-Eligio et al., 2020

gqPCRomcBrev

ACC GTT GGC ATT CGT ATC TC

Hernandez-Eligio et al., 2020

qPCRomcCFw

AGA GTA CGT GGC ATC CCT TG

Hernandez-Eligio et al., 2020

gqPCRomcCrev

CCGTTG GCATTC GTATCT CT

Hernandez-Eligio et al., 2020

qPCRomcEFw

CCAGATCTGCGTGTTCTGTC

Hernandez-Eligio et al., 2020

gqPCRomcErev

CAT GCT GCT GGA CGA GTA GA

Hernandez-Eligio et al., 2020

gPCRomcFfw

GAC GTG GCG GCC TAC ATC

Este trabajo

gPCRomcFrv

CGACGTACT CCCCGATCTTC

Este trabajo

gqPCRomcMfw

TGG AGA CTA CCC ATG CTG AA

Hernandez-Eligio et al., 2020

gqPCRomcMrev

AGA CGT CGA GGT GCT CGT AT

Hernandez-Eligio et al., 2020

qPCRomcSFw

TCC TAC CAG AAC AGC AAC GA

Hernandez-Eligio et al., 2020

qPCRomcSrev

ATA GGA ACC GCT CAG GGACT

Hernandez-Eligio et al., 2020

qPCRomcZFw

AAG CCG ACT GTC TCG AGT GT

Hernandez-Eligio et al., 2020

qPCRomcZrev

CGG AGG TATTGATGC AGCTT

Hernandez-Eligio et al., 2020

qPCRpilAfw

TCG GTATTC TCG CTG CAAT

Andrade et al., 2021

gqPCRpilArev

AAT GCG GAC TCA AGA GCAGT

Andrade et al., 2021

qPCRpgcAFw

GTC TCC AGAGTG CCG TAAGC

Hernandez-Eligio et al., 2022

qPCRpgcARev

AGT AGG AGC CAC TGC CAA GA

Hernandez-Eligio et al., 2022
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Resultados y discusion

En este estudio se analizé la estructura de la biopelicula y sus propiedades
bioelectroquimicas utilizando diferentes materiales de electrodos con diferentes
caracteristicas quimicas: vidrio como material inerte no conductor, vidrio cubierto
con o6xidos de hierro (Fe20s-vidrio) y materiales semiconductores (FTO, Fe20s3-
FTO, grafito y acero inoxidable). Estas biopeliculas se caracterizaron mediante su
cuantificacion por medio de tincién por cristal violeta, observacion de la estructura
a través de microscopia confocal laser de barrido (CLSM), caracterizacion de las
propiedades electroquimicas y expresion relativa de determinados genes mediante
RT-gPCR.

Cuantificacion por cristal violeta de la formacién de biopelicula.

La cuantificacion por cristal violeta de la formacion de biopelicula por cristal violeta
de G. sulfurreducens solo se realiz6 en los soportes de vidrio y FTO (Figura 5).
Esta técnica no se realizé en grafito ya que este material absorbe colorante y
tampoco se realizé en Fe20s-vidrio y Fe203-FTO debido a que estos materiales se
les podria despegar la capa de hematita. Para la técnica de cristal violeta, la
absorbancia medida a una densidad 6ptica a 550 nm (ODsso0) es directamente

proporcional a la biomasa total de la biopelicula formada por las cepas.

Se encontré que la cepa Agsul771 produjo una biopelicula con mayor biomasa
que la cepa WT (Hernandez-Eligio et al., 2022) sobre vidrio y FTO. Ademas, se
observé que la cepa mutante generd una biopelicula con mayor biomasa al crecer
sobre vidrio que sobre FTO a 25 °C (Figura 5A). Por otro lado, se observé que la
turbidez del medio producido por las células planténicas de las cepas de G.
sulfurreducens no cambié significativamente dependiendo del material sobre el
que crecieron, pero se observo que la turbidez de la cepa WT es mayor que la de
la mutante Agsul771 (Figura 5B).

30



Con los resultados obtenidos se concluye que la cepa mutante Agsul771 de G.
sulfurreducens forma una biopelicula con mayor biomasa al crecer sobre vidrio
que sobre FTO, lo cual coincide en proporcion con los biovolimenes obtenidos
con el microscopio confocal laser de barrido (CLSM) de la biopelicula de la cepa
mutante Agsul771 comparada con la de la cepa WT crecida sobre vidrio (Tabla 4)
y sobre FTO (Tabla 8) que se presentan posteriormente. También, se puede inferir
que la cepa Agsul771 se encuentra mayormente en estado de biopelicula que en
estado planctonico, mientras que la cepa WT se encuentra mayormente en estado
plancténico que en estado de biopelicula (Figura 5).

A. Cuantificacion por cristal B. Turbidez celular

violeta (biopelicula) (planctonica)
15+ 0.6+ BB Agsul771
mm WT
2 10 g 0.4
L (7]
a a
o O
5_ —
0
Vidrio Vidrio
Material Material

Figura 5. Crecimiento de las cepas WT y Agsul771 sobre vidrio y FTO. A.
Cuantificaciéon por cristal violeta de las biopeliculas de las cepas de G.
sulfurreducens. B. Turbidez celular del medio NBAF donde se dejé creciendo las
cepas de G. sulfurreducens. Los cultivos se dejaron creciendo a 25 °C por 48

horas.
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Desarrollo de la biopelicula y observacién de su estructura empleando
microscopia confocal.

La observacion de la estructura tridimensional de la biopelicula a diferentes
tiempos (24, 48 y 72 horas) mediante microscopia confocal laser de barrido
(CLSM) se realiz6 sobre los materiales utilizados para este trabajo: vidrio, Fe20s3-
vidrio, FTO, Fe20s3-FTO, grafito y acero inoxidable (Figuras 6-17). A través del
CLSM se logré obtener imagenes de la vista superior y la vista lateral de cada
biopelicula, asi como los pardmetros de viabilidad celular (porcentaje de células
vivas), grosor méaximo (longitud maxima del espesor de una biopelicula) y
biovolumen (volumen celular que tienen las células que forman parte de la

biopelicula).

Biopelicula sobre vidrio

En el vidrio, el grosor de las biopeliculas de ambas cepas fue aumentando
conforme avanzaron los dias (Figura 7), el grosor de la biopelicula de la cepa WT
fue menor en comparacion con el de la cepa mutante Agsul771 (Tabla 4). En el
caso de la WT, en las primeras 24 horas se observaron muchos espacios vacios.
Luego, a las 48 y 72 horas la colonizacion fue mucho mayor, ya que los espacios
vacios disminuyeron por una mayor presencia de bacterias sobre toda la
superficie. En el caso de la mutante Agsul771, se observd que toda la superficie
del vidrio se cubri6 de células y que la biopelicula presentdé una estructura
tridimensional compleja debido a que formé6 unos pilares o columnas con canales
(Hernandez-Eligio et al., 2022), que fueron visibles desde las primeras 24 horas
(Figura 6).

Se pudo destacar la presencia de un “micropuente” conformado por bacterias
vivas que conectaba unas columnas con otras en el caso de la biopelicula de la

mutante Agsul771 alas 72 horas (Figura 7, indicados con flechas blancas).

Ademas, se observo una alta viabilidad celular (Tabla 3) en las biopeliculas de G.
sulfurreducens (Figuras 6-7) a juzgar por el nimero reducido de células tefidas

con yoduro de propidio (células muertas).
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En el caso del biovolumen, se observd un aumento progresivo, con un valor
maximo para la cepa WT a las 72 horas, mientras que para la mutante Agsul771

el valor maximo se alcanzé a las 48 horas (Tabla 4).

Se puede destacar que la biopelicula que formé la cepa WT sobre el vidrio es el
que presento el biovolumen y el grosor maximo mas bajo de los seis materiales

analizados en este trabajo (Tabla 4).

WT

Agsu1771

24 horas 48 horas 72 horas

Figura 6. Imdgenes de microscopia confocal sobre vidrio (Vista superior).
Cepas G. sulfurreducens DL1 WT y Agsul771 a 24, 48 y 72 horas. La
biopelicula fue tefida con el kit de viabilidad bacteriana LIVE/DEAD. Las células
vivas se tifieron de color verde y las células muertas de color rojo. Los cultivos
se incubaron a 25°C. Los programas utilizados para su analisis fueron Fiji y

Comstat. La linea blanca indica una escala de 100 ym.
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48 horas
WT

24 horas

Figura 7. Imagenes de microscopia confocal sobre vidrio (vista lateral).
Cepas G. sulfurreducens DL1 WT y Agsul771 a 24, 48 y 72 horas. La biopelicula
fue tefiida con el kit de viabilidad bacteriana LIVE/DEAD. Las células vivas se
tifieron de color verde y las células muertas de color rojo. Los cultivos se

incubaron a 25°C. Los programas utilizados para su analisis fueron Fiji y Comstat.

72 horas

24 horas

48 horas
Agsul771

72 horas

—

Tabla 3. Viabilidad de las células que constituyen la biopelicula sobre

vidrio.

% células vivas

Soporte Vidrio

Cepa WT Agsul771
24 horas 74.66 + 11.45 78.94 +1.31
48 horas 97.40 £ 0.80 79.53 £1.39
72 horas 94.89 £ 1.15 75.24 £ 7.07

Tabla 4. Grosor méximo y biovolumen de las biopelicula formadas por las

cepas WT y Agsul771 sobre vidrio.

Vidrio Grosor maximo (um) Biovolumen (um”3/um~2)
Cepa WT Agsul771 WT Agsul771

24 horas 10.41 £ 0.55 |28.65+2.34 |0.35+0.05 |11.68 +1.47
48 horas 13.16 +1.19 [58.75+6.18 |0.89+0.20 |29.35+1.42
72 horas 17.5+4.16 |54.75+9.43 |1.06+0.20 |27.75+£2.33
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Biopelicula sobre Fe20s-vidrio

Cuando el vidrio se cubri6 con la pelicula de hematita (Fe203-vidrio), la biopelicula
de la cepa WT present6 un espesor mayor que la biopelicula que crecio sobre el
vidrio desnudo (Figura 9). En la literatura, algunos informes hablan del uso de la
hematita, un aceptor de electrones estrechamente relacionado con los ambientes
naturales donde se encuentra G. sulfurreducens, para promover la formacion de
biopeliculas electroactivas (Wen et al., 2022). Los resultados concordaron con
esos informes ya que se observd que la cepa WT crecid mejor en este vidrio

modificado con Fe203 (Huerta-Miranda et al., 2023).

En el sustrato Fe2Os-vidrio, el grosor de las biopeliculas de ambas cepas aumento
con el paso de los dias (Figura 9), y en donde el grosor de la biopelicula de la
cepa WT fue menor en comparacién con el de la cepa mutante Agsul771 (Tabla
6). En el caso de la WT, se observo que la bacteria cubrié toda la superficie a lo
largo de los tres dias de prueba (24, 48 y 72 horas), mientras que en el caso de la
mutante Agsul771, se pudo notar que toda la superficie del material se cubrié por
células y que la biopelicula presentd una estructura tridimensional mas compleja
debido a que formé unos pilares o columnas con canales (Hernandez-Eligio et al.,
2022), que fueron visibles desde las primeras 24 horas (Figura 8), con la diferencia

de que estos pilares fueron mas delgados que los que crecieron sobre el vidrio.

Ademas, la presencia de células muertas (manchas rojas) fue menor en las
imagenes obtenidas (Figuras 8-9), lo que indicé una alta viabilidad celular (Tabla
5).

En el caso del biovolumen, se observé un aumento progresivo, con el valor mas
alto para la cepa WT a las 48 horas, mientras que para la mutante Agsul771 el

valor mas alto se alcanz¢6 a las 72 horas (Tabla 6).
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WT

Agsul771

24 horas 48 horas 72 horas

Figura 8. Imagenes de microscopia confocal en Fe203 sobre vidrio (Vista
superior). Cepas G. sulfurreducens DL1 WT y Agsul771 a 24, 48 y 72 horas. La
biopelicula fue tefiida con el kit de viabilidad bacteriana LIVE/DEAD. Las células
vivas se tifieron de color verde y las células muertas de color rojo. Los cultivos se
incubaron a 25°C. Los programas utilizados para su andlisis fueron Fiji y Comstat.

La linea blanca indica una escala de 100 pm.

24 horas 48 horas 72 horas 24 horas 48 horas 72 horas 50
pm
WT Agsul771 —

Figura 9. Imagenes de microscopia confocal en Fe203 sobre vidrio (vista
lateral). Cepas G. sulfurreducens DL1 WT y Agsul771 a 24, 48 y 72 horas. La
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biopelicula fue tefiida con el kit de viabilidad bacteriana LIVE/DEAD. Las células
vivas se tifieron de color verde y las células muertas de color rojo. Los cultivos se

incubaron a 25°C. Los programas utilizados para su analisis fueron Fiji y Comstat.

Tabla 5. Viabilidad de las células que constituyen la biopelicula en Fe203-

vidrio.
% células vivas
Soporte Fe203 sobre vidrio
Cepa WT Agsul771
24 horas 76.17 +£5.39 77.72+£1.52
48 horas 91.05 +3.48 78.90 £ 0.32
72 horas 83.75 £ 2.27 91.60 + 2.09

Tabla 6. Grosor méximo y biovolumen de las biopelicula formadas por las

cepas WT y Agsul771 sobre Fe20s-vidrio.

Fe203 sobre vidrio Grosor maximo (um) Biovolumen (um”3/um~2)
Cepa WT Agsul771 WT Agsul771

24 horas 17.15+2.03 |36.75+2.25 |1.24+0.13 |12.47 +0.03
48 horas 20.25+0.75 |68.5+ 18.5 4.43+0.20 {23.19+0.75
72 horas 22.37£7.04 |149.88+£2.63 |3.05+0.55 |33.13+4.38

Biopelicula sobre FTO nuevo

En investigaciones previas se utilizé el 6xido de estafio dopado con flior (FTO)
como material de soporte que indujo a G. sulfurreducens a formar una biopelicula
mas gruesa, debido a la naturaleza conductiva de este material (Huerta-Miranda et
al., 2019; Hernandez-Eligio et al., 2022). Estos trabajos destacaron por explorar el
uso de los oxidos semiconductores transparentes (TCOs) como materiales de
soporte para la formacion de biopeliculas electroactivas (Matsuda et al., 2011; Jain
etal., 2011).

Sobre el FTO, el grosor de las biopeliculas de ambas cepas fue aumentando de
manera lenta y progresiva conforme avanzaron los dias (Figura 11). En el caso de

la cepa WT formé una biopelicula homogénea con pequefios agregados (areas
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con una alta densidad de bacterias) (Figura 10). Por otra parte, la cepa Agsul771
formdé una biopelicula mas gruesa que la de la cepa WT (Tabla 8), en la que se
lograron observar estructuras en forma de columnas con canales (Figura 10),
como se habia observado previamente en nuestro grupo de trabajo (Hernandez-
Eligio et al., 2022).

Ademas, la presencia de células muertas (manchas rojas) estuvo casi ausente

(Figuras 10-11), lo que indic6 una alta viabilidad celular (Tabla 7).

En el caso del biovolumen, se observé un aumento progresivo, en donde la cepa

WT y la mutante Agsul771 alcanzaron su valor mas alto a las 48 horas (Tabla 8).

WT

Agsu1771

24 horas 48 horas 72 horas

Figura 10. Imagenes de microscopia confocal sobre FTO nuevo (Vista
superior). Cepas G. sulfurreducens DL1 WT y Agsul771 a 24, 48y 72 horas. La
biopelicula fue tefiida con el kit de viabilidad bacteriana LIVE/DEAD. Las células
vivas se tifieron de color verde y las células muertas de color rojo. Los cultivos
se incubaron a 25°C. Los programas utilizados para su analisis fueron Fiji y

Comstat. La linea blanca indica una escala de 100 pm.
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24 horas 48 horas 72horas 24horas 48 horas 72 horas
WT Agsul771 |—+
Figura 11. Imagenes de microscopia confocal sobre FTO nuevo (vista

lateral). Cepas G. sulfurreducens DL1 WT y Agsul771 a 24, 48 y 72 horas. La
biopelicula fue tefiida con el kit de viabilidad bacteriana LIVE/DEAD. Las células
vivas se tifieron de color verde y las células muertas de color rojo. Los cultivos se

incubaron a 25°C. Los programas utilizados para su analisis fueron Fiji y Comstat.

Tabla 7. Viabilidad de las células que constituyen la biopelicula sobre FTO

nuevo.
% células vivas
Soporte FTO nuevo
Cepa WT Agsul771
24 horas 80.74 £ 8.15 77.05+4.84
48 horas 88.67 £2.32 92.60 £ 0.24
72 horas 93.66 + 0.43 91.29+£1.43

Tabla 8. Grosor maximo y biovolumen de las biopelicula formadas por las

cepas WT y Agsul771 sobre FTO nuevo.

FTO nuevo Grosor maximo (um) Biovolumen (um”3/um~2)
Cepa WT Agsul771 WT Agsul771

24 horas 15.6 £ 0.97 |26.2+3.44 1.96+0.41 [10.48+0.3
48 horas 22.7 £3.37 |39.2+6.14 297 +0.21 |22.79+3.12
72 horas 2558+ 3.1 |48.16 £5.07 |2.04+0.24 |22.34+2.94
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Biopelicula sobre Fe203-FTO

La modificacion del FTO con una capa de hematita (Fe203-FTO) indujo la
formacion de biopeliculas mas gruesas en la cepa WT llegando a formar grandes
pilares a las 72 horas, pero menos homogéneas que las que se formaron sobre el
FTO desnudo (Figura 13). Esto confirmd los beneficios de modificar los materiales
de los electrodos con hematita en la formacion de biopeliculas de G.

sulfurreducens (Huerta-Miranda et al., 2023).

Sobre la Fe203-FTO, el grosor de las biopeliculas de ambas cepas fue
aumentando de manera lenta y progresiva conforme avanzaron los dias (Figura
13). En el caso de la cepa WT formé una biopelicula homogénea con pequefios
agregados (&reas con una alta densidad de bacterias) que fueron aumentando de
tamafio conforme avanzaron los dias (Figuras 12-13). Por otra parte, la cepa
Agsul771 formo una biopelicula mas gruesa que la de la cepa WT (Tabla 10), en
el que se observaron estructuras en forma de columnas con canales (Hernandez-
Eligio et al., 2022), que son visibles desde las primeras 24 horas y que fueron

aumentando de grosor conforme avanzaron los dias (Figura 12).

En el caso del biovolumen, se observé un aumento progresivo, siendo el mas alto

para la WT y la mutante Agsul771 alas 72 horas (Tabla 10).

Ademas, la baja presencia de células muertas (manchas rojas) (Figuras 12-13)
indicé una alta viabilidad celular (Tabla 9), siendo mas alta a las 48 horas. Una
posible explicacion de porqué la viabilidad celular disminuye a las 72 horas es que
las biopeliculas de ambas cepas presentaron columnas muy elevadas alcanzando
un grosor maximo muy alto (Tabla 10), lo que deja expuesta a las células
anaerobias a condiciones aerobias al momento de hacer la observacion de la

biopelicula, aumentando el porcentaje de células muertas.

La biopelicula que formo la cepa mutante Agsul771 sobre el Fe203-FTO present6
el mayor espesor en comparacion con la que se formo de los seis materiales

analizados en este trabajo (Tabla 10).
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Con la informacién anterior, las biopeliculas crecidas sobre Fe203-FTO
presentaron un grosor maximo alto, aunque su viabilidad celular fue baja en
comparacion con otros materiales, tal como se habia observado en trabajos
previos (Wen et al., 2022). Esto confirmo los beneficios de modificar los materiales
de los electrodos con hematita en la formacion de biopeliculas de G.
sulfurreducens al generar biopeliculas mas gruesas y con mayor biovolumen
(Huerta-Miranda et al., 2023).

WT

Agsu1771

24 horas 48 horas 72 horas

Figura 12. Imagenes de microscopia confocal en Fe203 sobre FTO (Vista
superior). Cepas G. sulfurreducens DL1 WT y Agsul771 a 24, 48 y 72 horas.
La biopelicula fue tefiida con el kit de viabilidad bacteriana LIVE/DEAD. Las
células vivas se tifieron de color verde y las células muertas de color rojo. Los
cultivos se incubaron a 25°C. Los programas utilizados para su analisis fueron

Fiji y Comstat. La linea blanca indica una escala de 100 ym.
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24horas 48 horas 72horas 24 horas 48 horas 72 horas
WT Agsul771 |—|
Figura 13. Imagenes de microscopia confocal en Fe203 sobre FTO (vista

lateral). Cepas G. sulfurreducens DL1 WT y Agsul771 a 24, 48 y 72 horas. La
biopelicula fue tefiida con el kit de viabilidad bacteriana LIVE/DEAD. Las células
vivas se tifieron de color verde y las células muertas de color rojo. Los cultivos se

incubaron a 25°C. Los programas utilizados para su analisis fueron Fiji y Comstat.

Tabla 9. Viabilidad de las células que constituyen la biopelicula en Fe203-
FTO.

% células vivas
Soporte Fe203 sobre FTO
Cepa WT Agsul771
24 horas 53.19+1.80 68.72 +2.43
48 horas 86.42 + 4.23 84.08 + 2.35
72 horas 77.76 £ 2.66 79.50 £ 0.98

Tabla 10. Grosor maximo y biovolumen de las biopelicula formadas por las
cepas WT y Agsul771 sobre Fe20s-FTO.

Fe20z sobre FTO

Grosor maximo (um)

Biovolumen (um”3/um”2)

Cepa WT Agsul771 WT Agsul771

24 horas 1443 +£1.34 |47.25+12.22 |1.40£0.39 |13.56 £ 1.45
48 horas 21 +£1.56 45+ 0 3.39+0.62 |18.36+0.42
72 horas 3253+2.79 |825+24.75 |6.66+1.46 |26.95+8.46
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Biopelicula sobre grafito

El grafito como material de soporte indujo a la cepa WT a formar biopeliculas
heterogéneas debido a que fueron gruesas, rugosas y dispersas, ademas de que
se observaron muchas regiones vacias (Figura 14). En las vistas laterales se
encontraron biopeliculas més rugosas que las biopeliculas crecidas sobre FTO y
vidrio (Figura 15). La porosidad del grafito podria explicar este efecto, debido a
gue el grafito no es un material plano como los soportes basados en vidrio o FTO,

sino que es un material que presenta una superficie irregular.

Sobre el grafito, el grosor de las biopeliculas de ambas cepas aparentemente
aumenté de manera lenta y progresiva conforme avanzaron los dias, pero las
formas irregulares de las biopeliculas dificultaron determinarlo con exactitud
(Figura 15). En el caso de la cepa WT formo una biopelicula heterogénea en el
gue células crecieron sobre la superficie irregular del material (Figura 14). Por otra
parte, la cepa Agsul771 formd una biopelicula mas gruesa que la de la cepa WT
(Figura 15), en el que se lograron observar estructuras en forma de columnas con
canales (Hernandez-Eligio et al., 2022), que fueron visibles desde las primeras 24

horas (Figura 14).

Ademas, la presencia de células muertas (manchas rojas) estuvo casi ausente

(Figuras 14-15), lo que indic6 una alta viabilidad celular (Tabla 11).

Resulté complicado calcular el biovolumen y el grosor maximo con precision
debido a que las biopeliculas formadas sobre grafito fueron heterogéneas,

generando resultados que no fueron coherentes con lo obtenido en la Tabla 12.

43



WT

Agsu1771

24 horas 48 horas 72 horas

Figura 14. Imdgenes de microscopia confocal sobre grafito (vista superior).
Cepas G. sulfurreducens DL1 WT y Agsul771 a 24, 48 y 72 horas. La
biopelicula fue tefiida con el kit de viabilidad bacteriana LIVE/DEAD. Las células
vivas se tifieron de color verde y las células muertas de color rojo. Los cultivos
se incubaron a 25°C. Los programas utilizados para su andlisis fueron Fiji y

Comstat. La linea blanca indica una escala de 100 um.

-
3

24 horas 48 horas 72 horas 24 horas 48 horas 72 horas
50 um
WT Agsul771 —

Figura 15. Imagenes de microscopia confocal sobre grafito (vista lateral).
Cepas G. sulfurreducens DL1 WT y Agsul771 a 24, 48 y 72 horas. La biopelicula
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fue tefiida con el kit de viabilidad bacteriana LIVE/DEAD. Las células vivas se
tineron de color verde y las células muertas de color rojo. Los cultivos se

incubaron a 25°C. Los programas utilizados para su analisis fueron Fiji y Comstat.

Tabla 11. Viabilidad de las células que constituyen la biopelicula sobre

grafito.
% células vivas
Soporte Grafito
Cepa WT Agsul771
24 horas 76.47 £2.15 90.20 + 0.64
48 horas 93.73+0.43 92.13+0.71
72 horas 91.33 £ 1.59 83.78 £ 2.67
Tabla 12. Grosor maximo y biovolumen de las biopelicula formadas por las

cepas WT y Agsul771 sobre grafito.

Grafito Grosor maximo (um) Biovolumen (um”3/um~2)
Cepa WT Agsul771 WT Agsul771
24 horas 22.57 +4.55 |50.5+2.22 0.90+0.44 |30+1.82
48 horas 39.33+3.31 |39.33+6.39 |1.42+0.25 |18.83+1.51
72 horas 4192 +£4.16 |48.5+ 3.68 495+2.69 |23.49+6.05

Biopelicula sobre acero inoxidable

Finalmente, el acero inoxidable es una aleacion metalica conformada por varios
elementos (hierro, carbono, niquel, molibdeno, entre otros) que se caracteriza por
Su gran resistencia a la corrosion aunque no es un buen conductor, sobre el que

las cepas de G. sulfurreducens formaron una abundante biopelicula.

Sobre el acero inoxidable, el grosor de las biopeliculas de ambas cepas aumento
de manera lenta y progresiva conforme avanzaron los dias (Figura 17). La cepa
WT formé una biopelicula uniforme en la que se observaron agregados sobre este
material (Figura 16). Ademas, la biopelicula de la cepa WT fue lo sufientemente

delgada para permitir que el acero inoxidable absorbiera el yoduro de propidio al
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momento de realizar la tincién de la biopeliculas y se observd que la superficie de

este material se tifidé de color rojo en el microscopio confocal (Figura S1).

Por otro lado, la cepa mutante Agsul771 formé una biopelicula més gruesa que la
cepa WT con una cantidad de biovolumen considerablemente méas alto que los
otros materiales (Tabla 14). En la biopelicula se observé que forma sus
estructuras caraceristicas en forma de columnas rodeadas por canales
(Hernandez-Eligio et al., 2022), pero la gran cantidad de células hace que estas

estructuras fueran menos notorias conforme avanzaban los dias (Figura 16).

Ademas, la presencia de células muertas (manchas rojas) estuvo casi ausente

(Figuras 16-17), lo que indic6 una alta viabilidad celular (Tabla 13).

En el caso del biovolumen, se observdé que fue aumentado progresivamente,
siendo el més alto para la mutante Agsul771 a las 72 horas y para el caso de la
WT, fue complicado determinarlo con exactitud debido a que el colorante también
se cuantifica al momento de realizar el andlisis (Tabla 14), pero las imagenes
parecen indicar que el mayor biovolumen para la cepa WT también fue a las 72
horas (Figuras 16 y 17). La biopelicula que formo la cepa mutante Agsul771 sobre
el acero inoxidable fue el que tuvo el biovolumen més alto de los seis materiales

analizados en este trabajo (Tabla 14).
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Agsu1771

24 horas 48 horas 72 horas
Figura 16. Imagenes de microscopia confocal sobre acero inoxidable (vista
superior). Cepas G. sulfurreducens DL1 WT y Agsul771 a 24, 48 y 72 horas.
La biopelicula fue tefiida con el kit de viabilidad bacteriana LIVE/DEAD. Las

células vivas se tifieron de color verde y las células muertas de color rojo. Los
cultivos se incubaron a 25°C. Los programas utilizados para su analisis fueron

Fiji y Comstat. La linea blanca indica una escala de 100 pm.

24 horas 48 horas 72 horas 24 horas 48 horas 72 horas 50 pum
WT Agsul771 —

Figura 17. Imagenes de microscopia confocal sobre acero inoxidable (vista
lateral). Cepas G. sulfurreducens DL1 WT y Agsul771 a 24, 48 y 72 horas. La
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biopelicula fue tefiida con el kit de viabilidad bacteriana LIVE/DEAD. Las células
vivas se tifieron de color verde y las células muertas de color rojo. Los cultivos se

incubaron a 25°C. Los programas utilizados para su analisis fueron Fiji y Comstat.

Tabla 13. Viabilidad de las células que constituyen la biopelicula sobre

acero inoxidable.

% células vivas
Soporte Acero inoxidable
Cepa WT Agsul771
24 horas 73.96 + 1.99 84.42+0.8
48 horas 74.28 + 0.69 92.85+ 1.58
72 horas 67.34 £ 2.05 86.56 + 0.95

Tabla 14. Grosor maximo y biovolumen de las biopelicula formadas por las

cepas WT y Agsul771 sobre acero inoxidable.

Acero inoxidable Grosor maximo (um) Biovolumen (um”3/um~”2)
Cepa WT Agsul771 WT Agsul771

24 horas 1958 +5.27 |345+233 |5.27+0.32 |25.03+1.86
48 horas 24.8 £2.08 4417 £4.74 |5.14+£0.50 |30.86+4.49
72 horas 23.93+3.91 |56+4.17 433+0.39 |39.88+9.31

Estos resultados mostraron que la cepa WT es mas susceptible a cambios en el
material de soporte que la cepa Agsul771, siendo que esta Ultima cepa pudo
formar una biopelicula gruesa y con sus estructuras particulares sobre las seis

diferentes superficies utilizadas en este trabajo.

Parametros obtenidos a partir del CLSM

Ademas de observar la estructura tridimensional de las biopeliculas que formaron
las cepas de G. sulfurreducens sobre los distintos materiales, se analizaron otros
pardmetros relacionados a la biopelicula que se estuvieron mencionando

previamente: porcentaje de células vivas y muertas, grosor maximo y biovolumen.
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Con respecto al pardmetro de porcentaje de células vivas y muertas, el andlisis se
realizo en el programa Fiji (Anexos) e indicé que el porcentaje mas alto de células
vivas se alcanzé a las 48 horas, siendo superior al 70%, para ambas cepas, tanto
la WT como la mutante Agsul771, sobre los seis diferentes materiales, de manera
general (Tabla 15).

Sin embargo, se observé que hay un menor porcentaje de viabilidad celular a las
24 horas sobre los seis diferentes materiales (Tabla 15), esto podria explicarse por
el hecho de que las biopeliculas que forman las cepas WT y la mutante Agsul771
a las 24 horas tienen menor grosor (Tabla 16), asi que las células de G.
sulfurreducens son mas susceptibles al oxigeno presente en el aire al momento de
retirar el material del medio anaerobio, lo que llevé a una mayor muerte celular y
que se reflej6 en una menor viabilidad celular. Esto cambia a las 48 y 72 horas,
cuando la biopelicula de ambas cepas es mas gruesa y eso permitié que las
células sean menos susceptibles al oxigeno presente en el aire y que se reflejé en

una mayor viabilidad celular.

Tabla 15. Viabilidad bacteriana que constituyen las biopeliculas sobre

todos los materiales

% células vivas
Soporte Vidrio
Cepa WT Agsul771
24 horas 74.66 £ 11.45 78.94 £1.31
48 horas 97.40 £ 0.80 79.53 £ 1.39
72 horas 9489 +1.15 75.24 £ 7.07
Soporte Fe203 sobre vidrio
Cepa WT Agsul771
24 horas 76.17 £ 5.39 77.72+1.52
48 horas 91.05 + 3.48 78.90 £ 0.32
72 horas 83.75 £ 2.27 91.60 + 2.09
Soporte FTO nuevo
Cepa WT Agsul771
24 horas 80.74 £ 8.15 77.05+4.84
48 horas 88.67 £ 2.32 92.60 £ 0.24
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72 horas 93.66 + 0.43 91.29+1.43
Soporte Fe203 sobre FTO
Cepa WT Agsul771
24 horas 53.19+1.80 68.72 £ 2.43
48 horas 86.42 +4.23 84.08 £ 2.35
72 horas 77.76 £ 2.66 79.50 £ 0.98
Soporte Grafito

Cepa WT Agsul771
24 horas 76.47 £ 2.15 90.20 + 0.64
48 horas 93.73+0.43 92.13+0.71
72 horas 91.33+1.59 83.78 £ 2.67
Soporte Acero inoxidable
Cepa WT Agsul771
24 horas 73.96 £ 1.99 84.42+0.8
48 horas 74.28 + 0.69 92.85+1.58
72 horas 67.34 £ 2.05 86.56 + 0.95

Otro pardmetro que se calcul6 fue el grosor maximo de las biopeliculas, en el que
se observo que el grosor de las biopeliculas fue aumentado conforme avanzé el
tiempo, de 1 a 3 dias, logrando alcanzar su mayor grosor, por lo general, a las 72
horas (Tabla 16).

El dltimo pardmetro que se calcul6 fue el biovolumen, el cual es el volumen
ocupado por los microorganismos en las tres dimensiones del espacio, se
determina como el volumen de todos los voxeles (el elemento mas pequefio de
una imagen tridimensional) que contienen biomasa dividido entre el area del
sustrato (la imagen inferior de una representacién tridimensional) para obtener un
valor independiente del tamarfio del area observada y su unidad es pm3/um?2. En
este trabajo, se observé que el biovolumen de las biopeliculas fue aumentado
conforme avanzo el tiempo, de 1 a 3 dias, logrando alcanzar su biovolumen mas
alto entre las 48 y 72 horas (Tabla 16).

Tabla 16. Biovolumen y grosor maximo de las biopeliculas formadas por
las cepas WT y Agsul771 sobre todos los materiales

50



Vidrio Grosor maximo (um) Biovolumen (um”3/um~2)
Cepa WT Agsul771 WT Agsul771

24 horas 10.41 £ 0.55 [28.65+2.34 |0.35+0.05 |11.68 +1.47
48 horas 13.16 £1.19 [58.75+£6.18 |0.89+0.20 [29.35+1.42
72 horas 17.5+4.16 |54.75+£9.43 |1.06+0.20 |27.75+ 2.33
Fe203 sobre vidrio Grosor maximo (um) Biovolumen (um”3/um~2)
Cepa WT Agsul771 WT Agsul771

24 horas 17.15+£2.03 [36.75+2.25 |1.24+0.13 |12.47 £0.03
48 horas 20.25+0.75 |68.5+£18.5 443 +0.20 {23.19+0.75
72 horas 22.37 +£7.04 |49.88 £2.63 |3.05+0.55 |33.13+4.38
FTO nuevo Grosor maximo (um) Biovolumen (um”3/um~2)
Cepa WT Agsul771 WT Agsul771

24 horas 15.6 £0.97 [26.2+3.44 1.96+0.41 |10.48+0.3
48 horas 22.7+£3.37 [39.2+6.14 2.97+0.21 |22.79+£3.12
72 horas 25,58 £3.1 [48.16 +5.07 |2.04+0.24 |22.34+2.94
Fe203 sobre FTO Grosor maximo (um) Biovolumen (um”3/um~2)
Cepa WT Agsul771 WT Agsul771

24 horas 1443 £1.34 |47.25+12.22 |1.40+0.39 |13.56 +1.45
48 horas 21 +1.56 45+ 0 3.39+0.62 [18.36 +0.42
72 horas 3253+2.79|825+24.75 |6.66+1.46 |26.95 + 8.46
Grafito Grosor maximo (um) Biovolumen (um”3/um~2)
Cepa WT Agsul771 WT Agsul771

24 horas 22.57 £4.55 |50.5 + 2.22 0.90+0.44 |30+1.82

48 horas 39.33+3.31(39.33+6.39 [1.42+0.25 |18.83+1.51
72 horas 41.92 +4.16 |48.5 + 3.68 495+ 2.69 [23.49+6.05
Acero inoxidable Grosor maximo (um) Biovolumen (um”3/um~2)
Cepa WT Agsul771 WT Agsul771

24 horas 19.58 £5.27 |34.5+2.33 5.27+0.32 |25.03+1.86
48 horas 248+ 2.08 |44.17+4.74 |5.14+0.50 |30.86 +4.49
72 horas 23.93+3.91 |56 £ 4.17 4.33+0.39 [39.88£9.31

Se ha observado que bajo determinadas condiciones (electrodos con potencial
impuesto y mantenidas de manera constante en un biorreactor), tanto las células
como la corriente de una biopelicula electroactiva incrementan de manera
proporcional en los primeros tres dias; luego, la biomasa sigue aumentando, pero
la corriente se queda igual, es decir, se mantiene en un estado estacionario

(Marsili et al., 2008; Chadwick et al., 2019). Una explicacion es que la masa de
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células vivas es mas alto en los primeros tres dias y en dias posteriores estas
células van disminuyendo debido a que la masa de células vivas son las
responsables de la alta generacion de corriente, mas que el espesor de la
biopelicula (Sun et al., 2016). En dias posteriores, estas biopeliculas presentan
crecimiento continuo cerca de la superficie del electrodo, empujando las células
mas viejas hacia la interfase biopelicula-medio, sorprendentemente sin inhibicién o
contribucion de casi 80 ym de células que se encuentran encima de la capa que
esta activa (Chadwick et al., 2019). Por otro lado, en este proyecto se creci6
biopelicula de G. sulfurreducens DL1 Agsul771 sobre materiales modificados con
Fe203 por 144 horas (Figura S2) y se observo que las células que estaban cerca
del material estaban mas compactas y que el mayor nimero de células muertas se
encontraban cerca del material ubicado debajo de los pilares que la cepa mutante
formd. Se puede predecir que bajo las condiciones en las que nuestro grupo de
trabajo crece G. sulfurreducens (electrodos sin potencial impuesto en un medio de
cultivo dentro de un sistema cerrado), conforme avanzan los dias, las biopeliculas
seguiran aumentando de grosor acorde a la cantidad de nutrientes disponibles en
el que, después de aproximadamente tres dias, la produccion de corriente llegara
a un estado estacionario debido a que la cantidad de células vivas serd menor,
mientras que la cantidad de células muertas irA aumentando y se acumularan en

su mayoria en la interfase electrodo-biopelicula.

En general, las biopeliculas conservaron su estructura tridimensional, llegando a
tener pequefas diferencias entre cada uno de estos materiales. La cepa WT formo
una biopelicula delgada y uniforme sobre los distintos materiales, llegando a
formar pequefios agregados (areas con una alta densidad de bacterias) sobre
algunos de estos. Por otro lado, la cepa mutante Agsul771 formo biopeliculas con
un mayor grosor que las de la cepa WT, ademas de que formaron unas
estructuras peculiares en forma de pilares o columnas con canales (Hernandez-
Eligio et al., 2022) sobre todos los materiales, no afectandole si el material era
conductor o no conductor o, si tenia una superficie uniforme o irregular. La razén
principal por la que la cepa mutante forma estas estructuras estd bajo
investigacion actual en nuestro grupo de investigacion. Por otro lado, los
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materiales basados en hierro fueron los mejores al promover la formacién de una

biopelicula de G. sulfurreducens mas gruesa y con mayor biovolumen.

Pruebas electroquimicas

La biopelicula que forma G. sulfurreducens DL1 es electroconductiva por lo que es
primordial conocer su capacidad para conducir corriente por medio de pruebas
electroquimicas, como el potencial de circuito abierto (OCP), la voltamperometria
ciclica (CV) y la voltamperometria de onda cuadrada (SWV) (Babauta et al., 2012).
Se seleccionaron estas técnicas porque se puede obtener informacion relevante
sobre el entorno electroquimico de la interfaz electrodo/biopelicula, la
electroactividad de las biopeliculas y el potencial relacionado con los citocromos
tipo ¢ en contacto con el electrodo, que realizan reacciones de transferencia
directa de electrones de forma reversible (Hernandez-Eligio et al., 2022). Los
estudios electroquimicos solo se pudieron realizar en FTO (Figuras 18, 22 y 26),
grafito (Figuras 19, 23 y 27), Fe203-FTO (Figuras 20, 24 y 28) y acero inoxidable
(Figuras 21, 25 y 29); en el caso del vidrio y Fe20s-vidrio, no se pudieron realizar

estos estudios porque estos materiales no son conductores.

Cabe sefalar que en los siguientes experimentos no se impuso un potencial
eléctrico externo durante el crecimiento de la biopelicula y las pruebas
electroquimicas se realizaron en condiciones diferentes a las de los medios de
cultivo. Todos los resultados podrian atribuirse Unicamente al fenotipo expresado
de cada cepa debido a que no hubo influencia externa sobre el desarrollo de
biopeliculas (Hernandez-Eligio et al., 2022).

Potencial de circuito abierto (OCP)

La medicion del OCP puede proporcionar infomacién acerca de las interacciones
fisicoquimicas de las interfases involucradas en un sistema complejo como las
biopeliculas formadas sobre los electrodos. Para este trabajo, los materiales de
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soporte se utilizaron como anodos (electrodos en los que se produce una reaccién
de oxidacion), siendo que el OCP de un electrodo con biopelicula de G.
sulfurreducens se desplaza hacia valores negativos debido a la oxidacion de
moléculas electroactivas bacterianas en la interfaz biopelicula/electrodo (Figura
18) (Schrott et al.2019; Hernandez-Eligio et al. 2022).

Las figuras 19-22 muestran el valor promedio de OCP después de una medicion
de diez minutos en todos los electrodos. Los electrodos sin biopelicula mostraron
diferentes valores de potencial; el electrodo FTO desnudo tuvo un OCP de
alrededor de 0.4 V (Figura 19), lo que no era de esperar ya que, en trabajos
previos, nuestro grupo reporto valores de OCP mas negativos (Huerta-Miranda et
al., 2019; Hernandez-Eligio et al., 2022). El electrodo de grafito tuvo el rango mas
amplio y el valor OCP mas positivo (0.3 V - 0.5 V). El electrodo Fe203-FTO tuvo el
potencial mas negativo (aprox. 0.05 V). El electrodo de acero inoxidable tuvo un
potencial de alrededor de 0.12 V. Estos resultados indicaron que todos los
materiales de los electrodos tuvieron diferentes entornos electroquimicos en sus
interfases en el electrolito. Ademas, esto podria explicar por qué se observd por
CLSM que la cepa WT forma biopeliculas mas gruesas y homogéneas en los
materiales mas negativos (FTO, Fe203-FTO y acero inoxidable) y biopeliculas

heterogéneas e irregulares en el material mas positivo (grafito).

A. OCP de material sin biopelicula B. OCP de material con biopelicula
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Figura 18. Representacion del OCP de los materiales de electrodo con y sin

biopelicula de las cepas de G. sulfurreducens.
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A. OCP de material sin biopelicula. B. OCP de material con biopelicula, cuyo valor

se vuelve mas negativo en comparacion con el material desnudo.

La cepa WT tuvo valores de OCP entre -0.1 y -0.2 V sin la adicion de acetato de
sodio (NaAc) al electrolito, pero en presencia de esta molécula organica, el OCP
cambié a valores més negativos. Esto indicO que las biopeliculas son
electroactivas frente a la oxidacién del acetato y la posterior transferencia de
electrones al electrodo de FTO. Nuestro grupo de investigacion ha informado de
este comportamiento anteriormente, y que un cambio negativo en el valor de OCP
indica que las biopeliculas se encuentran en condiciones cataliticas (Hernandez-
Eligio et al., 2022). La cepa Agsul771 tuvo valores de OCP més negativos que
WT, como se observé anteriormente; sin embargo, en presencia de acetato, el

OCP no cambio significativamente (Figura 19).

No biofilm- _._
No NaAc - -I-

|_
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03 -01001 03 05

E vs. SHE (V)
Figura 19. Potencial a circuito abierto de las cepas WT y mutante Agsul771
sobre FTO. Cepa WT y cepa mutante Agsul771 sobre FTO a 48 horas. La
barra gris representa al material del soporte (control), la barra negra representa
a la biopelicula y la barra roja representa a la biopelicula al momento de

agregarle acetato.
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Los valores de OCP de la biopelicula formada por la cepa WT sobre grafito
oscilaron entre -0.03 y -0.17 V sin NaAc, y presentaron un ligero cambio al afadir
este compuesto. La cepa Agsul771 fue un poco mas negativa que WT, pero es
dificil saberlo porque en este material se observé el rango mas amplio de valores
de OCP con y sin biopeliculas (Figura 20). La porosidad de este material de
electrodo posiblemente tuviera alguna relacion con esto, si se tiene en cuenta que
el electrolito necesitaria mas tiempo para llenar estos poros respecto a materiales
planos como el FTO; asi, la formacion de la doble capa estaria influenciada por

este fendmeno (Madjarov et al., 2017).

Ademas, se busco la manera de mejorar las respuestas electroquimicas de las
biopeliculas de las cepas de G. sulfurreducens DL1 que crecieron sobre el grafito,
asi que se buscaron varias opciones para aislar una sola cara y los bordes de este
soporte, para ello se utilizaron varias resinas o se pegaron con teflén, evitando que

estos materiales reaccionen con el medio NBAF.

No biofilm. ._-
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Figura 20. Potencial a circuito abierto de las cepas WT y mutante Agsul771
sobre grafito. Cepa WT y cepa mutante Agsul771 sobre grafito a 96 horas. La
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barra gris representa al material del soporte (control), la barra negra representa
a la biopelicula y la barra roja representa a la biopelicula al momento de

agregarle acetato.

En el electrodo Fe203-FTO se observo un comportamiento similar al del electrodo
de FTO desnudo, esto podria significar que la pelicula de Fe20s cambi6 por la
presencia de los microorganismos, lo cual era de esperarse, ya que G.
sulfurreducens es un microorganismo reductor de Fe(lll), por lo tanto, algunas de
las peliculas de Fe203 debian ser reducidas por la cepa WT y la cepa mutante
Agsul771 (Figura 21).

Las ventajas que ofrecio la hematita como soporte se vieron reflejadas en el hecho
de que la bacteria form6 una biopelicula mas gruesa y con mayor capacidad para
generar corriente, esto Ultimo solamente para Fe203-FTO. Sin embargo, el
problema con estos materiales modificados es que requieren pasar por varios
procesos, lo que significa mas tiempo y dinero de inversidn para ser obtenidos, asi

como que se pueden utilizar una sola vez de manera eficiente.

Fe203/FTO_| ._
Fe203/FTO-WT_ -_.
Fe203/FTO-WT-NaAc— -—

Fe203/FTO-Agsu1771 '

Fe203/FTO-A1771-NaAc ] l‘

-0.3 -0.2 I—1‘.].1 0 0.1
E(V) vs SHE

Figura 21. Potencial a circuito abierto de las cepas WT y mutante Agsul771
en Fe203-FTO. Cepa WT y cepa mutante Agsul771 sobre Fe20s3-FTO a 48
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horas. La barra gris representa al material del soporte (control), la barra negra
representa a la biopelicula y la barra roja representa a la biopelicula al momento

de agregarle acetato.

Los valores de OCP de la biopelicula formada por la cepa WT sobre acero
inoxidable oscilaron entre -0.03 y -0.06 V sin NaAc, y presentaron un ligero cambio
al afiadir este compuesto. La cepa Agsul771 tuvo valores de OCP mas negativos
que la WT; sin embargo, en presencia de acetato, el OCP se volvié un poco mas

negativo (Figura 22).

Acero inoxidable — *

Acero inoxidable-WT —

Acero inoxidable-WT-NaAc —

Acero inoxidable-Agsu1771 — -.-

Acero inoxidable-A1771-NaAc —
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Figura 22. Potencial a circuito abierto de las cepas WT y mutante Agsul771
en acero inoxidable. Cepa WT y cepa mutante Agsul771 sobre acero
inoxidable a 48 horas. La barra gris representa al material del soporte (control),
la barra negra representa a la biopelicula y la barra roja representa a la

biopelicula al momento de agregarle acetato.

Es necesario considerar que cada valor de OCP obtenido sobre cada material
pudo no corresponder a una sola molécula, como un citocromo tipo c, porque el

almacenamiento de carga puede suceder en diferentes moléculas redox con
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potenciales superpuestos y que estan conectadas eléctricamente entre si y con el
electrodo (Schrott et al., 2019; Hernandez-Eligio et al., 2022).

Voltamperometria ciclica (CV)

La voltamperometria ciclica es un barrido de potencial lineal en el que se pueden
observar los procesos redox asociados a la biopelicula, identificar el potencial
asociado a estos procesos y la cantidad de corriente generada por la biopelicula
(Babauta & Beyenal, 2015).

Las figuras 23-26 muestran las respuestas de CV de las biopeliculas en todos los
materiales de electrodos probados con y sin la adicion de acetato de sodio. En
todos los casos se tratd de la misma area del electrodo para comparar las

corrientes eléctricas generadas.

La cepa WT y la cepa Agsul771 mostraron un voltamperograma en forma de S en
el electrodo FTO, lo que indic6 biopeliculas electroactivas (Figura 23). Sin
embargo, en este caso la produccion actual no fue tan alta como se observd
anteriormente (Hernandez-Eligio et al., 2022). A pesar de esta disminucion de
corriente, el comportamiento de estas deformaciones en este material de electrodo
fue consistente en términos del potencial en el punto de inflexién de las curvas (=
0.18 V).

Durante las pruebas electroquimicas con el FTO se present6 el problema de que
aparecian procesos redox propios del material mientras se realizaban los
voltamperogramas, los cuales no desaparecian, aunque se formara una
biopelicula sobre este material, por lo que se tuvo que delimitar una nueva
ventana de potencial, entre -1.1 y 0.3 V, para llevar a cabo las voltamperometrias,

tanto la ciclica (Figura 23) como la de onda cuadrada (Figura 27).

En comparacién con nuestro estudio previo, se pudo observar una disminucién en
la produccién de corriente por parte de ambas cepas. No obstante, se conservo el
hecho de que la cepa Agsul771 generd aproximadamente cinco veces mas
corriente que la cepa WT cuando crecieron sobre FTO, lo que indicé que la
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transferencia de electrones hacia aceptores externos fue mas eficiente en la cepa
Agsul771 (Hernandez-Eligio et al., 2022), lo que estuvo relacionado con una
mayor expresion de los citocromos tipo ¢, lo que nos indic6 una mayor presencia

de especies electroactivas en la biopelicula de esta cepa mutante (Figura 31).
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Figura 23. Voltamperometria ciclica a 0.01 V/s de las cepas WT y mutante
Agsul771 sobre FTO. A. Cepa WT sobre FTO a 48 horas. B. Cepa mutante
Agsul771 sobre FTO a 48 horas. La linea gris representa al material del soporte

(control), la linea negra representa a la biopelicula y la linea roja representa a la
biopelicula al momento de agregarle acetato.

El electrodo de grafito resulté ser un material de alta capacitancia debido a su gran
porosidad, como se mencion6 anteriormente. Esta capacitancia es la causa de la
baja corriente faradaica de las biopeliculas. Los voltamperogramas de
deformacion WT no muestraron procesos redox claros, y cuando se agregd NaAc,
no hubo diferencia entre los voltamperogramas. La cepa Agsul771 presentd un
pico redox reversible alrededor de -0.1 V, pero el voltamperograma no cambié en
presencia de NaAc (Figura 24).
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Figura 24. Voltamperometria ciclica a 0.01 V/s de las cepas WT y mutante
Agsul771 sobre grafito. A. Cepa WT sobre grafito a 96 horas. B. Cepa
mutante Agsul771 sobre grafito a 96 horas. La linea gris representa al material
del soporte (control), la linea negra representa a la biopelicula y la linea roja

representa a la biopelicula al momento de agregarle acetato.

El caso del electrodo Fe203-FTO es muy interesante ya que se descubrié que las
respuestas electroquimicas de estos electrodos tienen las corrientes mas altas y
son muy similares a las de aquellos sin biopelicula, lo que indica que el proceso
observado es el par redox Fe?'/Fe3* de las hematitas. Se observa una
disminucién de las corrientes maximas en presencia de acetato. Esto indica que la
concentracion de las especies electroactivas responsables de esa respuesta redox
esta disminuyendo en la interfaz electrodo/biopelicula (Figura 25). No obstante, los
resultados mostrados en este trabajo son insuficientes para entender
completamente este comportamiento; por lo tanto, se necesitan mas estudios para
caracterizar exhaustivamente los mecanismos de transferencia de electrones de

las cepas presentadas en este documento.
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Figura 25. Voltamperometria ciclica a 0.01 V/s de las cepas WT y mutante
Agsul771 en Fe203-FTO. A. Cepa WT en Fe203 sobre FTO a 48 horas. B.
Cepa mutante Agsul771 en Fe20s sobre FTO a 48 horas. La linea gris
representa al material del soporte (control), la linea negra representa a la
biopelicula y la linea roja representa a la biopelicula al momento de agregarle

acetato.

El caso del electrodo de acero inoxidable también es interesante ya que se
encontré6 que las respuestas electroquimicas de estos electrodos son muy
similares a las de aquellos sin biopelicula, lo que indica que el proceso observado
corresponde al del acero inoxidable, lo que posiblemente nos esté indicando
corrosion del material (Figura 26), lo cual fue comprabado por un estudio posterior

de microscopia electrénica de barrido (SEM) (Figura S3).

El caso del acero inoxidable es importante ya que se trata de un material con
potencial uso en SBEs (Pocaznoi et al., 2012), por lo que es importante conocer
coémo interactia G. sulfurreducens con el acero inoxidable. En otros trabajos, se
logr6 comprobar la corrosion del acero inoxidable por este microorganismo por
medio de varias pruebas electroquimicas y se encontré que el citocromo tipo ¢
OmcS es importante para llevar a cabo el proceso de corrosién sobre este material

(Tang et al., 2021). ElI fenébmeno de corrosion en el acero inoxidable se podria
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explicar por la oxidacion del Fe® sobre la superficie de este material, el Fe® es
oxidado por G. sulfurreducens a través de transferencia de electrones directa
metal-microorganismo dando Fe?*, parte de este proceso genera H*, que es
consumido por este microorganismo durante su crecimiento por medio de
hidrogenasas (Tang et al., 2019; Tang et al., 2021). Por lo que G. sulfurreducens
esta utilizando el acero inoxidable como catodo, asi que se esta presentando el
fenbmeno de corrosion influenciado microbiologicamente (MIC), en el que los
grupos funcionales presentes en las sustancias poliméricas extracelulares (EPS)
de la biopelicula interactian con el hierro del acero inoxidable (Puentes-Cala et al.,
2022; Wang et al., 2022).
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Figura 26. Voltamperometria ciclica a 0.01 V/s de las cepas WT y mutante
Agsul771 en acero inoxidable. A. Cepa WT en acero inoxidable a 48 horas. B.
Cepa mutante Agsul771 en acero inoxidable a 48 horas. La linea gris
representa al material del soporte (control), la linea negra representa a la
biopelicula y la linea roja representa a la biopelicula al momento de agregarle

acetato.
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Por otro lado, de acuerdo con las voltamperometrias ciclicas, se encontré que el
FTO es el mejor material para la transferencia de carga eléctrica entre la
biopelicula de G. sulfurreducens y el material. No obstante, la eleccion de un

material conductor dependeréa del uso que se le vaya a proporcionar.

Voltamperometria de onda cuadrada (SWV)

La voltamperometria de onda cuadrada es una técnica electroquimica capaz de
reducir la capacitancia intrinseca de la CV. Los voltamogramas obtenidos suelen
ofrecer una excelente resolucion de especies electroactivas sucesivas en sistemas
multicomponentes como biopeliculas electroactivas (Babauta & Beyenal, 2015).
Esta técnica nos permite distinguir entre procesos redox asociados al material de

los procesos redox asociados a la biopelicula de G. sulfurreducens.

Las figuras 27-30 muestran las respuestas SWV de las biopeliculas en todos los

materiales de electrodos probados con y sin la adicion de acetato de sodio.

La gréfica obtenida de la cepa WT en FTO muestra un pico claro a -0.12 V,
correspondiente a la FTO (ver linea gris), pero a potenciales mas negativos (-0.33
V, -0.42 V y -0.51 V), hay otros pequefos picos de arbol que no aparecen en la
respuesta del electrodo sin biofilm. En la cepa Agsul771 también aparece el pico
relacionado con FTO, se define mejor el proceso a -0.33 V vy, los procesos a -0.42
V y -0.51 V observados en WT apenas logran observarse en la cepa Agsul771
(Figura 27).
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Figura 27. Voltamperometria de onda cuadrada a 0.001 V/s, 30 Hz y 0.01 V
de amplitud de las cepas WT y mutante Agsul771 sobre FTO. A. Cepa WT
sobre FTO a 48 horas. B. Cepa mutante Agsul771 sobre FTO a 48 horas. La
linea gris representa al material del soporte (control), la linea negra representa a
la biopelicula y la linea roja representa a la biopelicula al momento de agregarle
acetato.

En el soporte de grafito se observa un proceso definido a 0.3 V que corresponde al
propio material. Por otro lado, se observa un proceso en torno a -0.12 V en las
biopeliculas de ambas cepas, que no aparece en el electrodo desnudo. Ademas,
se puede observar otro proceso adicional ubicado a -0.33 V presente en la
biopelicula de la cepa Agsul771 (Figura 28).
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Figura 28. Voltamperometria de onda cuadrada a 0.001 V/s, 30 Hz y 0.01 V
de amplitud de las cepas WT y mutante Agsul771 sobre grafito. A. Cepa
WT sobre grafito a 96 horas. B. Cepa mutante Agsul771 sobre grafito a 96
horas. La linea gris representa al material del soporte (control), la linea negra
representa a la biopelicula y la linea roja representa a la biopelicula al momento

de agregarle acetato.

En el electrodo Fe203-FTO se logrd definir un Unico proceso ubicado a -0.12 V en
las biopeliculas de ambas cepas que podria relacionarse al par redox Fe?*/Fe3* de
la hematita. No obstante, se necesitan mas estudios para comprender el
comportamiento redox de las biopeliculas crecidas sobre este material modificado
(Figura 29).
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Figura 29. Voltamperometria de onda cuadrada a 0.001 V/s, 30 Hz y 0.01 V
de amplitud de las cepas WT y mutante Agsul771 en Fe203 sobre FTO. A.
Cepa WT en Fe203 sobre FTO a 48 horas. B. Cepa mutante Agsul771 en Fe20s3
sobre FTO a 48 horas. La linea gris representa al material del soporte (control),
la linea negra representa a la biopelicula y la linea roja representa a la

biopelicula al momento de agregarle acetato.

En el electrodo de acero inoxidable se observa un proceso ubicado a 0.0 V
asociado al propio material, lo cual se podria relacionar con la presencia de H: tal
como se habia planteado con las CV del acero inoxidable (Tang et al., 2021).
También, se logra definir un proceso en torno a -0.42 V en las biopeliculas de
ambas cepas, que no aparece en el electrodo desnudo. Ademas, se logré definir
un proceso en torno a -0.33 V que sélo se logré observar en la biopelicula de la

cepa Agsul771 con acetato de sodio (Figura 30).
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Figura 30. Voltamperometria de onda cuadrada a 0.001 V/s, 30 Hzy 0.01 V
de amplitud de las cepas WT y mutante Agsul771 sobre acero inoxidable.
A. Cepa WT en Fe203 sobre FTO a 48 horas. B. Cepa mutante Agsul771 en
Fe203 sobre FTO a 48 horas. La linea gris representa al material del soporte
(control), la linea negra representa a la biopelicula y la linea roja representa a la

biopelicula al momento de agregarle acetato.

Los resultados obtenidos en las pruebas electroquimicas indican que G.
sulfurreducens tiene un comportamiento electroquimico que varia segun el
material conductor sobre el que estd creciendo. Recientes trabajos acerca de
citocromos tipo-c multi-hemo de Geobacter apuntan a un comportamiento de tipo
"switching”, en el que el potencial redox de una superficie externa puede influir en
la via precisa de EET utilizada (Levar et al., 2017). Esta postura se sostiene con
los siguientes hallazgos: para la reduccion de aceptores de electrones
extracelulares de alto potencial redox se requiere el citocromo de membrana
interna ImcH (Levar et al., 2014), mientras que el citocromo de membrana interna
CbcL se requiere para la reduccion de aceptores de electrones de bajo potencial
(Zacharoff et al.,, 2016). Ademas, el citocromo de membrana interna CbcBA
controla la transferencia de electrones y el crecimiento cerca del limite energético

de la respiracion (Joshi et al., 2021); sin embargo, la bacteria conserva estas
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funciones para reducir una amplia variedad de minerales en un ambiente que se
encuentra en constante cambio. Asi que la bacteria puede evaluar el potencial
redox de las superficies de cada uno de los materiales sobre los que crece y
determinar la via precisa de EET utilizada por la bacteria como se ha observado
en las diferentes respuestas voltamperométricas de las biopeliculas que crecen

sobre los diferentes materiales conductores.

Expresién de genes involucrados en la transferencia de electrones
extracelular y en la formacion de biopelicula

Para determinar si ocurria un cambio en la expresion relativa de genes
involucrados en la transferencia extracelular de electrones y en la formacién de
biopelicula de las biopeliculas de las cepas WT y la mutante Agsul771 formadas
sobre los diferentes materiales (vidrio, Fe20s-vidrio, FTO, Fe203-FTO, grafito y
acero inoxidable), se llevd a cabo un analisis de expresion relativa de los
diferentes genes de interés mediante transcripcion reversa acoplada a la reaccién
en cadena de la polimerasa cuantitativa (RT-gPCR) (Hernandez-Eligio et al.,
2022).

Previamente, en nuestro grupo de trabajo se realiz6 un andlisis transcriptémico
global de la biopelicula de la cepa mutante Agsul771 sobre vidrio y grafito. Se
encontraron 467 genes diferencialmente expresados sobre vidrio y 119 genes
diferencialmente expresados sobre grafito en comparacion con las biopeliculas de
la cepa WT (Jaramillo-Rodriguez et al., 2023). De entre esos genes, se
seleccionaron 13 genes involucrados en la EET y la formacion de biopelicula
(acnA, dcuB, epsH, ftsX, omcB, omcC, omcE, omcF, omcM, omcS, omcZ, pilA y
pgcA) para analizar su expresion relativa en la biopelicula formada por las cepas

de G. sulfurreducens sobre los diferentes materiales (Figura 31).
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Genes involucrados en la transferencia de electrones extracelular

Los citocromos tipo ¢ de membrana externa (Yang et al., 2012) se han estudiado
ampliamente en G. sulfurreducens por la funcibn que desempefian en la EET
(Ueki, 2021).

En este proyecto se encontr6 una mayor expresion de los siguientes genes que
codifican citocromos tipo ¢ en la cepa Agsul771 en comparacion con la cepa WT
de G. sulfurreducens DL1 sobre todos los materiales utilizados (Figura 31): omcF,
omcM, omcS y pgcA. OmcF es un citocromo tipo ¢ monohemo de membrana
externa que es requerido para la reduccion de Fe(lll) y la produccion de corriente
eléctrica (Kim et al.,, 2005; Dantas et al., 2017), ademas, estudios genéticos
muestran que OmcF tiene un papel clave en la regulacion de genes que codifican
proteinas necesarias para la reduccion de Fe(lll) (OmcB y OmcC) (Kim et al.,
2005) y en la produccion de electricidad en celdas microbianas de combustible
(OmcE y OmcS) (Kim et al., 2008). OmcM es un citocromo tipo ¢ tetrahemo de
membrana externa que se expresa durante la reduccion de Fe(lll) y Pd(ll)
(Aklujkar et al., 2013; Hernandez-Eligio et al., 2020). OmcS es un citocromo tipo ¢
hexahemo de membrana externa asociado al geopili esencial para la reduccion de
oxidos de Fe(lll) y Mn(lV) insolubles (Leang et al., 2010; Qian et al., 2011) y un
reporte reciente indica que OmcS podria formar nanocables involucrados en la
EET de larga distancia (Filman et al., 2019). PgcA es un citocromo tipo c trihemo
extracelular que facilita la reducciéon de 6xidos de Fe(lll) y de Mn(IV) (Zacharoff et
al., 2017), el cual fue el citocromo tipo ¢ con mayor expresion de los seleccionados
en este trabajo, lo que podria deberse a que este citocromo contribuyé a la
reduccion de varios aceptores de electrones por sus caracteristicas estructurales y
bioquimicas (Fernandes et al., 2023), donde present6 una mayor expresion en
materiales que contienen Fe, que son los materiales cubiertos por hematita y el
acero inoxidable (Figura 30). Esto corrobora lo que se encontré en nuestro grupo
de trabajo en el que se observo una sobreexpresion de los genes que codifican los
citocromos tipo ¢c: omcM, omcS y pgcA (Jaramillo-Rodriguez et al., 2023). No
obstante, el gen que codifica el citocromo tipo ¢ OmcF no se encontr6 como un
gen diferencialmente expresado en el transcriptoma de la cepa mutante
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Agsul771, en este trabajo se encontr6 como un gen sobre expresado, por lo que
se recomienda estudiar este gen en trabajos posteriores. Los resultados de este
trabajo indicaron una mayor presencia de especies electroactivas en la biopelicula

de esta cepa mutante, lo que se reflejé en una mayor produccién de corriente.

Otros genes de citocromos tipo ¢ de membrana externa que se encontraron
diferencialmente expresados sobre cada uno de los materiales utilizados fueron:
omcB, omcC, omcE y omcZ. OmcB es un citocromo tipo ¢ dodecahemo
involucrado en la reduccion de Fe(lll) soluble y que, junto con otras dos proteinas,
forma un complejo porina-citocromo que transfiere electrones a través de la
interfase electrodo/biopelicula (Leang et al., 2003; Liu et al., 2014). OmcC es un
citocromo tipo ¢ dodecahemo homologo a OmcB, probablemente resultado de una
duplicacién genética (Leang & Lovley, 2005). OmcE es un citocromo tipo ¢
tetrahemo involucrado en la reduccion de o6xidos de Fe(lll) (Mehta et al., 2005) y
un trabajo reciente indica que OmcE podria formar nanocables involucrados en la
EET de larga distancia (Wang F. et al., 2021). En este trabajo, se observo que
omcB, omcC y omcE estdn mas expresados en los materiales cubiertos por
hematita, FTO y acero inoxidable; pero se encontraron menos expresados en
vidrio y grafito en biopeliculas de la cepa mutante en comparacién con las de la
cepa WT. Por otro parte, OmcZ es un citocromo tipo ¢ octahemo necesario para la
transferencia de electrones a electrodos y a lo largo de la biopelicula (Richter et
al., 2009) y un reporte reciente indica que OmcZ podria formar nanocables
esenciales para la formacion de biopeliculas de altas densidades de corriente que
requieren grandes distancias (Gu et al., 2023). En este trabajo, se encontr6 que
omcZ esta mayormente expresado en los materiales conductores (Nevin et al.,
2009; Franks et al., 2012) y cubiertos por hematita, lo que sugiere que este
citocromo es necesario para la conductividad de biopeliculas crecidas sobre
electrodos; pero se encontré que esta menos expresado sobre vidrio, esto puede
deberse a que se trata de un material no conductor en biopeliculas de la cepa

mutante en comparacién con las de la cepa WT.
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Ademas, el pili tipo IV conductivo, también llamado geopili (Reguera et al., 2005),
ha sido estudiado ampliamente en G. sulfurreducens por el papel que desempefia
en la EET (Steidl et al.,, 2016). En este trabajo se encontré6 que hay una menor
expresion del gen pilA (gen esencial en la formacion del geopili) en la cepa
mutante Agsul771 en comparacion con la cepa WT sobre cada uno de los
materiales utilizados (Figura 31). Esto corrobora que el gen pilA estd menos
expresado en la mutante Agsul771, lo cual se observd previamente en nuestro

grupo de trabajo (Jaramillo-Rodriguez et al., 2023).

Por otro lado, se analizdé la expresiobn de otros genes que se encontraron
diferencialmente expresados en la cepa mutante Agsul771 (Jaramillo-Rodriguez
et al., 2023) y que podrian estar involucrados en la formacion de biopelicula, los
cuales fueron: acnA (gen que codifica la enzima aconitato hidrolasa 1), dcuB (gen
gue codifica el antiportador fumarato/succinato DcuB), epsH (gen que codifica una
exosortasa involucrada en la sintesis de exopolisacaridos) y ftsX (gen que codifica

una proteina involucrada en la division celular).

Gen involucrado en la produccion de exopolisacéaridos

El gen epsH pertenece al grupo de genes eps, los cuales controlan la biosintesis
de polisacéridos extracelulares (Zhao et al., 2023). Se ha predicho la funcién de la
proteina que codifica el gen epsH, la cual va variando segun la especie en que se
investigue: una acetiltransferesa putativa en Streptococcus thermophilus Sfi6
(Stingele et al., 1996), una flipasa o polimerasa en Methylobacillus sp. cepa 12S
(Yoshida et al., 2003), una polimerasa de polisacéaridos en Lactococcus lactis
subsp. cremoris SMQ-461 (Dabour & LaPointe, 2005; Zeidan et al., 2017).
Posteriormente, por medio de andlisis bioinforméatico de varias especies, se
encontré que la proteina EpsH se trataria de una proteina de membrana al
presentar multiples segmentos transmembranales y que podria estar involucrada
en la protedlisis y transpeptidacion de proteinas con el péptido sefial PEP-CTERM,

similar a una sortasa (Haft et al., 2006). El gen epsH de G. sulfurreducens codifica
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entonces una proteina H de membrana de sintesis de exopolisacarido
(exosortasa). En este trabajo, se encontré una mayor expresion del gen epsH en
la cepa mutante Agsul771 sobre todos los materiales, lo que sugiere que este gen
se relaciona con la produccién de una biopelicula mas gruesa por parte de la cepa
mutante en comparacién con la cepa WT (Figura 31).

Genes involucrados en sistemas de transporte

Otro grupo de genes que se encontro diferencialmente expresado en las
biopeliculas de la cepa mutante Agsul771 son aquellos involucrados en sistemas
de transporte. Para este proyecto se analizaron dos genes: dcuB y ftsX.

Se ha identificado que el gen dcuB de G. sulfurreducens codifica el intercambiador
fumarato/succinato (transportador de dicarboxilato C4) (Butler et al., 2006), lo que
le permite a la bacteria captar fumarato y exportar succinato, por lo que es
esencial para el crecimiento celular con fumarato como aceptor final de electrones
(Leang et al., 2009). En trabajos previos, se observo que la expresion de dcuB
aumentd cuando se muté el gen pilR, esto sugiere que PilR probablemente
reprime al gen dcuB (Juarez et al., 2009). Ademas, se encontré que el gen dcuB
estaba subexpresado en biopeliculas de celdas microbianas de combustible
(Nevin et al., 2009) y se encuentra subexpresado cuando forma biopelicula sobre
vidrio (Jaramillo-Rodriguez et al., 2023), mientras que este gen se encuentra sobre
expresado en la cepa mutante Agsul771 durante crecimiento planctonico
(Hernandez-Eligio et al., 2022). En este trabajo se encontr6 que el gen dcuB
estaba mas expresado en las biopeliculas de la cepa mutante Agsul771 que
crecieron sobre acero inoxidable, grafito, Fe20s-vidrio y Fe203-FTO que en la cepa
silvestre (Figura 31), lo que podria indicar que la cepa mutante estaba
consumiendo fumarato para utilizarlo como aceptor de electrones, ademas de los
propios materiales; pero este gen estaba menos expresado sobre las biopeliculas
de la cepa mutante que crecieron sobre vidrio y FTO (Figura 31), lo que podria
indicar que la cepa mutante no estaba utilizando el fumarato como aceptor de

electrones. No obstante, se recomiendan mas pruebas experimentales para
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estudiar y explicar el papel que desempefia DcuB en las biopeliculas de G.

sulfurreducens.

El gen ftsX es uno de varios genes fts (flamentacion sensible a temperatura)
(Kempf & McBride, 2000). Este gen codifica un transportador ABC (Casete de
unidén a ATP) FtsE/FtsX necesario para la formacion del anillo Z y en la division
celular en Escherichia coli (Schmidt et al., 2004). Ademas, se encontrdé que FtsX
esta presente en Myxococcus xanthus ( bacteria perteneciente a la clase de las 6-
proteobacterias, de la que también forma parte G. sulfurreducens) dentro de la
familia de proteinas FtsX/FtskE llevando a cabo la funcion de septacion (division o
particion de la célula por un septo) (Getsin et al., 2013). El gen ftsX de G.
sulfurreducens codifica entonces una proteina de membrana transportadora ABC
de division celular FtsX. En este trabajo se encontré que el gen ftsX estaba mas
expresado en las biopeliculas de la cepa mutante Agsul771 que crecieron sobre
acero inoxidable, Fe20Os-vidrio y Fe203-FTO (Figura 31), lo que nos podria indicar
que estaria ocurriendo una mayor division celular (Schmidt et al., 2004) y habria
mas células dentro de estas biopeliculas sobre estos materiales en comparacion
con las de la cepa WT; pero este gen estuvo menos expresado sobre las
biopeliculas de la cepa mutante que crecieron sobre vidrio, FTO y grafito (Figura
31), esto nos podria indicar que el proceso de division celular seria menor sobre
estos materiales en comparacion con las biopeliculas de la cepa WT. Sin
embargo, para que ocurra la division celular se requiere de diferentes tipos de
proteinas (Dai & Lutkenhaus, 1992; Haeusser & Margolin, 2016) por lo que un
pequefio aumento o disminucion en la expresion del gen ftsX podria no implicar
necesariamente una mayor o menor division celular dentro de las biopeliculas
analizadas, respectivamente. No obstante, se observé una expresion muy alta del
gen ftsX sobre el acero inoxidable (Figura 31), lo que podria relacionarse con una
mayor division celular en presencia de este material, lo cual se vio reflejado en un
mayor biovolumen (Tabla 14) sobre el acero inoxidable de la biopelicula de la cepa

mutante en comparacién con la de la cepa WT.
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Gen involucrado en metabolismo central

Para este proyecto se trabajé con un so6lo gen involucrado en metabolismo central:
acnA. Se ha identificado que el gen acnA codifica la enzima aconitato hidratasa | o
aconitasa (EC 4.2.1.3), la cual es una deshidratasa-hidratasa que cataliza la
isomerizacion reversible del citrato e isocitrato mediante cis-aconitato en los ciclos
del acido citrico y del glioxilato (Gruer & Guest, 1994). El gen acnA de G.
sulfurreducens codifica entonces la enzima aconitato hidratasa. Ademas, se
encontré que el gen acnA tenia una expresion baja en células planctonicas de las
cepas mutantes AihfA-1 y AihfB-2 en comparacion con la cepa WT de G.
sulfurreducens (Andrade et al., 2021). En este trabajo se encontrd que el gen achA
no cambio su expresion sobre el vidrio como se observd previamente en nuestro
grupo de trabajo (Jaramillo-Rodriguez et al., 2023). Sin embargo, este gen estuvo
mas expresado en las biopeliculas de la cepa mutante Agsul771 que crecieron
sobre acero inoxidable y Fe2Os-FTO (Figura 31), lo que podria indicar un efecto
positivo sobre el metabolismo de los acidos tricarboxilicos de la cepa mutante,
aumentando su crecimiento en presencia de un aceptor o donador de electrones
basado en hierro en comparacion con la cepa WT. Y este gen estuvo menos
expresado sobre las biopeliculas de la cepa mutante que crecieron sobre FTO,
grafito y y Fe20s-vidrio (Figura 31), lo que podria indicar un efecto negativo sobre
el metabolismo de los acidos tricarboxilicos de la cepa mutante, disminuyendo su
crecimiento en presencia de estos materiales en comparacion con la cepa WT. No
obstante, se recomiendan mas pruebas experimentales para estudiar y explicar el
papel que podria desempefa la enzima aconitato hidratasa en las biopeliculas de

G. sulfurreducens.

Los genes normalizadores que se utilizaron para los materiales fueron el gen recA
(vidrio, FTO y grafito) y gsu2822 (Fe20s-vidrio, Fe203-FTO y acero inoxidable). Se
consider6é que el gen normalizador se puede ir modificando, dependiendo del

material de soporte sobre el que crezca la biopelicula de G. sulfurreducens DL1.
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Figura 31. Heat map de la expresidn relativa de los genes pilA, omcZ, omcS,
omcB, omcC, omcE, omcM, omcF, pgcA, acnA, dcuB, epsH y ftsX de
biopelicula de la cepa mutante Agsul771 en comparacion con la cepa WT
de G. sulfurreducens DL1 sobre vidrio, Fe20s-vidrio, FTO, Fe203-FTO, grafito
y acero inoxidable por RT-gPCR. Biopeliculas sobre vidrio, Fe20s-vidrio, FTO,
Fe203-FTO, grafito y acero inoxidable a 48 horas. Las celdas de color rojo indican
una mayor expresion relativa, mientras que las celdas de color azul indican una
menor expresion relativa. El error estdndar de cada una de las expresiones se

encuentra en la Tabla S1.

Los resultados de expresion relativa indicaron que la mutante Agsul771 tuvo una
mayor expresion de genes que codifican citocromos tipo ¢ (omcF, omcM, omcS y
pgcA) y un gen involucrado en la produccién de exopolosacarido (epsH) que la
cepa WT, sobre todos los diferentes materiales probados en este estudio, lo que
concuerda con los resultados previos en el que se observé una mayor produccion
de corriente y la formacién de una biopelicula mas gruesa que las biopeliculas que

forma la cepa WT (Hernandez-Eligio et al., 2022).

Es posible que el uso de diferentes materiales conductores, especialmente

aquellos que contienen metales (FTO, capas de hematita y acero inoxidable)

puedan estar promoviendo la expresién de algunos citocromos tipo ¢ en las
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biopeliculas de Agsul771 en comparacion con las biopeliculas de WT, ya que
estas bacterias podrian evaluar el potencial redox de las superficies de cada
material y determinar la ruta EET precisa (Levar et al., 2014; Zacharoff et al., 2016;
Joshi et al., 2021), que podria reflejarse en los diferentes procesos redox
obtenidos por voltamperometria de las biopeliculas cultivadas en cada material de
electrodo (Figuras 26-29). Entonces, G. sulfurreducens podria reducir el Fe(lll)
contenido en las capas de hematita a través de citocromos tipo ¢ de la membrana
externa (Leang et al., 2003; Kim et al., 2005; Leang et al., 2010; Aklujkar et al.,
2013; Zacharoff et al., 2017). El acero inoxidable contiene varios metales (hierro,
niquel, cromo y molibdeno, entre otros) con los que estas bacterias podrian estar
interactuando y favoreciendo su crecimiento, utilizandolo como un catodo (Tang et
al., 2019; Tang et al., 2021). Ademas, G. sulfurreducens podrias estar
interactuando con el FTO de una manera que nos es completamente desconocida

hasta este momento.
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Conclusiones

El uso de diferentes materiales de soporte para estudiar las biopeliculas de dos
cepas de Geobacter sulfurreducens, WT y Agsul771, permitid confirmar la
caracteristica intrinseca de la cepa mutante Agsul771 para desarrollar una
biopelicula més gruesa con estructuras caracteristicas sobre todos los materiales
probados, tanto conductores como no conductores, en comparacioén con la cepa
WT. Ademas, se confirmo la sobreexpresion de algunos genes que intervienen en
la transferencia de electrones extracelulares (como pgcA, omcS, omcM y omcF),
asi como del gen epsH, que patrticipa en la produccion de exopolisacaridos. Se
observd una sobreexpresion considerable de los genes pgcA y omcM,
principalmente en materiales con Fe, lo que sugiere alguna interaccion proteina-
metal que podrian estar llevando a cabo estos citocromos tipo c. Por otra parte, se
identificaron que ambas cepas presentan procesos redox asociados a los
diferentes materiales conductores (FTO, Fe203-FTO, grafito y acero inoxidable), y
se confirmé que la cepa mutante produce mas corriente que la cepa WT en todos

ellos.
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Perspectivas

Evaluar otros materiales conductores o materiales modificados para la

formacion de biopelicula de G. sulfurreducens.

Utilizar nuevas técnicas (microscopicas, moleculares, electroguimicas, entre
otras) que permitan analizar otros aspectos de la biopelicula generada por

G. sulfurreducens.

Utilizar nuevas técnicas (microscopicas, electroquimicas, entre otras) que
permitan analizar otros aspectos de los materiales de soporte sobre los que

crece la biopelicula de G. sulfurreducens.
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Anexos

Medio de cultivo NBAF (1 litro)

Agua grado Mili-Q 800 mL
Fumarato de sodio [1 M] 40 mL
NB Sales [100X] 10 mL
NB Minerales Elixir [100X] 10 mL
DL-Vitaminas 15 mL
CaCl2 [0.4 %] 10 mL
MgSOa - 7H20 [1.0%)] 10 mL
Na2SeOas [1 mM] 1mL

NaHCOs 184¢g

Naz2COs - H20 05¢g

C2HsNaO2 - 3H20 20449
Resazurina [0.1%] 0.5mL

Aforar a 1 L con agua grado Mili-Q

1. Pesar todos los reactivos.

2. En una parrilla de agitacién colocar un vaso de precipitados de vidrio con
capacidad de 1000 mL y una barra de agitacion, agregar 800 mL de agua
grado Mili-Q.

3. En constante agitacion, agregar uno a uno y en orden todos los reactivos
listados.

4. Ajustar el volumen a 1000 mL con agua Mili-Q.

5. Distribuir en tubos o botellas para burbujear con la mezcla de gases N2:CO:2
(80:20), primero la fase liquida y luego la fase gaseosa, y esterilizar en
autoclave (120 °C, 15 psi, 15 minutos).

No es necesario ajustar el pH, ya que el medio debe quedar en un pH de
7.0 por el buffer de carbonatos.
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6. Antes de inocular, agregar 0.1 mL de extracto de levadura [5%] y 0.1 mL de
cisteina [100 mM] por cada 10 mL de cultivo y esperar a que desaparezca

el tono rosado del medio de cultivo.

Analisis de imagenes obtenidas en el microscopio confocal

1) Tener instalados los programas Fiji, Comstat y el codigo de %VIVAS Y
MUERTAS

2) Abrir el archivo de imagenes

Meterse a Comstat — ImageJ — File — Open - (Se busca el documento a analizar) —
Abrir - Ok

3) Asignar los canales
Image — Color - Channels Tool:

e Channel 1 — More — Green
e Channel 2 — More - Red

Color-Composite

4) Mejorar la imagen (ajustar el brillo)

Image — Adjust - Color Balance - (Guardar imagen)

5) Guardar la imagen

File - Save As - PNG

6) Guardar el archivo de imagenes en el formato que Comstat puede leerlo

Plugins — BioFormats - BioFormats Exporter - (es el formato OME-TIFF, se
selecciona carpeta y se guarda) — Ok — Seleccionar ‘Write each channel to a

separate file’ — Ok - Uncompressed - Ok

7) Obtener el grosor maximo y el biovolumen.
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Plugins - Comstat2 (aceptar y se abren varias pantallas) - (En el cuadro de
Observed Directories) — Add - (se selecciona la carpeta donde se guarda el
formato OMETIFF, sin abrir) - (sale otra ventana y se ve que estan los dos
canales) - (se selecciona en el cuadro de Comstat2.1) — (Dejar activado los
parametros de Automatic Thresholding (Otsu’s Method) y Connected Volume
Filtering si son requeridos) - BioMass — Maximum Thickness - Go (sale cuadro con

valores).

8) Preparar un documento en Excel y seleccionar los siguientes valores por

canal, primero sale el verde y después el rojo, que se encuentra mas abajo.

e Biovolume (um3/um3).

e Maximum thickness (um).
9) Sacar promedios y error estandar
10) Visualizar imagen lateral (se realizan pasos del 2 al 4 en Fiji)
Plugins - 3D viewer - Resampling factor: 1 (se quita canal azul) - Ok

Edit - show bonding (se ajusta la imagen moviéndola hacia abajo con la flecha

(teclado) y después se le quita el show bonding).
11) Obtener el porcentaje de vivas y muertas

Tener el block de notas con el codigo (% VIVAS Y MUERTAS): for (i =1; i <X; i++)
{run ("Find Maxima...", "noise=180 output=Count exclude"); run ("Next Slice [>]");}

Seleccionar en el valor de X el numero de stacks (cortes) mas grande que se

obtuvo y sumarle uno mas.
12) Abrir el programa Fiji (ImageJ)
Fiji — Plugings — BioFormats - BioFormats importer

Image — Color — Channel Tool - (Se seleccionan los canales Chl - verde y Ch2 -

rojo y se fija que la barra de abajo se encuentre desde el stack inicial)

Image — Color - Split Channels (separar los canales)
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Plugins — Macros — Install - (se selecciona el archivo con el cddigo) (solo se realiza

la primera vez).

Pluging — Macros - %VIVAS Y MUERTAS (lo que sale es del canal que se tiene

seleccionado).

Sale una ventana con muchos numeros (son el numero de pixeles por capa), se

selecciona desde el primero hasta el nUmero antes de que se repita.
Edit - Copy (se pega en Excel), por cada canal y por cada imagen.

Se suman los pixeles por canal de vivas y de muertas y se saca el total. Con esto

se obtiene el % de vivas y el de muertas, se saca promedio y el error estandar.

Electrolitos utilizados para las pruebas electroquimicas
Medio basal para pruebas electroquimicas de Geobacter sulfurreducens

e 30 mM de NaHCOs3

e 5mM de NH4ClI

e 50 uM de NaH2PO4 H20
e 1 mMde KClI

Medio basal para pruebas electroquimicas de Geobacter sulfurreducens en

acero inoxidable

e 30 mM de NaHCO3

e 5 mM de NH4NOs

e 50 uM de NaH2PO4 H20
e 1 mMde KNOs
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Medio ferri/ferrocianuro de potasio para pruebas electroquimicas

e 1 mM de K4 Fe(CN)s]
e 1 mM de K3[Fe(CN)s]
e 0.1 MdeKCI
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Material suplemetario

Canal 1

Figura S1. Imagenes de microscopia confocal sobre acero inoxidable con
los canales separados (vista superior). Cepa G. sulfurreducens DL1 a 72
horas. La biopelicula fue tefiida con el kit de viabilidad bacteriana LIVE/DEAD.
Las células vivas se tifieron de color verde (Canal 1) y las células muertas de

color rojo (Canal 2). Los cultivos se incubaron a 25°C.
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Vista inferior Vista superior

Vistas laterales

Figura S2. Imagenes de microscopia confocal en Fe203 sobre FTO (Vistas
inferior, superior y laterales). Cepa G. sulfurreducens Agsul771 a 144 horas. La
biopelicula fue tefiida con el kit de viabilidad bacteriana LIVE/DEAD. Las células
vivas se tifieron de color verde y las células muertas de color rojo. Los cultivos se

incubaron a 25°C.
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Incubado con WT Acero inoxidable desnudo

Incubado con Agsu1771

Figura S3. Imagenes SEM del electrodo de acero inoxidable. Acero inoxidable
desnudo sin ningun tratamiento y los electrodos después de 40 dias de

incubacion con las cepas de G. sulfurreducens.
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Fe>0Os- Acero
Vidrio vidrio FTO nuevo Fe.Os-FTO Grafito inoxidable
pilA 0.1+£0.03 |0.39+0.12| 0.7+0.14 0.75+0.17 | 0.11 +0.06 0.87+0.4
omcZ | 0.46+0.22 |[5.19+0.86| 2.82+0.92 | 24.31+3.09 | 2.12+0.14 6.6 £ 3.88
omcS | 1.82+0.82 |1.81+1.09| 12.18+3.72 | 13.55+5.56 | 5.76 + 1.47 9.96 +4.29
omcB | 0.96+0.14 |1.81+0.74| 418+1.07 | 6.98+2.37 | 0.87+0.22 | 18.29+8.04
omcC | 0.51+0.18 |1.80+0.74| 431+186 | 524+155 | 0.65+0.11 | 18.46 + 10.65
omcE | 0.19+0.01 |6.13+2.13| 3.88+0.59 | 40.13+8.73 | 0.52+0.06 | 17.92+6.46
82.36 + 401.71 + 13.58 +
omcM | 12.07+1.7 38.58 27.47 +2.39 186.79 2.76 51.98 + 24.41
37.79 420.27 +
pgcA 16.14 145.66 |48.17 +15.56 | 1024 +121.8 | 34.7£2.18 | 111.17 + 25.54
10.88 =
omcF | 3.96+0.23 1.93 1.05+0.53 485+09 |1.93+0.12 | 65.95+24.21
acnA | 0.98+0.06 [0.34+0.18| 0.41+0.34 | 1.09+0.27 | 0.27 £0.02 125+ 0.34
dcuB | 0.47+0.06 {420+1.38| 0.26+0.06 | 1.85+0.19 | 1.25+0.23 | 88.85+19.45
epsH | 546+09 [7.61+269| 551+198 | 654+1.68 |233+0.27 | 16.68+6.14
ftsX | 0.72+0.14 |{6.49+1.47| 0.22+0.06 | 8.07+1.26 | 0.33+0.06 |330.84+112.31

Tabla S1. Expresion relativa de cada uno de los genes estudiados de la

biopelicula de la cepa mutante Agsul771 en comparacion con la biopelicula

de la cepa WT de G. sulfurreducens DL1 sobre los seis materiales de estudio

con su respectivo error estandar. Biopeliculas sobre vidrio, Fe20s-vidrio, FTO,

Fe20s-FTO, grafito y acero inoxidable a 48 horas a 25 °C.
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