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+ | TIPo DE SOLICITUD Patente de invencion ] Patgnte de Modelo de Utilidad
E] Capitulo | [:] Capitulo Il
2 | DATOS SOLICITUD INTERNACIONAL PCT (86)
Solicitud Internacional No. PCT/US2011/058778 Fecha 01/11/2011
Publicacién Internacional No.  \W(Q/2012/061380 Fecha 10/05/2012

3 l TiTULO DE LA INVENCION (200 caracteres o espacios maximos)
METODOS, CEPAS Y COMPOSICIONES UTILES PARA RECUPERACION MEJORADA DE PETROLEO
MEDIANTE EL USO DE MICROBIOS: ARCOBACTER DE CLADO 1
4 | CLASIFICACION INTERNACIONAL (CIP)
CO9K 8/582 (2006.01), .CO9K 8/035 (2006.01), CO9K 8/58 (2006.01)
5 , SOLICITANTE (S). D Esta persona también es inventor. Para datos adicionales utilizar hoja le informacion complementaria
APELLIDOS O RAZON SOCIAL NOMBRE IDENTIFICACION TIPO
1.E.|. DU PONT DE NEMOURS AND COMPANY
6 | DATOS DEL SOLICITANTE
DIRECCION © 1007 Market Street Wilmington, Delaware 19898 No.TELEFONO. . 6344500
ClubAD - Wilmington CORREO - alvaro.correa@bakermc
| e ‘ ‘ ELECTRONICO | kendie.com
DEPARTAMENTO/ESTADO Delaware - ?G\g}l\%NALIDAD 0 q :
PAIS DE RESIDENCIA Estados Unidos de América CONSTITUCION Estados Unidos de

“América
7 | INVENTOR (ES) Para datos adicionales utilizar hoja de informacién complementaria
APELLIDOS NOMBRES NACIONALIDAD
1. HENDRICKSON Edwin, R. Estados Unidos de América
2. JACKSON Scott, Christopher Estados Unidos de América
3. LUCKRING Abigail K. Estados Unidos de América
4,
5.
DIRECCION DE CORREO ELECTRONICO:
8 | DATOS INVENTOR (ES)
PAIS RESIDENCIA DEPARTAMENTO/ESTADO CIUDAD DIRECCION

1. Estados Unidos de Delaware Hockessin 49 Kings Grant Road, Hockessin,

Ameérica Delaware 19707

Delaware Wilmington

2. Estados Unidos de 700 Kilburn Road, Wilmington,

América Pennsylvania West Chester Delaware 19803

3. Estados Unidos de
Ameérica

306 West Marshall Street, West
Chester, Pennsylvania 19380

OTRO(S) SOLICITANTE(S) Y/O (OTRO(S)) INVENTOR(ES)

D Los demas salicitantes y/o (demas) inventores se indican en una hoja a continuacién.

9 | [J REPRESENTANTE LEGAL

] APODERADO

APELLIDOS

Correa Ordofiez Alvaro

NOMBRES

IDENTIFICACION
C.C.79.143.366 T.p.20.281

DIRECCION Av. 82 No. 10-62, Piso 5

CIUDAD Bogota

PAIS Colombia

No. TELEFONO 6341500
CORREQ alvaro.correa@bakermcke
ELECTRONICO  nzie com

No. RADICACION DE
PROTOCOLO DE
PODER GENERAL

P102-FO6 vrd (2012-04-19)




10 l DECLARACIONES DE PRIORIDAD [ SI []NO

(33) PAIS DE ORIGEN CODIGO PAIS (31) NUMERO (32) FECHA (AAAAIMMIDD)
1.Estados Unidos de América 61/408,739 01/11/2010
2.
3.

| DECLARACION SOBRE USO DE RECURSOS GENETICOS O BIOLOGICOS

Declaro que el objeto de la presente solicitud de patente fue obtenido a partir de recursos genéticos o bioldgicos de los que
cualquiera de los paises miembros de la Comunidad Andina es pais de origen.

sl X NO

Nota: En caso afirmativo debera anexar copia del contrato de acceso de recursos genéticos o productos derivados, o
certificado o niimero de registro, expedido por la Autoridad competente.

12 | DECLARACION SOBRE USO DE CONOCIMIENTOS TRADICIONALES

Declaro que el objeto de la presente solicitud de patente fue obtenido a partir de conocimientos tradicionales de comunidades
indigenas, afroamericanas o locales de paises miembros de la Comunidad Andina.

sl XINO

Nota: En caso afirmativo debera anexar la licencia o autorizacién de uso de conocimiento tradicional, o certificado, o
numero de registro expedido por la Autoridad competente.

13 ’ REDUCCION DE TASAS

Declaro que carezco de medios econémicos para presentar la solicitud de patente.

Osl X NO

Nota: En caso de ser persona natural y carecer de medios econémicos, y por lo tanto, aplique la reduccién de tasas a
que se refiere la resolucion vigente en tarifas, debe firmar la presente solicitud bajo la gravedad de juramento.

Micro, pequefias y medianas empresas ]
Universidades publicas o privadas ]

Entidades sin animo de lucro |:]

Debe aportar los documentos que se indican en el numeral 17 de anexos

14 | AUTORIZACION DE NOTIFICACIONEN LINEA [ SI [ NO

Manifiesto que he leido y entendido perfectamente los términos y condiciones de uso de medios electronicos para las
notificaciones en linea a través de Internet de los actos administrativos proferidos por la Superintendencia de Industria y
Comercio que deben ser notificados personalmente y, en consecuencia, autorizo el servicio de notificacién a través de

internet.
15 | COMPROBANTE DE PAGO O PAGO ELECTRONICO N° Fecha
16 FIRMA DEL SOLICITANTE, DEL APO ADO O DEL REPRESENTANTE LEGAL
Junto a cada firma, indicar el nombre del f/r ante\y su calidad (si tal calidad no es obvia al leer el petitorio)
17 | ANEXOS
Documentacién Técnica Documentacién Juridica
Solicitud Internacional en castellano 9. X Poderes, si fuera el caso.
10. Documento que legalmente pruebe la cesién del inventor at

1. X Descripcion N° de foliok: 110 sollc_:ltante 0 a su causante.

RS o s . . 11. [0 Copia del contrato de acceso de recursos genéncos o productos
:2;' % R.envulndncamc.)nes No Re.|vnj1 paciones: 19 derivados, certificado o nimero de registro, si fuera el caso.

. Dibujos y/o figuras N* folios: 1 12. [J Copia de la licencia o autorizacién de Conocimientos
4, Resumen. Tradicionales, certificado o numero de registro, si fuera el caso.
5. [ Certificado de depésito de material bioldgico si 13. Reducci6n de tasas
fuera el caso. Micro, pequefias o medinas empresas

6. [ Listado de secuencias de nucleétidos y/o (] Copia simple de la declaracién de renta del afio inmediatamente

anterior, o en su defecto prueba documental idénea.
[ Documento de constancia de cumplimiento con lo establecido en
la ley 905 de 2004.
Universidades publicas o privadas
[0 Copia acto de reconocimiento institucional emitido por el
Ministerio de Educacion
Entidades sin animo de lucro
[JJ Copia de registro vigente en Camara de comercio.
[ Hoja de informacion complementaria.
l:] Otros, especificar
14. [X] Comprobante de pago de la tasa de presentacién de la solicitud.
15. [ Comprobante de pago por reivindicacion de prioridad.
16. [ Comprobante de pago de la tasa por concepto de excedente
de palabras en la publicacién.
17. [X] Comprobante de pago por reivindicacién adicional a 10.

aminoacidos en forma digital si fuera el caso.
[ Arte final 12 x 12.
& Anexo formato digital.

o~

P102-F06 vrd (2012-04-19)
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No. 13 - 0026584
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RECIBO DE CAJA

SUPERINTEN

DENCIA Bogota D.C., Marzo 18 de 2013 - 07:55:41

RECIBIDO DE : BAKER

NI 900.532.339

_R*§§£9nsable:

* %kok * %k
Soporte del Pago D)

TIPO PAGO BANCO CUENTA No PAGO FECHA PAGO VRIPAGQ

CONSIGNACION BANCO DE BOGOTA 062754387 - 557939340 15/03/2013 99.85']260.00
*** Conceptos Pagados *** ¢

‘ CANT._ RENTISTICO CONCEPTO Ve UNDITARIO V. CONCEPTO
150005-01-01 SOLICITUDES 111}13/%%5%% DE SOL. DE PATENTE DE 500.000.00 500.000.00
$500.000.00

SON: **QUINIENTOS MIL OS MONEDA CORRIENTE***

Recibo de Caja

, Marzo 18 do 2013 - 07:57:27

A;y/ ;a%;(pediente No.

P

No. 1 ) 0 !\m-ﬂoo

Sede Centro: Carrera 13 No. 27 - 00 Pisos 3,4,5 y 10 Bogot4, D.C.- Colombia

Web: www.slc.gov.co e-mal: info@slc.gov.co Conmutador: (571) 5870000 Fax: (571) 5870284 Linea: 018000-910165 Call Center: {571} 6513240
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SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO
NIT : 800.176.089-2

.
. _ RECIBO DE CAJA No. 13 - 0044557
Industria y Comercio
SUPERINTENDENCIA Bogota D.C., Mayo 09 de 2013 - 09:06:11
RECIBIDO DE : BAKER NI 900.532.339
*** Soporte del Pago *** Q
TIPQ PAGO BANCO CUENTA No PAGQ FECHA PAGO PAGO
RECIBO DE CA 999999999 44433 09/05/2013 79. 06;)/.06/0.00
*** Conceptos Pagados *** ’éj
CANT.__RENTISTICO CONCEPTO Ve UNDITARIO e ONCFPTO
1 50005-01-01 SOLICITUDES 1642 S, DFI:’STINTIVO CAMBIOO TITULARIDAT-TRANSFERENCIA270. 000 00 270.000.00

$270.000.00

SON: ™DOSCIENTOS SETENTA MIL PESOS MONEDA CORRIENTE***

Qg*ggo sable; f'\

Recibo ¥g Caja Apliéado al Expediente No.
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Sede Centro: Carrera 13 No. 27 - 00 Pisus 3,4,5 y 10 Bogota, D.C.- Colombia

Web: www.sic.gov.co e-mai: info@sic.gov.co Conmutador: (571) 5870000 Fax: (571) 5870284 Linea: 018000-310165 Call Center: {571) 6513240
. Mayo 9 do 2013 - 09:06:33




SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA'Y COMERCIO
DIVISION DE NUEVAS CREACIONES

Industria y Comercio EXTRACTO PARA PUBLICACION
SUPERINTENDENCIA SOLICITUD DE PATENTE DE INVENCION PCT
(21) N° de solicitud: (51) Int Cl:
22) Fecha de solicitud: (71)Solicitante(s) E. 1. DU PONT DE NEMOURS AND
COMPANY
(30) Prioridad ~ {31) No. 32) Fecha (33) Pais
61/408,739 01/11/2010 us

(72) Inventor(es) HENDRICKSON, Edwin, R.
JACKSON, Scott, Christopher
LUCKRING, Abigait K.

(74) Apoderado:  ALVARO CORREA ORDONEZ

(85) Fecha limite inicio fase nacional:  01/06/2013 {(87)  Publicacion internacional
(86) Datos relativos a la presentacion de la solicitud PCT Fecha: 10/05/2012
Fecha de presentacion de fa solicitud: ~ 01/11/2011 N° publicacion: WO0/2012/061380

No. de solicitud: PCT/US2011/058778

(54) Titulo: METOPOS, CEPAS Y COMPOSICIONES UTILES PARA RECUPERACION MEJORADA DE
PETROLEO MEDIANTE EL USO DE MICROBIOS: ARCOBACTER DE CLADO 1

Resumen:

Se proporcionan métodos, microorganismos y composiciones, en donde depdsitos de petréleo se inoculan con
microorganismos que pertenecen a Arcobacter de clado 1y un medio que incluye un aceptor de electrones. Las
cepas de Arcobacter crecen en el deposito de petréleo para formar biopeliculas obturadoras que reducen la
permeabilidad en areas de formaciones subterraneas y, por lo tanto, aumentan la eficiencia de barrido y mejoran la
recuperacion de petréleo.




Industria y Comercio
SUPERINTENDENCIA

SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA'Y COMERCIO
DIVISION DE NUEVAS CREACIONES
TARJETA ARCHIVO TEMATICO
PATENTEDEINVENCION _  PCT _X  MODELO DE UTILIDAD DISENO INDUSTRIAL __
(21) N° de solicitud: (22) Fecha de solicitud:
{51) Clasificacién Internacional :

(71)Solicitante(s): E. I. DU PONT DE NEMOURS AND COMPANY

{(72) Inventor(es): HENDRICKSON, Edwin, R.;; JACKSON, Scott, Christopher;
.| LUCKRING, Abigail K.

(74) Apoderado. ALVARO CORREA ORDONEZ

(30} Prioridad (31) No. Prioridad 32) Fecha (33) Pais
61/408,739 01/41/2010 us
(85) Fecha limite inicio fase nacional: 01/06/2013 {87) Publicacién internacional:
(86) Datos relativos a la presentacién de la solic. PCT Fecha: 10/05/2012
Fecha de presentacion de [a solicitud: 01/11/2011 No.Publicacion: WO/2012/061380
No. de solicitud: PCT/US2011/058778

(54) Titulo:

METODOS, CEPAS Y COMPOSICIONES UTILES PARA RECUPERACION MEJORADA DE PETROLEO MEDIANTE
EL USO DE MICROBIOS: ARCOBACTER DE CLADO 1

(57) Resumen:

Se proporcionan métodos, microorganismos y composiciones, en donde depdsitos de petréleo se inoculan con
microorganismos que pertenecen a Arcobacter de clado 1 y un medio que incluye un aceptor de electrones. Las cepas de
Arcobacter crecen en el depésito de petroleo para formar biopeliculas obturadoras que reducen la permeabilidad en areas de
formaciones subterraneas y, por lo tanto, aumentan la eficiencia de barrido y mejoran la recuperacion de petroleo.
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Industria y Comercio
SUPERINTENDENCIA

SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO

DIVISION DE NUEVAS CREACIONES
TARJETA ARCHIVO PROPIETARIOS
PATENTE DE INVENCION ___ PCT X MODELO DE UTILIDAD ____ DISENO INDUSTRIAL ___

(21) N° de solicitud: (22) Fecha de solicitud:
(51) Clasificacién Internacional :

(71)Solicitante(s)

E.l. DU PONT DE NEMOURS AND COMPANY

(72) Inventor(es)

HENDRICKSON, Edwin, R.; JACKSON, Scott, Christopher; LUCKRING, Abigail K.
(74) Apoderado: ALVARO CORREA ORDONEZ

{30) Prioridad (31} No. Prioridad 32) Fecha (33) Pais
61/408,739 01/11/2010 us
(85) Fecha inicio fase nacional: 01/06/2013 (87) Publicacion internacional
{86) Datos relativos a la presentacion de la solicitud PCT Fecha: 10/05/2012
Fecha de presentacién de la solicitud: 01/41/2011 N° publicacion: WO/2012/061380

No. de solicitud PCT/US2011/058778

(54) Titulo:  METODOS, CEPAS Y COMPOSICIONES UTILES PARA RECUPERACION MEJORADA DE PETROLEO
MEDIANTE EL USO DE MICROBIOS: ARCOBACTER DE CLADO 1




PATENT COOPERATION TREATY PCT/US2011/058778 @

ADVANCE E-MAIL

From the INTERNATIONAL BUREAU

P CT To:

HERRELL, Roger W.

NOTIFICATION OF THE RECORDING E. I. du Pont de Nemours and Company
OF A CHANGE Legal Patent Records Center
4417 l.ancaster Pike
(PCT Rule 92bis.1 and Wilmington, Delaware 19805
Administrative Instructions, Section 422) ETATS-UNIS D'AMERIQUE

Date of mailing (day/month/year)
19 April 2013 (19.04.2013)

Applicant's or agent's file refcrence

CL5181PCT IMPORTANT NOTIFICATION
International application No. International filing date (daw/month/year)
PCT/US2011/058778 01 November 2011 (01.11.2011)
1. The following indications appeared on record concerning:
[:] the applicant [] the inventor ] the agent (] the common representalive
Name and Address - State of Nationality State of Residence
Telephone No.

Facsimile No.

E-mail address

2. The International Bureau hereby notifies the applicant that the following change has been recorded concerning:

the person [ the name [ the address [ the nationality [J the residence

Name and Address State of Nationality State of Residence
LUCKRING, Abigail K. us us

306 West Marshall Street Telephone No.

West Chester, Pennsylvania 19380
United States of America

Facsimile No.

E-mail address
[[] Notifications by e-mail authorized

3. Turther observations, if necessary:
The person identified in Box 2 has been added as applicant for US only and inventor for all designated States.

4. A copy of this notification has been sent to:
Q the receiving Office
[] the International Searching Authority

the International Preliminary Examining Authority
the designated Offices concerned
the elected Offices concerned

OOxO

[0 the Authority(ies) specified for supplementary search other:
The International Bureau of WIPO Authorized officer
34, chemin des Colombettes .
1211 Geneva 20, Switzerland Malek David
e-mail pt03.pet@wipo.int
Facsimile No. +41 22 338 70 80 Telephone No. +41 22 338 74 03

Form PCT/B/306 (January 2009) 1/KACCOHHTRPXP70
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Indicacién que se solicita una patente.

Datos de Identificacidn del solicitante o de la persona que presenta la solicitud
Descripcién de la invencion

Dibujos de ser estos pertinenfes

Comprobante de pago de las tasas establscidas (De ser el caso formato de descuénto)

Completa - D ‘ o Incompleta D

PATENTE DE INVENCION PCT |__] MODELO DE UTILIDAD peT [ Art.33 Decision 48600, Circular Unica

HIRREEN

Indicacion que se solicita una PCT

Copia de la solicitud en espafiol, tal como fue presentada Inicialmente (capitulo descriptivo,
reivindicatorio, resumen)
Dibujos de ser estos pertinentes

| Comprobante de pago de las tasas establecidas (de ser el caso formato de descuento)

Completa D “Incompleta D

DISERO INDUSTRIAL [ ] (Art. 119 Decision 486/00)

L]
L]

L]
L]

Indicacion que se solicita Disefio industrial

Datos de identificacién del solicitante o de la persona que presehta la solicitud

Representacion grafica y fotogréﬂca del Disefio industrial o muestra del material que incorpora el
disefio :

Comprobante-de pago de las tasas establecidas

Completa D " Incompleta D

ESQUEMA DE TRAZADO -] " (Art. 92 Decision 486/00)

U O

Indicacion que se solicita un esquema de trazado
Datos de identificacion del solicitante o de la persbna que presenta la solicitud-
Representacién gréfica de un esquema de frazado

Comprobante de pago de las tasas establecidas

Completa [:] o Incompleta D

P102-F08 (2009-1 1-18)
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PLANILLA DE RADICACION - DIGITALIZAC!ON DIARIA

RELACION DE ANEXOS

Dependencia:

2020

Fecha: MI_QX_‘IQI
AAAA

Recorrido:

MM DD

Tipo de Radicacién: Entrada: 7  Salida: © Traslado: O Convenio: ©
Radicador: Planilla:

D No. Radicacién Consecutivo ttem Item Unidad de Conservacién
1 (5,. (33(_/3’,0 1 Bolsa

2 2 Caja

3 3 Libro

4 4 Sobre

5 5 Tomo

6 6 Otro

7 Item Soporte Documental
8 7?' cD
9 8 Disquete

10 9 pvD

11 10 Folleto

12 11 Foto

13 ! 12 |Periédico

14 13 Plano

15 14 Publicacién Periodica
16 15 usB

17 10 Otro

Observaciones:

Aneca a0

Pty




PATENT

IN THE UNITED STATES PATENT AND TRADEMARK OFFICE

IN THE APPLICATION OF:

EDWIN R. HENDRICKSON et al.

CASE NO.: CL5181USNA APPLICATION NO.
CONFIRMATION NO.:  GROUP ART UNIT:
EXAMINER: FILED:

FOR: METHODS, STRAINS, AND COMPOSITIONS USEFUL FOR MICROBIALLY
ENHANCED OIL RECOVERY: ARCOBACTER CLADE 1

DECLARATION OF BIOLOGICAL CULTURE DEPOSIT
Via EFS-Web

Commissioner for Patents
P.O. Box 1450
Alexandria, VA 22313-1450

Sir:
I, ROGER W. HERRELL, JR., declare the following:
a} lam an attorney/agent of record in the above-identified application;
b) Pursuant to 37 CFR 1.804, cultures of the following biological materials have been

deposited with the following international depository(ies):

American Type Culture Collection (ATCC)
10801 University Blvd., Manassas, VA 20110-2209, U.S.A.

under conditions that satisfy the requirements of the Budapest Treaty on the International
Recognition of the Deposit of Microorganisms for the Purposes of Patent Procedure [“the Treaty”];

¢) A copy of the receipt issued pursuant to Treaty Rules 7.3 and 10.2 is attached; and

Depositor's [dentification of Organism Intemational Depository Accession Number Date of Deposit

Arcobacter sp 97AE3-3 PTA-11410 October 14, 2010

Arcobacter sp 97AE3-12 PTA-11409 October 14, 2010




Case No.: CL53181USNA
Declaration of Biological Culture Deposit Page 2

d) All restrictions on the availability to the public of the culture will be irrevocably
removed upon the granting of a U.S. patent on the above-identified application.

Respectfully submitted,

/Roger W. Herrell, Ji/

ROGER W. HERRELL, JR.
ATTORNEY/AGENT FOR APPLICANTS
Registration No.: 62,228

Telephone: (302) 992-5463

Facsimile: (302) 355-3982

‘Dated: October 25, 2011
Attachment: Deposit Receipt




ATCC

BUDAPEST RESTRICTED CERTIFICATE OF DEPOSIT
BUDAPEST TREATY ON THE INTERNATIONAL RECOGNITION OF
THE DEPOSIT OF MICROORGARNISMS FOR THE PURPOSES Of PATENT PROCEDURE
INTERNATIONAL FORM
RECEIPT IN THE CASE OF AN ORIGINAL DEPOSIT ISSUED PURSUANT TO RULE 7.3
AND VIABILITY STATEMENT iSSUED PURSUANT TO RULE 10.2

The American Type Culiure Collection (ATCC®) has received your deposit of seeds/strain(s)/strain(s) in connection
with the filing of an application for patent. The following information is provided to fulfiil Patent Office requirements.

Robert S. Scott

E. I. duPont de Nemours and Company, Inc
200 Powder Mill Road

Experimental Staticn E301/317
Wilmington, DE 19380-0301

Deposited on Behalf of:  E. . duPont de Nemours and Company, Inc

Date of Receipt of seeds/strain(s) by the ATCC®: QOctoher 14, 2010

Identification Reference by Depositor:  ATCC ®Patent Deposit Designation: Quantity Received:
Arcobacter sp: 97AE3-12 PTA-11409 25 vials
Arcobacter sp: 97AE3-3 PTA-11410 25 vials

The ATCC® understands that:

1. The deposit of these seeds/strain{s) does not grant ATCC® a license, either express or implied, to infringe the
patent, and our release of these seeds/strain{s) to others does not grant them a license, either express or
impiied, to infringe the patent.

2. If the deposit shouid die or be destroyed during the effective ferm of the patent, it shall be your responsibility
to replace it with viable material. It is also your responsibility to supply a sufficient quantity for distribution for
the deposit term. ATCC® will distribute and maintain the material for 30 years or 5 years following the most
recent request for the deposit, whichever is longer. The United States and many other countries are signaiory
to the Budapest Treaty. '

Prior to the issuance of a U.S. Patent, the ATCC® agrees in consideration for a one-time service charge, not to
distribute these seeds/strain(s} or any information relating thereto or to their deposit except as instructed by the
depositor or relevant patent office. After relevant patent issues we are responsible to release the seeds/strain(s) and
they will be made available for distribution to the public without any restrictions. We will inform you of requests for the
seeds/strain(s) for 30 years from date of deposit.

Doc ID: 20127

Revision: 2

Effective Date: 10/13/2009
Page 1of 2



The deposit was tested November 5, 2010 and on that date, the seeds/strain(s) were viable
Internationai Depository Authority: American Type Culture Coilection (ATCC®), Manassas, VA, USA

Signature of person having authority to represent ATCC®:

" Dlgitally signed by Rachelle

v
ROCh e I ! e 5 D?»l’:"::\it;;lche\le Hartington,

i "geATCE, oe=iPLS,
H iy STl thatHNgton@atee.org, e=LS
Harrington i,

Date: 2010.17.09 10:56:32 -05'00

ATCC® Patent Depository November 9, 2010

cc: Neil Feftham Date

Ref: Docket or Case No: CL5181

Doc ID: 20127

Revision: 2

Effective Date: 10/13/2009
Page 2 of 2



Apuostille

{Convention de La Haye du 5 Octobre 1961)
Country: United States of America
This public document:

has been signed by Colleen A. Taylor
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ASSIGNMENT

Edwin R. HENDRICKSON
Scott Christopher JACKSON and
Abigail K. LUCKRING

by means of this document assign to
E. L. du Pont de Nemours and Company
a corporation organized under the laws of

Delaware

domiciled in

1007 Market Street
Wilmington, Delaware 19898
United States of America

(hereinafter referred to as the “ASSIGNEE™.),

all my (our) rights, title and interest in and to my
(our) invention for a new and useful
improvement entitled and as fully set forth and
described in:

METHODS, STRAINS, AND COMPOSITIONS
USEFUL FOR MICROBIALLY ENHANCED QIL
RECOVERY: ARCOBACTER CLADE 1

so far as the Republic of Colombia is concerned.

Place:N;‘{M (mcf-{an D¢ S

Date: {%EO[‘ L

(L, 2017

COLOMBIA

CESION

por medio de la presente cedo (cedemos) a

E. 1. du Pont de Nemours and Company
una corporacion organizada bajo las leyes de

Delaware

domiciliada en

1007 Market Street
Wilmington, Delaware 19898
Estados Unidos de América

(de ahora en adelante el “CESIONARIO™.),
todos mis (nuestros) derechos, titule e interés
sobre mi (nuestra) invencion tal como describe
en:

en lo que concierne a la Repiiblica de Colombia.

Lugar y fecha:

Scott Christopher JACKSON

LEGALIZATION REQUIRED — NOTARY SIGNATURE/SEAL ON PAGE 2




United States of America )
. )
State of Vel cow ave } ss.
/ )
County of New Castle )
On this | +n day of O 0 ¢_. ,20 | = , personally appeared

before me g:’/{me l& M@f, ri/;c:/: e, [

fé} ’é)f '; ok B o s nd e
{ }/

to me known and known to me to be the individual  described in and who executed the

foregoing instrurnent, and who acknowledged to me that __he _ executed the same.

e f)"“” »w/‘f_,&,

Notary Pubhc




CL5181 PCT

ASSIGNMENT

Edwin R. HENDRICK.SON
Scott Christopher JACKSON and
Abigail K. LUCKRING

by means of this document assign to
E. I du Pont de Nemours and Company
a corporation organized under the laws of

Delaware

domiciled in

1007 Market Street
Wilmington, Delaware 19898
United States of America

(hereinafter referred to as the “ASSIGNEE”.),

all my (our) rights, title and interest in and to my
(our) invention for a new and useful
improvement entitled and as fully set forth and
described n:

METHODS, STRAINS, AND COMPOSITIONS
USEFUL FOR MICROBIALLY ENHANCED OIL
RECOVERY: ARCOBACTER CLADE 1

so far as the Republic of Colombia is concerned.

Place:W/é{ 2@/5

Date: {{;((Mmojgeé‘r\ DL USA

Edwin R. HENDRICKSON

Abigail K. LUCKRING

COLOMBIA

CESION

por medio de la presente cedo (cedemos) a

E. L. du Pont de Nemours and Company
una corporacion organizada bajo las leyes de

Delaware

domiciliada en

1007 Market Street
Wilmington, Delaware 19898
Estados Unidos de América

(de ahora en adelante el “CESIONARIO™.),
todos mis (nuestros) derechos, titulo e interés
sobre mi (nuestra) invencién tal como describe
en:

en lo que concierne a la Republica de Colombia.

Lugar y fecha:

Scott Chnstophﬁf J AC%Q’ON

LEGALIZATION REQUIRED ~ NOTARY SIGNATURE/SEAL ON PAGE 2




United States of America

State of :Dﬁz{ Gt by

Countyof  Wzw Cas {le

On this g(acgj\ day of tﬁrpri(,

S8.

,20 / % | personally appeared

before me @ w22 O /4@ e ggﬁ//;‘?zé# MJC’J&/

to me known and known to me to be the individual _ described in and who executed the

foregoing instrument, and who acknowledged to me that __he _ executed the same.

/’/ o e / )
Lol L ¥ FheflG
7
Notary Public
COLLEEN A TAYLOR

NGTA c
STATECF

My Commissicn 2X5irss

ERE
- Jenuary 25,2014



POD-04104

TRADUCCION OFICIAL N° 2603081 al espafiol de un documento escrito en inglés, efectuada
por Jaime Armando Garavito Burgos, c.c. N° 19.130.702 de Bogota, Traductor e Intérprete Oficial
inglés-espafiol-inglés segtin Resolucion N° 034 de enero 11 de 1983 expedida por el Ministerio
de Justicia de la Republica de Colombia

Traduccién al espafiol de legalizaciones en poder conferido por E.l. du Pont de Nemours and

Company
APOSTILLA
1. Pais: Estados Unidos de América
Este documento publico
2. Ha sido firmado por Patricia Panariello
3. Quien actla en calidad de Notario Publico del Estado de Delaware
4. Lleva el sello de Patricia Panariello, Notario Publico, Delaware

Certificado - P
M i
&
3,3 M

5. En Dover, Delaware Lioan A 13AN AavitTO B
6.  Elséptimo dia de marzo 2008 A.D. e
7. Por el Secretario de Estado, Departamento de Estado de Delaware

8. N°0345347
9. Sello (Aparece adherido sello dorado)

10.  Firma (firmado) Harriet Smith Windsor, Secretario de Estado

[No se traduce texto del poder por estar en inglés y en espaiiol]
Se traduce lo siguiente después del texto del poder:
Dado y suscrito en Wilmington, Delaware, Estados Unidos de América
El 26 de febrero de 2008

Firma de la persona que expide el poder
[Firmado] Miriam A. Mecoxnahey

CERTIFICACION NOTARIAL




TRADUCCION OFICIAL N° 2603081 al espafol de un documento escrito en inglés, efectuada
por Jaime Armando Garavito Burgos, c.c. N° 19.130.702 de Bogota, Traductor e Intérprete Oficial
inglés-espafol-inglés segln Resolucion N° 034 de enero 11 de 1983 expedida por el Ministerio
de Justicia de la Republica de Colombia

El 26 de febrero de 2008 el suscrito Notario

DA FE

1. Que Miriam D. Meconnahey, mayor y domiciliada en 1964 Lakeview
Road, Wilmington, DE 19805, suscribid de su pufio y letra el documento
que antecede.

2. Que conozco personalmente al otorgante y que éste tiene capacidad legal
para el otorgamiento.

3. Que el otorgante ha suscrito el referido documento en su caracter de
Subsecretario - Junta de Patentes de la persona juridica E.l. du Pont
de Nemours and Company

4. Que la persona juridica E.l. du Pont de Nemours and Company tiene
sede en 1007 Market Street, Wilmington, Delaware 19898 Estados
Unidos de América, estd legalmente constituida, que tiene existencia
legal actual y que el acto para el cual se otorga el poder esta
comprendido entre los que constituyen su objeto social.

5. Que el otorgante tiene efectivamente la representacion que ostenta y que
ésta es legitima.

6. Que he basado las certificaciones 3, 4 y 5 anteriores en los siguientes
documentos auténticos que al efecto se me exhibieron y que menciono
especificamente con expresion de sus fechas y de su origen o
procedencia: |

Directrices de la Junta de Patentes de DuPont y Poder fechado junio

P

C'): il[\,!’!u\dvll‘o K ,)

12, 2006.
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por Jaime Armando Garavito Burgos, c.c. N° 19.130.702 de Bogota, Traductor e Intérprete Oficial
inglés-espafiol-inglés segin Resolucion N° 034 de enero 11 de 1983 expedida por el Ministerio
de Justicia de la Reptblica de Colombia

[Firmado] Patricia Panariello, Notario Publico

[Aparece adherido sello dorado]

La anterior es traduccion fiel y completa de la cual se deja copia en esta oficina

para su confrontacion.

Loiie (Dcan? 5

‘ﬁaime Armando Garavito Burgos

c.c. N°19.130.702 de Bogota

Traductor e Intérprete Oficial segiin Resolucion N° 034 de enero 11 de 1983
expedida por el Ministerio de Justicia

BOGDMS # 107285
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(Convention de La Haye du 5 Octobre 1961)
Country: United States of America
This public document :

has been signed by Patricia Panariello

acting in the capacity of Notary Public of the State of
Delaware

bears the seal/stamp of Patricia Panariello, Notary Public,

pelaware Tertified

at Dover, Delaware
the seventh day of March, A.D. 2008

Chlaware Department of State




POWER OF ATTORNEY

The undersigned.

E.L. Du Pont de Nemours and Company
domiciled in

1007 Market Street
Wilmington, Delaware 19898 US

declares that it hereby grants to

ALVARO CORREA-ORDONEZ and/or

OLGA GEORGETTE OTERO and/or

RICARDO METKE and/or

JUAN PABLO CONCHA
with domicile at Av. 82 No. 10 — 62, 6Th floor, of Bogota D.
C., Colombia, a full and sufficient power of attorney to obtain
the protection of my (our) industrial property and against the
unfair competition, for which purpose I (we) authorize the said
attorneys to represent me (us) before any authorities or persons,
with or without jurisdiction, specially those administrative,
administrative contentious and judicial, as well as before
Arbitration Court, in all matters concerning the following: a)
Obtainment of patents, utility models, industrial designs,
integrated circuits, layout-designs and vegetal varieties; the
registration of trademarks, denominations of origin, commercial
names, trade emblems, slogans and domain names; its renewal,
assignments, change of name or domicile, voluntary
cancellation; and the registration of licenses of use of the above
rights; b)Processes of protection to the consumer, unfair
competition, oppositions, cancellations, nullity, precautionary
injunctions, infringement, granting of licenses, writ mandamus,
the protection of trade secrets, and in general the civil, penal, an
administrative processes relating to those rights. And that in all
the above matters they may substitute this Power of Attorney,
compromise, conciliate, admit the facts of the case, desist,
cancel, receive, resign, and ratify acts done by representatives
without a power of attorney.

I hereby ratify all actions previously taken on behalf of this
company by the aforementioned attorneys with respect to the
mentioned matters.

Done and subscribed i Aéﬂlaa %bﬁ. usA
=% day /&@7/on008

On the

Signature of the person issuing the Power

Baker & McKenzie Colombia S.A.
Av. 82 No. 10 - 62 6th Floor
Bogota, Colombia

NIT: 900.034.906-9
Tel: +57 1 634 1500
Fax: +57 1 376 2211
www.bakernet.com

PODER DE ABOGADO

La abajo firmada,

E.I. Du Pont de Nemours and Company_:
domiciliada en

1007 Market Street
Wilmington, Delaware 19898 US

declara por el presente que otorga a

ALVARO CORREA-ORDONEZ y/o:

OLGA GEORGETTE OTERO y/o

RICARDO METKE y/o

JUAN PABLO CONCHA B .
con domicilio en la Av. 82 No. 10 — 62 Piso 6 en Bogota D
Colombia, poder especial amplio y suficiente, para:obtene
proteccién de mi (nuestra) propiedad industrial ¥; contra
competencia desleal, a cuyo efecto autorizo (amos) a’los dichos -
apoderados para que me (nos) representen ante cualesquxera'
autoridades o personas, ejerzan o no jurisdiccién, especialmet
ante las del orden administrativo, contencioso-administrativo
judicial, asi como los tribunales de arbitramento, ‘en todo :10
concerniente a los siguientes asuntos: a) Obtencién de patentés:
de invencién, modelos de utilidad, disefios industiials
esquemas de frazado de circuitos integrados y Variedades
vegetales; el registro de marcas, denominaciones -de origen;
nombres comerciales, ensefias, lemas comerciales y nombre ide.
dominio; su renovacién, traspaso, cambio de nombre 0
domicilio, cancelacién voluntaria; y el registro de liéencias de
uso de esos derechos; b) Los procesos para la protéccién del:
consumidor, competencia desleal, oposiciones, cantelacion:
nulidades, medidas cautelares, infracciones, corigicsién
licencias, la tutela, la proteccién de secretos industriales, 'y ‘eri
general procesos civiles, penales, administrativos rejacioriados:
con estos derechos. Y para que en todos los asuntos - arri
determinados, puedan sustituir este mandato, transigir;
admitir los hechos del caso, desistir, cancelar, recxbu’ fenunci
y ratificar los actos de agentes oficiosos.

Igualmeme ratifico todo lo actuado hasta el momento en l s,
mismos asuntos, por cualquiera de los mencionados apoderados,
en representacion de ésta sociedad.

Dado y firmado en

Alos de 2008

dias del mes de

Firma de la persona que firma el Poder :



NOTARIAL CERTIFICATION

On this o2 dayor L//://Ltut&

2008, the undersigned Notary UL

CERTIFIES
That  Miriam D, Meconnahey

of legal age and domiciled in
1964 Lakeview Road, Wilmington, DE 19805

set his hand on the foregoing document.

That the grantor is to me personally known and that he/she has
legal capacity to execute the instrument.

That the grantor has executed the foregoing document as

Assistant Secretary — Patent Board

of the judicial person  E. I. duPont de Nemours and
Company

That the judicial person  E. X. duPont de Nemours and

Company
having its home office in

1007 Market Street, Wilmington, Delaware 19898 USA

is duly organized, has present legal existence and that the
purposes for which the power of attomey is granted are within
the scope of its corporate purposes.

That the grantor has in fact the referred to authority and that
his/her representation is legal.

That I have based certifications 3, 4 and 5 above on the
following authentic documents for such purpose exhibited to me
and which I mention specifically, giving their dates and their
origin or source:

DuPont Patent Board Guidelines and Power of Attorney
dated June 12, 2006.

Zzwuoy

Patricia Panariello, Notary Public

A los dias del mes de

de 2008 , el suscrito Notario

CERTIFICACION NOTARIAL

DAFE
Que

mayor y domiciliado en

suscribi6 de su pufio y letra el documento que, antece

Que conozco al otorgante y que éste tiene capacidad
para el otorgamiento.

Que el otorgante ha suscrito el referido documento én’,su
caricter de

de la persona juridica  E. I, duPont de N__émour
and Company

Que la persona juridica  E. I. duPont de Nemou
and Company

con sede en

estd legalmente constituida, que tiene existexlcia
actual y que el acto para el cual se oforga el pode
comprendido entre los que constituyen su objéto soci

Que el otorgante tiene efectivamente la represéntacio:
ostenta y que ésta es legitima.

Que he basado las certificaciones 3, 4 y 5 anteriores e
siguientes  documentos auténticos que al efecto s
exhibieron y que menciono especificamente con expr
de sus fechas y de su origen o procedencia:

El Notario Piblico
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(54) Title: METHODS, STRAINS, AND COMPOSITIONS USEFUL FOR MICROBIALLY ENHANCED OIL RECOVERY:
ARCOBACTER CLADE 1

Figure 1

Arcobacter eryaerophilus CCUG 17802
Arcohacter skirrawi CCUG 10374
Arcobacter cibarius LMG 21996 H
Arcobacter thereius 6695-3
Arcobacter butzleri RM4018
Arcobacter butzleri CCUG 10373

Arcobacter clone P1-881 Lo lemp Oil Res
=" Arcohiacter sp BSSZAT95 Arciic Otean” (Made
1 Arcobacter sp A3b2 BlacK Sea C‘ade 2.
Arcobacter defluvii SW28-11T H
Arcobacter sp R-28314 H
Arcobacter nitrofigilis CCUG 15893
Arcobacter nitrofigilis DSM 7299 |
Arcobagcter nitrofigilis F2176

Clade 3!

Arcobacter sp Solar Lake
Arcobacter sp clone YJQ-18 !
EHO7AE3-12 !
Arcobacter marinus GL-81 !
1
1

Clade 1

Arcohacter molluscorum F98-3T
Hi Temp Oil Reservoir clone EB2T
Arcobacter halophilus LA31B

E coli K12 W3110

Arcobacter sp KT0913 North Sea
Arcobacter (Candidatus) sulfidicus
bacterium clone BP-B88 anasrobic tank
Oilfield bacterium 'FWKO B

bacterium clone AS077 B3

Thiomicrospira sp. CVO

Sulfuraspirillum multivorans

(57) Abstract: Methods, microorganisms, and compositions are provided wherein oil reservoirs are inoculated with microorgan-
isms belonging to Arcobacter clade 1 and medium including an electron acceptor. The Arcobacter strains grow in the oil reservoir
to form plugging biofilms that reduce permeability in areas of subterranean formations thereby increasing sweep efficiency, and
thereby enhancing oil recovery.
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TITLE

METHODS, STRAINS, AND COMPOSITIONS USEFUL FOR
MICROBIALLY ENHANCED OIL RECOVERY: ARCOBACTER CLADE 1

This application claims the benefit of United States Provisional
Application 61/408739, filed November 1, 2010 and is incorporated by

reference in its entirety.

FIELD OF THE INVENTION

This disclosure relates to the field of environmental microbiology

and modification of crude oil well properties using microorganisms. More
specifically, methods for improving oil recovery from an underground
reservoir are presented and new microorganisms are identified that can be

used for oil recovery.

BACKGROUND OF THE INVENTION

During recovery of oil from oil reservoirs, typically only a minor

portion of the original oil in the oil-bearing strata is recovered by primary
recovery methods which use only the natural forces present in an oil
reservoir. To improve oil recovery, a variety of supplemental recovery
techniques such as water flooding, which involves injection of water
through well bores into the oil reservoir, have been used. As water moves
into the reservoir from an injection well and moves through the reservoir
strata, it displaces oil to one or more production wells where the oil is
recovered. One problem commonly encountered with water flooding
operations is poor sweep efficiency of injection water. Poor sweep
efficiency occurs when water preferentially channels through highly
permeable zones of the oil reservoir as it travels from the injection well(s)
to the production well(s), thus bypassing less permeable oil-bearing strata.
Oil in the less permeable zones is thus not recovered. Poor sweep
efficiency may also be due to differences in the mobility of the water

versus that of the oil.
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Microorganisms have been used to enhance oil recovery from
subterranean formations using various processes which may improve
sweep efficiency and/or oil release. For exampie, viable microorganisms
may be injected into an oil reservoir where they may grow and adhere to
the surfaces of pores and channels in the rock or sand matrices in the
permeable zones to reduce water channeling, and thereby target injection
water flow towards less permeable oil-bearing strata. Processes for
promoting growth of indigenous microbes by injecting nutrient solutions
into subterranean formations are disclosed in US 4,558,739 and US
5,083,611. Injection of microorganisms isolated from oil recovery sites into
subterranean formations along with nutrient solutions has been disclosed,
including for Pseudomonas putida and Klebsiella pneumoniae (US
4,800,959), for a Bacillus strain or Pseudomonas strain |1-2 (ATCC 30304)
isolated from tap water (US 4,558,739), and for Pseudomonas putida,
Pseudomonas aeruginosa, Corynebacterium lepus, Mycobacterium
rhodochrous, and Mycobacterium vaccae (US 5,163,510). Injection of
isolated microorganisms and a surfactant is disclosed in US 5,174,378.

Additional useful microbial strains and methods for enhancing oil
recovery are needed to further improve the recovery of oil from oil

reservoirs.

SUMMARY OF THE INVENTION

The invention relates to methods for enhancing oil recovery from an

oil reservoir, as well as to isolated microorganisms and compositions that
may be used to enhance oil recovery.
Accordingly, the invention provides a method for enhancing oil
recovery from an oil reservoir comprising:
a) providing a composition comprising:
i) at least one strain of Arcobacter belonging to Arcobacter
clade 1; and
i) a minimal growth medium comprising at least one electron
acceptor;

b) providing an oil reservoir;
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¢} inoculating the oil reservoir with the composition of (a) such that

the Arcobacter containing composition populates and grows in the

oil reservoir; and

d) recovering oil from the oil reservoir;

wherein growth of the Arcobacter in the oil reservoir enhances oil

recovery.

In one embodiment, the strain of Arcobacter belonging to
Arcobacter clade 1 comprises the 16S rDNA degenerate consensus
sequence of SEQ 1D NO:40.

In another embodiment, the strain of Arcobacter belonging to
Arcobacter clade 1 comprises a 16S rDNA sequence having at least about
97% sequence identity to a sequence selected from the group consisting
of SEQID NOs:1, 2, 3,4,5,6,7, 8, and 39.

In yet another embodiment, the invention provides an isolated
microorganism of a strain selected from the group consisting of 97AE3-3
(ATCC No. PTA-11410) and 97AE3-12 (ATCC No. PTA- 11409). |

In yet another embodiment, the invention provides an oil recovery
enhancing composition comprising:

a) at least one isolated strain of Arcobacter comprising a partial 16S

rDNA sequence selected from the group consisting of SEQ ID

NOs;1, 33, 34, 35, 36, 37, and 38;

b) one or more electron acceptors; and

c) at least one carbon source.

BRIEF DESCRIPTION OF FIGURES AND SEQUENCES

The invention can be more fully understood from the following

detailed description, the Figures, and the accompanying sequence
descriptions, which form a part of this application.

Figure 1 shows a molecular phylogenetic tree for Arcobacter
species and related bacteria based on 16S rRNA gene sequences (rDNA),
separating the described Arcobacter spp. into at least three phylogenetic

clades.
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Figure 2 shows a molecular phylogenetic tree for newly isolated
Arcobacter species and reference bacteria based on 16S rRNA gene
sequences (rDNA).

Figure 3A-D shows an alignment of 16S rDNA sequences for
Arcobacter clade 1 dominant consensus, Arcobacter clade 1 degenerate
consensus, strain 97AES3-12, Arcobacter clade 2 degenerate consensus,
and Arcobacter ;:Iade 3 degenerate consensus.

Figure 4 shows a Riboprinter® analysis of various Arcobactor sp
strains.

Figure 5 shows dominate and degenerate signature sequences for
Shewanella species in rDNA variable regions 2 (A), 5 (B), and 8 (C). The
variable positions are underiined. Alternative nucleotides for each variable
position designation are given in the legend.

Figure 6 shows a schematic diagram of the slim tube experimental
set up used to measure plugging of permeable sand packs

Figure 7 shows a graph of the pressure drop across a non-
inoculated slim tube.

Figure 8 shows a graph of the pressure drop across a slim tube that
was inoculated with Arcobacter sp S7AE3-12 (ATCC NO: PTA-11409) and
then batch fed periodically.

Figure 9 shows a graph of the pressure drop across a slim tube that
was inoculated with Arcobacter sp S7AE3-12 (ATCC NO: PTA-11409) and

then continuously fed.

The following sequences conform with 37 C.F.R. §§ 1.821-1.825
("Requirements for Patent Applications Containing Nucleotide Sequences
and/or Amino Acid Sequence Disciosures - the Sequence Rules”) and are
consistent with World Intellectual Property Organization (WIPQO) Standard
ST.25 (2009) and the sequence listing requirements of the EPO and PCT
(Rules 5.2 and 49.5(a-bis), and Section 208 and Annex C of the
Administrative Instructions. The symbols and format used for nucleotide
and amino acid sequence data comply with the rules set forth in 37 C.F.R.
§1.822.
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Table 1. 16S rDNA seqs of Arcobacter strains including coordinates 8 to
1511 in the E. cofi 16S rDNA sequence.

Species Strain Identification SEQ 1D NQ
Arcobacter sp strain 97AE3-12 Isolate” 1
Arcobacter sp. Solar Lake isolate isolate 2
Arcobacter sp. clone YJQ-18 clone* 3
Arcobacter marinus CL-81, JCM 15502, Type strain 4
Arcobacter sp. clone EB27.1 clone 5
Arcobacter halophilus LA31BT Type strain 6
Arcobacter molfuscorum FO8-3T Type strain 7
Arcobacter mytili F2075T, Type strain 8
Arcobacter nitrofigilis CCUC 15893 Type strain 9
Arcobacter defluvii Sw28-11T Type strain 10
Arcobacter sp. R-28314 1 isolate 11
Arcobacter sp KT0913 isolate 12
Arcobacter sp BSs20195 isolate 13
Arcobacter sp clone A3b2 clone 14
Arcobacter nitrofigilis DSM 7299T Type strain 15
Arcobacter nitrofigilis F2176 isolate 16
Arcobacter cryaerophilus CCUG 17082T Type strain 17
Arcobacter cibarius LMG 219967 Type strain 18
Arcobacter thereius 6695-3 Type strain 19
Arcobacter skirrowi CCUG 1037471 Type strain 20
Arcobacter butzlerii CCUG 10373T Type strain 21
Arcobacter butzlerii RM4018 isolate 22
Arcobacter sp R-28214 isolate 23
Arcobacter sp. clone PL-7C7 clone 24
Arcobacter sp. cione PL-8B1 clone 25
Arcobacter sulfidicus 162154 isolate 26
Uncultured bacterium clone BP-B88 clone 27
Oilfield bacterium FWKO B isolate 28
Sulfurospiritum Strain K, DSM 12446T | Type strain 29
multivorans

Uncultured bacterium clone ASQ77 BB63 clone 30
Thiomicrospira sp Strain CVO isolate 31

*An isolate is a colony isolated from a sample

*A clone contains a PCR amplified fragment generated from bacterial DNA isolated from

a sample, which is sequenced to determine the make up of a population

SEQ ID NO:32 is a partial E. coli 16S rDNA sequence used in
alignments of Arcobacter 16S rDNA sequences.
SEQ ID NO:33 is a partial 16S rDNA sequence from Arcobacter sp.

97AES3-1.

SEQ ID NO:34 is a partial 16S rDNA sequence from Arcobacter sp.

97AES3-3.

SEQ ID NO:35 is a partial 16S rDNA sequence from Arcobacter sp.

97AES-7.
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SEQ ID NO:36 is a partial 16S rDNA sequence from Arcobacter sp.
97AE4-1.

SEQ ID NO:37 is a partial 16S rDNA sequence from Arcobacter sp.
97AE4-5.

SEQ ID NO:38 is a partial 16S rDNA sequence from Arcobacter sp.
97AE4-6.

SEQ ID NO:39 is a dominant consensus sequence for Arcobacter
sp. clade 1 16S rDNA.

SEQ ID NO:40 is a degenerate consensus sequence for Arcobacter
sp. clade 1 16S rDNA.

SEQ ID NO:41 is a degenerate consensus sequence for Arcobacter
sp. clade 2 16S rDNA.

SEQ ID NO:42 is a degenerate consensus sequence for Arcobacter
sp. clade 3 163 rDNA.

SEQ ID NOs:43-46 are primers 1492R, 8F, M13 Reverse, and M13
Forward, respectively.

SEQ ID NO:47 is the Shewanella dominant signature sequence for
the 16S rDNA variable region 2.

SEQ ID NO:48 is the Shewanella degenerate signature sequence
for the 16S rDNA variable region 2.

SEQ ID NO:49 is the Shewanella dominant signature sequence for
the 16S rDNA variable region 5.

SEQ ID NO:50 is the Shewanella degenerate signature sequence
for the 16S rDNA variabie region 5.

SEQ ID NO:51 is the Shewanella dominant signature sequence for
the 16S rDNA variable region 8.

SEQ ID NO:52 is the Shewanella degenerate signature sequence
for the 16S rDNA variable region 8.

Applicants made the following biological deposits under the terms of
the Budapest Treaty on the International Recognition of the Deposit of

Microorganisms for the Purposes of Patent Procedure:
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Table 2 Information on deposited strains

International
Depositor Identification Depository
Reference Designation Date of Deposit
Arcobacter sp 97AE3-3 ATCC No. PTA-11410 10-14-10
Arcobacter sp 97AE3-12 ATCC No. PTA-11409 10-14-10

DETAILED DESCRIPTION OF THE INVENTION

Appilicants specifically incorporate the entire content of all cited

references in this disclosure. Unless stated otherwise, all percentages,
parts, ratios, etc., are by weight. Trademarks are shown in upper case.
Further, when an amount, concentration, or other value or parameter is
given as either a range, preferred range or a list of upper preferable values
and lower preferable values, this is to be understood as specifically
disclosing all ranges formed from any pair of any upper range limit or
preferred value and any lower range limit or preferred value, regardless of
whether ranges are separately disclosed. Where a range of numerical
values is recited herein, unless otherwise stated, the range is intended to
include the endpoints thereof, and all integers and fractions within the
range. It is notintended that the scope of the invention be limited to the
specific values recited when defining a range.

The invention relates to methods for enhancing oil recovery from an
oil reservoir by inoculating an oil reservoir with a strain of Arcobacter: that
by moiecular phylogenetic analysis of the 16S rDNA sequence belongs to
Arcobacter clade 1 (defined herein), and a minimal growth medium that
supports growth of said Arcobacter under denitrifying conditions in the
subterranean location. Growth of said Arcobacter in the oil reservoir may
form biofilms that plug more permeable zones in sand or sandstone layers
thereby rerouting water towards less permeabie, more oil rich areas.
Sweep efficiency is thereby enhanced, leading to increased oil recovery.

In addition, the invention relates to previously unknown
microorganisms isolated from water samples obtained from an oil reservoir
and compositions containing any of these microorganisms, or other

Arcobacter of clade 1, which are useful in oil recovery methods. Improving
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oil recovery using the described methods and microorganisms would
increase the output of active oil wells.

The following definitions are provided for the special terms and
abbreviations used in this appiication:

The term “PCR” refers to Polymerase chain reaction.

The term “dNTPs” refers to Deoxyribonucleotide triphosphates.

The term "ASTM” refers to the American Society for Testing and
Materials.

The abbreviation “NCBI” refers to the National Center for
Biotechnology Information.

The abbreviation “BSL” refers to Biosafety Level.

The abbreviation “RNA” refers to ribonucleic acid.

The abbreviation “DNA” refers to deoxyribonucleic acid.

The abbreviation “ATCC” refers to American Type Culture
Collection International Depository, Manassas, VA, USA. "ATCC No.”
refers to the accession number to cultures on depaosit with ATCC.

The abbreviation “CCUG" refers to the Culture Coillection of the
University of Goteborg, Sweden, which is a collection of microorganisms.

The abbreviation “DSM” or "DSMZ" refers to Deutsche Sammlung
von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH which is a German coliection
of microorganisms and cell cultures (Braunschweig, Germany).

The terms “oil well”, “oil reservoir’, and "oil-bearing stratum” may be
used herein interchangeably and refer to a subterranean or sub sea-bed
formation from which oil may be recovered. The formation is generally a
body of rocks and soil having sufficient porosity and permeability to store
and transmit oil.

The term "well bore" refers to a channel from the surface to an oail-
bearing stratum with enough size to allow for the pumping of fluids either
from the surface into the oil-bearing stratum (injection well) or from the oil-
bearing stratum to the surface (production weil).

The terms “denitrifying” and “denitrification” mean reducing nitrate

for use in respiratory energy generation.
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The term “sweep efficiency” refers to the fraction of an oil-bearing
stratum that has seen fluid or water passing through it to move oil to
production wells. One problem that can be encountered with waterflooding
operations is the relatively poor sweep efficiency of the water, i.e., the
water can channel through certain portions of a reservoir as it travels from
injection well(s) to production well(s), thereby bypassing other portions of
the reservoir. Poor sweep efficiency may be due, for example, to
differences in the mobility of the water versus that of the oil, and
permeability variations within the reservoir which encourage flow through
some portions of the reservoir and not others.

The term “pure culture” means a cuiture derived from a singie cell
isolate of a microbial species. The pure cultures specifically referred to
herein include those that are publicly available in a depository, and those
identified herein.

The term “biofim” means a film or “biomass layer” of
microorganisms. Biofilms are often embedded in extracellular polymers,
which adhere to surfaces submerged in, or subjected to, aquatic
environments. Biofilms consist of a matrix of a compact mass of
microorganisms with structural heterogeneity, which may have genetic
diversity, complex community interactions, and an extracellular matrix of
polymeric substances.

The term “plugging biofilm” means a biofilm that is able to alter the
permeability of a porous material, and thus retard the movement of a fluid
through a porous material that is associated with the biofilm.

The term “simple nitrates” and “simple nitrites” refer to nitrate (NO3’)
and nitrite (NOy), respectively, as they occur in ionic salts such as
potassium nitrate, sodium nitrate, and sodium nitrite.

The term “injection water” refers to fluid injected into oil reservoirs
for secondary oil recovery. Injection water may be supplied from any
suitable source, and may include, for example, sea water, brine,
production water, water recovered from an underground aquifer, including
those aquifers in contact with the oil, or surface water from a stream, river

)

pond or lake. As is known in the art, it may be necessary to remove

9
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particulate matter including dust, bits of rock or sand and corrosion by-
products such as rust from the water prior to injection into the one or more
well bores. Methods to remove such particulate matter include filiration,
sedimentation and centrifugation.

The term “production water” means water recovered from
production fluids extracted from an oil reservoir. The production fluids
contain both water used in secondary oil recovery and crude oil produced
from the oil reservoir.

The term “inoculating an oil well” means injecting one or more
microorganisms or microbial populations or a consortium into an oil well or
oil reservoir such that microorganisms are delivered to the well or reservoir
without loss of viability.

The term “phylogenetic typing”, “phylogenetic mapping”, or
‘phylogenetic classification” may be used interchangeably herein and refer
to a form of classification in which microcrganisms are grouped according
to their evolutionary genetic lineage. Phylogenetic typing herein is of
strains of microorganisms isolated from environmental samples and is
based on 16S ribosomal RNA (rRNA) encoding gene (rDNA) sequences.

The term *hypervariable regions” as used herein refers to sequence
regions in the 16S rRNA gene where the nucleotide sequence is highly
variable. In most microbes the16S rDNA sequence consists of nine
hypervariable regions that demonstrate considerable sequence diversity
among different bacterial genera and species and can be used for genus
and species identification

The term “signature sequences” as used herein refers to specific
nucleotides at specific16S rRNA encoding gene (rDNA) positions
(signature positions), which usually occur within the hypervariable regions,
that are distinguishing for microorganisms at different levels. At the
signature positions, nucleotides that distinguish between species may be
one or more specific base substitutions, insertions or deletions. When
taken together, the signature sequences of 16S rDNA are useful for
describing microbes at the species, strain or isolate level and can be used

in the identification of a microbe.

10
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The term “degeneracy or degenerate base position” refers to the
case where more than one nucleotide (A, G, C, or T(U)) is possible at a
particular position in a DNA or RNA sequence. A position is a “two-fold
degenerate” site if only two of four possible nucleotides may be at that
position. A position is a “three-fold degenerate” site if three of four possible
nucleotides may be at that position. A position is a “four-foid degenerate”
site if all four nucleotides may be at that position.

The term “degenerate signature sequence” refers to a signature
sequence that may have one or more possible degenerate base positions
in the signature sequence.

The term “phylogenetics” refers to the field of biology that deals with
identifying and understanding evolutionary relationships between
organisms, and in particular molecular phylogenetics uses DNA sequence
homologies in this analysis. In particular, similarities or differences in 16S
rDNA sequences, including signature sequences, identified using similarity
algorithms serves to define phylogenetic relationships.

The term "phylogenetic tree” refers to a branched diagram depicting
evolutionary relationships among organisms. The phylogenetic tree herein
is based on DNA sequence homologies of 16S rDNAs, including of
signature sequences in the 16S rDNA, and shows relationships of the
present strains to related strains and species.

The term “phylogenetic clade" or “clade” refers to a branch in a
phylogenetic tree. A clade includes all of the related organisms that are
located on the branch, based on the chosen branch point.

The term “genomovar’ is used to describe a sub-species
classification which is used when a group of strains of a species are
differentiable by DNA sequence, but are phenotypically indistinguishable.
Genomovars are defined and identified by DNA-DNA hybridization and/or
by 16S rDNA signature sequences. This terminology has been used to
describe Pseudomonas stutzeri by Bennasar et al. ((1996) Int. J. of Syst.
Bacteriol.46:200-205).

The term “ribotyping” means fingerprinting of genomic DNA

restriction fragments that contain all or part of the genes coding for the 16S

11
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and 23S ribosomal RNAs. Ribotyping is performed using the DuPont
RiboPrinter® system.

The term “RiboPrint™” refers to the unique genomic fingerprint of a
specific microbial isolate or strain, generated using the DuPont
RiboPrinter® system.

The term “type strain” refers the reference strain for a particular
species whose description is used to define and characterize a particular
species.

The term “sequence analysis software” refers to any computer
algorithm or software program that is useful for the analysis of nucleotide
or amino acid sequences. “Sequence analysis software” may be
commercially available or independently developed. Typical sequence
analysis software includes, but is not limited to: the GCG suite of programs
(Wisconsin Package Version 9.0, Genetics Computer Group (GCG),
Madison, WI), BLASTP, BLASTN, BLASTX (Altschul et al., J. Mol. Biol.
215, 403-410,1990), DNASTAR (DNASTAR, inc., Madison, W), and the
FASTA program incorporating the Smith-Waterman aigorithm (Pearson,
W. R., Comput. Methods Genome Res., Proc. Int. Symp, Meeting Date
1992, 111-120, Eds: Suhai, Sandor, Plenum Publishing, New York, NY,
1994). Within the context of this application, it will be understood that,
where sequence analysis software is used for anaiysis, the results of the
analysis will be based on the “default values” of the program referenced,
unless otherwise specified. As used herein “default values” will mean any
set of values or parameters which originally load with the software when
first initialized.

The term “electron acceptor” refers to a compound that receives or
accepts an é'iectron(s) during cellular respiration. Microorganisms obtain
energy to grow by fransferring electrons from an “electron donor” to an
electron acceptor. During this process, the electron acceptor is reduced
and the electron donor is oxidized. Examples of electron acceptors
include oxygen, nitrate, fumarate, iron (111}, manganese (IV), sulfate and
carbon dioxide. Sugars, low molecular weight organic acids,

carbohydrates, fatty acids, hydrogen and crude oil or its components such

12
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as petroleum hydrocarbons or polycyclic aromatic hydrocarbons are
examples of compounds that can act as electron donors.

"Darcy” is a unit of permeability. A medium with a permeability of 1
darcy permits a flow of 1 em®/s of a fluid with viscosity 1 cP (1 mPa's)
under a pressure gradient of 1 atm/cm acting across an area of 1 cm? A

millidarcy (mD) is equal to 0.001 darcy.

Isolated Microorganisms

Microorganisms capable of growth under anaerobic conditions in
the presence of nitrate, fumarate or the ferric ion (Fe (lll}) as an electron
acceptor and lactate as a carbon source were isolated from production and
injection waters of Well #2 that is located in the Wainwright field in the
province of Alberta, Canada. Well #2 has a salinity of about 65 parts per
thousand (ppt) in both production and injection waters, which is about
twice the salinity of seawater.

Isoiated microorganisms were characterized by analysis of their
16S ribosomal DNA (rDNA) sequences and by fingerprinting of their
genomic DNA restriction fragments that contain all or part of the genes
coding for the 16S and 23S ribosomal RNAs (rRNAs; ribotyping). Isolated
strains 97AES3-12, 97AE 3-3, 97AE3-1, 97AE 4-6, 9TAE 4-5, 97AE 3-7,
and 97AE 4-1 were identified as new strains belonging to the genus
Arcobacter. RiboPrint™
closely related strain Arcobacter halophilus (ATCC BAA-1022), which has
over 96% sequence identity with strain 97AE3-12 in the 16S rDNA (SEQ
ID NOs:6 and 1, respectively). The RiboPrint™ patterns (Figure 4} indicate
that the newly isolated strains form 3 groupings: 1) 97AE3-12, 97AE4-1,
and 97AE4-5; 2) 97AE3-3 and 97AE4-6; and 3) 97AE3-7 and 97AE3-1,
The strains 97AE3-12 and 97AE 3-3 were deposited herewith under the
Budapest Treaty as ATCC #PTA-11409 and ATCC #PTA-11410,

respectively.

patterns for these strains were distinct from the

Further, the strains were characterized as belonging to Arcobacter
clade 1 as determined by molecular phylogenetic analysis of 16S rDNA

sequences described in Example 2 herein. The phylogenetic tree

13
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produced by the analysis is shown in Figure 1, with the newly isolated
strains represented by strain 97AE3-12. The phylogenetic tree shows that
three clades, or groupings, are formed of known Arcobacter species, which
are boxed in the figure. Clade 3 includes pathogenic strains such as
Arcobacter butzleri and Arcobacter cryaerophilus, which are classified as
BSL2. Clade 2 includes Arcobacter nitrofigilis. Clade 1 includes the known
species Arcobacter marinus, Arcobacter halophilus, Arcobacter
molluscorum and Arcobacter mytili. Any strain of Arcobacter that belongs
to clade 1 may be used in the present method. Clade 1 includes the strains
listed above, as well as any strains that belong to the same clade that
these strains belong to when analyzed by molecular phylogenetics using

16S rDNA sequences as described herein.

Strains of Arcobacter clade 1, which are strains of the present
method, may be defined further as strains with rDNA sequences having at
least about 97%, 98%, or 99% sequence identity to the 16S rDNA
sequences of any of those strains shown in clade 1 in Figure 1: Arcobacter
sp Solar lake (SEQ ID NO:2), Arcobacter sp YJQ-18 (uncultured clone;
SEQ ID NO:3), Arcobacter marinus (SEQ ID NO:4), H temp Oil reservoir
clone EB27 (SEQ ID NO:5), Arcobacter halophilus (SEQ ID NO:6), and
Arcobacter mytili (SEQ ID NO:8). In addition, strains of the present method
include those with rDNA sequences having at least about 97%, 98%, or
99% sequence identity to the 16S rDNA sequence of Arcobacter
molluscorum F98-3T (SEQ ID NO:7), which also belongs to clade 1. The
16S rDNA sequences of strains from different clades in Figure 1 have

sequence identities of less than 96%.

A molecular phylogenetic tree prepared herein shows the
relatedness of the newly isolated strains 97AE3-12, 97AE 3-1, 97AE3-3,
97AE 3-7, 97AE 4-1, 97AE 4-5, and 97AE 4-6 to each other and to other
clade 1 strains, as well as to one strain each of clades 2 and 3, in Figure 2.
The strains are closely related to each other in one branch of clade 1.
These strains are characterized by their rDNA sequences: SEQ ID NOs:1,
33, 34, 35, 36, 37, and 38, respectively, Thus strains with the partial rDNA

14
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sequences of these new isolates ( SEQ ID NOs:1, 33, 34, 35, 36, 37, and

38) are Arcobacter clade 1 strains of the present method.

The 16S rDNA sequences of strains in each of clades 1, 2, and 3
were analyzed as groups to identify signature sequences at specified
positions that may be used to distinguish the three clades. As described in
Example 2 herein, specific positions in the16S rDNA sequence have
nucleotides that are characteristic for each Arcobacter clade, which may
be fixed or may have some degeneracy, as listed in Table 6. In addition,
there may be an insertion or deletion at some positions. The set (all
positions together) of signature sequences for each Arcobacter clade that
are listed in Table 6 differs from each of the other Arcobacter clades’ set of
signature sequences. The Arcobacter clade 1 16S rDNA dominant (most
prevalent) consensus sequence (which may not be full length) containing
the signature sequences, is provided as SEQ ID NO:39. Known or newly
isolated microbial strains may be identified as belonging to Arcobacter
clade 1, and thus are strains of the present method, by having 16S rDNA
with at least about 97%, 98%, or 99% sequence identity to SEQ 1D NO:39.

The degenerate signature sequences (including insertion/deletion
positions) are present in the degenerate consensus 16S rDNA sequence
for clade 1 (SEQ ID NO:40), the degenerate consensus 165 rDNA
sequence for clade 2 (SEQ ID NO:41), and the degenerate consensus 163
rDNA sequence for clade 3 (SEQ ID NO:42). Known or newly isolated
microbial strains may be identified as belonging to Arcobacter clade 1, and
thus are strains of the present method, by having 16S rDNA that is of SEQ
ID NO:40. In addition, known or newly isolated microbial strains may be
identified as belonging to Arcobacter clade 1, and thus are strains of the
present method, by having 16S rDNA that includes the clade 1 degenerate
signature sequences listed for specific positions in Table 6.

The Arcobacter sp strains 97AE3-12, 97AE 3-3, 97AE3-1, 97AE 4-
6, 97AE 4-5, 97AE 3-7, and 97AE 4-1 were found as shown in examples
herein to have properties indicating their ability to enhance oil recovery by
growing to form plugging biofilms. The strains were able to form plugging

biofilms in high salinity conditions (75 ppt). Strain 97AE3-12 grew in the

15



WO 2012/061380 PCT/US2011/058778

10

15

20

30

presence of petroleum oii, in both low (15 ppt) and high salinity (64 ppt)
denitrifying conditions. Plugging biofilms were produced in low (15 ppt) and
high (35 ppt and 68 ppt) salinity media. Plugging biofilms were formed with
either batch or continuous nutrient feeding. In addition, silica particle
aggregation was demonstrated in high salinity (64 ppt) media.

These properties of the isolated Arcobacter clade 1 strains
demonstrate their use for forming biofilms to piug highly permeable zones
in permeable sand or rock of oil reservoirs. Plugging of hyperpermeable
zones may reroute water towards less permeable, more oil rich areas

thereby enhancing sweep efficiency leading to increased oil recovery.

Qil Recovery Enhancing Compositions
The newly isolated Arcobacter strains 97AE3-12 (ATCC #PTA-
11409), 97AE 3-3 (ATCC #PTA-11410), 97AE 4-6, 97AE 4-5, 97AE 3-7,

and 97AE 4-1 described above may be included as components in oi

recovery enhancing compositions which are an embodiment of the present
invention. Thus the present compaositions include at least one strain of
Arcobacter that has a partial rDNA sequence of SEQ ID NO:1, 33, 34, 35,
36, 37, or 38, which are the rDNA sequences of these new strains. .Each of
the strains may be in separate oil recovery enhancing compositions, or any
combination of more than one of the strains may be in the same
composition.

In addition to one or more of these new Arcobacter clade 1 strains,
the present oil recovery enhancing composition includes one or more
electron acceptors and at least one carbon source. In one embodiment the
electron acceptor is nitrate. Nitrate is reduced to nitrite and/or to nitrogen
during growth of the described Arcobacter strains. Nitrite may also serve
as an electron acceptor in the composition. In various embodiments the
electron acceptor is one or more ionic salts of nitrate, one or more ionic
salts of nitrite, or any combination of ionic salts of nitrate and nitrite.

The carbon source may be a simple or a complex carbon-containing
compound. The carbon source may be complex organic matter such as

peptone, corn steep liquor, or yeast extract. In another embodiment the
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carbon source is a simple compound such as citrate, fumarate, maleate,
pyruvate, succinate, acetate, formate or lactate.

Oil recovery enhancing compositions may include additional
components which promote growth of and/or biofilm formation by the
microbial strains of the composition. These components may include, for
example, vitamins, trace metals, saits, nitrogen, phosphorus, magnesium,
buffering chemicals, and/or yeast extract

In one embodiment the oil recovery enhancing compositions include
one or more additional microorganisms which grow in the presence of oil.
The microorganisms may use a component of oil as a carbon source, or
when using an alternate carbon source their growth is not inhibited by the
presence of oil. Particularly usefui are other microorganisms that have
properties which enhance oil recovery, such as microorganisms that form
biofiims or that release oil from surfaces. In one embodiment an additional
microorganism in the present composition is a microorganism of a
Shewanella species. Shewanella is a bacterial genus that has been
established, in part through phylogenetic classification by rDNA and is fully
described in the literature (see for example Fredrickson et al., Towards
Environmental Systems Biology Of Shewanella, Nature Reviews
Microbiology (2008), 6(8), 592-603; Hau et al., Ecology And Biotechnology
Of The Genus Shewanella, Annual Review of Microbiology (2007), 61,
237-258).

There is at least about 89% seqUence identity of 16S rDNA

sequences among Shewanella species. Shewanella species have 16S
rDNA which has the signature sequences of hypervariable regions 2 (SEQ
ID NOs:47 and 48 are dominant and degenerate sequences, respectively),
5 (SEQ ID NOs:49 and 50 are dominant and degenerate sequences,
respectively) and 8 (SEQ ID NOs: 51 and 52 are dominant and
degenerate sequences, respectively) as shown in Figure 5. The
combination of the degenerate signature sequences for each region
defines Shewanella species, including some position variations as shown -
in Figure 5. Thus Shewanella sp. useful in the present invention are those

that comprise within the 16s rDNA the degenerate signature sequences as
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set forth in SEQ ID NOs:48, 50, and 52. In one embodiment Shewanefla
sp. useful in the present invention are those that comprise within the 16s
rDNA the dominant signature sequences as set forth in SEQ ID NOs:47,
49, and 51.

The dominant signature sequences in Figure 5 are those with the

th

variable positions designated as the most frequently found nucleotides in
Shewanella species. Shewanella are gram negative, gamma-
protecbacteria, which have the ability to reduce metals and are capable of
additionally reducing a wide range of terminal electron acceptors. These
10 microorganisms gain energy to support anaerobic growth by coupling the
oxidation of Hy or organic matter to the reduction of a variety of multivalent
metals, which leads to the precipitation, transformation, or dissolution of
minerals.
The ability of Shewanella species to alter the wettability of a
15 hydrocarbon coated surface leading to improved oil recovery is disclosed
in commonly owned and co-pending US Patent Application Publication #
2011/0030956, which is herein incorporated by reference. In one
embodiment an additional microorganism is Shewanella putrefaciens,
Shewanella sp LH4:18 (ATCC No. PTA-8822; described in commonly
20  owned US 7,776,795), or Shewanella sp L3:3 (ATCC No. PTA-10980;
described in commonly owned and co-pending US Patent Application
Publication No. 2011/0030956).
In one embodiment Thauera sp. AL9:8 (ATCC # PTA-9497) is
included in the present composition. Thauera sp. ALS:8 was isolated from
25  subsurface soil samples and was shown to be capable of growth under
denitrifying conditions using oil or oil components as the sole source of

carbon. This microorganism also has oil releasing activity (US 7,708,065).

Methods of Enhancing Oil Recovery

30 The present oil recovery enhancing compositions may be used to
inoculate an oil reservoir leading to enhancement in oil recovery. In
addition; compositions including at least one strain belonging to Arcobacter

clade 1, as described above, and a minimal growth medium including at

18



WO 2012/061380 PCT/US2011/058778

10

—
N

(g
th

30

least one electron accetpor may be used to inocuiate an oil reservoir to
enhance oil recovery. Typically one or more ionic salts of nitrate and/or
nitrite are used as the electron acceptor. The microorganisms of
Arcobacter clade 1 in the composition include viable cells that populate
and grow in the oil reservoir.

A minimal growth medium includes at least one carbon source, and
may include other components such as vitamins, trace metals, salts,
nitrogen, phosphorus, magnesium, calcium, and buffering chemicals. The
carbon source may be a simple or a complex carbon-containing
compound, for example, 1) oil or an oil component, 2) complex organic
matter such as peptone, corn steep liquor, or yeast extract; or 3) simple
compounds such as citrate, fumarate, maleate, pyruvate, succinate,
acetate, formate or lactate.

Any strain belonging to Arcobacter clade 1, as described above,
may be used which forms plugging biofilms under anaerobic denitrifying
conditions in the presence of petroleum oil. Strains of microorganisms that
belong to Arcobacter clade 1, as described above, that may be used in the
present methods may be identified by their 16S rDNA sequences, which
have the signature sequences described above and listed in Table 6. In
addition, strains belonging to Arcobacter clade 1, as described above,
useful in the present methods may be identified by one skilled in the art
using biofilm formation, silica aggregation, and/or permeability reduction
assays such as those described in Examples herein. As examples of
strains belonging to Arcobacter clade 1, as described above, that are able
to form plugging biofilms, these properties of strains 97AE3-12 (ATCC
#PTA-11409), 97AE 3-3 (ATCC #PTA-11410), 97AE3-1, 97AE 4-6, 97TAE
4-5, 97AE 3-7, and 97AE 4-1 are demonstrated herein. In one
embodiment, any of these strains are used in the present methods.

In another embodiment, one or more microorganisms in addition to
strains belonging to Arcobacter clade 1, as described above, which grow in
the presence of oil under denitrifying conditions, are included in a
composition used in the present method. Microorganisms of Shewanella

species, which are described above, are particularly useful.
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In certain oil reservoirs having specific properties, specific strains
belonging to Arcobacter clade 1, as described above, may be best suited
for use in the present methods. For example, in oil reservoirs where at
least one fluid, such as injection water and/or production water, has a high
concentration of salt, strains belonging to Arcobacter clade 1, as described
above, which grow and form plugging biofilms in high salt media are
particularly suitable. Specifically, Arcobacter clade 1 strains 97AE3-12
(ATCC #PTA-11409), 97AE 3-3 (ATCC # PTA-11410), 97AE3-1, 97AE 4-
6, 97AE 4-5, 97AE 3-7, and 97AE 4-1 are particularly suited to oil
reservoirs with at least one fluid having high salt, particuiarly sait of about
30 ppt or higher. The salt concentration may be at least about 30 ppt, 35
ppt, 40 ppt, 45 ppt, 50 ppt, 55 ppt, 60 ppt, 65 ppt, 70 ppt, or 75 ppt, or
higher.

Oil reservoirs may be inoculated with compositions including one or
more strain belonging to Arcobacter clade 1, as described above, and a
minimal growth medium using any introduction method known to one
skilled in the art. Typically inoculation is by injecting a composition into an
oil reservoir. Injection methods are common and well known in the art and

any suitable method may be used (see for example Nontechnical guide to

petroleum geology, exploration, drilling, and production, 2™ edition. N. J.
Hyne, PennWell Corp. Tuisa, OK, USA, Freethey, G.W., Naftz, D.L.,
Rowland, R.C., &Davis, J.A. (2002); Deep aquifer remediation tools:

Theory, design, and performance modeling, In: D.L. Naftz, S.J. Morrison,
J.A. Davis, & C.C. Fuiler (Eds.); and Handbook of groundwater

remediation using permeable reactive barriers (pp. 133—161), Amsterdam:

Academic Press). Injection is typically through one or more injection wells,
which are in communication underground with one or more production

wells from which oil is recovered.

Enhanced Oil Recovery From An Qil Reservoir

Enhanced oil recovery in this context may include secondary or
tertiary oil recovery of hydrocarbons from subsurface formations.

Specifically, hydrocarbons are recovered that are not readily recovered
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from a production well by water flooding or other traditional secondary oil
recovery techniques.

Primary oil recovery methods, which use only the natural forces
present in an oil reservoir, typically obtain only a minor portion of the
original oil in the oil-bearing strata of an oil reservoir. Secondary oil
recovery methods such as water flooding may be improved using methods
herein which provide microorganisms and growth media for formation of
plugging biofilms in areas of subterranean formations where there is a high
variation in permeability. Biofilm plugging of the highly permeable regions
of a reservoir reroute water used in water flooding towards less permeable,
more oil rich areas. Thus enhanced oil recovery is obtained particularly
from oil reservoirs where sweep efficiency is low due to, for example,
interspersion in the oil-bearing stratum of rock layers that have a
substantially higher permeability compared to the rest of the rock layers.
The higher permeability layers will channel water and prevent water
penetration to the other parts of the oil-bearing stratum. Formation of

plugging biofilms by microorganisms will reduce this channeling.

EXAMPLES

The present invention is further defined in the following Examples.
It should be understood that these Examples, while indicating preferred
embodiments of the invention, are given by way of illustration only. From
the above discussion and these Examples, one skilled in the art can
ascertain the essential characteristics of this invention, and without
departing from the spirit and scope thereof, can make various changes
and modifications of the invention to adapt it to various usages and

conditions.

GENERAL METHODS

The meaning of abbreviations are used in this application are as
follows: “hr” means hour(s), “min” means minute(s), “day” means day(s),

‘mL” or "ml" means milliliters, “mg/mL” means milligram per milliliter, “L”
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means liters, “uL” means microliters, “mM” means millimoiar, “‘uM” means
micromolar, “nM” means nano molar, “ug/L" means microgram per liter,
“pmol” means picomol(s), “°C" means degrees Centigrade, “°F” means
degrees Fahrenheit, “bp” means base pair, “bps” means base pairs, “mm”
means millimeter, “ppm” means part per million, “g/L” means gram per
liter, “mL/min”" means milliliter per minute, “mL/hr” means milliliter per hour,
“cfu/mL” means colony forming units per miililiter, “g” means gram, “mg/L”
means milligram per liter, “Kev” means kilo or thousands of electron volts,
“psi” means pounds (of force) per square inch, “LB” means Luria broth,

“rom” means revolution per minute, "NIC" means non-inoculated control.

Growth of microorganisms

Techniques for growth and maintenance of anaerobic cultures are
described in “Isolation of Biotechnological Organisms from Nature”,
(Labeda, D. P. ed. 117-140, McGraw-Hill Publishers, 1990). Nitrate, the
ferric iron and fumarate are each individually utilized as the primary
electron acceptor under the growth conditions used herein. Under
denitrification, anaerobic growth is measured by nitrate depletion from the

growth medium over time. The reduction of nitrate to nitrogen has been

- previously described (Moreno-Vivian, C., et al., J. Bacteriol., 181, 6573 —

6584, 1999). In some cases nitrate reduction processes lead to nitrite
accumulation which is subsequently further reduced to nitrogen. Hence,
accumulation and sometimes dissipation of nitrite is therefore also

considered evidence for active growth and metabolism by microorganisms.

Determination of viabie cell titer (most probable number)

in order to determine viable cell titer, samples from cultures or slim
tubes were diluted by 1:10 serial dilution in 8 rows per sample of a 96 well
plate using standard Miller's Luria Broth or Luria broth with 3.5 % NaCl
added. Titration was done using an automated Biomek200 robotic
pipettor. Growth was determined by visual turbidity and recorded for each

of 8 rows. The most probable number algorithm of Cochran (Biometrics
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(1950) pp105-116) was used to determine the viable cells/ mL and the
95% confidence limits for this number in the original sample.

The serial dilution method plating is used to determine the bacterial
titer of such cultures. A series of 1:10 dilutions of such samples is plated
and the resulting colonies are counted. The number of colonies on a plate
is then multiplied by the dilution factor (the number of times that the 1:10
dilution was done) for that plate to obtain the bacterial count in the original

sample.

lon chromatography

To quantitate nitrate and nitrite ions in aqueous media, Applicants
used an 1CS2000 chromatography unit (Dionex, Banockburn, IL). lon
exchange was accomplished on an AS15 anion exchange column using a
gradient of 2 to 50 mM potassium hydroxide. Standard curves using
known amounts of sodium nitrite or sodium nitrate solutions were

generated and used for calibrating nitrate and nitrite concentrations.

Measurement of Total Dissolved Salts by Refractometer

The total dissolved salt was measured using a hand-held
refractometer (Model RHS 10ATC, Huake Instrument Co., Ltd).

Sampies from oil reservoir production and injection waters

A petroleum well system was sampled for this study that is called

Well #2 in the Wainwright field in the province of Alberta, Canada. This
well has a salinity of about twice seawater, which is in the range of 65 ppt.
Water samples were obtained from production and injection well heads as
mixed oil/water liquids in glass 1.0 L brown bottles, filled to the top, capped
and sealed with tape to prevent gas leakage. Gas from inherent anaerobic
processes sufficed to maintain anaerobic conditions during shipment. The
bottles were shipped in large plastic coolers filled with ice blocks to the

testing facilities within 48 hr of sampling.
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DNA preparation for sequence analysis

Genomic DNA from bacterial colonies was isolated by diluting
bacterial colonies in 50 uL of water or Tris-HCL buffer pH7-8. Diluted
colony DNAs were amplified with Phi 29 DNA polymerase prior to
sequencing (GenomiPHI Amplification Kit GE Life Sciences, New
Brunswick, NJ). An aliquot (1.0 uL) of a diluted colony was added to 9.0
uL of the Lysis Reagent (from the GenomiPHI Amplification Kit) and
heated to 95 °C for 3 min followed by immediate cooling to 4 °C. 9.0 ul. of
Enzyme Buffer and 1.0 uL of Phi 29 enzyme were added to each -Iysed
sample followed by incubation at 30 °C for 18 hr. The polymerase was

inactivated by heating to 65 °C for 10 min followed by cooling to 4 °C.

DNA sequence analyses

DNA sequencing reactions were set up as follows: 8.0 uL of
GenomiPHI amplified sample were added to 8.0 ul of BigDye v3.1
Sequencing reagent (Applied Biosystems, Foster City, CA) followed by 3.0
uL of 10 uM primers SEQ iD NOs:43, 44, 45, or 46 (prépared by Sigma
Genosys, Woodlands, TX), 4.0 uL of 5X BigDye Dilution buffer (Applied
Biosystems) and 17 uL Molecular Biology Grade water (Mediatech, Inc.,
Herndon, VA).

Sequencing reactions were heated for 3.0 min at 96 °C followed by
200 thermocycles of (95 °C for 30sec; 55 °C for 20sec; 60 °C for 2 min)
and stored at 4 °C. Unincorporated dNTPs were removed using Edge
Biosystems (Gaithersburg, MD) clean-up plates. Ampilified reactions were
pipetted into one well of a pre-spun 96 well clean up plate. The plate was
centrifuged for 5.0 min at 5,000x g in a Sorvall RT-7 (Sorvall, Newtown,
CT) at 25 °C. The cleaned up reactions were placed directly onto an
Applied Biosystems 3730 DNA sequencer and sequenced with automatic
basecalling.

Each of the assembled rDNA sequences was compared to the
NCBI rDNA database (about 260,000 rDNA sequences) using the BLAST.
algorithm (Altschul et al., Journal of Molecular Biology, 1990). The highest
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scoring sequence identity hit was used as an identifier of the most closely
related known species for strain identification.

Alternatively, to generate amplified rDNA fragments from individual
strains, we chose primer sets from Grabowski et al. (FEMS Microbiology
Ecology, 54:427-443 (2005)). The combination of primer SEQ ID NO:43
and primer SEQ ID NO:44 was chosen to specifically amplify bacterial
rDNA sequences.

The PCR amplification mix included: 1.0X GoTaqg PCR buffer
(Promega), 0.25 mM dNTPs, 25 pmol of each primer, in a 50 uL reaction
volume. 0.5 uL of GoTaq polymerase (Promega) and 1.0 uL (20 ng) of
sample DNA were added. PCR reaction thermocycling protocol was 5.0
min at 95 °C followed by 30 cycles of: 1.5 min at 95 °C, 1.5 min at 53 °C,
2.5 min at 72 °C and final extension for 8 min at 72 °C in a Perkin Elmer
9600 thermocycler (Waltham, MA). The 1400 base pair amplification
products were visualized on 1.0% agarose gels. The PCR reaction mix
was used directly for cloning into pCR -TOPO4 vector using the TOPO TA
cloning system (Invitrogen) as recommended by the manufacturer. DNA
was transformed into TOP10 chemically competent cells selecting for
ampicillin resistance. Individual colonies) were selected and grown in
microtiter plates for sequence analysis. Sequencing of the amplified

fragments and strain identification was as described above.

Automated ribotyping

Automated ribotyping was used for conclusive identification of
selected strains with similar 16S rRNA sequence phylogenetic
characteristics (Webster, John A (1988) US Patent 4,717,653, Bruce, J. L.
(1996) Food Techno. 50: 77-81; and Sethi, M. R. (1997) Am. Lab. 5: 31-
35). Ribotyping was performed as recommended by the manufacturer
(DuPont Qualicon Inc., Wilmington, DE). For these analyses, one fresh
colony was picked, resuspended in the sample buffer and added to the
processing module for the heat treatment step at 80 °C for 10 min to inhibit
endogenous DNA-degrading enzymes. The temperature was then

reduced, and two lytic enzymes (lysostaphin and N-acetylmuramidase;
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provided by the manufacturer) were added to the sample. The sample
carrier was then loaded onto the Riboprinter™ system with the other
commercial reagents. Restriction enzyme digestion of the sample
chromosomal DNA using EcoRl| enzyme, gel electrophoresis and biotting
steps were completely automated. Briefly, genomic bacterial DNA was
digested with the EcoRl restriction enzyme and loaded onto an agarose
gel. Restriction fragments were separated by electrophoresis and
simultaneously transferred to a nylon membrane. After a denaturation
step, the nucleic acids were hybridized with a sulfonated DNA probe
harboring the rRNA operon of E. coli, which includes genes for the small
and large rRNA subunits, the 5S rRNA gene, and the internal transcribed
spacers. The hybridized probe was detected by capturing light emission
from a chemiluminescent substrate with a charge-coupied device camera.
The output consisted of a densitometric fingerprint scan depicting the
distribution of the genomic E£coR! restriction fragments containing
sequences from the ribosomal operon(s) in the genome, that are

electrophoretically separated by their molecular weighfs.

Screening of strains for their ability to form biofilms on sintered glass filters

An assay to screen for strains that could form biofiims on silica
surfaces and prevent water fiow through about 10 micron pore spaces
(plugging) was developed using sintered glass fiiters. 25 mm medium
coarseness sintered glass filters (stock # 15254, Adams and Chittenden
Scientific Glass, Berkeley CA) were glued into the base of plastic hoiders
designed for membrane filtration. After curing, the filter assemblies were
sterilized by autoctaving. Individual filters in hoilders were placed in sterile
Petri plates and media which contained inoculum from overnight cultures
of various strains was added on top of the glass filters. Growth medium for
this biofilm formation/plugging assay was as indicated in the Examples.
The plates were covered and incubated at room temperature under
anaerobic conditions for one to two weeks. The filters were removed from

the culture medium and the top piece screwed in place. A 1 mL syringe
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attached to the inlet port of the filter holder was filled with 1.0 mL of water
and the time to drain the water in the tube was measured in seconds.

The sintered giass filters were prescreened for flow rate before
incubation with culture and the percent change in flow rate post incubation

was determined at the end of the experiment.

Screening of strains for aggreqgation of silica

Arcobacter sp. strains were tested for their ability to aggregate
grains of crystalline silica. Crystalline silica represents a surrogate for the
sand grains common to many subterranean geological formations. A 100
ul aliquot of crystalline silica 220 g/L, (grain size range approximately 2-20
microns; Sil-co-Sil 125 made by U.S. Silica, Berkeley Springs, WV) was
added to each sample tube. In addition, 8 mL of medium was added and
the tubes were capped to restrict oxygen entry to the medium.

Duplicate, live (inoculated) test treatments received 200 uL of
frozen stock of various strains as an inoculum. Also, uninoculated control
tubes were set up that contained all components, except the microbial
inoculum. Tubes were statically incubated at 30 "C. Treatment tubes were
mixed vigorously by 10 seconds of vortexing. Turbidity increased
dramatically due to resuspension of the crystalline silica, which had settled
to the tube bottoms during incubation. The decline in turbidity due to
settling of the crystalline silica was monitored over time after mixing by
measuring OD600. The settling behavior of the silica particles showed that
some strains could form a strong adhesive interaction with adjacent
crystalline silica particles, causing them to settle more rapidly. In the oil
field, making sand grains adherent to one another increases resistance to
liquid flow through sand. This allows control over flow conformance which

leads to more efficient oil recovery via water flooding.

Slim tube apparatus for permeability reduction assay

An apparatus was designed for measuring bioplugging of
permeable sand packs using slim tubes. The overall procedure for

operating the slim tube was:
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e Packing two identical slim tubes with a mixture of sand produced
from an oil well plus Sil-co-Sil 125 as described below

o Flooding each slim tube, under pressure

o Determining base permeability of packed slim tubes by flowing brine

(Brine #1) into the tubes.

Successiul biopiugging of these slim tube apparatuses using an
Arcobacter inoculum suggests its utility in modifying the permeability of
porous rock of an oil reservoir. Application of this strain to oil reservoirs
could therefore improve oil recovery by altering the flow conformance of
reservoirs under water flooding.

A schematic diagram of the slim tube experimental set up is shown
in Figure 6. All numbers below in bold refer to Figure 6.

A sample of sand that was produced from the Schrader Bluff
formation at the Milne Point Unit of the Alaska North Slope was cleaned by
washing with a solvent made up of a 50/50 (volume/volume) mixture of
methanoi and toluene. The solvent was subsequently drained and then
evaporated off the sand to produce clean, dry, flowable sand. This sand
was sieved to remove particles less than one micrometer in size. This
sand was combined with washed Sil-co-Sil 125 (U.S. Silica, Berkeley
Springs, WV) in a 4:1 ratio, and the mixture was packed tightly into
separate four foot (121.92 cm) long, about 1 cm inner diameter, flexible
slim tubes (9a, 9b) and compacted by vibration using a laboratory
engraver.

Both ends of each slim tube were capped with common
compression type fittings to keep the sand mix in it. Flexible 1/8 inch (0.32
cm) tubing capable of sustaining the pressures used in the test was
attached to the fittings. The slim tubes were mounted into a pressure
vessel, (10) with the tubing passing through the ends of the pressure
vessel (11 and 12) using commonly available pressure fittings (1/8 inch
(0.32 cm) union bulkhead) (18a, 18b and 21a, 21b). Additional fittings and
tubing were used to connect the iniet of each slim tube to a pressure pump
{13a, 13b) and feed reservoir (14a, 14b). Other common compression

fittings, including elbows unions and tees, and tubing connected the inlet of
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each slim tube to a transducer that measured the pressure above
atmospheric pressure (absolute pressure gauge) (20a, 20b). The inlet of
the slim tube was also connected using the same types of tubing and

fittings to the high pressure side of a commonly available differential

h

pressure transducer (19a, 19b). Fittings and tubing connected the outlet
of each slim tube to the low pressure side of the differential pressure
transducer (19a, 19b) and to a back pressure regulator (16a, 16b). The
signals from the differential pressure and the absolute pressure
transducers were ported to a computer and these pressure readings were
10 monitored and periodically recorded. The pressure vessel (10) around the
slim tubes was filled with water, which acted as a hydraulic fluid, through a
water port (15). This water was slowly pressurized with air through port 17
to a pressure of about 107 pounds per square inch (psi) (0.74 mega
Pascal) while Brine #1 (below) from the feed reservoirs (14a, 14b) flowed
15 through the slim tubes and came out through the back pressure regulator
(16a, 16b). This operation was performed such that the pressure in each
slim tube was always 5 to 20 psi (0.034 — 0.137 mega Pascal) below the

pressure in the pressure vessel (10).

20  Solutions for slim tube experiments:

Brine #1: Injection water used at a well site in Alberta Canada. The total
dissolve sait content was about 70 ppt. The pH of this solution was
adjusted to about 6.2 to 6.4 using HCI or NaOH. This brine was applied to

slim tubes both with and without filter sterilization during the course of slim

[N
o

tube experiments as noted in the examples.
Brine #2: (batch nutrient feed)

Recipe 200mL
NaNO3 14.2 ¢
Nal.actate 72 ¢
NH4CI 720 mg
Yeast
Extract 3.6 ¢
pH=6.5

Diluted 1 part in 36 of Brine #1
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Brine #3: (continuous nutrient feed)
Recipe 200mL

NaNQO; 142 g
Nalactate 7.2 g
NH.CI 720 mg
KHzPOy4 144 mg
Yeast
Extract 3.6 g
pH=6.5

Diluted 1 part in 327 of Brine #1.

Brine #5:

in Tap water,

66 ppt NaCl,

1000 ppm NaCitrate,

3725 ppm NazFumarate,

100 mg/L NH4CI,

50 mg/L KH;PO4,

500 mg/L yeast extract

1900 ppm Ca (5260 ppm CaCl,)
Adjust the pH to ~6.2 to 6.4 with HCI.

Measurement of pressure drop

The pressure drop in the slim tubes was measured using the
differential pressure transducer described above. The pressure drop was
measured across each slim tube at various flow rates. This pressure drop
was approximately proportional to the flow rate. For each pressure drop
measured at each flow rate, the base permeability of the sand pack was
calculated.

Pressure drop alone can be compared and used as a measure of
the change in permeability between slim tubes since all the tubes had
similar dimensions and received the same flow rates of brine during the
tests.

The empty volume in the slim tubes, called the pore volume, was
40-50 mi. This pore volume was calculated from the product of the total

volume of the slim tube and an estimate of the porosity (about 40%).

Caiculation of Base permeability

The base permeability of each tube was measured using the Brine

#1 flowing at full pressure: about 95 psi (0.665 megapascal) in the slim
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tube (controlled at the outlet end with the back pressure regulator) and
about 110 psi (0.758 megapascal) in the pressure vessel (outside of the
slim tube). Base permeability was calculated using the Darcy Equation:
k=4.08"Q*u*L
A AP
AP =The pressure drop across a porous pack or rock, [=]psi
Q = Volumetric flow rate through pack, [=]cc/hr
y = Viscosity of fluid (single phase) through pack [=] centipoise
L = Length of pack (parallel to flow), [=] cm
A, = Cross sectional area (normal to flow) [=] cm?
k = Permeability [=] milliDarcy
4.08 = a conversion constant to make the units compatible [=] mD-hr-
psifcp/cc?
Base permeabiiity, along with other properties of each packed slim

tube are given in Table 3.

Table 3 Properties of sand packed slim tubes

Tube | Example | Tube Length, L, | Mass permeability,

# Number | ID,cm | cm of sand, g | Darcy

Qa 8,9 0.978 121.9 166.4 0.7

9b 10 0.978 121.9 175.6 1.2
EXAMPLE 1

ANAEROBIC ENRICHMENT FOR INDIGENOUS MICROBES FROM OIL
RESERVOIR SAMPLES

To enrich for species that could reduce any of the electron
acceptors nitrate, fumarate or the ferric ion (Fe (111}, we inoculated 1 mL of
either injection water or production water from Well #2, described in
General Methods, into 9 mL of minimal salts media (Table 4) in 20 mL
anaerobic serum vials, supplemented with lactate (2000 ppm) as the
carbon source, sodium chioride to 4300 ppm and as eleciron acceptor
either 1.6 g/L sodium nitrate, or 3.5 g/L sodium fumarate, or 13,000 ppm
NaEDTAFe(lll}). A fourth enrichment having a rich medium, Marine broth
(Difco™ B. D. Diagnostics Sparks MD), which was supplemented with
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sodium chloride to 3900 ppm and lactate to 2000 ppt, was used to enrich
for microbes that require more than a minimal medium for growth. The
electron acceptor in the Marine broth sample was scavenged from the Fe
(1), sulfate, nitrate and organic molecules in the formulation that could be
5 used as electron acceptors. Each sample of medium was deoxygenated
by sparging the filled vials with a mixture of nitrogen and carbon dioxide
followed by autoclaving. All manipulations of bacteria were performed in
an anaerobic chamber (Coy Laboratories Products, Inc., Grass Lake, M),

and the cultures were incubated at ambient temperature.

10 Table 4 Minimal salts medium

g/L Chemical
1.0 NH,CI
0.5 KH,PO,
04 MgCl».6H,0
0.2 CaClL,.2H,0
10 NaCl
0.69 NaH2PO4
2.5 NaHCO;
0.073 KSO.
1000X g/L Trace elements
1.5 FeCl,.4H,0O
0.002 CuCl,.2H,0
0.1 MnCL,.4H,0
0.19 CoCl,.6H,0
0.07 ZnCl,
0.006 H3BO;
0.036 Na,MoQO,.2H,0
0.024 NiCl,.6H,0
0.277 HCI
1000X g/L Selenium/ tungstate
0.006 Na,Se0,.5H,0
0.008 Na,WQ0,.2H,0
0.5 NaOH
1000X mg/L Vitamin mix
100 vitamin B12
80 p-aminobenzoic acid
20 D(+)-Biotin
200 nicotinic acid
100 calcium pantothenate
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300 pyridoxine
hydrochloride

200 thiamine-HCL.2H,0

50 Alpha-lipoic acid

The pH of the medium was adjusted to 7.3.

The enrichments containing nitrate were monitored and sampled
regularly for nitrate depletion and nitrite accumulation, or in some cases,
nitrite depletion. When nitrate was depieted in the sample (usually by 14
days), lactate and nitrate were added to the original final concentrations.
Lactate and the electron acceptor in each of the other enrichments were
added to the original final concentrations as well. In the marine broth

enrichment sample, lactate was added for further incubation.

All vials were incubated for addition 14 to 20 days at room
temperature. Changes which indicated growth on lactate and the electron
acceptor combination of each enrichment were observed in the vial
samples. Changes included visible turbidity in the medium, and the
presence of biofilms on the glass vials or at the gas-aqueous interface, as
well as nitrate and nitrite reduction in vials containing nitrate as the
electron acceptor. Turbidly was similar in each vial indicting that there was
a diverse population of microorganisms in both the injection water and the
production water.

After a second incubation of 14-20 days at room temperature, a 100
ulL sample from each enrichment was streaked onto Marine broth agar
plates (made per recipe, Difco 2216, Becton-Dickenson, Sparks, MD) and
incubated at room temperature for two days. Representative colonies with
unique morphologies were isolated, restreaked onto Marine broth agar
piates, and grown to purify isolates. Samples of isolated colonies were
screened for identification by PCR amplification using direct coiony rDNA
analysis described in the General Methods using both the reverse PCR
primer 1492R (SEQ ID NO:43) and forWard PCR primer 8F(SEQ ID
NO:44). The DNA sequencing and analysis described in General Methods
was used to obtain 16S rDNA sequence for microbial identification.

Isolates identified as belonging to Arcobacter were primarily obtained from
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the fumarate and marine broth enrichments of the production water.
Seven isolates were named 97AE 3-12, 97AE3-1, 97AE 3-3, 97AE 3-7,
97AE 4-6, 97AE 4-5, and S7AE4-1.

EXAMPLE 2
CHARACTERIZATION OF ISOLATED STRAINS WITH RESPECT TO
ARCOBACTER SP.
To determine the 16S rDNA sequence of the seven isolates named
97AE 3-12, 97AE3-1, 97AE 3-3, 97AE 3-7, S7AE 4-6, 97AE 4-5, and

97AE4-1 (Example 1), each of the seven isolates was picked as a pure

single colony, DNA was isolated and the 16S rRNA gene was amplified by
PCR using the procedures in General Methods. The amplified sequences
were cloned into pCR -TOPO4 vector using the TOPO TA cloning system
(Invitrogen), as recommended by the manufacturer, and then sequenced
muitiple times using primers 1492R, 8F, M13 Reverse, and M13 Forward
of SEQ ID NOs:43-46, respectively, to obtain the near full sequence. Each
strain 16S rDNA sequence (97AE 3-12: SEQ ID NO:1, 97AE3-1: SEQ ID
NO:33, 97AE 3-3: SEQ ID NO:34, 97AE 3-7: SEQ ID NO:35, 97AE 4-6:
SEQ ID NO:38, 97AE 4-5: SEQ ID NO:37, and 97AE4-1: SEQ ID NO:36)
was queried against the NCBI (National Center for Biotechnology
Information) database using the BLAST (Basic Local Alignment Search
Tool) algorithm program provided by NCBI (Altschul, et al. (1990) J. Mol.
Biol. 215:403-410) to identify the most similar nucleotide sequences. This
was executed by comparing the query sequence to similar 16S rDNA
sequences in the database and determining a score of relative percent
identity. All query sequences, one each for 97AE 3-12, 97AES3-1, 97AE 3-
3, 97AE 3-7, 97AE 4-6, 97AE 4-5, and 97AE4-1, returned top hits as
Arcobacter marinus CL-S1 (SEQ ID NO:4), Arcobacter sp. Solar Lake
(SEQ ID NO:2), or Arcobacter sp. YJQ-18 (SEQ ID NO:3) at greater than
or equal to 99% identity.

Based on the initial Arcobacter identity, 24 16S rDNA reference
sequences in the NCBI database from the Arcobacter genus and 5 related

sequences were selected. These sequences are listed in Table 1 with
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SEQ ID NOs: 2-6, 8, 9, and 11-31. Reference sequences included 10
from Arcobacter strains (SEQ ID NOs4, 6, 8, 9, 15, 17-21) that represent
12 different Arcobacter species (Type strains) recognized by the
International Committee on Systematics of Prokaryotes (List of Prokaryotic
names with Standing in Nomenclature). Also the reference sequences
included 6 strains from oil reservoirs (SEQ ID NOs:3, 5, 24, 25, 28 and
31). Other Arcobacter isolates and strains were included as reference
sequences because they had been referenced in peer reviewed journals
as Arcobacter sp. but had not yet been critically typed and described as
species (SEQ ID NOs:2, 11-14, 16, 22, 23, 26, 27 and 30). In addition the
E. coli K12 16S rDNA B sequence (positions 8-1511; SEQ ID NO:32) was
used to serve as a scaffold for the sequence alignment and to provide the
base coordinate system, which is recognized as the base position
standard (Brosius, J., et al. (1981) J. of Molecular Biology, 148(2).107-127;
Woese, (1987) Bacterial Evolution. Microbial Rev. 51: 221-271). The test
sequence for alignment was from strain 97AE3-12 (SEQ ID NO:1). This
sequence was representative of the other six strains based on sequence
stretches (500 -700 bp) which showed high sequence identity between all
six strains and Arcobacter marinus CL-S1 (GenBank: EU512920).

A global alignment was created using near full length 16S rDNA
sequences of SEQ ID NOs:1-6, 8, 9, and 11-32 with the Clustal W
alignment algorithm (Chenna, R. H., et al, 2005 and Lark, M. A. et al,
2007). All 24 Arcobacter sequences aligned and showed a significant
distance in identity to the E. coli K12 16S rDNA with sequence identity of
76 to 78%. All sequences demonstrated a 25 bp deletion when compared
to the E. coli K12 sequence in variable region 3 at base coordinate
positions 452 to 476. There also was a 4 bp insertion (WGCT) in variable
region 6 at base coordinate position 1028 and a 6 bp deletion in variable
region 9 at base coordinates 1451 to 1456. These structural signatures are
consistent with the éignature for the following phylogenetic classification:
Bacteria/ Epsilonproteobacteria/ Campylobacterales/

Campylobacteraceae/ Arcobacter.
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The alignment yielded the closest sequence identities for strain

97AE3-12 to Arcobacter sp. sequences shown in Table 5.

Table 5. 97AE3-12 and known 16S rDNA sequences having closest

sequence identities

Matching sequence description *Overlap |dentity
Uncultured Arcobacter sp. clone YJQ-18, 16S rRNA 1471/
gene partial sequence. GenBank: AY569293.1 1473 99.9%
Arcobacter sp. Solar Lake, Sinai Peninsuia, 16S rRNA 1431/
gene partial sequence (GenBank: L42994.1) 1437 99.7%
Arcobacter marinus CL-S1 (JCM 15502'), 16S rRNA 1419/
gene, partial sequence (GenBank: EU512920.2) 1426 99.5%
Bacterium enrichment culture clone EB27.1, 163 rRNA 1432/
gene, partial sequence. GenBank EU573100 1474 97.1%
Arcobacter hatophilus LA31B (ATCC BAA-1022T), 16S 1352/
rRNA gene, partial sequence, GenBank: AF513455.1 1402 96.4%
Arcobacter mytili strain F2075 (LMG 24559"), 16S rRNA 1334/
gene, partial sequence GenBank: EU669904.1 1401 94 5%
Arcobacter nitrofigilis (DSM 7299), complete genome, 1337/
GenBank: CP001999.1 1477 94.6%
Arcobacter butzferi RM4018, complete genome. 1375/
GenBank: AY570593 1479 93.0%
Bacterium enrichment culture clone PL-8B1, 16S rRNA
gene, partial sequence. Low temperature oil reservoir 1366/
GenBank 1477 92.5%
Thiomicrospira sp. CVO, 16S rRNA gene, partial 1088/
sequence GenBank: U46506.2 1277 85.2%

* Overlap means the length of overlapping sequence that was used to
determine the percent identity (includes mismatches, deletions, and
insertions between fixed ends). This varies due to variability of available
sequence length for different 16S rDNA sequences.

A phylogenetic tree was created by Clustal W alignment with the
same rDNA sequences (SEQ ID NOs:1-6, 8, 9, 11-32) using the
phylogenetic tree and bootstrapping functions of the MegAlign™ program
in the DNAstar LaserGene package (LaserGene™, DNASTAR, Inc
Madison, WI). The phylogenetic tree shown in Figure 1 shows all
Arcobacter reference strains with strain 97AE3-12. The ten recognized
Arcobacter reference strains form three clades (1, 2, and 3} in the
molecular phylogenetic analysis. A. marinus and A. halophilus are in clade

1, A. nitrofigillis is in clade 2, and the known pathogens represented by A.
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butzlerii are all in clade 3. As shown in Figure 1, strain 97AE3-12 falls
within the Arcobacter clade 1 which includes Arcobacter marinus CL-S1
(JCM 155027) (Kim, H.M. et al Int. J. Syst. Evol. Microbiol. 60:53 (2010)
which is the type reference strain with the highest sequence identity at
99.5%. Other isolated and described strains in clade 1 include Arcobacter
sp Solar Lake, Arcobacter halophiius LA31B (ATCC BAA-10227) (Teske et
al. (1996) Appl. Environ. Microbiol. 62:4210; Donachie et al (2005) Int. J.
Syst. Evol. Microbial. 55:1271). Though A. mytili F2075 and A. nitrofigillis
DSM7299 have practically the same percent 163 rDNA sequence identity
to 97AE3-12, the signature sequences of the 16S rDNA of these two
strains place them in clades 1 and 2, respectively.

Phylogenetic clade 3 is anchored by Arcobacter butzleri (the most
described and isolated Arcobacter species). This clade also contains
Arcobacter skirrowi, Arcobacter thereius, Arcobacter cibarius and
Arcobacter cryaerophilus. All of these strains are BSL2 organisms.

In the same manner a molecular phylogenetic tree was generated
to show the relatedness among newly isolated strains 97AE 3-12, 97AE3-
1, 97AE 3-3, 97AE 3-7, 97AE 4-6, 97AE 4-5, and 97AE4-1, and also their
relationship to a subset of the reference strains used above. This tree
shown in Figure 2 indicates the close relationship between the newly
isolated strains and the known strains Arcobacter sp. Solar Lake and
Arcobacter sp. YJQ-18 that are shown in Figure 1 to be in Arcobacter
clade 1.

Using the same global multiple sequence alignment described
above, signature positions in the 16S rDNA sequences were identified
which may be used to distinguish Arcobacter species in clade 1 from the
Arcobacter species in clades 2 and 3 by the signature sequences at these
positions. These signature positions are listed in Table 6, with position
coordinates from the E. cofi 165 rDNA sequence. The consensus
sequence for Arcobacter sp. clade 1 at each of the signature positions is
listed. At some positions a single nucleotide occurs, while at other
positions there is degeneracy where R may be Aor G, Y may be Cor T, M
may be AorC,Kmaybe GorT,Smaybe CorG,WmaybeAorT, B
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may be C, G, orT,Dmaybe A, G,or T, Hmay be A, C, or T, V may be A,
C,orGandNisA, C,GorT.

In Table 6 the Arcobacter sp. clade 1 consensus nucleotides at
each signature position are compared to the consensus nucleotides for
each signature position of Arcobacter sp. clade 2 and clade 3. In addition
to consensus nucleotides of clade1, the nucleotides present at each
signature position in clade 1 strains 97AE3-12, Arcobacter marinus CL-81
and Arcobacter halophilus LA31B are shown in Table 6. The nucleotides
at all of the signature positions together, for each of these strains,
identifies these strains as Arcobacter sp. clade 1, while there are
differences from the Arcobacter sp. clade 1 consensus nucleotides among
the signature positions for Arcobacter sp clade 2 and clade 3 species.

The majority of the signature positions identified were located in the
hypervariable regions of the 16S rDNA, with positions designated by
nucleotides of the 16S rDNA sequence from E. coli:

hypervariable region 1 between positions 44 and 110

hypervariable region 2 between positions 120 and 300

hypervariable region 3 between positions 365 and 500

hypervariable region 4 between positions 574 and 750 .

hypervariable region 5 between positions 820 and 880

hypervariable region 6 between positions 990 and 1050

hypervariable region 7 between positions 1115 and 1175

hypervariable region 8 between positions 1240 and 1370

hypervariable region 9 between positions 1415 and 1465

The identified signature sequences in the16S rDNA sequence may
be used to identify microorganism strains as belonging to Arcobacter clade
1 as opposed to Arcobacter sp. clade 2 or 3. A composite degenerate 16S
rDNA sequence for Arcobacter sp. clade 1 that contains all of the
degenerate signature sequences in Table 6 is SEQ ID NO:40. This
degenerate sequence includes insertion/deletion positions in Table 6.
Known or newly isolated microbial strains may be identified as belonging
to Arcobacter sp. clade 1 by having 16S rDNA that is of SEQ ID NO:40.

The most prevalent, or dominant consensus 16S rDNA sequence for
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Arcobacter sp. clade 1 16S rDNA is SEQ 1D NO:39. 16S rDNA sequences
containing all of the signature sequences in Table 6 for Arcobacter clades
2 and 3 are SEQ ID NOs:41 and 42, respectively. An alignment of the 16S
rDNA sequences for Arcobacter clade 1 dominant consensus, Arcobacter
5 clade 1 degenerate consensus, strain 97AE3-12, Arcobacter clade 2
degenerate consensus, and Arcobacter clade 3 degenerate consensus is
shown in Figure 3. The differences between the 16S rDNA signature
sequences for clades 1, 2, and 3 are in bold and underlined.
Explanations for the notations in Figure 3A-D:

10 No bracket around “N” or “~* (insertion or deletion, respectively)
means that is the dominant and only sequence (it may be degenerate as
indicated by the letter used).

[N] means the nucleotide exists in more than one reference

sequence; it is prevalent but also a "-“ exists in our isolates and nearest

—
th

neighbors.
(N) means the nucleotide only exists in one reference sequence

”

and is dominated by a "-“ at that position.
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EXAMPLE 3

RIBOPRINTING TO DETERMINE STRAIN DIFFERENCES

The Arcobacter sp. strains isolated in Example 1: 97AE3-12,
97AE3-1, 97AE 3-3, 97AE 3-7, 97AE 4-6, 97AE 4-5, and 97AE4-1 were
subjected to automated Riboprinter® analysis, as described in General
Methods, to determine whether these isolated strains were unique with
respect to one another. As a reference strain, Arcobacter halophilus
(ATCC strain BAA-1022), which has 16S rDNA with 96.4% sequence
identity to strain 97AE3-12, was included in the anaiysis. While ail of these
strains have significant sequence identity to one another in the 16S rDNA,

several unique rDNA RiboPrint™

patterns were obtained. As shown in
Figure 4, the patterns of EcoRl restriction fragments which hybridized to
188 and 23S rDNA probes were different for Arcobacter sp. representative
strains 97AE3-12 (ATCC # PTA-11409), 97AE3-3 (ATCC # PTA-11410),
and 97AE3-1. This analysis showed that the genomic sequences
surrounding the 16S and 23 rRNA genes in these strains are different from
one another and also are different from the tested comparator strain

Arcobacter halophilus.

EXAMPLE 4
SCREENING OF BACTERIAL ISOLATE 97AE3-12 FOR GROWTH IN
THE PRESENCE OF OlL UNDER LOW AND HIGH SALT CONDITIONS

Cultures of strain 97AE3-12 were grown anaerobicaily in the

presence of oil using both a low salt minimal salts medium and a high salt
synthetic brine formuiation. The high salt synthetic brine used had a
salinity of 64 ppt, which is about two times the salinity of sea water: The
high salt synthetic brine was composed of the following: NaCl, 55.0 ¢/L,
NH4CI, 0.1 g/L, KH.POy4, 0.05 g/L, NaSQy4, 0.1 g/L, selenite-tungstate
solution [NaOH, 0.5 g/L, Na;Se03.5H,0, 6.0 mg/L, Na;W04.2H,0, 8.0
mg/L], 1 mL/L, NaHCOs, 0.2 g/L, vitamin solution {Vitamin B12, 100 mg/L,
p-aminobenzoic acid, 80 mg/L, D(+)-Biotin, 20 mg/L., Nicotinic acid, 200

45



WO 2012/061380 PCT/US2011/058778

10

15

20

[ 3]
N

mg/L, Calcium pantothenate, 100 mg/L, Pyridoxine hydrochioride, 300
mg/L., Thiamine-HC!.2 H,0, 200 mg/L, Alpha-lipoic acid, 50 mg/L ], 1 mL/L,
SL-10 trace metal solution {25 % HCI, 10 mL/L, FeCl,.4 H,0, 1.50 g/L,
ZnCls, 70 mg/l., MnCl,.4 H;O, 100 mg/L, H3BO3;, 6 mg/L, CoCl2.6 H,O, 190
mg/L, CuCl,.2 H,0, 2 mg/L, NiCl».6 H20, 24 mg/L, Na;M00O,4.2 H,0, 36
mg/L], 1 mL/L, CaCl,.2 H,O, 8.8 g/L, NaNOs4, 2.0 g/L, KCl, 0.86 g/L,
MgCl,.6 H20, 6.4 g/L, and supplemented with NaNOs, 2.0 g/L, pH 6.7 and
64 ppt salinity.

The low salt medium was composed of NaCl, 10 g/, NH4ClI, 1.0
g/L, KHoPOy, 0.5 g/l., KSQy4, 0.1 g/L, selenite-tungstate solution [NaOH,
0.5 g/L., Nay;Se0;.5 H,0, 6.0 mg/L, Na;,W0,.2H,0, 8.0 mg/L], 1 mL/L,
NaHCO;, 2.5 g/L, vitaminAsqution [Vitamin B12, 100 mg/L, p-
aminobenzoic acid, 80 mg/L, D(+)-Biotin, 20 mg/L, Nicotinic acid, 200
mg/L., Calcium pantothenate, 100 mg/L, Pyridoxine hydrochloride, 300
mg/L, Thiamine-HCI.2 H,O, 200 mg/L, Alpha-lipoic acid, 50 mg/L}, 1 mL/L,
SL-10 trace metal solution [25 % HCI, 10 mL/L, FeCl,.4 H,0O, 1.50 g/L,
ZnClz, 70 mg/L, MnCl2.4 H,O, 100 mg/L, H;BO3, 6 mg/L, CoCl».6 H.0,
190 mg/L, CuCl,.2 H:0, 2 mg/L, NiCl,.6 H;0, 24 mg/L, Na;MoO4.2 H20,
36 mg/L], 1 mL/L, CaClz.2 H;0, 0.1 g/L, MgCl».6 H>O, 0.2 g/L, yeast
extract, 0.5 g/L, and NaNO3, 2.0 g/L, pH 6.9 and 15 ppt salinity.

Both low and high salt media were tested for their ability to support
growth of Arcobacter sp. 97AE3-12 with and without sodium lactate added
as a carbon source at about 1 g/L (sodium lactate 60% syrup, 1.3 mi/L).
Sodium nitrate was added at 2 g/L in media as the electron acceptor for all
test samples. Media was degassed and 12 mL added to 20 mL serum
vials. 6.0 mL of degassed autoclaved petroleum oil from Well #2 in the
Wainwright field in the province of Alberta, Canada was added to each
vial. This oil was the sole carbon source in the samples lacking lactate.
0.45 ml of 97AE3-12 grown in an undefined medium (Sea salts (Sigma
$9883), 60.0 g/L, Peptone 5.0 g/L, Yeast Extract 5.0 g/l. Casamino Acids
5.0 g/L, NaFeEDTA 133 mg/L, with pH adjusted to between 6.4-6.6 and
filter sterilized) was added as inoculum to the anaerobic test cuitures to

about 5 x107 cells of inoculum per ml of medium. Test cultures which
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contained 97AE3-12 inoculum were prepared in duplicate. A single non-
inoculated controi (NIC) per test medium was prepared as an abiotic
control. Nitrate reduction was analyzed as a measurement of cell growth
in each medium by IC as described in General Methods. S7AE3-12
reduced 100% of the nitrate provided to nitrite within 6 days of incubation
at 25 °C in low salt medium supplemented with lactate, and reduced 50-
77% of the nitrate to nitrogen in the high salt medium supplemented with
lactate. Results in Table 7 show that Arcobacter sp. strain 97AE3-12 was
able to grow using lactate as a carbon source in the presence of petroleum

from the Wainwright Well, in both a low and a high salts medium.

Table 7. Nitrate reduction in cultures of 97AE3-12 in the presence of alil, in

low or high salt media

% Nitrate Reduction
Day: 1 2 6 17 29
Test1: low salt plus lactate 32.7% | 75.0% | 100.0% | 100.0% | 98.1%
NIC low salt- plus lactate 23.6% | -42% -3.9% 0.0% -1.6%
Test2: low salf no lactate 12.1% | 6.3% 11.5% 0.0% 22.9%
NIC-low salt no lactate 14.0% | -2.2% -1.4% 0.0% 9.6%
Test3: high salt plus lactate 11.2% | 324% | 77.0% 503% | 62.2%
NIC-high salt plus lactate 11.6% | -1.7% -0.8% 0.0% 13.9%
Test4: high salt no lactate 11.7% | 6.1% -15.6% 0.0% 27.8%
NIC-high salt no lactate 16.4% | 10.8% | -21.8% 0.0% 30.9%
EXAMPLE 5

SCREENING BACTERIAL ISOLATES FOR THEIR ABILITY TO FORM

BIOFILMS AND PLUG FLOW

Arcobacter strains 97AE 3-12, 97AE3-1, 97AE 3-3, 97AE 4-6, 97AE
4-5, 97AE 3-7, and 97AE4-1, that were isolated from a Canadian oil
reservoir as described in Example 1 above, were tested for their ability
form biofilms to inhibit flow in medium porosity (median pore diameter = 10
microns) sintered glass filters as described in General Methods. The high
salt medium used for testing had the following composition: NaCl, 54 g/L,
NH,4Cl, 0.1 g/L, KH,PQy4, 0.05 g/L, NaxSQy, 0.1 g/L, selenite-tungstate
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solution [NaOH, 0.5 g/L, Na;Se03.5 H20, 6.0 mg/L, Na;W0O,.2 H,O, 8.0
mg/L], 1 mL/L, NaHCO;3, 0.2 g/L, vitamin solution [Vitamin B12, 100 mg/L,
p-Aminobenzoic acid, 80 mg/L, D(+)}-Biotin, 20 mg/L, Nicotinic acid, 200
mg/L., Caicium pantothenate, 100 mg/L, Pyridoxine hydrochloride, 300
mg/L, Thiamine-HCI.2 H,O, 200 mg/L, Aipha-lipoic acid, 50 mg/L}, 1 mL/L,
SL-10 trace metal solution [25 % HCI, 10 mL/L, FeCl,.4 H20O, 1.50 g/L,
ZnCly, 70 mg/t, MnCl».4 H,0, 100 mg/L, HsBO3, 6 mg/L, CoCl».6 H;O, 190
mg/L, CuCl>.2 H,0, 2 mg/L, NiCl2.6 H20, 24 mg/L, Na;MoQO,4.2 H>0, 36
mg/L], 1 mL/L, CaCl..2 Hz0, 8.8 g/L, KCI, 0.86 g/L, MgCl,.6 H,O, 6.4 g/L,
disodium fumarate, 3275 g/L, sodium lactate, 1 g/L. This medium has
salinity of 75 ppt.

Each Arcobacter strain was inoculated into medium of the above
composition and incubated aerobically for 48 h. To initiate the test run 1
mL of a 48 h culture was added to 25 mL of the same medium in triplicate.
Triplicate filter assembiies containing the inoculated medium were
individually sealed in 125 mL incubation vessels under anaerobic
conditions and placed in an incubator/shaker at 28 °C at 100 rpm for 2
weeks. In addition triplicate, uninoculated controls with the same medium
formulation, but without the strain inoculum were run in parallel with the
inocuiated test samples.

After two weeks, flow rates were checked by passing 1 mL of
deionized water, gravity driven, through the filters. Time for water passage
was measured three times in succession for each of the test and control
filters. Flow rates were calculated and post incubation values were
compared to preincubation vaiues for each filter. Results in Table 8 show
that all strains tested caused a significant decrease in flow rate versus the
controls, which had an average of 27% increase in flow rate. The
increased flow rate resulted from better water saturation of the frit pores
after two weeks of submersed incubation. These results demonstrate the
capability of the isolated Arcobacter strains to form biofilms and plug pores

in sand.
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Table 8. Changes in flow rate through medium porosity giass filters after

two week incubation with Arcobacter isolates

flow, mlfsec
pre % Mean %
incubation post incubation mean change ir11 qhange
value values® flow rate in flow
rate
treatment #1 # #3
controf 1 0.077 0.091 0.100 | 0.100 | 0.097 +26 +27
control 2 0.083 0.100 0.100 | 0.100 | 0.100 +21
control 3 0.083 0.411 0.111 g.111 [ 011 +34
97AE 3-12 0.067 0.029 0.029 | 0.031 | 0.029 -57 -56
Replicate 0.063 0.026 0.029 | 0.029 | 0.028 -56
Replicate 0.063 0.028 0.029 | 0.031 | 0.029 -54
97AE 3-3 0.111 0.083 0.083 | 0.083 | 0.083 -25 -48
Replicate 0.111 0.040 0.043 | 0.045 | 0.043 -61
Replicate 0.143 0.056 0.059 | 0.059 | 0.058 -59
97AE 4-6 0.143 0.071 0.077 { 0.071 | 0.073 -49 -52
Replicate 0.071 0.031 0.033 | 0.036 | 0.033 -54
Replicate 0.053 0.024 0.026 | 0.027 | 0.025 -53
97AE 4-5 0.100 0.037 0.042 | 0.042 | 0.040 -60 ~61
Replicate 0.125 0.042 0.045 | 0.048 | 0.045 -64
Replicate 0.063 0.025 0.027 | 0.026 | 0.026 -59
97AE 3-7 0.067 0.027 0.022 | 0.031 | 0.029 -57 -57
Replicate 0.091 0.033 0.038 | 0.038 | 0.037 -59
Replicate 0.050 0.022 0.022 | 0.023 | 0.022 -56
97AE 4-1 0.091 0.059 0.059 | 0.067 | 0.061 -33 -50
Replicate 0.111 0.037 0.038 | 0.040 | 0.038 -66
Replicate
* 3 successive measurements/replicate.
lcalculated as ((mean post incubation, mL/sec/preincubation, mL/sec)-

1) x 100

EXAMPLE 6
97AE3-12 ARCOBACTER STRAIN BIOFILM ASSAY IN LOW AND HIGH

SALT MEDIA WITH LACTATE AS CARBON SOQURCE

Strain 97AE3-12 was assayed for the ability to form biofilms on

sintered glass filters as described in General Methods using three different

media ranging in salinity from 15 ppt to 68 ppt. Salinity of each media was

measured by refractometer. 97AE3-12 was grown anaerobically in growth

media of the following compositions:
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Medium 1: minimal salts medium; NaCl, 10 g/L, NH4Cl, 1.0 g/L,
KHoPO4, 0.5 g/L, KSO4, 0.1 g/L, selenite-tungstate solution [NaOH, 0.5
g/L., Na,;Se03.5 H;0, 6.0 mg/L, Na;W0O4.2H20, 8.0 mg/L], 1 mL/L,
NaHCO,, 2.5 g/L, vitamin solution [Vitamin B12, 100 mg/L, p-
aminobenzoic acid, 80 mg/L, D(+)-Biotin, 20 mg/L, Nicotinic acid, 200
mg/L, Calcium pantothenate, 100 mg/L, Pyridoxine hydrochloride, 300
mg/L, Thiamine-HCI.2 H,O, 200 mg/L, Alpha-lipoic acid, 50 mg/L], 1 mLIL,
SL-10 trace metal solution [25 % HCI, 10 mL/L, FeCl,.4 H;O, 1.50 g/L,
ZnCly, 70 mg/L, MnCl,.4 H20, 100 mg/L, H3BO3, 6 mg/lL, CoCl,.6 H20, 190
mg/L, CuCl,.2 H20, 2 mg/L, NiCl,.6 H,0, 24 mg/L, Na;MoQO4.2 H,0, 36
mg/L], 1 mL/L, CaCl,.2H:0, 0.1 g/L, MgCl».6H,0, 0.2 g/L, yeast extract,
0.025 g/L, NaNO3, 2.0 g/L, sodium lactate 60% syrup, 1.3 ml/L,
Bromothymol blue solution, 0.4%, 3 mL. The saiinity of this medium is 15
ppt.

Medium 2 equals Medium 1 in composition but with NaCl increased
to 30g/L. The salinity of this medium is 35 ppt.

Medium 3 is a high salts medium which includes higher levels of
NaCl and the cations Ca++ and Mg++: NaCl, 51.5 g/L, NH4Cl, 0.1 g/L,
KH.PQ4, 0.05 g/l., Na;SOy4, 0.1 g/L, selenite-tungstate solution [NaOH, 0.5
g/L, NaSe03.5 H,0, 6.0 mg/L, Na;W0O,4.2 H,0O, 8.0 mg/L], 1 mL/L,
NaHCO;, 0.2 g/L, vitamin solution [Vitamin B12, 100 mg/L, p-
aminobenzoic acid, 80 mg/L, D(+)-Biotin, 20 mg/L, Nicotinic acid, 200
mg/L, Calcium pantothenate, 100 mg/L., Pyridoxine hydrochloride, 300
mg/L, Thiamine-HC!.2 H,O, 200 mg/L, Alpha-lipoic acid, 50 mg/L], 1 mL/L,
SL-10 trace metal solution [25 % HCI, 10 mL/L, FeCl:.4 H.0O, 1.50 g/L,
ZnClz, 70 mg/L, MnCl,.4 H,0, 100 mg/L, H3;BO;, 6 mg/L, CoCl».6 H,O, 190
mg/L, CuCl,.2 H,0, 2 mg/L, NiCl».6 H,O, 24 mg/L, Na,Mo04.2 H.O, 36
mg/L], 1 mL/L, CaCl,.2 H,0, 8.8 g/L, yeast extract, 0.025 g/L, NaNOs, 2.0
g/L, sodium lactate 60% syrup, 1.3 ml/L, KCI, 0.86 g/L, MgCl,.6 H:0, 6.4
g/L, Bromothymol blue solution, 0.4%, 1 mL. The salinity of this medium is
68 ppt.

The experiment and flow rate tests after 2 weeks of incubation were

performed as described in General Methods. Medium inoculated with
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Arcobacter sp. 97AE3-12 were prepared in triplicate; non inoculated

controls were prepared in duplicate. While the flow rate increased in the

controls as in Example 5, strain 97AE3-12 caused a significant decrease in

flow rate (Table 9). The flow rates in the controi treatments increased by

an average of 54, 35 and 46% for Medium 1, 2 and 3, respectively. The

test treatments containing the 97AE3-12 inocuium showed a mean decline

of 80, 80 and 46% in flow rate for medium 1, 2 and 3, respectively which

had salinities of 15, 35 and 68 ppt, respectively.

Table 9 Changes in flow rate through medium porosity glass filters after

two weeks incubation.

pre-
incubation post incubation
0,
Mean flow | f1OW flow flow '\;Ilga/n cha/;ge % change
rate, ml/sec rate, rate, rate, rate, in flow IN mean
ml/sec mlisec mi/sec 1 flow rate
mifsec rate
1 2 3
test1 15 ppt 0.111 0.017 0.018 0.017 0.017 -84
test2 15 ppt 0.100 0.020 0.020 0.020 0.020 -80 -80
test3 15 ppt 0.091 0.022 0.022 0.022 0.022 -76
control1 15 ppt 0.143 0.200 0.200 | 0.167 0,189 32 54
control2 15 ppt 0.143 0.250 0.250 0.250 0.250 75
test1 35 ppt 0.143 0.030 0.031 0.031 0.031 -78
test2 35 ppt 0.143 0.027 0.024 0.024 0.025 -82 -80
test3 35 ppt 0.125 0.026 0.027 0.028 0.027 -78
controll 35 ppt 0.100 0.125 0.111 0.125 0.120 20 35
confrol2 35 ppt 0:111 0.167 Q167 | 0.167 0.167 50
test1 68 ppt 0.091 0.067 0.071 0.077 0.072 -21 45
test1 68 ppt 0.125 0.056 0.056 0.059 0.057 -b5
test1 68 ppt 0.111 0.043 0.043 0.038 0.042 -62
control1 68 ppt 0. 111 0.200 0.200 1.0.200 0.200 80 16
controlz 68 ppt 0.111 0,125 0.125 0125 0:125 13 :

* 3 successive measurements

! calculated as ((mean post incubation, mL/sec / preincubation, mL/sec)-1)

x 100
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EXAMPLE 7

AGGREGATION OF SILICA PARTICLES
Arcobacter strain 97AE3-12 was tested for its ability to aggregate

grains of crystalline silica as described in General Methods. The medium
used for testing had the following composition: NaCl, 54 g/L, NH4Cl, 0.1
g/L, KHzPO4, 0.05 g/L, NaxS0y4, 0.1 g/L, selenite-tungstate solution [NaOH,
0.5 g/L, Na;Se0;.5 H,0, 6.0 mg/L, Na,W0,.2 H;O, 8.0 mg/L], 0.5 mL/L,
NaHCO;, 0.1 g/L, vitamin solution [Vitamin B12, 100 mg/L, p-
Aminobenzoic acid, 80 mg/L, D(+)-Biotin, 20.00 mg/L, Nicotinic acid, 200
mg/L, Calcium pantothenate, 100 mg/L, Pyridoxine hydrochloride, 300
mg/L, Thiamine-HCI.2 H,O, 200 mg/L, Alpha-lipoic acid, 50 mg/L], 1.0
mL/L, SL-10 trace metal solution [25 % HCI, 10 mL/L, FeCl,.4 H,O, 1.50
g/L, ZnClz, 70 mg/L., MnCl,.4 H,0, 100 mg/L, H3BO3, 6 mg/L, CoCl,.6
H.O, 190 mg/L, CuCl,.2 H,O, 2 mg/L, NiCl,.6 H,O, 24 mg/L, Na-MoO4.2
H,0, 36 mg/L], 1.0 mL/L, CaCl,.2H.0, 4.4 g/L, 0.25 g yeast extract, 0.5 g
casein peptone, KCI, 0.86 g/L, MgCl,.6 H;0, 6.4 g/L, and sodium citrate, 1
g/L. Separate media had as the electron acceptor either NaNOs, 2 g/L or
NaFumarate 3.7 g/mL. The salinity is 64 ppt.

Duplicate samples of each medium were inoculated with 200 pL of
an aerobic culture of strain 97AE3-12. Duplicate control tubes were not
inoculated. Tubes were statically incubated for 7 days at 30 °C. After
seven days the mean OD600 of the duplicate, inoculated tubes and
duplicate uninoculated control tubes was about 0.04. When treatment
tubes were mixed vigorously by 10 seconds of vortexing, turbidity
increased dramatically due to resuspension of the crystalline silica, which
had settled to the tube bottoms. The decline in turbidity due to settling of
the crystalline silica was monitored over time after mixing by measuring
OD600. Results in Table 10 showed that turbidity declined much more
rapidly in the inoculated treatments than in the controls as indicated by the
percent reduction in OD600 for the inoculated culture vs the control at 1
min and 10 min after mixing.

This resulted from the silica particies forming large clumps, up to

100 microns in diameter as determined by microscopic examination, in the
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inoculated treatments, which settied rapidly compared to the dispersed,

unaggregated, 2-20 u particles in the uninoculated control tubes. The

contrasting behavior of the silica particles showed that strain 97AE3-12

formed a strong adhesive interaction with adjacent crystalline silica

wn

97AE3-12 cultures in both nitrate and fumarate media, though more

aggregation occurred with nitrate as the electron acceptor.

Table 10. Settling of silica particles due to microbial induced particle

10 aggregation.

particles causing clumping of the particles. Aggregation occurred for strain

. ) . i Optical density | Optical density
Electron Optical density (OD), 600 nm Optical density
(OD), 600 nm, (OD), 600 nm,
Donor and (OD), 800 nm, _ .
. 1 minute after | 10 minutes after
Acceptor Treatment before mixing » .
mixing mixing
uninoculated control, #1 20,0013 0.4597 0.4430
uninoculated control, #2 0.0013 0.4794 0.4699
1000 ppm Mean 0 0.4696 0.4565
Citrate inoculated test #1 0.0852 0.1738 0.1527
2000 ppm inoculated test #2 0.0826 0.1393 0.112
NaNOs Mean 0.0839 0.1566 0.1324
% reduction in QD 66.7% 71.0%
Not applicable
unincculated contral, #1 0.011 0.444 0.339
unincculated control, #2 0.011 0.486 0.360
1000 ppm Mean 0.011 0.465 0.350
Citrate inoculated test #1 0.018 0.265 0.217
NaFumarate Mean 0.021 0.268 0215
% reduction in OD 42.3% 38.6%
Not applicable )

CONTROL SLIM TUBE PRESSURE DROP MEASURMENTS

EXAMPLE 8

15 The slim tube set-up described in General Methods was used to

measure pressure changes of a control sand sample over time. Brine #1

that had been filter sterilized was fed continuously 8 days to slim tube 9a

53




WO 2012/061380 PCT/US2011/058778

(9]

10

while the pressure drop across the slim tube was measured (day 4 through
day 12 in Figure 7). The pressure drop remained about 3 psi (0.0207 mega
Pascal). This illustrates the stability of the packed sand in the slim tube
while being flooded with the filtered injection brine, as no change in the
pressure drop across the slim tube was observed experimentally. This is
contrast to the treated slim tubes described below in Examples 9 and 10

that showed marked changes in pressure drop as a result of the microbial

treatment.
EXAMPLE 9
INOCULATED, BATCH FED SLIM TUBE PRESSURE DROP
MEASURMENTS

Slim tube 9a of Example 8 was pre-inoculated with 60 ml of live
injection water (Brine #1 which was not filter sterilized) at a rate of 15
mi/hour for 4 hours. Foilowing this pre-inoculation, an effluent sample was
collected from slim tube 9a and cell counts were measured and are shown
in Table 11 (Cell Count1: 9a).

One day after pre-inoculation with unfiltered live injection water
(Brine #1), the slim tube was inoculated with strain 97AE3-12 (ATCC NO:
PTA-11409). A 1:1 dilution of a growing culture of strain 97AE3-12 with
unfiltered live injection water was grown in Brine #5 and incubated at room
temperature for 48 hours with agitation, and then diluted 1:30 in Brine #5
to inoculate slim tube 9a. Cell counts of this inoculum were determined
and are shown in Table 11 (Cell Count 2: 9a). A 50 ml voiume of this
inoculum was pumped into the slim tube at a rate of about 0.25 ml/min.
The process of slim tube inoculation took about 4 h to complete. Foilowing
inoculation the slim tube was shut in for 6 days. An effluent sample was
taken after the 6 day shut in period and cell counts were measured and
are shown in Table 11 (Cell Count 3: 9a).
Starting on day 20, upon completion of the aging period, Brine #2
was fed to slim tube 9a in 4 to 8 hr puises at a rate of 3.6 ml/hour twice a
week (once every 3 or 4 days) for about 25 days (ending on day 45, Figure

8). The pressure drop was measured across slim tube 9a throughout the
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regiment of pulse feeding. Four hr pulses were fed on days, 20, and 24.
Eight hr puises were fed on days 27, 32, 34, 41, and 44. Between each of
these nutrient pulses Brine #1 was fed at a rate of 3.6 ml/hr. The pressure
drop was initially about 3 psi (0.0207 mega Pascal). Ten days after initiating
puise feeding on slim tube 9a there was a discernable increase in pressure
drop that became more pronounced with time (Figure 8). At the end of the
experiment on day 45 the pressure drop was nearly 3 times the control
(Exampie 8). At this point in time an effluent sample was taken and cell
counts were measure and are shown in Table 11 (Celt Count 4: 9a). This
substantial increase in pressure demonstrates the potential for Arcobacter
sp. 97AE3-12 (ATCC NO: PTA-11409) to effectively modify the permeability

of porous rock when it is fed batch wise with nutrients.

EXAMPLE 10
CONTINUOUSLY- FED CORE SAND SLIM TUBE AND PRESSURE
DROP MEASURMENTS

Slim tube 9b (General Methods) was pre-inoculated with live

injection water from the test well site (unfiltered Brine #1), sampled for cell
counts in the effluent of the slim tube (Table 11, Cell count 1: 9b), and
inoculated with strain 97AE3-12 as in Example 9, except that Arcobacter
sp. strain 97AE3-12 was not diluted 1:1 with unfiltered injection Brine #1.
The cell count was measured in this inoculum and is shown in Table 11
(Cell Count 2: 9b). Foliowing inoculation with Arcobacter sp. strain 97 AE3-
12 the slim tube 9b was aged for 6 days as above. An effluent sample was
taken and cell counts were measured after inoculation and are shown in
Table 11 (Cell Count 3: 9b). Brine #2 nutrient feed was continuously fed to
slim tube 9b at a rate of 3.6 ml/hour for the duration of the experiment
while the pressure drop across it was measured (Figure 9). Initially the
pressure drop was about 2 psi (0.0137 mega Pascal) as shown in Figure 9
(see day 20). By day 32, the observed pressure drop for slim tube 9b had
increased by about a factor of 2 {o 3 compared to the initial pressure drop
at day 20. At day 32.8, feeding of Brine #2 was stopped due to a pump

failure. In order to restart the pump, it had to be primed at a high flow rate.
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This pump priming operation appeared to reduce the pressure drop as

seen after day 32.8 in Figure 9. However, after day 33, nutrient feed Brine

#3 was fed again at a rate of 3.6 mi/hour and the pressure drop climbed

again so that it was about a factor of 2 higher at the end of the experiment

at day 45 as compared to the initial pressure drop at day 20. At this point

in time an effluent sample was taken and cell counts were measure and

are shown in Table 11 (Cell Count 4: 9b). This substantial increase in

pressure demonstrates the potential for Arcobacter sp. 97AE3-12 (ATCC

NO: PTA-11409) to effectively modify the permeability of porous rock when

fed continuously with nutrients.

Table 11. Cell counts in different slim tube experiment sampies

Analysis

Slim tube 9a

Slim tube Sb

Cell count 1: effluent of slim tube
following pre-inoculation with live
brine

2.3x10" CFU/ml

2.3x10° CFU/m

Cell count 2 of the Arcobacter
inoculum

1.1x10° CFU/mi

1.7x10° CFU/mi

Cell count 3 in slim tube effluent
after 6 day aging with Arcobacter
inoculum

5.2x10° CFU/mI

7.6x10° CFU/mi

Cell count 4: MPNs in effluent

1.2x10" CFU/ml

3.1x10° CFU/mi
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CLAIMS
WHAT IS CLAIMED [S:
1. A method for enhancing oil recovery from an oil reservoir comprising:
a) providing a composition comprising:
i) at least one strain of Arcobacter belonging to Arcobacter
clade 1; and
i) a minimal growth medium comprising at least one electron
acceptor,
b) providing an oil reservoir;
c) inoculating the oii reservoir with the composition of (a) such that
the Arcobacter containing composition populates and grows in the
oil reservoir; and
d) recovering oil from the oil reservoir;
wherein growth of the Arcobacter in the oil reservoir enhances oil

recovery.

2. The method of claim 1 wherein the at least one strain of Arcobacter
belonging to Arcobacter clade 1 comprises the 163 rDNA degenerate

consensus sequence of SEQ |D NO:40 .

3. The method of claim 1 wherein the at least one strain of Arcobacter
belonging to Arcobacter clade 1 comprises a 16S rDNA sequence having
at least about 97% sequence identity to a sequence selected from the
group consisting of SEQ ID NOs:1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8, and 39.

4. The method of claim 1 wherein the electron acceptor is at least one

ionic salt of nitrate.
5. The method of claim 1 wherein the electron acceptor is at least one

ionic salt of nitrite or a combination of at least one salt of nitrite and at least

one salt of nitrate.
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6. The method of Claim 1 wherein the oil reservoir comprises at least one

fluid having a concentration of salt of at least about 30 parts per thousand.

7. The method of Claim 1 or 5 wherein the strain of Arcobacter belonging
to Arcobacter clade 1 comprises a partial 16S rDNA sequence selected
from the group consisting of SEQ 1D NOs;1, 33, 34, 35, 36, 37, and 38.

8. The method of Claim 7 wherein the strain of Arcobacter belonging to
Arcobacter clade 1 is selected from the group consisting of 97AE3-3
(ATCC No. PTA-11410) and 97AE3-12 (ATCC No. PTA- 11409).

9. The method of claim 1 wherein the composition of (a) further comprises
one or more additional microorganisms which grow in the presence of oil

under denitrifying conditions.

10. The method of claim 9, wherein said one or more additional
microorganisms comprises a Shewanella species or Thauera sp. AL9:8
(ATCC # PTA-9497).

11. The method of claim 10 wherein the Shewanella species.comprises a
16S rDNA comprising the degenerate signature sequences of SEQ ID
NOs: 48, 50 and 52.

12. An isolated microorganism of a strain selected from the group
consisting of 97AE3-3 (ATCC No. PTA-11410) and 97AE3-12 (ATCC No.
PTA-11409).

13. An oil recovery enhancing composition comprising:
a) at least one isolated strain of Arcobacter comprising a partial 16S
rDNA sequence selected from the group consisting of SEQ ID
NOs;1, 33, 34, 35, 36, 37, and 38;

b) one or more electron acceptors; and
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c) at least one carbon source.

14. The composition of Claim 13 wherein the strain of Arcobacter is
selected from the group consisting of 97AE3-3 (ATCC No. PTA-11410)
and 97AE3-12 (ATCC No. PTA-11409).

15. The composition of claim 13 wherein said at least one carbon source is
selected from the group consisting of lactate, acetate, formate and

succinate.

16. The composition of claim 13, further comprising one or more additional

microorganisms.

17. The composition of claim 16, wherein said one or more additional

microorganisms grows in the presence of oil under denitrifying conditions.

18. The composition of claim 17, wherein said one or more additional
microorganisms comprises a Shewanella species or Thauera sp. AL9:8
(ATCC # PTA-949).

19. The composition of claim 18 wherein the Shewanella species
comprises a 1638 rDNA comprising the degenerate signature sequences
of SEQ ID NGs: 48, 50 and 52.
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APOSTILLA
(Convencion de La Haya del 5 de octubre de 1961)
1. Pais: Estados Unidos de América

Este documento publico

2. ha sido firmado por Colleen A. Taylor

3. actuando en calidad de Notario Publico del Estado de Delaware

4, esta marcado con la estampilla/sello de Colleen A. Taylor, Notario Publico, Delaware
Certificado

5. en Dover, Delaware

6. el Dia treinta de abril de 2013

7. por  Secretario de Estado, Departamento de Estado de Delaware

8. No. 0493773

9. Sellado, SELLO DEL SECRETARIO DE ESTADO, DELAWARE

10. Firmado por SECRETARIO DE ESTADO



(Cesién de la invencién METODOS, VARIEDADES Y COMPOSICIONES UTILIZADAS PARA LA
RECUPERACION MEJORADA MICROBIAL DE ACEITE: ACTOBACTER CLADO 1, en idioma
inglés y espaiol firmada por Edwin R. HENDRICKSON y Abigail K. LUCKRING el dia 11 de abril
de 2013)

Estados Unidos de América )
Estado de Delaware ) ss.
Condado de New Castle )

Este dia 11 de abril de 2013, comparecié6 personalmente ante mi Edwin R.
Hendrickson y Abigail K. Luckring conocidos por mi y conocidos por mi como el individuo
descrito en y quien suscribi6 el anterior instrumento, y que reconocié ante mi que suscribio6 el
mismo.

(Firma)
Notario Publico

(Sello Colleen A. Taylor, Notario Publico, Estado de Delaware, Mi comisién vence el 25 de
enero de 2014)



(Cesién de la invencién METODOS, VARIEDADES Y COMPOSICIONES UTILIZADAS PARA LA
RECUPERACION MEJORADA MICROBIAL DE ACEITE: ACTOBACTER CLADO 1, en idioma
inglés y espafiol firmada por Scott Christopher JACKSON el dia 16 de abril de 2013)

Estados Unidos de América )
Estado de Delaware ) ss.
Condado de New Castle )

Este dia 16 de abril de 2013, comparecié personalmente ante mi Scott Christopher
Jackson conocido por miy conocido por mi como el individuo descrito en y quien suscribi6 el
anterior instrumento, y que reconoci6 ante mi que suscribié el mismo.

(Firma)
Notario Publico

(Sello Colleen A. Taylor, Notario Publico, Estado de Delaware, Mi comisién vence el 25 de
enero de 2014)



PATENTE

EN LA OFICINA DE MARCAS Y PATENTES DE LOS ESTADOS UNIDOS

EN LA SOLICITUD DE:

EDWIN R. HENDRICKSON et al.

CASO No.: CL5181USNA SOLICITUD No.:
CONFIRMACION No: UNIDAD DE GRUPO TECNICO:
EXAMINADOR: PRESENTADA:

PARA: METODOS, CEPAS Y COMPOSICIONES UTILES PARA LA
RECUPERACION MICROBIALMENTE MEJORADA DEL PETROLEO:
ARCOBACTER CLADE 1

DECLARACION DEL DEPOSITO DEL CULTIVO BIOLOGICO

Via EFS-Web

Comisionado para patentes

P.O. Box1450

Alexandria, VA 22313-1450

Sefior:

Yo, ROGER W. HERRELL, JR., declaro lo siguiente:

a) Soy el apoderado registrado en la solicitud antes identificada;
b) De acuerdo a la norma 37 CFR 1.804, los cultivos de los siguientes
materiales biol6gicos han sido depositados con el (los) siguiente(s)

depositario(s) internacional(es):
American Type Culture Collection (ATCC)

10801 University Blvd., Manassas, VA 20110, U.S.A.



Bajo condiciones que satisfacen los requerimientos del Tratado de Budapest
sobre el Reconocimiento Internacional de Depdsitos de Microorganismos para

el propdsito de Procedimientos de patentes [“El Tratado™];

c) Se adjunta una copia del recibo emitido de acuerdo con las Reglas del
Tratado 7.3y 10.2;y

Identificacion del Numero de acceso Fecha del deposito
depositante del organismo de depdsito Internacional

Arcobacter sp 97AE3-3 PTA-11410 Octubre 14, 2010
Arcobacter sp 97AE3-12 PTA-11409 Octubre 14, 2010

Caso No.: CL5181USNA

Declaracion del Depdsito de Cultivo Bioldgico Pag. 2

d) Todas las restricciones sobre la disponibilidad al publico del cultivo seran
removidas irrevocablemente luego del otorgamiento de la patente

Estadounidense a la solicitud antes identificada.

Atentamente.

/Roger W. Herrell, Jr/

ROGER W. HERRELL, JR.

APODERADO DE LOS
SOLICITANTES

Registro No.: 62.228

Teléfono: (302) 992-5463



Fax: (302) 355-3982

Fechado: Octubre 25, 2011

Anexo: Recibo del Deposito



CERTIFICADO DE DEPOSITO BAJO BUDAPEST

RECONOCIMIENTO INTERNACIONAL DE DEPOSITOS DE
MICROORGANISMOS PARA EL PROPOSITO DE PROCEDIMIENTOS DE
PATENTES

FORMA INTERNACIONAL

RECIBO EN EL CASO DE UN DEPOSITO ORIGINAL EMITIDO DE
ACUERDO CON LA REGLA 7.3

Y DECLARACION DE VIABILIDAD EMITIDA DE ACUERDO CON LA REGLA
10.2

La American Type Culture Collection (ATCC®) ha recibido su depdsito de
semillas/cepas relacionadas con la presentacion de una solicitud de patente. La
siguiente informacion se suministra para cumplir con los requerimientos de la

Oficina de Patentes.

Robert S. Scott

E. I. DuPont de Nemours and Company, Inc.
200 Powder Mill Road

Experimental Station E301/317

Wilmington, DE 19880-0301

Depositado a nombre de: E.I. DuPont de Nemours and Company, Inc.

Fecha de Recepcion de las semillas/cepas por ATCC®: Octubre 10, 2010

Referencia Identificacion Designacion del Depésito Cantidad
del Depositante de Patente ATCC® Recibida
Arcobacter sp: 97AE3-12 PTA-11409 25 frascos

Arcobacter sp: 97AE3-3 PTA-11410 25 frascos



La ATCC® entiende que:

1. El deposito de estas semillas/cepas no le otorga licencia a ATCC®, ni
expresa ni implicita, para infringir la patente, y nuestra entrega de estas
semillas/cepas a terceros no les otorga a estos una licencia, ni expresa
ni implicita, para infringir la patente.

2. Si el depodsito muriera o fuera destruido durante el término efectivo de
vida de la patente, serd su responsabilidad remplazarlo con material
viable. También sera su responsabilidad suministrar una cantidad
suficiente para su distribucion durante el término del depésito. ATCC®
distribuira y mantendra el material durante 30 afios o 5 afios segun la
solicitud mas reciente para el depésito, el que sea mas largo. Los
Estados Unidos y muchos otros paises son signatarios del Tratado de
Budapest.

Antes del otorgamiento de una Patente Estadounidense, la ATCC® esta de
acuerdo en considerar un cargo por una vez por el servicio, no distribuir estas
semillas/cepas o cualquier informacién relacionada con estas o su depdsito
excepto por instruccion del depositante o de la Oficina de patentes relevante.
Después que la patente haya sido otorgada, nosotros somos responsables de
liberar las semillas/cepas y por lo tanto estaran disponibles para su distribucion
al publico sin restricciones. Les informaremos de las solicitudes de

semillas/cepas durante 30 afios a partir de la fecha del depésito.

El depdsito fue probado el 5 de noviembre de 2010 y en esa fecha, las

semillas/cepas fueron consideradas viables

Autoridad Depositaria Internacional: American Type Culture Collection
(ATCC®), Manassas, VA, USA

Firma de la persona que tiene autoridad para representar a ATCC®:

Rochelle Harrington



Firmado digitalmente por Rochelle Harrington (Letra pequefa ilegible)

ATCC® Depositaria para patente Noviembre 9, 2010

Cc: Neil Feltham Fecha

Ref: Expediente o caso No.: CL5181



LISTA DE SECUENCIAS

<110> DuPont Company

Hendrickson, Edwin

<120> METODOS, CEPAS Y COMPOSICIONES UTILES PARA RECUPERACION MEJORADA

DE PETROLEO MEDIANTE EL USO DE MICROBIOS: Arcobacter de clado 1

<130> CL5181

<160> 52

<170> PatentIn versidén 3.5

<210> 1
<211> 1477
<212> ADN

<213> Desconocido

<220>

<223> Especies Arcobacter

<400> 1
agagtttgat tatggctcag agtgaacgct ggcggcgtgc ttaacacatg caagtcgaac 60
gagaacggga ttagcttgct aatctgtcag ctaagtggcg cacgggtgag taatatatag 120

gtaacgtgcc ttcaagaggg ggataacaga tggaaacgtc tgctaaaacc ccatatgcect 180



ttaatgcgaa

gatagttggt

tcagtcacac

ttgcacaatg

cgtaaactcc

tccgtgcecag

aaagagcgtg

tgcttttgaa

taaaatccgt

gacgctgaga

ctaaacgatg

aagtgtaccg

cgcacaagcg

tgacatagta

gtgctgcacg

agtatgcaag

gaggtaatag

tggaactgag

ggggaaaccc

ttttatataa

cagccgcggt

taggcggata

actgtctatc

agagatcaga

cgcgaaagcg

tacactagtt

cctggggagt

gtggagcatg

agaaccattt

gctgtcgtca

ggaaatattt

ctcaccaagt

acacggtcca

tgatgcagca

gaagataatg

aatacggagg

gataagtcag

tagagtatgg

aggaataccg

tggggagcaa

gttgctatgc

acggtcgcaa

tggtttaatt

agagatagat

gctcgtgtcg

atagcttgaa

caatgacgct

gactcctacg

acgccgegtg

acggtattat

gtgcaagcgt

aagtgaaatc

gagaggtaga

attgcgaagg

acaggattag

tcgacatagc

gattaaaact

cgacgatacg

gggtgtctgce

tgagatgttyg

gatcggcctg

taactggttt

ggaggcagca

gaggatgaca

atgaataagc

tactcggaat

caatagctta

tggaatttct

cgatctactg

ataccctggt

agtaatgcag

caaaggaata

cgaagaacct

ttgcagaaac

ggttaagtcc

tacagtatca

gagaggatga

gtggggaata

catttcggtg

accggctaac

cactgggcgt

actattgaac

ggtgtagggg

gaacataact

agtccacgcc

ttaacacatt

gacggggacc

tacctggtct

ttatatacag

cgcaacgagc

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080



gcaaccctcg

aagtaggagg

acgtgctaca

atacctccca

atcgtagatc

caccatggga

aattagcgac

<210> 2

<211>

<212> ADN

<213>

<220>

<223>

<220>
<221>
<222>

<223>

1437

(9) ..

N es a, c,

tcattagttg

aaggtgagga

atggggtata

gttcggattg

agcaatgcta

gttgatttca

tggggtgaag

Desconocido

misc feature

(9)

g o

ctaacacttc

cgacgtcaag

caaagagcag

tagtctgcaa

cggtgaatac

ctcgaagcgg

tcgtaacaag

Especies Arcobacter

t

gggtgagaac

tcatcatggc

cgatacagtg

ctcgactaca

gttcccgggt

ggatgctaag

gtaaccg

tctaatgaga

ccttacgacc

atgtggagca

tgaagttgga

cttgtactca

atagctaccc

ctgcctacgce

agggctacac

aatctaaaaa

atcgctagta

ccgceccgtcea

tccacagtgg

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1477



<220>
<221>
<222>

<223>

<400> 2

agagtgaang

ctaatctgtc

ggggataaca

agggaaatat

agctcaccaa

agacacggtc

cctgatgcag

aagaagataa

gtaatacgga

tagataagtc

tctagagtat

gaaggaatac

N es a, c,

misc_ feature

(414) .. (414)

g o

ctggcggegt

agctaagtgg

gatggaaacg

ttatagcttg

gtcaatgacg

cagactccta

caacgccgceg

tgacggtatt

gggtgcaage

agaagtgaaa

gggagaggta

cgattgcgaa

t

gcttaacaca

cgcacgggtg

tctgctaaaa

aagatcggcc

cttaactggt

cgggaggcag

tggaggatga

atatgaataa

gttactcgga

tccaatagct

gatggaattt

ggcgatctac

tgcaagtcga

agtaatatat

ccccatatgce

tgtacagtat

ttgagaggat

cagtggggaa

cacatttcgg

gcaccggcta

atcactgggc

taactattga

ctggtgtagg

tggaacataa

acgagaacgg

aggtaacgtg

ctttaatgcg

cagatagttg

gatcagtcac

tattgcacaa

tgcgtaaact

actccgtgcec

gtaaagagcg

actgcttttg

ggtaaaatcc

ctgacgctga

gattagcttg

ccttcaagag

aaagtatgca

gtgaggtaat

actggaactg

tgggggaaac

cctnttatat

agcagccgcg

tgtaggcgga

aaactgtcta

gtagagatca

gacgcgaaag

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720



cgtggggagc

ttgttgctat

gtacggtcgce

tgtggtttaa

ttagagatag

cagctcgtgt

tgctaacact

gacgacgtca

tacaaagagc

tgtagtctgce

tacggtgaat

cactcgaagc

<210> 3

<211>

<212> ADN

<213>

1473

aaacaggatt

gctcgacata

aaggttaaaa

ttcgacgata

atgggtgtct

cgtgagatgt

tcgggtgaga

agtcatcatg

agcgatacag

aactcgacta

acgttcccgg

ggggatgcta

Desconocido

agataccctg

gcagtaatgc

ctcaaaggaa

cgcgaagaac

gcttgcagaa

tgggttaagt

actctaatga

gcccttacga

tgatgtggag

catgaagttg

gtcttgtaca

agatagctac

gtagtccacg

agttaacaca

tagacgggga

cttacctggt

acttatatac

cccgcaacga

gactgcctac

ccagggctac

caaatctaaa

gaatcgctag

caccgcccegt

cctccacagt

ccctaaacga

ttaagtgtac

cccgcacaag

cttgacatag

aggtgctgca

gcgcaaccct

gcaagtagga

acacgtgcta

aaatacctcc

taatcgtaga

cacaccatgg

ggaattagcg

tgtacactag

cgcctgggga

cggtggagta

taagaaccat

cggctgtecgt

cgtcattagt

ggaaggtgag

caatggggta

cagttcggat

tcagcaatgc

gagttgattt

actgggg

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1437



<220>

<223> Especies Arcobacter

<400> 3

agagtttgat

agaacgggat

taacgtgcct

taatgcgaaa

atagttggtg

cagtcacact

tgcacaatgg

gtaaactcct

ccgtgceccagce

aagagcgtgt

gcttttgaaa

aaaatccgta

acgctgagac

cctggctcag

tagcttgcta

tcaagagggg

gtatgcaagg

aggtaatagc

ggaactgaga

gggaaaccct

tttatataag

agccgcggta

aggcggatag

ctgtctatct

gagatcagaa

gcgaaagcgt

agtaacgctg

atctgtcagc

gataacagat

gaaatattta

tcaccaagtc

cacggtccag

gatgcagcaa

aagataatga

atacggaggg

ataagtcaga

agagtatggg

ggaataccga

ggggagcaaa

gcggcgtgcet

taagtggcgce

ggaaacgtct

tagcttgaag

aatgacgctt

actcctacgg

cgccgegtgg

cggtattata

tgcaagcgtt

agtgaaatcc

agaggtagat

ttgcgaaggce

caggattaga

taacacatgc

acgggtgagt

gctaaaaccc

atcggcctgt

aactggtttg

gaggcagcag

aggatgacac

tgaataagca

actcggaatc

aatagcttaa

ggaatttctg

gatctactgg

taccctggta

aagtcgaacg

aatatatagg

catatgcctt

acagtatcag

agaggatgat

tggggaatat

atttcggtgce

ccggctaact

actgggcgta

ctattgaact

gtgtaggggt

aacataactg

gtccacgccc

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780



taaacgatgt

agtgtaccgc

gcacaagcgg

gacatagtaa

tgctgcacgg

caaccctcgt

agtaggagga

cgtgctacaa

tacctcccag

tcgtagatca

accatgggag

attagcgact

<210> 4

<211>

<212> ADN

<213>

1426

acactagttg

ctggggagta

tggagcatgt

gaaccattta

ctgtcgtcag

cattagttgc

aggtgaggac

tggggtatac

ttcggattgt

gcaatgctac

ttgatttcac

ggggtgaagt

ttgctatgct

cggtcgcaag

ggtttaattc

gagatagatg

ctcgtgtcgt

taacacttcg

gacgtcaagt

aaagagcagc

agtctgcaac

ggtgaatacg

tcgaagcggg

cgtaacaagg

Arcobacter marinus

cgacatagca

attaaaactc

gacgatacgc

ggtgtctgct

gagatgttgg

ggtgagaact

catcatggcc

gatacagtga

tcgactacat

ttccecgggtce

gatgctaaga

taa

gtaatgcagt

aaaggaatag

gaagaacctt

tgcagaaact

gttaagtccc

ctaatgagac

cttacgacca

tgtggagcaa

gaagttggaa

ttgtactcac

tagctaccct

taacacatta

acggggaccc

acctggtctt

tatatacagg

gcaacgagcg

tgcctacgca

gggctacaca

atctaaaaaa

tcgctagtaa

cgcccecgtceac

ccacagtgga

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1473



<400> 4

ctggctcaga

tagcttgcta

tcaagagggg

gtatgaaagg

aggtaatggc

ggaactgaga

gggaaaccct

tttatataag

agccgcggta

aggcggatag

ctgtctatct

gagatcagaa

gcgaaagcgt

acactagttg

ctggggagta

gtgaacgctg

atctgtcagc

gataacagat

gaaatattta

tcaccaagtc

cacggtccag

gatgcagcaa

aagataatga

atacggaggg

ataagtcaga

agagtatggg

ggaataccga

ggggagcaaa

ttgctatgct

cggtcgcaag

gcggcgtget

taagtggcgc

ggaaacgtct

tagcttgaag

aatgacgctt

actcctacgg

cgccgcegtgg

cggtattata

tgcaagcgtt

agtgaaatcc

agaggtagat

ttgcgaaggc

caggattaga

cgacatagca

attaaaactc

taacacatgc

acgggtgagt

gctaagaccc

atcggcctgt

aactggtttg

gaggcagcag

aggatgacac

tgaataagca

actcggaatc

aatagcttaa

ggaatttctg

gatctactgg

taccctggta

gtaatgcagt

aaaggaatag

aagtcgaacg

aatatatagg

catatgcctt

acagtatcag

agaggatgat

tggggaatat

atttcggtgce

ccggctaact

actgggcgta

ctattgaact

gtgtaggggt

aacataactg

gtccacgccc

taacacatta

acggggaccc

agaacgggat

taacgtgcct

taatacaaaa

atagttggtg

cagtcacact

tgcacaatgg

gtaaactcct

ccgtgccagce

aagagcgtgt

gcttttgaaa

aaaatccgta

acgctgagac

taaacgatgt

agtgtaccgc

gcacaagcgg

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900



tggagcatgt

gaaccattta

ctgtcgtcag

cattagttgc

aggtgaggac

tggggtatac

ttcggattgt

gcaatgctac

ttgatttcac

<210> 5

<211>

<212> ADN

<213>

<220>

<223>

<400> 5

1474

ggtttaattc

gagatagatg

ctcgtgtcgt

taacacttcg

gacgtcaagt

aaagagcagc

agtctgcaac

ggtgaatacg

tcgaagcggg

Desconocido

gacgatacgc

ggtgtctgct

gagatgttgg

ggtgagaact

catcatggcc

gatacagtga

tcgactacat

ttccecgggtce

gatgctaaga

gaagaacctt

tgcagaaact

gttaagtccc

ctaatgagac

cttacgacca

tgtggagcaa

gaagttggaa

ttgtactcac

tagctaccct

acctggtctt

tatatacagg

gcaacgagcg

tgcctacgca

gggctacaca

atctaaaaaa

tcgctagtaa

cgcccgtceac

cctcag

gacatagtaa

tgctgcacgg

caaccctcegt

agtaggagga

cgtgctacaa

tacctcccag

tcgtagatca

accatgggag

Clon EB27.1 de cultivo de enriquecimiento de bacteria

gtttgatcct ggctcagaag tgaacgctgg cggcgtgctt aacacatgca agtcgaacga

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1426



gaacgggatt

aacgtgcctt

aatgcgaaag

tagttggtga

agtcacactg

gcacaatggg

taaactcctt

tgccagcagce

agcgtgtagg

tttgaaactg

atccgtagag

ctgagacgcg

acgatgtgca

gcaccgcctg

caagcggtgg

agcttgctaa

caagaggggyg

tatgcaaggg

ggtaatagct

gaactgagac

ggaaaccctg

ttataagaag

cgcggtaata

cggatagata

tctatctaga

atcagaagga

aaagcgtggg

ctagttgttg

gggagtacgg

agcatgtggt

tctgtcagcet

ataacagatg

aaatatttat

caccaagtca

acggtccaga

atgcagcaac

ataatgacgg

cggagggtgc

agtcagaagt

gtatgggaga

ataccgattg

gagcaaacag

cgatgctaga

tcgcaagatt

ttaattcgac

aagtggcgca

gaaacgtctg

agcttgaaga

atgacgctta

ctcctacggg

gccgegtgga

tattatatga

aagcgttact

gaaatccaat

ggtagatgga

cgaaggcgat

gattagatac

cattgcagta

aaaactcaaa

gatacgcgaa

cgggtgagta

ctaaaacccc

tcggcctgta

actggtttga

aggcagcagt

ggatgacaca

ataagcaccg

cggagtcact

agcttaacta

atttctggtg

ctactggaac

cctggtagtc

atgcagtaaa

ggaaaagacg

gaaccttacc

atatataggt

atatgccttt

cagtatcaga

gaggatgatc

ggggaatatt

tttcggtgceg

gctaactccg

gggcgtaaag

ctgaactgct

taggggtaaa

attactgacg

cacgccctaa

cacattaagt

gggacccgca

tggtcttgac

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960



atagaaagaa

tgcacggctg

ccctegtegt

aggaggaagg

gctacaatgg

ctcccagttce

tagatcagct

atgggagttg

agcgactggg

<210> o6

<211>

<212> ADN

<213>

<400> 6

1402

ctttccagag

tcgtcagcectc

tagttgctaa

tgaggacgac

ggtatacaaa

ggattgtagt

atgctacggt

aattcattcg

gtgaagtcgt

atggattggt

gtgtcgtgag

cagttcggct

gtcaagtcat

gagcagcaat

ctgcaactcg

gaatacgttc

aagcggggat

aacaaggtag

Arcobacter halophilus

gcctgcettge

atgttgggtt

gagaactcta

catggccctt

acggtgacgt

actacatgaa

ccgggtcettg

gctaaaatag

ccgt

aggagctttc

aagtcccgca

acgagactgc

acgaccaggqg

ggagcgaatc

gttggaatcg

tactcaccgce

ctaccttccc

atacaggtgc

acgagcgcaa

ctacgcaagt

ctacacacgt

tcaaaaatgc

ctagtaatcg

ccgtcacacc

cagtggattt

taacacatgc aagtcgaacg agaacggatt atagcttgct ataattgtca gctaagtggce

gcacgggtga gtaatatata ggtaacgtgc ctctaagaaa gggataacag atggaaacgt

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1474

120



ctgctaatac

gagatcggcc

cttaactggt

¢gggaggcag

tggaggatga

atatgaataa

gttactcgga

tcctatgget

gatggaattt

ggcgatctac

agataccctg

gcagtaatgc

ctcaaaggaa

cgcgaagaac

gcttgcagaa

cttatatgcc

tgtacagtat

ttgagaggat

cagtggggaa

cacatttcgg

gcgccggcta

atcactgggc

caaccataga

ctggtgtagg

tggaacataa

gtagtccacg

agttaacaca

tagacgggga

cttacctggt

gcttatatac

tttaatacga

cagctagttg

gatcagtcac

tattgcacaa

tgcgtaaact

actccgtgcecc

gtaaagagcg

actgcttcta

ggtaaaatcc

ctgacgctga

ccctaaacga

ttaagtgtac

cccgcacaag

cttgacatag

aggtgctgca

aagtatgcaa

gtgaggtaag

actggaactg

tgggggaaac

ccttttatat

agcagccgcg

tgtaggcgga

aaactgtcta

gtagagatca

gacgcgaaag

tgtacactag

cgcctgggga

cggtggagca

taagaaccat

cggctgtcecgt

gggaaacgct

agctcaccaa

agacacggtc

cctgatgcag

aggaagaaaa

gtaatacgga

tagataagtt

tctagagtat

gaaggaatac

cgtggggagc

ttgttgccat

gtacggtcgc

tgtggtttaa

ttagagatag

cagctcgtgt

ttagtgctta

ggcaatgacg

cagactccta

caacgccgceg

tgacggtact

gggcgcaagc

aggagtgaaa

gggagaggta

cgattgcgaa

aaacaggatt

gctcgacatg

aagattaaaa

ttcgacgata

atgggtgtct

cgtgagatgt

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020



tgggttaagt

actctaacga

gcccttacga

tgatgtggag

cttgaagttg

gtcttgtact

agatagctac

<210> 7

<211>

<212> ADN

<213>

<400> 7

taacacatgc

gcacgggtga

ctgctaagac

agatcggcct

ttaactggtt

1401

cccgcaacga

gactgcctgg

ccagggctac

caaatctaaa

gaatcgctag

caccgcccegt

cctccacagt

aagtcgaacg

gtaatatata

cccatatgcece

gtacagtatc

tgagaggatg

gcgcaaccct

gcaaccagga

acacgtgcta

aaatacctcc

taatcgtaga

cacaccatgg

99

Arcobacter molluscorum

agaacggatt

ggtaatgtgc

tttaatacaa

agatagttgg

atcagtcaca

cgtcgttagt

ggaaggtgag

caatggggta

cagttcggat

tcagcaatgc

gagttgattt

atagcttgct

cttcaagagg

aagtatgcaa

tgaggtaatg

ctggaactga

tgctaacagt

gacgacgtca

tacaaagagc

agtagtctgc

tacggtgaat

cactcgaagc

ataattgtca

gggataacag

gggaaatatt

gctcaccaag

gacacggtcc

acggctgaga

agtcatcatg

agcaatacag

aactcgacta

acgttcccgg

ggggatgcta

gctaagtggc

atggaaacgt

aatagcttga

tcaatgacgc

agactcctac

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1402

60

120

180

240

300



gggaggcagce

ggaggatgac

tatgaataag

ttactcggaa

ccaatagctc

atggaatttc

gcgatctact

gataccctgg

cagtaatgca

tcaaaggaat

gcgaagaacc

cttgcagaaa

gggttaagtc

ctctaatgag

cccttacgac

agtggggaat

acatttcggt

cgccggctaa

tcactgggcg

aactattgaa

tggtgtaggg

ggaacataac

tagtccacgce

gttaacacat

agacggggac

ttacctggtc

cttatataca

ccgcaacgag

actgcctacg

cagggctaca

attgcacaat

gcgtaaactc

ctccgtgceca

taaagagcgt

ctgcttttga

gtaaaatccg

tgacgctgag

cctaaacgat

taagtgtacc

ccgcacaagce

ttgacatagt

ggtgctgcac

cgcaaccctce

caagtaggag

cacgtgctac

gggggaaacc

cttttatata

gcagccgcegg

gtaggcggat

aactgtttat

tagagatcag

acgcgaaagc

gtacactagt

gcctggggag

ggtggagcat

aagaacattc

ggctgtcgtc

gtcattagtt

gaaggtgagg

aatggggtat

ctgatgcagc

ggaagataat

taatacggag

aaataagtca

ctagagtatg

aaggaatacc

gtggggagca

tgttgctatg

tacggtcgca

gtggtttaat

cagagatggg

agctcgtgtc

gctaacactt

acgacgtcaa

acaaagagca

aacgccgcgt

gacggtacta

ggcgcaagceg

ggagtgaaat

ggagaggtag

gattgcgaag

aacaggatta

ctcgacatag

agattaaaac

tcgacgatac

atggtgtctg

gtgagatgtt

cgggtgagaa

gtcatcatgg

gcgatacggt

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200



gacgtggagc

atgaagttgg

tcttgtactc

aaatcttaaa aatatctctc agttcggatt gtagtctgca actcgactac

aatcgctagt aatcgtagat cagcaatgct acggtgaata cgttcccggg

accgcccgtce acaccatggg agttgatttc actcgaagca gggatgttaa

gataactacc ttccacagtg g
<210> 8

<211> 1544

<212> ADN

<213> Arcobacter mytili

<400> 8

taacacatgc

gcacgggtga

gcaagtcgaa

gagtaatgta

gtcctatatg

ctgtattgta

tttgagagga

aagtcgaacg

gtaatatata

Ccgagaacggg

taggtaacat

cctttaatac

tcagttagtt

tgatcagtca

agaacggatt

tcatggctca

atatagcttg

gccctttaca

taaagtatgc

ggtggggtaa

cactggaact

atagcttgct

gagtgaacgc

ctatatttgt

aggaaataac

aagggaaaga

tggcctacca

gagacacggt

ataattgtca

tggcggcegtyg

cagctaagtg

agttggaaac

tttatcggta

agacaatgac

ccagactcct

gctaagtggce

cttaacacat

gcgcacgggt

gactgctaat

aaggattggc

gcataactgg

acgggaggca

1260

1320

1380

1401

60

120

180

240

300

360

420



gcagtgggga

acacatttcg

agcgccggct

aatcactggg

tcaaccatag

tctggtgtag

ctggaacata

ggtagtccac

cagttaacac

atagacgggg

ccttacctgg

aacttacata

tccecgcecaacg

agactgccta

accagggcta

atattgcaca

gtgcgtaaac

aactccgtgce

cgtaaagagc

aactgctctt

gggtaaaatc

actgacgctg

gccctaaacg

attaagtgta

acccgcacaa

tcttgacata

caggtgctgce

agcgcaaccc

cgcaagtagg

cacacgtgct

atggggggaa

tccttttata

cagcagccgce

gtgtaggcgg

gaaactgtca

cgtagagatc

agacgcgaaa

atgtacacta

ccgectgggg

gcggtggage

gtaagaatat

acggctgtcg

tcgtcgttag

aggaaggtga

acaatggggt

ccctgatgceca

taggaagata

ggtaatacgg

atcgataagt

atctagagta

agaaggaata

gcgtggggag

gttgttgcca

agtacggtcg

atgtggttta

tttagagata

tcagctcgtyg

ttgctaacag

ggacgacgtc

atacaaagag

gcaacgccge

atgacggtac

agggcgcaag

caggagtgaa

tgggagaggt

ccgattgcga

caaacaggat

tactagatat

caagattaaa

attcgacgat

gaatagtgct

tcgtgagatg

ttcggctgag

aagtcatcat

cagcaatacg

gtggaggatg

tatatgaata

cgttactcgg

atcctatggce

agatggaatt

aggcgatcta

tagataccct

ggcagtaatg

actcaaagga

acgcgaagaa

agcttgctag

ttgggttaag

aactctaacg

ggcccttacg

gtgacgtgga

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320



gcaaatctca aaaatacctc ccagttcgga ttgtagtctg

ggaatcgcta gtaatcgtag atcagctacg ctacggtgaa

tcaccgccceg tcacaccatg ggagttgatt tcactcgaag

ccttccacag tggaatcagc gactggggtg aagtcgtaac

<210> 9
<211> 1461
<212> ADN

<213> Arcobacter nitrofigilis

<220>
<221> misc feature
<222> (118)..(118)

<223> N es a, ¢, got

<220>
<221> misc feature
<222>  (178)..(178)

<223> Nes a, ¢, got

<220>
<221> misc_ feature
<222>  (723)..(723)

<223> N es a, ¢, got

caactcgact acatgaagtt

tacgttcccg ggtcttgtac

cagggatgct aagatagcta

aggg

1380

1440

1500

1544



<220>

<221> misc feature
<222> (765)..(765)
<223> N es a, ¢, go
<220>

<221> misc feature
<222>  (769)..(769)
<223> N es a, ¢, go
<220>

<221> misc feature
<222>  (789)..(789)
<223> N es a, ¢, go
<400> 9

atggagagtt tgatcctggc
gaacgagaac gggttaaagc
atataggtaa catgccctag
atgcctttaa gacyaaagtc
gtatcagcta gttggtgagg
ggatgatcag tcacactgga
ggaatattgc acaatggacg

t

t

t

tcagagtgaa

ttgctttaac

agagggggat

tgcaagggaa

taatggctca

actgagacac

aaagtctgat

cgctggcggce

tgtcagctaa

aacagatgga

acatttatgg

ccaaggcaat

ggtccagact

gcagcaacgc

gtgcttaaca

gtggcgcacg

aacgtctgct

ctctaggatt

gacacctaac

cctacgggag

cgcgtggagg

catgcaagtc

ggtgagtnat

aacacccnat

ggcctgtacg

tggtttgaga

gcagcagtgg

atgacacatt

60

120

180

240

300

360

420



tcggtgcgta

gctaactccg

gggcgtaaag

tagaactgct

taggggtaaa

atnattgacg

cacgccctna

cacattaagt

gggacccgca

tggtcttgac

atacaggtgc

acgagcgcaa

ctacgcaagt

ctacacacgt

tcaaaaatgc

aactcctttt

tgccagcagc

agcgtgtagg

tccaaaactg

atccgtagat

ctgagacgcg

acgatgtaca

gtaccgcctg

caagcggtgg

atagtaagaa

tgcacggctg

ccctegtegt

aggaggaagg

gctacaatgg

ctcccagttce

atataggaag

cgcggtaata

cgggtaaata

ttaacctaga

atcagaagga

aaagcgtggg

ctagttgttg

gggagtacgg

agcatgtggt

ctttttagag

tcgtcagcetce

tagttgctaa

tgaggacgac

ggtatacaaa

ggattgtagt

ataatgacgg

cggagggtgc

agttggaagt

atgtgggaga

ataccgattg

gagcaaacag

tgaggctaga

tcgcaagatt

ttaattcgaa

ataaattggt

gtgtcgtgag

cagttcggct

gtcaagtcat

gagcagcgat

ctgcaactcg

tactatatga

aagcgttact

gaaatcctat

ggtagatgga

cgaaggcgat

gattngatnc

ccttgcagta

aaaactcaaa

gatacacgaa

gtctgcttgce

atgttgggtt

gagaactcta

catggccctt

acggtgacgt

actacatgaa

ataagcaccg

cggaattact

ggctcaacca

atttctggtg

ctactggaac

cctggtagtc

atgcagttaa

ggaatagacg

gaaccttacc

agaaacttac

aagtcccgca

acgagactgc

acgaccaggg

ggagcgaatc

gttggaatcg

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320



ctagtaatcg tagatcagct atgctacggt gaatacgttc ccgggtcttg tactcaccgc 1380

ccgtcacacc atgggagtts aattcattcg aagcggggat gctaaaatag ctaccttcca 1440
cagtggattt agygactggg g 1461
<210> 10

<211> 1403

<212> ADN

<213> Arcobacter defluvii

<400> 10

taacacatgc aagtcgaacg agaacggatt atagcttgct ataattgtca gctaagtggce 60
gcacgggtga gtaatgtata gataacctgc cctctagaaa ggaataacag atggaaacgt 120
ctgctaatgc cctatatgcc tttaatacat aagtatgcaa gggaaacgct ttagtgctag 180
aggatgggtc tgtatggtat cagcttgttg gtgaggtaat ggctcaccaa ggcaatgacg 240
cctaactggt ttgagaggat gatcagtcac actggaactg agacacggtc cagactccta 300
cgggaggcag cagtggggaa tattgcacaa tggacgaaag tctgatgcag caacgccgcg 360
tggaggatga cacatttcgg tgcgtaaact ccttttatat aggaagataa tgacggtact 420
atatgaataa gcaccggcta actccgtgcc agcagccgcg gtaatacgga gggtgcaagc 480
gttactcgga atcactgggc gtaaagagcg tgtaggcggg tatataagtc agaagtgaaa 540



tccaatagct

gatggaattt

ggcgatctac

agataccctg

gcagtaatgc

ctcaaaggaa

cacgaagaac

gcttgcagaa

tgggttaagt

actctaatga

gcccttacgt

tgatgtggag

catgaagttg

ggtcttgtac

aaagtagcta

taactwttga

ctggtgtagg

tggaacatta

gtagtccacg

agttaacaca

tagacgggga

cttacctgga

acttatatac

cccgcaacga

gactgcctac

ccagggctac

caaatctcaa

gaatcggcta

tcaccgceeg

ccttccacag

actgcttttg

ggtaaaatcc

ttgacgctga

ccctaaacga

ttaagtgtmc

cccgcacaag

cttgacatag

aggtgctgca

gcgcaaccct

gcaagtagga

acacgtgcta

aaatatctcc

gtaatcgtag

tcacaccatg

tgg

aaactgtata

gtagagatca

gacgcgaaag

tgtacactag

cgcctgggga

cggtggagca

taagaacttt

cggctgtcgt

cgtcattagt

ggaaggtgag

caatggggta

cagttcggat

atcagctatg

ggagttgaac

cctaraatgt

gaaggaatac

cgtggggagc

ttgttgtgag

gtacggtcgce

tgtggtttaa

ctagagatag

cagctcgtgt

tgctaacagt

gacgacgtca

tacaaagagc

tgtagtctgce

ctacggtgaa

tcattcgaag

gggagaggta

cgattgcgaa

aaacaggatt

gctcgacctt

aagattaaaa

ttcgacgata

attggtgtct

cgtgagatgt

tcggctgaga

agtcatcatg

agcaatacag

aactcgacta

tacgttcccg

cggggatgct

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1403



<210> 11
<211>

<212> ADN

<213>

<220>

<223>

<400> 11

tgatccctgg

cggattatag

atgtgcccta

agacagaagt

agttggtgag

gtccacactg

tgcacaatgg

cgtaaactcc

tccgtgcecag

aaagagcgtg

1464

Desconocido

ctcagagtga

cttgctataa

gagaagagga

ctgcaaggga

gtaatggctc

gaactgagac

acgaaagtct

ttttatatgg

cagccgcggt

taggcggata

Especies Arcobacter

acgctggcgg

ttgtcagcta

taacagttgg

aatatttata

accaaggcaa

acggtcccag

gatgcagcaa

gaagataatg

aatacggagg

tataagtcag

cgtgcttaac

agtggcgcac

aaacgactgc

gctctaggat

tgacacttaa

actcctacgg

cgccgegtgg

acggtaccat

gtgcaagcgt

aagtgaaatc

acatgcaagt

gggtgagtaa

taagactcta

cagcctgtac

ctggtttgag

gaggcagcag

aggatgacac

atgaataagc

tactcggaat

caatagctta

cgaacgagaa

tatataggta

tatgccttta

agtatcagct

aggatgatca

tggggaatat

attttcggtg

accggctaac

cactgggcgt

actattgaac

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600



tgcttttgaa

taaaatccgt

gacgctgaga

ctaaacgatg

aagtgtgccg

cgcacaagcg

tgacatagta

gtgctgcacg

gcaaccctcg

taagtaggag

cacgtgctac

aatatctccc

aatcgtagat

acaccatggg

gatttagcga

actgtatatc

agagatcaga

cgcgaaagcg

cacactagtt

cctggggagt

gtggagcatg

agaactttct

gctgtcgtca

tcattagttt

gaaggtgagg

aatggggtat

agttcggatt

cagctatgct

agttgaactc

ctggggtgaa

tagaatgtgg

aggaataccg

tggggagcaa

gttgtgaggce

acggtcgcaa

tggtttaatt

agagatagat

gctcgtgtcg

gctaacagtt

acgacgtcaa

acaaagagcc

gtagtctgca

acggtgaata

attcgaagcg

gtcg

gagaggtaga

attgcgaagg

acaggattag

tagaccttgc

gattaaaact

cgacgataca

tggtgtctgce

tgagatgttg

cggctgagaa

gtcatcatgg

gcaatacagt

actcgactac

cgttcccggg

gggatgctaa

tggaatttct

cgatctactg

ataccctggt

agtaatgcag

caaaggaata

cgaagaacct

ttgcagaaac

ggttaagtcc

ctctaatgag

cccttacgtce

gatgtggagc

atgaagttgg

tcttgtactc

aatagctacc

ggtgtagggg

gaacattatt

agtccacgcc

ttaacacatt

gacggggacc

tacctggact

ttatatacag

cgcaacgagc

actgcctacg

cagggctaca

aaatctcaaa

aatcgctagt

accgcccgte

ttccacagtg

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1464



<210> 12
<211>

<212> ADN

<213>

<220>

<223>

<400> 12

gctggcggeg

gtcagctaag

acaattggaa

tatttatagc

caagacaatg

gtccagactc

cagcaacgcc

taatgacggt

ggagggtgca

gtttgaagtg

1455

Desconocido

tgcttaacac

tggcgcacgg

acgattgcta

ttgaagatcg

acgcttaact

ctacgggagg

gcgtggagga

actatatgaa

agcgttactc

aaatccaatg

Especies Arcobacter

atgcaagtcg

gtgagtaata

ataccctata

gcctgtacag

ggtttgagag

cagcagtggg

tgacacattt

taagcaccgg

ggaatcactg

gctcaaccat

aacgagaacg

tataggtaac

tgcctttagg

tatcagttag

gatgatcagt

gaatattgca

cggtgcgtaa

ctaactccgt

ggcgtaaaga

tgaactgctt

gattaaagct

gtgccttcaa

acttaagtct

ttggtgaggt

cacactggaa

caatggacga

actcctttta

gccagcagcec

gaatgtaggc

tgaaaactgt

tgctttaatt

gaaggggata

gcaagggaaa

aatggctcac

ctgagacacg

aagtctgatg

tataggaaga

gcggtaatac

ggatagataa

ckatctagaa

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600



tatgggagag

taccgattgc

agcaaacagqg

gaggctagac

cgcaagatta

taattcgacg

tgtaatagtg

tgtcgtgaga

agttcggctg

tcaagtcatc

agcagcaata

tgcaactcga

aatacgttcc

agcgggaatg

acaaggtaac

gtagatggaa

gaaggcgatc

attagatacc

cttgcagtaa

aaactcaaag

atacgcgaag

ctagcttgct

tgttgggtta

agaactctaa

atggccctta

cmgygakgtg

ctgcttgaag

cgggtcttgt

ctaaagtagc

cgtag

tttctggtgt

tactggaaca

ctggtagtcc

tgcagttaac

gaatagacgg

aaccttacct

agaactatca

agtcccgcaa

tgagactgcc

cgtccagggce

gagcaaatct

ttggaatcgc

actcaccgcc

taccctccac

aggggtaaaa

ttattgacgc

acgccctaaa

acattaagtg

ggacccgcac

ggacttgaca

tacaggtgct

cgagcgcaac

tgggtaacca

tacacacgtg

caaaaatatc

tagtaatcgt

cgtcacacca

agtggattca

tccgtagaga

tgagattcga

cgatgcacac

tgccgcectgg

aagcggtgga

tagatagaat

gcacggctgt

cctcgtcatt

ggaggaaggt

ctacaatggg

tcccagttceg

agatcagcaa

tgggaattga

gtaactgggg

tcagaaggaa

aagcgtgggg

tagttgttgt

ggagtacggt

gcatgtggtt

ataacagaga

cgtcagcectceg

agttgctaac

gaggacgacg

gtatacaaag

gatagcagtc

tgctacggtg

actcattcga

tgaagtcgta

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1455



<210> 13

<211> 1478

<212> ADN

<213>

<220>

<223>

<400> 13

agagtttgat

gagaacgggt

agttaacctg

ctttaataca

cagttagttg

gatcagtcac

tattgcacaa

tgcgtaaact

actccgtacc

gtaaagagcg

Desconocido

cctggctcag

attagcttgce

ccctagagaa

taagtatgca

gtgaggtaat

actggaactg

tggacgaaag

ccttttatat

agcagccgcg

tgtaggcgga

Especies Arcobacter

agtgaacgct

taatactgtc

ggggataacg

agggaaacat

ggctcaccaa

agacacggtc

tctgatgcag

aggaagataa

gtaatacgga

ttaataagtt

ggcggcgtge

agctaagtgg

tttggaaacg

ttatggctct

gacaatgaca

cagactccta

caacgccgceg

tgacggtact

gggtgcaagc

ggaagtgaaa

ttaacacatg

cgcacgggtg

gacgctaaca

aggatgggac

cctaactggt

cgggaggcag

tggaggatga

atatgaataa

gttactcgga

tcctatggcet

caagtcgaac

agtaatatat

ccctatatgce

tgtacggtat

ttgagaggat

cagtggggaa

cacatttcgg

gcaccggcta

atcactgggc

caaccataga

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600



actgctttca

ggtaaaatcc

ttgacgctga

ccctaaacga

ttaagtgtgc

cccgcacaag

cttgacatag

aggtgctgca

gcgcaaccct

gtaaccagga

acacgtgcta

aaatatctcc

taatcgtaga

cacaccatgg

ggatttagcg

aaactgttta

gtagagatca

gacgcgaaag

tgcacactag

cgcctgggga

cggtggagca

taagaacgtt

cggctgtcgt

cgtgtttagt

ggaaggtgag

caatggggta

cagttcggat

tcagcaatgc

gagttgaact

actggggtga

tctagaatat

gaaggaatac

cgtggggagc

ttgttgcgag

gtacggtcgce

tgtggtttaa

ctagagatag

cagctcgtgt

tgataacagt

gacgacgtca

tacaaagagc

agtagtctgc

tacggtgaat

cattcgaagc

agtcgtaaca

gggagaggta

cgattgcgaa

aaacaggatt

gctagacctt

aagattaaaa

ttcgacgata

aatggtgtct

cgtgagatgt

tcggctgata

agtcatcatg

agcgatacgg

aactcgacta

acgttcccgg

ggggatgcta

aggtaacc

gatggaattt

ggcgatctac

agataccctg

gcagtaatgc

ctcaaaggaa

cgcgaagaac

gcttgcagaa

tgggttaagt

actctaaaca

gcccttatgt

tgacgtggag

cttgaagttg

gtcttgtact

aagtagctac

ctggtgtagg

tggaacatta

gtagtccacg

agttaacaca

tagacgggga

cttacctgga

acttatatac

cccgcaacga

gactgcctgg

ccagggctac

caaatctcaa

gaatcgctag

caccgcccegt

cctccacagt

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1478



<210> 14

<211> 1507

<212> ADN

<213>

<220>

<223>

<400> 14

agagtttgat

gagaacgggt

aggtaacgtg

ctttaataca

cagcttgttg

gatcagtcac

tattgcacaa

tgcgtaaact

actccgtgcc

gtaaagagca

Desconocido

tatggctcag

tatagcttgce

ccctagagag

aatgtatgca

gtgaggtaat

actggaactg

tggacgaaag

ccttttatat

agcagccgceg

tgtaggcggg

Especies Arcobacter

agtgaacgct

tataattgtc

ggggataaca

agggaaatat

ggctcaccaa

agacacggtc

tctgatgcag

aggaagataa

gtaatacgga

taattaagtc

ggcggcgtge

agctaagtgg

gttggaaacg

ttatagctct

ggcaatgaca

cagactccta

caacgccgceg

tgacggtact

gggtgcaagc

agaagtgaaa

ttaacacatg

cgcacgggtg

actgctaaca

aggatcggcc

cctaactggt

cgggaggcag

tggaggatga

atatgaataa

gttactcgga

tccaatagct

caagtcgaac

agtaatatat

ccccatatge

tgtacggtat

ttgagaggat

cagtggggaa

cacatttcgg

gcaccggcta

atcactgggc

caactattga

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600



actgcttttg

ggtaaaatcc

ttgacgctga

ccctaaacga

ttaagtgtgc

cccgcacaag

cttgacatag

aggtgctgca

gcgcaaccct

gtaaccagga

acacgtgcta

aaatatctcc

taatcgtaga

cacaccatgg

ggaattagcg

aaactggtta

gtagagatca

gatgcgaaag

tgcacactag

cgcctgggga

cggtggagca

taagaacctt

cggctgtcgt

cgtcgttagt

ggaaggtgag

caatggggta

cagttcggat

tcagcaatgc

gagttgattt

actggggtga

cctagaatat

gaaggaatac

cgtggggagc

ttgttgctat

gtacggtcgce

tgtggtttaa

ttagagatag

cagctcgtgt

tgctaacagt

gacgacgtca

tacaaagagc

tgtagtctgc

tacggtgaat

cattcgaagc

agtcgtaaca

gggagaggta

cgattgcgaa

aaacaggatt

gctagacata

aagattaaaa

ttcgacgata

aagggtgtct

cgtgagatgt

tcggctgaga

agtcatcatg

agcgatacgg

aactcgacta

acgttcccgg

ggggatgcta

aggtaaccgt

gatggaattt

ggcgatctac

agataccctg

gcagtaatgc

ctcaaaggaa

cgcgaagaac

gcttgcagaa

tgggttaagt

actctaacga

gcccttacgt

tgacgtggag

catgaagttg

gtcttgtact

aagtagctac

aggagaacct

ctggtgtagg

tggaacatta

gtagtccacg

agttaacaca

tagacgggga

cttacctgga

acttatatac

cccgcaacga

gactgcctgg

ccagggctac

caaatcttaa

gaatcgctag

caccgcccgt

cctccacagt

gcggttggat

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500



cacctcc
<210> 15
<211> 1505
<212> ADN
<213>

<400> 15

agagtttgat

gagaacgggt

aggtaacatg

ctttaagacc

cagctagttg

gatcagtcac

tattgcacaa

tgcgtaaact

actccgtgcec

gtaaagagcg

cctggctcag

taaagcttgc

ccctagagag

taagtctgca

gtgaggtaat

actggaactg

tggacgaaag

ccttttatat

agcagccgceg

tgtaggcggg

Arcobacter nitrofigilis

agtgaacgct

tttaactgtc

ggggataaca

agggaaacat

ggctcaccaa

agacacggtc

tctgatgcag

aggaagataa

gtaatacgga

taaataagtt

ggcggcgtge

agctaagtgg

gatggaaacg

ttatggctct

ggcaatgaca

cagactccta

caacgccgcg

tgacggtact

gggtgcaagc

ggaagtgaaa

ttaacacatg

cgcacgggtg

tctgctaaca

aggattggcc

cctaactggt

cgggaggcag

tggaggatga

atatgaataa

gttactcgga

tcctatggcet

caagtcgaac

agtaatatat

ccccatatge

tgtacggtat

ttgagaggat

cagtggggaa

cacatttcgg

gcaccggcta

attactgggce

caaccataga

1507

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600



actgcttcca

ggtaaaatcc

ttgacgctga

ccctaaacga

ttaagtgtac

cccgcacaag

cttgacatag

aggtgctgca

gcgcaaccct

gcaagtagga

acacgtgcta

aaatgcctcc

taatcgtaga

cacaccatgg

ggatttagcg

aaactgttaa

gtagatatca

gacgcgaaag

tgtacactag

cgcctgggga

cggtggagca

taagaacttt

cggctgtcgt

cgtcgttagt

ggaaggtgag

caatggggta

cagttcggat

tcagctatgc

gagttgaatt

actggggtga

cctagaatgt

gaaggaatac

cgtggggagc

ttgttgtgag

gtacggtcgc

tgtggtttaa

ttagagataa

cagctcgtgt

tgctaacagt

gacgacgtca

tacaaagagc

tgtagtctgce

tacggtgaat

cattcgaagc

agtcgtaaca

gggagaggta

cgattgcgaa

aaacaggatt

gctagacctt

aagattaaaa

ttcgacgata

attggtgtct

cgtgagatgt

tcggctgaga

agtcatcatg

agcgatacgg

aactcgacta

acgttcccgg

ggggatgcta

aggtaaccgt

gatggaattt

ggcgatctac

agataccctg

gcagtaatgc

ctcaaaggaa

cgcgaagaac

gcttgcagaa

tgggttaagt

actctaacga

gcccttacga

tgacgtggag

catgaagttg

gtcttgtact

aaatagctac

aggagaacct

ctggtgtagg

tggaacataa

gtagtccacg

agttaacaca

tagacgggga

cttacctggt

acttacatac

cccgcaacga

gactgcctac

ccagggctac

cgaatctcaa

gaatcgctag

caccgcccegt

cttccacagt

gcggttggat

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500



cacct

<210> 16

<211> 1467

<212> ADN

<213>

<400> 16

acatggctca

ttaaagcttg

gccctagaga

gtaagtctgc

ggtgaggtaa

cactggaact

atggacgaaa

tccttttata

cagcagccgce

gtgtaggcgg

aaaactgtta

gagtgaacgc

ctttaactgt

gggggataac

aagggaaaca

tggctcacca

gagacacggt

gtctgatgca

taggaagata

ggtaatacgg

gtaaataagt

acctagaatg

Arcobacter nitrofigilis

tggcggegtg

cagctaagtg

agatggaaac

tttatggctc

agacaatgac

ccagactcct

gcaacgccgce

atgacggtac

agggtgcaag

tggaagtgaa

tgggagaggt

cttaacacat

gcgcacgggt

gtctgctaac

taggattggc

acctaactgg

acgggaggca

gtggaggatg

tatatgaata

cgttactcgg

atcctatggce

agatggaatt

gcaagtcgaa

gagtaatata

accccatatg

ctgtacggta

tttgagagga

gcagtgggga

acacatttcg

agcaccggct

aattactggg

tcaaccatag

tctggtgtag

CcCgagaacggg

taggtaacat

cctttaagac

tcagttagtt

tgatcagtca

atattgcaca

gtgcgtaaac

aactccgtgce

cgtaaagagc

aactgcttcc

gggtaaaatc

1505

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660



cgtagatatc

agacgcgaaa

atgtacacta

ccgcctgggg

gcggtggage

gaaagaactt

acggctgtcg

tcgtcgttag

aggaaggtga

acaatggggt

ccagttcgga

atcagctatg

ggagttgaat

gactggggtg

agaaggaata

gcgtggggag

gttgttgtga

agtacggtcg

atgtggttta

tccagagatg

tcagctcgtg

ttgctaacag

ggacgacgtc

atacaaagag

ttgtagtctg

ctacggtgaa

tcattcgaag

aagtcgtaac

ccgattgcga

caaacaggat

ggctagacct

caagattaaa

attcgacgat

gattggtgcc

tcgtgagatg

ttcggctgag

aagtcatcat

cagcaatacg

caactcgact

tacgttcccg

cggggatgct

aggggta

aggcgatcta

tagataccct

tgcagtaatg

actcaaagga

acgcgaagaa

tgcttgcagg

ttgggttaag

aactctaacg

ggcccttacg

gtgacgtgga

acatgaagtt

ggtcttgtac

aaaatagcta

ctggaacaca

ggtagtccac

cagttaacac

atagacgggg

ccttacctgg

agctttcata

tccegcaacg

agactgccta

accagggcta

gcgaatctca

ggaatcgcta

tcaccgcceg

ccttccacag

attgacgctg

gccctaaacg

attaagtgta

acccgcacaa

tcttgacata

caggtgctgc

agcgcaaccce

cgcaagtagg

cacacgtgct

aaaatgcctc

gtaatcgtag

tcacaccatg

tggatttagc

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1467



<210> 17

<211> 1441

<212> ADN

<213>

<400> 17

agagtgaacg

gctatagttg

taagggataa

taagggaaag

atggcctacc

tgagacacgg

agtctgatgc

atgagaagat

cggtaatacg

attaataagt

atctagaatg

agaaggaata

ctggcggegt

tcagctaagt

caattggaaa

atttattggt

aagactatga

tccagactcc

agcaacgccg

aatgacggta

ggggtgcaag

ttgaagtgaa

tgggagaggt

ccgattgcga

Arcobacter cryaerophilus

gcttaacaca

ggcgcacggg

cgattgctaa

aagagattag

cacataactg

tacgggaggc

cgtggaggat

ttatatgaat

cgttactcgg

atcctatagce

agatggaatt

aggcgatcta

tgcaagtcga

tgagtaatgt

taccttatac

cctgtattgt

gtttgagagg

agcagtgggg

gacacatttc

aagcaccggc

aatcactggg

ttaactatag

tctggtgtag

ctggaacatt

acgagaacgg

ataggtaata

tccttattaa

atcagttagt

atgatcagtc

aatattgcac

ggtgcgtaaa

taactccgtg

cgtaaagagc

aactgctttg

gggtaaaatc

attgacgctg

gctatagctt

tgcctcttac

cctaagttaa

tggtggggta

acactggaac

aatggacgaa

ctcecttttat

ccagcagccg

atgtaggcgg

aaaactgtta

cgtagagatc

agatgcgaaa

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720



gcgtggggag

gttgttgtga

agtacggtcg

atgtggttta

tctagagata

tcagctcgtg

ttgctaacag

ggacgacgtc

atacaaagag

attgtagtct

gctacggtga

ctcattcgaa

<210> 18

<211> 1460

<212> ADN

caaacaggat

gacttgatct

caagattaaa

attcgacgat

gattggtgtc

tcgtgagatg

ttcggctgag

aagtcatcat

cggcaatacg

gcaactcgac

atacgttccc

gcggggatge

tagataccct

tgcagtaatg

actcaaagga

acacgaagaa

tgcttgcaga

ttgggttaag

aactctaaac

ggcccttacg

gtgacgtgga

tacatgaagt

gggtcttgta

taaaatagct

ggtagtccac

cagttaacac

atagacgggg

ccttacctgg

aacttatata

tccecgcaacyg

agactgccta

tccagggcta

gcaaatctta

tggaatcgct

ctcaccgccecc

accttccaca

gccctaaacg

attaagtgta

acccgcacaa

acttgacata

caggtgctgc

agcgcaaccc

cgcaagtagg

cacacgtgct

taaaatatct

agtaatcgta

gtcacaccat

gtggatttgg

atgtacacta

ccgeetgggg

gcggtggage

gtaagaactt

acggctgtcg

tcgtgtttag

aggaaggtga

acaatgggat

cccagttcgg

gatcagctat

gggagtcgaa

cgactggggt

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1441



<213> Arcobacter cibarius

<400> 18

gcggcgtgcet

gctaagtggc

atggaaacgt

tattggtaag

acaatgacgc

agactcctac

aacgccgcegt

gacggtatta

ggtgcaagcg

gaagtgaaat

ggagaggtag

gattgcgaag

aacaggatta

cttgatcttg

taacacatgc

gcacgggtga

ttgctaatac

agattagcct

ataactggtt

gggaggcagce

ggaggatgac

tatgaataag

ttactcggaa

cctatagctt

atggaatttc

gcgatctact

gataccctgg

cagtaatgca

aagtcgaacg

gtaatgtata

cttatactcc

gtattgtatc

tgagaggatg

agtggggaat

acatttcggt

caccggctaa

tcactgggcg

aactatagaa

tggtgtaggg

ggaacattat

tagtccacgc

gttaacacat

agaacgggtt

ggtaatatgc

ttactaacta

agttagttgg

atcagtcaca

attgcacaat

gcgtaaactc

ctccgtgcca

taaagagcat

ctgctttgaa

gtaaaatccg

tgacgctgag

cctaaacgat

taagtgtacc

atagcttgct

ctcttactaa

aagttagtaa

tggggtaatg

ctggaactga

ggacgaaagt

cttttatata

gcagccgcegg

gtaggcggat

aactgttagt

tagagatcag

atgcgaaagc

gtacactagt

gcctggggag

ataattgtca

gggataacaa

gggaaagatt

gcctaccaag

gacacggtcc

ctgatgcagc

agaagataat

taatacgggg

taataagttt

ctagaatgtg

aaggaatacc

gtggggagca

tgttgtgaga

tacggtcgca

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840



agattaaaac

tcgacgatac

ttggtgtctg

gtgagatgtt

cggctgagaa

gtcatcatgg

gcaatacggt

aactcgacta

tacgttcccg

cggggatgcet

aaggtaaccg

<210> 19
<211>
<212> ADN

<213>

1483

tcaaaggaat

acgaagaacc

cttgcagaaa

gggttaagtc

ctctaaggag

cccttacgtc

gacgtggagc

catgaagttg

ggtcttgtac

aaagtagcta

taggagaacc

agacggggac

ttacctggac

cttatataca

ccgcaacgag

actgcctacg

cagggctaca

aaatcttata

gaatcgctag

tcaccgceccg

ccttccacag

Arcobacter thereius

ccgcacaagce

ttgacatagt

ggtgctgcac

cgcaaccctc

caagtaggag

cacgtgctac

aaatatctcc

taatcgtaga

tcacaccatg

tggattcagce

ggtggagcat

aagaactttc

ggctgtcgtc

gtccttagtt

gaaggtgagg

aatgggatat

cagttcggat

tcagctatgce

ggagttgaac

gactggggtg

gtggtttaat

tagagataga

agctcgtgtce

gctaacagtt

acgacgtcaa

acaatgagcc

tgtagtctgce

tacgagtgaa

tcattcgaag

aagtcgtaac

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1460



<220>
<221>
<222>

<223>

<400> 19

tagagtttga

cgagaacggg

taggtaatat

ccttttcaac

tcagttagtt

tgatcagtca

atattgcaca

gtgcgtaaac

aactccgtgce

cgtaaagagc

aactgctttg

gggtaaaatc

N es a, c,

misc_ feature

(1478) ..(1478)

g o

tcatggctca

ctatagcttg

gccttttact

ataagttgat

ggtggggtaa

cactggaact

atggacggaa

tccttttata

cagcagccgce

atgtaggcgg

aaaactgtta

cgtagagatc

gagtgaacgc

ctatagttgt

aagggataac

aagggaaaga

tggctcacca

gagacacggt

gtctgatgca

taagaagata

ggtaatacgg

attgataagt

atctagaatg

agaaggaata

tggcggegtyg

cagctaagtg

agttggaaac

tttattggta

agacaatgac

ccagactcct

gcaacgccgc

atgacggtat

ggggtgcaag

ttgaagtgaa

tgggagaggt

ccgattgcga

cttaacacat

gcgcacgggt

gactgctaat

agagattagc

gcataactgg

acgggaggca

gtggaggatg

tatatgaata

cgttactcgg

atcctatagce

agatggaatt

aggcgatcta

gcaagtcgaa

gagtaatgta

accttatatt

ctgtattgta

tttgagagga

gcagtgggga

acacatttcg

agcaccggct

aatcactggg

ttaactatag

tctggtgtag

ctggaacact

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720



attgacgctg

gccctaaacg

attaagtgta

acccgcacaa

acttgacata

caggtgctgc

agcgcaaccc

cgcaagtagg

cacacgtgct

taaaatatct

agtaatcgta

gtcacaccat

gtggatttgg

<210> 20

<211> 1462

<212> ADN

agatgcgaaa

atgtacacta

ccgcctgggg

gcggtggage

gtaagaactt

acggctgtcg

tcgtgtttag

aggaaggtga

acaatgggat

cccagttcgg

gatcagctat

gggagtcgaa

cgactggggt

gcgtggggag

gttgttgtga

agtacggtcg

atgtggttta

tcaagagatt

tcagctcgtg

ttgctaacag

ggacgacgtc

atacagtgag

attgtagtct

gctacggtga

ctcattcgaa

gaagtcgtaa

caaacaggat

gacttgatct

caagattaaa

attcgacgat

gattggtgtc

tcgtgagatg

ttcggctgag

aagtcatcat

ctgcgataca

gcaactcgac

atacgttccc

gcggggatge

caaggtancc

tagataccct

tgcagtaatg

actcaaagga

acgcgaagaa

tgcttgcaga

ttgggttaag

aactctaaac

ggcccttacg

gtgatgtgga

tacatgaagt

gggtcttgta

taaagtagct

gta

ggtagtccac

cagttaacac

atagacgggg

ccttacctgg

aacttatata

tccecgcaacyg

agactgccta

tccagggcta

gcaaatctta

tggaatcgct

ctcaccgccc

accttccaca

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1483



<213> Arcobacter skirrowi

<220>
<221> misc feature
<222>  (171)..(171)

<223> Nes a, ¢, go t

<220>
<221> misc feature
<222>  (187)..(187)

<223> N es a, ¢, go t

<220>
<221> misc feature
<222>  (789)..(789)

<223> Nes a, ¢, go t

<220>
<221> misc feature
<222> (818)..(818)

<223> N es a, ¢, got

<220>
<221> misc feature
<222>  (918)..(925)

<223> Nes a, ¢, go t

<220>

<221> misc feature



<222>

<223> N es a, c,

<400> 20

atggagagtt

gaacgagaac

gtataggtaa

actcctntta

gtatcagtta

ggatgatcag

ggaatattgc

tcggtgcgta

gctaactccg

gggcgtaaag

tagaactgct

taggggtaaa

acaattgacg

(940) .. (943)

g o

tgatcctggce

gggctatagce

tatgcctctt

aacaaaagtt

gttggtgggg

tcacactgga

acaatggacg

aactcctttt

tgccagcagce

agcatgtagg

ttgaaaactg

atccgtagag

ctgagatgcg

t

tcagagtgaa

ttgctatagt

actaagggat

taaaagggaa

taatggctta

actgagacac

aaagtctgat

atataagaag

cgcggtaata

cggattaata

ttgatctaga

atcagaagga

aaagcgtggg

cgctggcggce

tgtcagctaa

aacaaatgga

agatttattg

ccaagactat

ggtccagact

gcagcaacgc

ataatgacgg

cggggggtgce

agtttgaagt

atgtgggaga

ataccgattg

gagcaaacag

gtgcttaaca

gtggcgcacg

aacgtttgct

gtaagagatt

gacacataac

cctrcgggag

cgcgtggagg

tattatatga

aagcgttact

gaaatcctat

ggtagatgga

cgaaggcgat

gattagatac

catgcaagtc

ggtgagtaat

nataccttat

agcctgtatt

tggtttgaga

gcagcagtgg

atgacacatt

ataagcaccg

cggaatcact

agcttaacta

atttctggtg

ttactggaac

cctggtagtc

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780



cacgccctna

cacattaagt

gggacccgca

tkgacttgac

atacaggtgc

acgagcgcaa

ctacgcaagt

ctacacacgt

ttataaaata

gctagtaatc

cccgtcacac

acagtggatt

<210> 21

<211>

<212> ADN

<213>

1462

acgatgtaca

gtaccgcctg

caagcggnnn

atagtaagaa

tgcacggctg

ccctegtgtt

aggaggaagg

gctacaatgg

tctcccagtt

gtagatcagc

catgggagtc

tggcgactgg

ctagttgttg

gggagtacgg

nnnnngtggt

ctttctagag

tcgtcagcectc

tagttgctaa

tgaggacgac

gatatacaaa

cggattgtag

tatgctacgg

gaactcattc

g9

Arcobacter butzleri

tgagactnga

tcgcaagatt

ttaattcgan

atagattggt

gtgtcgtgag

cagttcggct

gtcaagtcat

gagcggcaat

tctgcaactc

tgaatacgtt

gaagcgggga

tcttgcagta

aaaactcaaa

nnnacacgaa

gtctgcttgce

atgttgggtt

gagaactcta

catggccctt

acggtgacgt

gactacatga

cccgggtett

tgctaaagta

atgcagttaa

ggaatagacg

gaaccttacc

agaaacttat

aagtcccgca

aacagactgc

acgtccaggg

ggagcaaatc

agttggaatc

gtactcaccg

gctaccttcc

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1462



<220>

<221>

<222>

<223>

<220>

<221>

<222>

<223>

<220>

<221>

<222>

<223>

<220>

<221>

<222>

<223>

<220>

<221>

<222>

<223>

<220>

<221>

<222>

<223>

misc_feature
(171)..(171)

Nes a, ¢, g

misc_feature
(187)..(187)

N es a, ¢, g

misc_feature
(789) ..(789)

N es a, ¢, g

misc_feature
(818)..(818)

N es a, ¢, g

misc_feature
(918) ..(925)

Nesa, ¢, g

misc_ feature

(940) .. (943)

o

)

o

O

o

t

t

t

t

t

Nes a, ¢, go t



<400> 21

atggagagtt

gaacgagaac

gtataggtaa

actcctntta

gtatcagtta

ggatgatcag

ggaatattgc

tcggtgcgta

gctaactccg

gggcgtaaag

tagaactgct

taggggtaaa

acaattgacg

cacgccctna

tgatcctggce

gggctatagc

tatgcctctt

aacaaaagtt

gttggtgggg

tcacactgga

acaatggacg

aactcctttt

tgccagcagce

agcatgtagg

ttgaaaactg

atccgtagag

ctgagatgcg

acgatgtaca

tcagagtgaa

ttgctatagt

actaagggat

taaaagggaa

taatggctta

actgagacac

aaagtctgat

atataagaag

cgcggtaata

cggattaata

ttgatctaga

atcagaagga

aaagcgtggyg

ctagttgttg

cgctggcggce

tgtcagctaa

aacaaatgga

agatttattg

ccaagactat

ggtccagact

gcagcaacgc

ataatgacgg

€ggggggtgc

agtttgaagt

atgtgggaga

ataccgattg

gagcaaacag

tgagactnga

gtgcttaaca

gtggcgcacg

aacgtttgct

gtaagagatt

gacacataac

cctrcgggag

cgcgtggagg

tattatatga

aagcgttact

gaaatcctat

ggtagatgga

cgaaggcgat

gattagatac

tcttgcagta

catgcaagtc

ggtgagtaat

nataccttat

agcctgtatt

tggtttgaga

gcagcagtgg

atgacacatt

ataagcaccg

cggaatcact

agcttaacta

atttctggtg

ttactggaac

cctggtagtc

atgcagttaa

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840



cacattaagt

gggacccgca

tkgacttgac

atacaggtgc

acgagcgcaa

ctacgcaagt

ctacacacgt

ttataaaata

gctagtaatc

cccgtcacac

acagtggatt

<210> 22

<211>

<212> ADN

<213>

<400> 22

1515

gtaccgcctg

caagcggnnn

atagtaagaa

tgcacggctg

ccctegtgtt

aggaggaagg

gctacaatgg

tctcccagtt

gtagatcagc

catgggagtc

tggcgactgg

gggagtacgg

nnnnngtggt

ctttctagag

tcgtcagcetce

tagttgctaa

tgaggacgac

gatatacaaa

cggattgtag

tatgctacgg

gaactcattc

99

Arcobacter butzleri

tcgcaagatt

ttaattcgan

atagattggt

gtgtcgtgag

cagttcggct

gtcaagtcat

gagcggcaat

tctgcaactc

tgaatacgtt

gaagcgggga

aaaactcaaa

nnnacacgaa

gtctgcttgce

atgttgggtt

gagaactcta

catggccctt

acggtgacgt

gactacatga

cccgggtett

tgctaaagta

ggaatagacg

gaaccttacc

agaaacttat

aagtcccgca

aacagactgc

acgtccaggg

ggagcaaatc

agttggaatc

gtactcaccg

gctaccttcc

atggagagtt tgatcctggc tcagagtgaa cgctggcggc gtgcttaaca catgcaagtc

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1462

60



gaacgagaac

gtataggtaa

attccttttt

gtatcagtta

ggatgatcag

ggaatattgc

tcggtgcgta

gctaactccg

gggcgtaaag

tagaactgct

taggggtaaa

aatattgacg

cacgccctaa

cacattaagt

gggacccgca

ggattatagc

tatgcctctt

atcaaaagat

gttggtgggg

tcacactgga

acaatggacg

aactcctttt

tgccagcagce

agcgtgtagg

ttgaaaactg

atccgtagag

ctgagacgcg

acgatgtaca

gtaccgcctg

caagcggtgg

ttgctataat

actaagggat

aaaaagggaa

taatggccta

actgagacac

aaagtctgat

atataagaag

cgcggtaata

cggattgata

ttaatctaga

atcagaagga

aaagcgtggg

ctagttgttg

gggagtacgg

agcatgtggt

tgtcagctaa

aacaattgga

agatttattg

ccaagacgat

ggtccagact

gcagcaacgc

ataatgacgg

cggagggtgc

agtttgaagt

atgtgggaga

ataccgattg

gagcaaacag

tgaggctcga

tcgcaagatt

ttaattcgac

gtggcgcacg

aacgattgct

gtaagagatt

gacgcataac

cctacgggag

cgcgtggagg

tattatatga

aagcgttact

gaaatcctat

ggtagatgga

cgaaggcgat

gattagatac

ccttgcagta

aaaactcaaa

gatacacgaa

ggtgagtaat

aataccttat

agcctgtatt

tggtttgaga

gcagcagtgg

atgacacatt

ataagcaccg

cggaatcact

agcttaacta

atttctggtg

ctactggaac

cctggtagtc

atgcagttaa

ggaatagacg

gaaccttacc

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960



tggacttgac

atacaggtgc

acgagcgcaa

ctacgcaagt

ctacacacgt

tcaaaaatgc

ctagtaatcg

ccgtcacacc

cagtggattc

ggatcacctc

<210> 23

<211>

<212> ADN

<213>

<220>

<223>

1453

atagtaagaa

tgcacggctg

ccctegtect

aggaggaagg

gctacaatgg

ctcccagttce

tagatcagct

atgggagttg

agcgactggg

ctttc

Desconocido

tgatttagag

tcgtcagcectce

tagttgctaa

tgaggatgac

ggtatacaaa

ggattgtagt

atgctacggt

aactcattcg

gtgaagtcgt

Especies Arcobacter

atagattagt

gtgtcgtgag

cagttcggct

gtcaagtcat

gagcagcaat

ctgcaactcg

gaatacgttc

aagcggggat

aacaaggtaa

gtctgcttgce

atgttgggtt

gagaactcta

catggccctt

acggtgacgt

actacatgaa

ccgggtettg

gctaaagtag

ccgtaggaga

agaaacttgc

aagtcccgca

aggagactgc

acgtccaggg

ggagcaaatc

gttggaatcg

tactcaccgc

ctaccttcca

acctgcggtt

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1515



<400> 23

cctggctcag

ctagcttgct

cttactaagg

gtccgcaagg

aggtaatggc

ggaactgaga

acggaagtct

tttatatgag

agccgcggta

aggcgggttg

ctgttaacct

gagatcagaa

gcgaaagcgt

acactagttg

ctggggagta

agtgaacgct

agatgcagtc

gataacagat

gaaagattta

tcaccaagac

cacggtccag

gatgcagcaa

aagataatga

atacggaggg

ataagtttga

agaatatggg

ggaataccga

gggtagcaaa

ttgtgaggct

cggtcgcaag

ggcggcgtge

taagtggcgc

ggaaacgtct

tcggtaagag

tatgacactt

actcctacgg

cgccgcgtgg

cggtatcata

tgcaagcgtt

agtgaaatcc

agaggtagat

ttgcgaaggc

caggattaga

cgaccttgca

attaaaactc

ttaacacatg

acgggtgagt

gctaatacct

attagcctgt

aactggtttg

gaggcagcag

aggatgacac

tgaataagca

actcggaatc

tatagcttaa

ggaatttctg

gatctactgg

taccctggta

gtaatgcagt

aaaggaatag

caagtcgaac

aatatatagg

tatatgcctt

acagtatcag

agaggatgat

tggggaatat

atttcggtgce

ccggctaact

actgggcgta

ctatagaact

gtgtaggggt

aacattattg

gtccacgccc

taacacatta

acggggaccc

gagaaacggt

taatatgcct

taggactaaa

ttagttggtg

cagtcacact

tgcacaatgg

gtaaactcct

ccgtgccagce

aagagcgtgt

gctttgaaaa

aaaatccgta

acgctgagac

taaacgatgt

agtgtaccgc

gcacaagcgg

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900



tggagcatgt

gaactttcta

ctgtcgtcag

cattagttgc

aggtgaggac

tggggtatac

ttcggattgt

gctatgctac

ttgaactcat

ggggtgaagt

<210> 24
<211>
<212> ADN

<213>

<220>

<223>

1478

ggtttaattc

gagatagatt

ctcgtgtcgt

taacagttcg

gacgtcaagt

aaagagcagc

agtctgcaac

ggtgaatacg

tcgaagcggg

cgt

Desconocido

gacgatacac

ggtgtctgct

gagatgttgg

gctgagaact

catcatggcc

aatacggtga

tcgactacat

ttccecgggte

gatgctaaag

Especies Arcobacter

gaagaacctt

tgcagaaact

gttaagtccc

ctaatgagac

cttacgtcca

cgtggagcaa

gaagttggaa

ttgtactcac

tagctacctt

acctggactt

tatatacagg

gcaacgagcg

tgcctacgta

gggctacaca

atctcaaaaa

tcgctagtaa

cgcccgtceac

ccacagtgga

gacatagtaa

tgctgcacgg

caaccctcgt

agtaggagga

cgtgctacaa

tatctcccag

tcgtagatca

accatgggag

tttagcgact

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1453



<400> 24

agagtttgat

gagaaacgta

ggtaacatgc

tttaatacgg

agttagttgg

atcagtcaca

attgcacaat

gcgtaaactc

ctccgtgceca

taaagagcgt

ctgcttttga

gtaaaatccg

tgacgctgag

cctaaacgat

taagtgtacc

catggctcag

tttagtttac

ctcttactaa

aagtatgcaa

tgaggtaatg

ctggaactga

ggacgaaagt

cttttatagg

gcagccgegg

gtaggcggac

aactgtttgt

tagatatcag

acgcgaaagc

gtacactagt

gcctggggag

agtgaacgct

taaatagcag

gggataacag

gggaaagatt

gctcaccaag

gacacggtcc

ctgatgcagc

tcaagataat

taatacggag

taataagtca

ctagagtgtg

aaggaatacc

gtggggagca

tgttgccttg

tacggtcgca

ggcggcgtge

tctaagtggce

atggaaacgt

tattggtaag

acaatgacac

agactcctac

aacgccgcegt

gacggtagcc

ggcgcaagcg

gaagtgaaat

ggagaggtag

gattgcgaag

aacaggatta

ctagacaagg

agattaaaac

ttaacacatg

gcacgggtga

ctgctaatac

agattggcct

ctaactggtt

gggaggcage

ggaggatgac

tatgaataag

ttactcggaa

ccaatagctt

atggaatttc

gcgatctact

gataccctgg

cagtaatgca

tcaaaggaat

caagtcgaac

gtaatgtata

cttatatgcc

gtatggtatc

tgagaggatg

agtggggaat

acatttcggt

cgccggctaa

tcactgggcg

aactattgaa

tggtgtaggg

ggaacataac

tagtccacgc

cctaacggat

agacggggac

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900



ccgcacaagce

ttgacatagt

ggtgctgcac

cgcaaccctc

caagtaggag

cacgtgctac

aatgcctctc

aatcgtggat

acaccatggg

gatttagcga

<210> 25

<211>

<212> ADN

<213>

<220>

<223>

1478

ggtggagcat

aagaactttc

ggctgtcgtc

gtgtttagtt

gaaggtgagg

aatggggtat

agttcggatt

cagcaatgcc

agttgaattc

ctggggtgaa

Desconocido

gtggtttaat

cagagatgga

agctcgtgtc

gctaacagtt

acgacgtcaa

acaaagagca

gtagtctgca

acggtgaata

attcgaagcg

gtcgtaacaa

Especies Arcobacter

tcgacgatac

ttggtgctag

gtgagatgtt

cggctgagaa

gtcatcatgg

gcgatacggt

actcgactac

cgttcccggg

gggatgctaa

ggtaaccg

gcgaagaacc

cttgctagaa

gggttaagtc

ctctaaacag

cccttacgac

gacgtggagc

atgaagttgg

tcttgtactc

agtagctacc

ttacctggtc

cttacataca

ccgcaacgag

actgcctacg

cagggctaca

aaatctataa

aatcgctagt

accgcccgte

ttccacagtg

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1478



<400> 25

agagtttgat

gagaaacgta

ggtaacatgc

tttaatacgg

agttagttgg

atcagtcaca

attgcacaat

gcgtaaactc

ctccgtgceca

taaagagcgt

ctgcttttga

gtaaaatccg

tgacgctgag

cctaaacgat

taagtgtacc

tatggctcag

tttagtttac

ctcttactaa

aagtatgcaa

tgaggtaatg

ctggaactga

ggacgaaagt

cttttatagg

gcagccgegg

gtaggcggac

aactgtttgt

tagatatcag

acgcgaaagc

gtacactagt

gcctggggag

agtgaacgct

taaatagcag

gggataacag

gggaaagatt

gctcaccaag

gacacggtcc

ctgatgcagc

tcaagataat

taatacggag

taataagtca

ctagagtgtg

aaggaatacc

gtggggagca

tgttgccttg

tacggtcgca

ggcggcgtge

tctaagtggce

atggaaacgt

tattggtaag

acaatgacac

agactcctac

aacgccgcegt

gacggtagcc

ggcgcaagcg

gaagtgaaat

ggagaggtag

gattgcgaag

aacaggatta

ctagacaagg

agattaaaac

ttaacacatg

gcacgggtga

ctgctaatac

agattggcct

ctaactggtt

gggaggcage

ggaggatgac

tatgaataag

ttactcggaa

ccaatagctt

atggaatttc

gcgatctact

gataccctgg

cagtaatgca

tcaaaggaat

caagtcgaac

gtaatgtata

cttatatgcc

gtatggtatc

tgagaggatg

agtggggaat

acatttcggt

cgccggctaa

tcactgggcg

aactattgaa

tggtgtaggg

ggaacataac

tagtccacgc

cctaacggat

agacggggac

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900



ccgcacaagce

ttgacatagt

ggtgctgcac

cgcaaccctc

caagtaggag

cacgtgctac

aatgcctctc

aatcgtggat

acaccatggg

gatttagcga

<210> 26

<211> 1431
<212> ADN
<213>

<400> 26

ggtggagcat

aagaactttc

ggctgtcgtc

gtgtttagtt

gaaggtgagg

aatggggtat

agttcggatt

cagcaatgcc

agttgaattc

ctggggtgaa

gtggtttaat

cagagatgga

agctcgtgtc

gctaacagtt

acgacgtcaa

acaaagagca

gtagtctgca

acggtgaata

attcgaagcg

gtcgtaacaa

Arcobacter sulfidicus

tcgacgatac

ttggtgctag

gtgagatgtt

cggctgagaa

gtcatcatgg

gcgatacggt

actcgactac

cgttcccggg

gggatgctaa

ggtaaccg

gcgaagaacc

cttgctagaa

gggttaagtc

ctctaaacag

cccttacgac

gacgtggagc

atgaagttgg

tcttgtactc

agtagctacc

ttacctggtc

cttacataca

ccgcaacgag

actgcctacg

cagggctaca

aaatctataa

aatcgctagt

accgcccgte

ttccacagtg

gtgaacgctg gcggcgtgct taacacatgc aagtcgaacg agaacggatt aaagcttgct

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1478

60



ttaattgtca

gggataacag

gggaaatatt

gcctaccaag

gacacggtcc

ctgatgcagc

agaagaaaat

taatacgggg

agataagttg

ctagaatatg

aaggaatacc

gtggggagca

tgttgcgatg

tacggtcgca

gtggtttaat

gctaagtggc

atggaaacgc

tatagctctt

actatgacgc

agactcctac

aacgccgcgt

gacggtatta

ggtgcaagceg

gaagtgaaat

ggagaggtag

gattgcgaag

aacaggatta

ctagacattg

agattaaaac

tcgacgatac

gcacgggtga

ctgctaagac

cgatcggcct

ataactggtt

gggaggcagce

ggaggatgac

tatgaataag

ttactcggaa

cctatggcectt

atggaatttc

gcgatctact

gataccctgg

cagtaatgca

tcaaaggaat

gcgaagaacc

gtaatgtata

cctatatgcc

atattgtatc

tgagaggatg

agtggggaat

acatttcggt

caccggctaa

tcactgggcg

aaccatagaa

tggtgtaggg

ggaacattat

tagtccacgc

gttaacacat

agacggggac

ttacctggcc

ggtaatgtgc

tttagaacaa

agtttgttgg

atcagtcaca

attgcacaat

gcgtaaactc

ctcecgtgceca

taaagcgcat

ctgcttccaa

gtaaaatccg

tgacgctgag

cctaaacgat

taagtgtacc

ccgcacaagce

ttgacatacc

ctaagagaag

aagttygcaa

tggggtaatg

ctggaactga

gggggaaacc

cttttatata

gcagccgegg

gtaggcggat

aactgtctat

tagagatcag

atgcgaaagc

gtacactagt

gcctggggag

ggtggagcat

aagaacttat

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960



cagagatgat

agctcgtgtce

actaacagtt

acgacgtcaa

acaaagagcc

agtactctgc

tacggtgaat

cattcgaagc

<210> 27

<211>

<212> ADN

<213>

<220>

<223>

<400> 27

1483

ttggtgctag

gtgagatgtt

cggctgagga

gtcatcatgg

gcaataccgc

aactcgagtg

acgttcccgg

ggggatgcta

Desconocido

cttgctagaa

gggttaagtc

ctctaaacag

cccttacggce

gaggtggagc

cttgaagttg

gtcttgtact

agatagctac

cttggataca

ccgcaacgag

actgcctteg

cagggctaca

aaatctcata

gaatcgctag

caccgcccegt

cttccacagt

Clon BP-B88 de bacteria sin cultivar

ggtgctgcac

cgcaacccac

Caaggaggag

cacgtgctac

aaatatctcc

taatcgtaaa

cacaccatgg

ggaattagcg

ggctgtcgtc

gtgtttagtt

gaaggtgtgg

aatggggtat

cagttcggat

tcagcaatgt

gagttgattt

a

tagagtttga tcctggctca gagtgaacgc tggcggcgtg cttaacacat gcaagtcgaa

cgagaaacgg atttagcttg ctaaattgca gtctaagtgg cgcacgggtg agtaatgtat

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1431

60

120



aggtaacatg

cttattagcg

cagctagttg

gatcagtcac

tattgcacaa

tgcgtaaact

actccgtgcec

gtaaagagcg

actgcttcca

ggtaaaatcc

ctgacgctga

ccctaaacga

gtaagtgtac

cccgcacaag

cttgacattg

ccttttagta

taagtgtgta

gtagtgtaat

actggaactg

tgggggaaac

ccttttataa

agcagccgcg

tgtaggcgga

aaactgcatg

gtagagatca

gacgcgaaag

tgtacactag

cgcctgggga

cggtggagca

aaagaatcct

ggggataaca

agggaaagat

ggactaccaa

agacacggtc

cctgatgcag

gagaagataa

gtaatacgga

tttgtaagtt

tctagagtgt

gaaggaatac

cgtggggagt

ttgttgtgag

gtacggtcgc

tgtggtttaa

gtagagatac

gatggaaacg

ttattgctaa

ggctatgacg

cagactccta

caacgccgcg

tgacggtatc

gggtgcaagc

gggagtgaaa

gggagaggta

cgattgcgaa

aaacaggatt

gttcgacctt

aagattaaaa

ttcgaagata

gggagtgcta

tctgctaata

aagattggcc

cataactggt

¢gggaggcag

tggaggatga

ttatgaataa

gttactcgga

gcctatggcet

gatggaattt

ggcgatctac

agataccctg

gcagtaatgc

ctcaaaggaa

cgcgaagaac

gcttgctaga

ccctatattce

tatattgtat

ttgagaggat

cagtggggaa

cacatttcgg

gcaccggcta

atcactgggc

caaccataga

ctggtgtagg

tggaacataa

gtagtccacg

agttaacaca

tagacgggga

cttacctgga

gcttgaaaac

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020



aggtgctgca

gcgcaaccca

gtaaggagga

acacgtgcta

aaaatgcctc

gtaatcgtag

tcacaccatg

cggaatcagc

<210> 28

<211>

<212> ADN

<213>

<220>

<223>

<220>
<221>
<222>

<223>

1279

N es a, c,

cggctgtegt

cgtcgttagt

ggaaggtgtg

caatggggta

ccagttcgga

atcagcattg

ggagttgatt

gactggggtg

Desconocido

misc_ feature

(10) .. (10)

g o

cagctcgtgt

tgctaacagt

gacgacgtca

tacaaagagc

ttgtagtctg

ctacggtgaa

tcgecttaag

aagtcgtaac

t

cgtgagatgt

taggctgaga

agtcatcatg

agcaatacgg

caactcgact

tacgttcccg

tcaaaatgct

aaggtaaccg

Bacteria FWKOB de campo petrolero

tgggttaagt

actctaacga

gcccttacgt

tgacgtggag

acatgaagtt

ggtcttgtac

aaaatagcta

taa

cccgcaacga

gactgccttc

ccagggctac

caaatctcat

ggaatcgcta

tcaccgceeccg

ttgcccacgg

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1483



<220>
<221>
222>

<223>

<400> 28

aacacatgcn

acgggtgagt

gctaataccc

attggcctat

aactggtttg

gaggcagcag

aggatgacac

tgaataagca

actcggaatt

tatggcttaa

ggaatttctg

gatctactgg

N es a, c,

misc_feature

(322) ..(322)

g o

agtcgaacga

aatgtatagg

tatattcctt

attgtatcag

agaggatgat

tggggaatat

atttcggtgce

ccggctaact

actgggcgta

ccatagaact

gtgtaggggt

aacataactg

t

gaaacggatt

taacatgcct

attagcacaa

ctagttggta

cagtcacact

tncacaatgg

gtaaactcct

ccgtgccagce

aagagcgtgt

gcttccaaaa

aaaatccgta

acgctgagac

tagcttgcta

tctactaggg

gtgtgtaagg

gtgtaatgga

ggaactgaga

gcgaaagcct

tttatatggg

agccgcggta

aggcgggtta

ctgttagcct

gatatcagaa

gcgaaagcgt

aattgcagtc

gataacagtt

gaaagattca

ctaccaaggc

cacggtccag

gatgcagcaa

aagataatga

atacggaggg

ataagttgga

agagtgtggg

ggaataccga

ggggagcaaa

taagtggcgce

ggaaacgact

ttggtagaag

tatgacgcat

actcctacgg

cgccgegtgg

cggtaccata

tgcaagcgtt

agtgaaatcc

agaggtagat

ttgcgaaggc

caggattaga

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720



taccctggta

gtaatgcagt

aaaggaatag

gaagaacctt

tgctagaact

gttaagtccc

ctaacgagac

cttacggcca

gatggagcaa

gaagttggaa

<210> 29

<211> 1464
<212> ADN
<213>

<400> 29

gtccacgccc

taacacagta

acggggaccc

acctggcecctt

tgaaaacagg

gcaacgagcg

tgccttegta

gggctacaca

atctcaaaaa

tcgctagta

taaacgatgc

agtgtgccgce

gcacaagcgg

gacattgata

tgctgcacgg

caaccctcegt

aggaggagga

cgtgctacaa

cacctcccag

acactagttg

ctggggagta

tggagcatgt

gaatctggta

ctgtcgtcag

cgttagttgc

aggtgaggac

tggggtgtac

ttcggattgt

Sulfurospirillum multivorans

ttgtgaggct

cggtcgcaag

ggtttaattc

gagatactgg

ctcgtgtegt

taacagttag

gacgtcaagt

agaaagctgce

tctctgcaac

cgaccttgca

attaaaactc

gaagatacgc

agtgctagct

gagatgttgg

gctgagaact

catcatggcc

aatatcgcga

tcgagaacat

agtgaacgct ggcggcgtgce ttaacacatg caagtcgaac ggataaaata agcttgctta

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1279

60



ttttgttagt

cagttggaaa

atttatcgct

aaggctatga

tccagactcc

agcaacgccg

aatgacggta

gagggtgcaa

tcgagagtga

atgggagagg

accgattgcg

gcaaacagga

atgctagtca

gcaagattaa

aattcgaaga

ggcgcacggg

cgactgctaa

aaaggatggg

cgcatacctg

tacgggaggc

cgtggaggat

ccctatgaat

gcgttactcg

aatccaacgg

tagatggaat

aaggcgatct

ttagataccc

ttgcagtaat

aactcaaagg

tacacgaaga

tgagtaatat

taccccatac

gctttattgt

gtctgagagg

agcagtgggg

gacgcatttc

aagcaccggc

gaatcactgg

ctcaaccgtt

tagtggtgta

actggaacat

tggtagtcca

gcacttaaca

aatagacggg

accttacctg

atagctaacc

tccttettgt

atcagctagt

atgatcaggc

aatattgcac

ggtgtgtaaa

taactccgtg

gcgtaaagga

gaactgctct

ggggtaaaat

tattgacgct

cgccctaaac

gattaagtgt

gacccgcaca

gccttgatat

tgcccectttag

cttaagataa

tggtggggta

acactggaac

aatggaggaa

ctccttttat

ccagcagccg

tgcgtaggcect

cgaaactggt

ccgtagatat

gaggcatgaa

gatgcacact

gccgcecctggg

agcggtggag

cctaagaatc

tgggggacaa

gttgggaaag

atggcctacc

tgagacacgg

actctgatgc

aggggaagat

cggtaatacg

ggaaatcaag

tacctagaat

cactaggaat

agcgtgggga

agttgttgcg

gagtacggtc

catgtggttt

ctgtagagat

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960



acgggagtgc

gtcgtgagat

gttcggctga

caagtcatca

gacgcgatac

gcaactcgac

atacgttccc

gccggaatac

caaggtaacc

<210> 30

<211> 1470
<212> ADN

<213>

<220>

<223>

<400> 30

tagtttacta

gttgggttaa

gcactctaat

tggcccttat

tgcgaagtgg

ttcatgaagc

gggtcttgta

taaactagtt

gtaggagaac

Desconocido

gaacttagag

gtcccgceaac

cagactgcct

ggccagggct

agcaaatctt

tggaatcgct

ctcaccgceccec

accgaccacg

ctgc

Clon ASO077 B63 de bacteria

acaggtgctg

gagcgcaacc

tcgtaaggag

acacacgtgce

aaaacctagt

agtaatcgta

gtcacaccat

gygggttcag

cacggctgtc

ctcgtgatta

gaggaaggtg

tacaatggct

ctcagttcgg

gatcagatat

gggagttgaa

cgactggggt

gtcagctcgt

gttgctaaca

aggacgacgt

aggacaaaga

attgaagtct

gctacggtga

ttcacccgaa

gaagtcgtaa

agagtttgat cctggctcag agtgaacgct ggcggcgtgc ttaacacatg caagtcgaac

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1464

60



gatgaagctc

tgtacccctt

gtcataagag

gttggtgagg

tcacactgga

acaatggggg

aactcctttt

tgccagcagce

cgcgcgcagg

tccaaaactg

atccgtagag

ctgaggcgcg

actatgaatg

attccgcectg

caagtggtgg

tagcttgcta

agagggggat

aagttgggaa

taatggctca

actgagacac

aagccctgat

atatgggaag

cgcggtaata

cggtccctta

aggggctaga

atcactagga

aaagcgtggg

ttagtcgtcg

gggagtacgg

agcatgtggt

gagtggatta

aacagttgga

agtttttteg

ccaaggctat

ggtccagact

gcagcaacgc

ataatgacgg

cggagggtgc

agttggatgt

gtctgggagg

ataccaaaag

gagcaaacag

gggagcttgt

tcgcaagatt

ttaattcgaa

gtggcgcacg

aacgactgct

ctaagggatc

gacgcctaac

cctacgggag

cgcgtggagg

taccatatga

aagcgttact

gaaatcctat

ggaagatgga

cgaaggcgat

gattagatac

cttctcggtg

aaaactcaaa

gatacgcaaa

ggtgaggaat

aataccccat

gggctatacg

tggtctgaga

gcagcagtgg

atgacacatt

ataagcaccg

cggactcact

ggctcaacca

attagtggtg

cttctggaac

cctggtagtc

atgcagctaa

ggaatagacg

gaaccttacc

atatagctaa

actccttctt

gtatcagctt

ggatgatcag

ggaatattgc

tcggtgcgta

gctaactccg

gggcgtaaag

tagaactgca

taggggtaaa

agtactgacg

cacgccctaa

cgcattaaac

gggacccgca

tggccttgac

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960



attgatagaa

cacggctgtc

ctcgtcacta

gaggaaggtg

tacaatggga

ctcagttcgg

gatcagccat

gggagttgat

cgactggggt

<210> 31
<211>
<212> ADN

<213>

<220>

<223>

<220>

<221>

1277

tctgctagag

gtcagctcgt

gttactaacg

aggacgacgt

tgtacaatga

attgtagtct

gctacggtga

ttcacccgaa

gaagtcgtaa

Desconocido

misc_feature

atagtggagt

gtcgtgagat

gttcggccga

caagtcatca

gacgcaatac

gcaactcgac

atacgttccc

gcggggaagc

caaggtaacc

Especie Thiomicrospira

gccctteggg

gttgggttaa

ggactctagt

tggcccttac

cgcgaggtgg

tacatgaagc

gggtcttgta

taaattggct

gagcttgaaa

gtcccgcaac

gagactgcct

ggccagggcyg

agcaaatcta

tggaatcacc

ctcaccgceccec

accctccacg

acaggtgctg

gagcgcaacc

tcgtaaggag

acacacgtgc

taaagcatct

agtaatcgta

gtcacaccat

gtgggatcag

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1470



<222> (115)..(115)

<223> N es a, ¢, go t

<220>
<221> misc feature
<222>  (927)..(927)

<223> Nes a, ¢, go t

<220>
<221> misc feature
<222>  (945)..(9406)

<223> N es a, ¢, got

<220>
<221> misc feature
<222>  (949)..(949)

<223> Nes a, ¢, go t

<220>
<221> misc feature
<222> (1211)..(1211)

<223> N es a, ¢, got

<220>
<221> misc feature
<222>  (1271)..(1271)

<223> Nes a, ¢, go t

<400> 31

aacacatgcc agtcgaacgg taacgcaaag tgcttgcact ttggcgacga gtggcgcacg 60



ggtgagtaat

aataccggat

cagactatat

cgggtttgag

ggcagcagtg

gatgacgcat

aataagcacc

tcggaatcac

cagcttaact

aattagtggt

tctcctggaa

ccctggtagt

gatgcactta

aggaatagac

agaaccttac

atatagttaa

acaccttcat

cccatcagtt

aggatgatcc

aggaatattg

ttcggtgtgt

ggctaactcc

tgggcgtaag

gtagaactgc

gtaggggtaa

cataactgac

ccacgcccta

acagattaag

ggggacccgc

ctggccttga

tgtaccttca

accataagat

tgttggtgag

gccacactgg

cacaatggag

aaactccttt

gtgccagcag

ggacgcgtag

acttgaaact

aatccgtaga

gctaaggcgt

aacgatgaac

tgttccgect

acaagtggtg

cattganaga

agaccgggat

atgaagggaa

gtaagagctc

tactgagaca

gaaactctga

tatatgtcaa

ccgcggtaat

gcgggatatc

ggtaacctag

tatcactagg

gaaagcgtgg

actagtcgtc

ggggagtacg

gagcatgtgg

acactgtaga

agccattgga

atgttttttc

accaagacta

cggaccagac

tgcagcaacg

gaaaatgacg

acggagggtg

aagtcaggtg

agtatgggag

aatacctaaa

ggagcaaaca

gtgatgcttg

gtcgcaagat

tttaattcga

gatanngtng

aacgntgatt

gcttgaagat

tgacgggtag

tcctacggga

ccgcgtggag

gtagcatatg

caagcgttac

tgaaatccta

ggggagatgg

gcgaaggcga

ggattagata

tcattgcggt

taaaactcaa

agatacgcga

tgcccttcegg

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960



ggagcttgaa

agtcccgcaa

aggagactgc

acggccaggg

ggagccaatc

agctggaatc

<210> 32

<211>

<212> ADN

<213>

<400> 32

agtcgaacgg

atgtctggga

taacgtcgca

gggattagct

aggatgacca

1341

aacaggtgct

cgagcgcaac

cttcgcaagg

ctacacacgt

ncttaaagcg

nctagta

taacaggaag

aactgcctga

agaccaaaga

agtaggtggg

gccacactgg

gcacggctgt

cctcgtcectt

aggaggaagg

gctacaatgg

tctctcagtt

Escherichia coli

aagcttgcectt

tggaggggga

gggggacctt

gtaacggctc

aactgagaca

cgtcagctcg

agttgccagc

tgaggacgac

ggcgtacaga

cggattggag

ctttgctgac

taactactgg

cgggcctett

acctaggcga

cggtccagac

tgtcgtgaga

aggttaagct

gtcaagtcat

gtgttgcaat

tctgcaactc

gagtggcgga

aaacggtagce

gccatcggat

cgatccctag

tcctacggga

tgttgggtta

gggcactcta

catggccctt

accgcgaggt

gactccatga

cgggtgagta

taataccgca

gtgcccagat

ctggtctgag

ggcagcagtg

1020

1080

1140

1200

1260

1277

60

120

180

240

300



gggaatattg

ttcgggttgt

tgacgttacc

gggtgcaagc

agatgtgaaa

cgtagagggg

cggtggcgaa

aaacaggatt

ccttgaggceg

aaggttaaaa

ttcgatgcaa

gaatgtgcct

aaatgttggg

ccgggaactce

catcatggcc

cacaatgggc

aaagtacttt

cgcagaagaa

gttaatcgga

tccececggget

ggtagaattc

ggcggcccce

agataccctg

tggcttcecgg

ctcaaatgaa

cgcgaagaac

tcgggaaccg

ttaagtcccg

aaaggagact

cttacgacca

gcaagcctga

cagcggggag

gcaccggcta

attactgggc

caacctggga

caggtgtagc

tggacgaaga

gtagtccacg

agctaacgcg

ttgacggggg

cttacctggt

tgagacaggt

caacgagcgc

gccagtgata

gggctacaca

tgcagccatg

gaagggagta

actccgtgcc

gtaaagcgca

actgcatctg

ggtgaaatgc

ctgacgctca

ccgtaaacga

ttaagtcgac

cccgcacaag

cttgacatcc

gctgcatggc

aacccttatc

aactggagga

cgtgctacaa

ccgcgtgtat

aagttaatac

agcagccgcg

cgcaggcggt

atactggcaa

gtagagatct

ggtgcgaaag

tgtcgacttg

cgcctgggga

cggtggagca

acggaagttt

tgtcgtcagce

ctttgttgcc

aggtggggat

tggcgcatac

gaagaaggcc

ctttgctcat

gtaatacgga

ttgttaagtc

gcttgagtct

ggaggaatac

cgtggggagce

gaggttgtgc

gtacggccgce

tgtggtttaa

tcagagatga

tcgtgttgtyg

agcggtccgg

gacgtcaagt

aaagagaagc

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200



gacctcgcga gagcaagcgg acctcataaa gtgcgtcgta gtccggattg gagtctgcaa 1260

ctcgactcca tgaagtcgga atcgctagta atcgtggatc agaatgccac ggtgaatacg 1320
ttccecgggece ttgtacacac ¢ 1341
<210> 33

<211> 1372

<212> ADN

<213> Desconocido

<220>

<223> Especies Arcobacter

<400> 33

acgggattag cttgctaatc tgtcagctaa gtggcgcacg ggtgagtaat atataggtaa 60
cgtgccttca agagggggat aacagatgga aacgtctgct aaaaccccat atgcctttaa 120
tgcgaaagta tgcaagggaa atatttatag cttgaagatc ggcctgtaca gtatcagata 180
gttggtgagg taatagctca ccaagtcaat gacgcttaac tggtttgaga ggatgatcag 240
tcacactgga actgagacac ggtccagact cctacgggag gcagcagtgg ggaatattgce 300
acaatggggg aaaccctgat gcagcaacgc cgcgtggagg atgacacatt tcggtgcgta 360
aactcctttt atataagaag ataatgacgg tattatatga ataagcaccg gctaactccg 420



tgccagcagc

agcgtgtagg

tttgaaactg

atccgtagag

ctgagacgcg

acgatgtaca

gtaccgcctg

caagcggtgg

atagtaagaa

tgcacggctg

ccctegtceat

aggaggaagg

gctacaatgg

ctcccagttce

tagatcagca

cgcggtaata

cggatagata

tctatctaga

atcagaagga

aaagcgtggg

ctagttgttg

gggagtacgg

agcatgtggt

ccatttagag

tcgtcagctce

tagttgctaa

tgaggacgac

ggtatacaaa

ggattgtagt

atgctacggt

cggagggtgc

agtcagaagt

gtatgggaga

ataccgattg

gagcaaacag

ctatgctcga

tcgcaagatt

ttaattcgac

atagatgggt

gtgtcgtgag

cacttcgggt

gtcaagtcat

gagcagcgat

ctgcaactcg

gaatacgttc

aagcgttact

gaaatccaat

ggtagatgga

cgaaggcgat

gattagatac

catagcagta

aaaactcaaa

gatacgcgaa

gtctgcttgce

atgttgggtt

gagaactcta

catggccctt

acagtgatgt

actacatgaa

ccgggtcttg

cggaatcact

agcttaacta

atttctggtg

ctactggaac

cctggtagtc

atgcagttaa

ggaatagacg

gaaccttacc

agaaacttat

aagtcccgca

atgagactgc

acgaccaggg

ggagcaaatc

gttggaatcg

tactcaccgce

gggcgtaaag

ttgaactgct

taggggtaaa

ataactgacg

cacgccctaa

cacattaagt

gggacccgca

tggtcttgac

atacaggtgc

acgagcgcaa

ctacgcaagt

ctacacacgt

taaaaaatac

ctagtaatcg

ccgtcacacc

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320



atgggagttg atttcactcg aagcggggat gctaagatag ctaccctcca ca

<210> 34

<211> 1389

<212> ADN

<213> Desconocido
<220>

<223>

<400> 34

atgcaagtcg

gagtaatata

accccatatg

ctgtacagta

tttgagagga

gcagtgggga

acacatttcg

agcaccggct

aatcactggg

aacgagaacg

taggtaacgt

cctttaatgce

tcagatagtt

tgatcagtca

atattgcaca

gtgcgtaaac

aactccgtgce

cgtaaagagc

Especies Arcobacter

ggattagctt

gccttcaaga

gaaagtatgc

ggtgaggtaa

cactggaact

atgggggaaa

tccttttata

cagcagccgce

gtgtaggcgg

gctaatctgt

gggggataac

aagggaaata

tagctcacca

gagacacggt

ccctgatgca

taagaagata

ggtaatacgg

atagataagt

cagctaagtg

agatggaaac

tttatagctt

agtcaatgac

ccagactcct

gcaacgccgce

atgacggtat

agggtgcaag

cagaagtgaa

gcgcacgggt

gtctgctaaa

gaagatcggce

gcttaactgg

acgggaggca

gtggaggatg

tatatgaata

cgttactcgg

atccaatagc

1372

60

120

180

240

300

360

420

480

540



ttaactattg

tctggtgtag

ctggaacata

ggtagtccac

cagttaacac

atagacgggg

ccttacctgg

aacttatata

tccecgcaacg

agactgccta

accagggcta

gcaaatctaa

ggaatcgcta

tcaccgcceg

ccctccaca

aactgctttt

gggtaaaatc

actgacgctg

gccctaaacg

attaagtgta

acccgcacaa

tcttgacata

caggtgctgce

agcgcaaccc

cgcaagtagg

cacacgtgct

aaaatacctc

gtaatcgtag

tcacaccatg

gaaactgtct

cgtagagatc

agacgcgaaa

atgtacacta

ccgcecctgggg

gcggtggage

gtaagaacca

acggctgtcg

tcgtcattag

aggaaggtga

acaatggggt

ccagttcgga

atcagcaatg

ggagttgatt

atctagagta

agaaggaata

gcgtggggag

gttgttgcca

agtacggtcg

atgtggttta

tttagagata

tcagctcgtg

ttgctaacac

ggacgacgtc

atacaaagag

ttgtagtctyg

ctacggtgaa

tcactcgaag

tgggagaggt

ccgattgcga

caaacaggat

tgctcgacat

caagattaaa

attcgacgat

gatgggtgtc

tcgtgagatg

ttcgggtgag

aagtcatcat

cagcgataca

caactcgact

tacgttcccg

cggggatgct

agatggaatt

aggcgatcta

tagataccct

ggcagtaatg

actcaaagga

acgcgaagaa

tgcttgcaga

ttgggttaag

aactctaatg

ggcccttacg

gtgatgtgga

acatgaagtt

ggtcttgtac

aagatagcta

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1389



<210> 35

<211> 937

<212> ADN

<213>

<220>

<223>

<400> 35

ccgcggtaat

gcggatagat

gtctatctag

gatcagaagg

gaaagcgtgg

actagttgtt

ggggagtacg

gagcatgtgg

accatttaga

gtcgtcagcect

Desconocido

acggagggtg

aagtcagaag

agtatgggag

aataccgatt

ggagcaaaca

gctatgctcg

gtcgcaagat

tttaattcga

gatagatggg

cgtgtcgtga

Especies Arcobacter

caagcgttac

tgaaatccaa

aggtagatgg

gcgaaggcga

ggattagata

acatagcagt

taaaactcaa

cgatacgcga

tgtctgcttg

gatgttgggt

tcggaatcac

tagcttaact

aatttctggt

tctactggaa

ccctggtagt

aatgcagtta

aggaatagac

agaaccttac

cagaaactta

taagtcccgce

tgggcgtaaa

attgaactgc

gtaggggtaa

cataactgac

ccacgcccta

acacattaag

ggggacccgce

ctggtcttga

tatacaggtg

aacgagcgca

gagcgtgtag

ttttgaaact

aatccgtaga

gctgagacgce

aacgatgtac

tgtaccgcct

acaagcggtg

catagtaaga

ctgcacggct

accctcgtca

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600



ttagttgcta

gtgaggacga

gggtatacaa

cggattgtag

aatgctacgg

gatttcactc

<210> 36

<211> 1381

<212> ADN

<213>

<220>

<223>

<400> 36

agtcgaacga

atatataggt

atatgccttt

cagtatcaga

acacttcggg

cgtcaagtca

agagcagcga

tctgcaactc

tgaatacgtt

gaagcgggga

Desconocido

gaacgggatt

aacgtgcctt

aatacgaaag

tagttggtga

tgagaactct

tcatggccct

tacagtgatg

gactacatga

cccgggtett

tgctaagata

Especies Arcobacter

agcttgctaa

caagaggggg

tatgcaaggg

ggtaatagct

aatgagactg

tacgaccagg

tggagcaaat

agttggaatc

gtactcaccg

gctaccc

tctgtcagcet

ataacagatg

aaatatttat

caccaagtca

cctacgcaag

gctacacacg

ctaaaaaata

gctagtaatc

cccgtcacac

aagtggcgca

gaaacgtctg

agcttgaaga

atgacgctta

taggaggaag

tgctacaatg

cctcccagtt

gtagatcagc

catgggagtt

cgggtgagta

ctaaaacccc

tcggcecctgta

actggtttga

660

720

780

840

900

937

60

120

180

240



gaggatgatc

ggggaatatt

tttcggtgceg

cggctaactc

ctgggcgtaa

tattgaactg

tgtaggggta

acataactga

tccacgccect

aacacattaa

cggggacccg

cctggtcttg

atatacaggt

caacgagcgc

gcctacgcaa

agtcacactg

gcacaatggg

taaactcctt

cgtgccagca

agagcgtgta

cctttgaaac

aaatccgtag

cgctgagacg

aaacgatgta

gtgtaccgcc

cacaagcggt

acatagtaag

gctgcacggc

aaccctcgtce

gtaggaggaa

gaactgagac

ggaaaccctg

ttatataaga

gccgcggtaa

ggcggataga

tgtctatcta

agatcagaag

cgaaagcgtg

cactagttgt

tggggagtac

ggagcatgtg

aaccatttag

tgtcgtcagce

attagttgct

ggtgaggacg

acggtccaga

atgcagcaac

agataatgac

tacggagggt

taagtcagaa

gagtatggga

gaataccgat

grgagcaaac

tgccatgctc

ggtcgcaaga

gtttaattcg

agatagatgg

tcgtgtcgtyg

aacacttcgg

acgtcaagtc

ctcctacggg

gccgegtgga

ggtattatat

gcaagcgtta

gtgaaatcca

gaggtagatg

tgcgaaggcg

aggattagat

gacatggcag

ttaaaactca

acgatacgcg

gtgtctgctt

agatgttggg

gtgagaactc

atcatggccc

aggcagcagt

ggatgacaca

gaataagcac

ctcggaatca

atakcttaac

gaatttctgg

atctactgga

accctggtag

taatgcagtt

aaggaataga

aagaacctta

gcagaaactt

ttaagtcccg

taatgagact

ttacgaccag

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140



ggctacacac

tctaaaaaat

cgctagtaat

gcccecgtcaca

gtgctacaat ggggtataca aagagcagcg

acctcccagt tcggattgta gtctgcaact

cgtagatcag caatgctacg gtgaatacgt

ccatgggagt tgatttcact cgaagcgggg

<210> 37

<211> 1477

<212> ADN

<213> Desconocido
<220>

<223>

<400> 37

agagtttgat

gagaacggga

gtaacgtgcc

ttaatacaaa

gatagttggt

catggctcag

ttagcttgct

ttcaagaggg

agtatgaaag

gaggtaatgg

Especies Arcobacter

agtgaacgct

aatctgtcag

ggataacaga

ggaaatattt

ctcaccaagt

ggcggcgtgce

ctaagtggcg

tggaaacgtc

atagcttgaa

caatgacgct

atacagtgat

cgactacatg

tccegggtet

atgctaagat

ttaacacatg

cacgggtgag

tgctaagacc

gatcggcctg

taactggttt

gtggagcaaa

aagttggaat

tgtactcacc

agctaccctc

caagtcgaac

taatatatag

ccatatgcct

tacagtatca

gagaggatga

1200

1260

1320

1380

1381

60

120

180

240

300



tcagtcacac

ttgcacaatg

cgtaaactcc

tccgtgcecag

aaagagcgtg

tgcttttgaa

taaaatccgt

gacgctgaga

ctaaacgatg

aagtgtaccg

cgcacaagcg

tgacatagta

gtgctgcacg

gcaaccctcg

aagtaggagg

tggaactgag

ggggaaaccc

ttttatataa

cagccgceggt

taggcggata

actgtctatc

agagatcaga

cgcgaaagcg

tacactagtt

cctggggagt

gtggagcatg

agaaccattt

gctgtcgtca

tcattagttg

aaggtgagga

acacggtcca

tgatgcagca

gaagataatg

aatacggagg

gataagtcag

tagagtatgg

aggaataccg

tggggagcaa

gttgccatgce

acggtcgcaa

tggtttaatt

agagatagat

gctcgtgtcg

ctaacacttc

cgacgtcaag

gactcctacg

acgccgcegtyg

acggtattat

gtgcaagcgt

aagtgaaatc

gagaggtaga

attgcgaagg

acaggattag

tcgacatggce

gattaaaact

cgacgatacg

gggtgtctge

tgagatgttg

gggtgagaac

tcatcatggc

ggaggcagca

gaggatgaca

atgaataagc

tactcggaat

caatagctta

tggaatttct

cgatctactg

ataccctggt

agtaatgcag

caaaggaata

cgaagaacct

ttgcagaaac

ggttaagtcc

tctaatgaga

ccttacgacc

gtggggaata

catttcggtg

accggctaac

cactgggcgt

actattgaac

ggtgtagggg

gaacataact

agtccacgcc

ttaacacatt

gacggggacc

tacctggtct

ttatatacag

cgcaacgagc

ctgcctacgce

agggctacac

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200



acgtgctaca

atacctccca

atcgtagatc

caccatggga

aattagcgac

<210> 38

<211> 1384

<212> ADN

<213>

<220>

<223>

<400> 38

agtcgaacga

atatataggt

atatgccttt

cagtatcaga

gaggatgatc

atggggtata

gttcggattg

agcaatgcta

gttgatttca

tggggtgaag

Desconocido

gaacgggatt

aacgtgcctt

aatacgaaag

tagttggtga

agtcacactg

caaagagcag

tagtctgcaa

cggtgaatac

ctcgaagcgg

tcgtaacaag

Especies Arcobacter

agcttgctaa

caagaggggg

tatgcaaggg

ggtaatagct

gaactgagac

cgatacagtg

ctcgactaca

gttcccgggt

ggatgctaag

gtaaccg

tctgtcagcect

ataacagatg

aaatatttat

caccaagtca

acggtccaga

atgtggagca

tgaagttgga

cttgtactca

atagctaccc

gagtggcgca

gaaacgtctg

agcttgaaga

atgacgctta

ctcctacggg

aatctaaaaa

atcgctagta

ccgcccgtcea

tccacagtgg

cgggtgagta

ctaaaacccc

tcggcctgta

actggtttga

aggcagcagt

1260

1320

1380

1440

1477

60

120

180

240

300



ggggaatatt

tttcggtgcg

cggctaactc

ctgggcgtaa

tattgaactg

tgtaggggta

acataactga

tccacgceccect

aacacattaa

cggggacceg

cctggtcecttg

atatacaggt

caacgagcgc

gcctacgcaa

ggctacacac

gcacaatggg

taaactcctt

cgtgccagca

agagcgtgta

cttttgaaac

aaatccgtag

cgctgagacg

aaacgatgta

gtgtaccgcc

cacaagcggt

acatagtaag

gctgcacggc

aaccctcgtce

gtaggaggaa

gtgctacaat

ggaaaccctg

ttatataaga

gccgcggtaa

ggcggataga

tgtctatcta

agatcagaag

cgaaagcgtg

cactagttgt

tggggagtac

ggagcatgtg

aaccatttag

tgtcgtcagce

attagttgct

ggtgaggacg

ggggtataca

atgcagcaac

agataatgac

tacggagggt

taagtcagaa

gagtatggga

gaataccgat

gggagcaaac

tgccatgctc

ggtcgcaaga

gtttaattcg

agatagatgg

tcgtgtcgtyg

aacacttcgg

acgtcaagtc

aagagcagcg

gccgcgtgga

ggtattatat

gcaagcgtta

gtgaaatcca

gaggtagatg

tgcgaaggcg

aggattagat

gacatggcag

ttaaaactca

acgatacgcg

gtgtctgctt

agatgttggg

gtgagaactc

atcatggccc

atacagtgat

ggatgacaca

gaataagcac

ctcggaatca

atagcttaac

gaatttctgg

atctactgga

accctggtag

taatgcagtt

aaggaataga

aagaacctta

gcagaaactt

ttaagtcccg

taatgagact

ttacgaccag

gtggagcaaa

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200



tctaaaaaat acctcccagt tcggattgta gtctgcaact cgactacatg aagttggaat

cgctagtaat cgtagatcag caatgctacg gtgaatacgt tcccgggtct tgtactcacc

gcccgtcaca ccatgggagt tgatttcact cgaagcgggg atgctaagat agctaccctce

caca
<210> 39

<211> 1477

<212> ADN

<213> Desconocido

<220>

<223> Especies Arcobacter

<400> 39

agagtttgat cctggctcag agtgaacgct
gagaacggga ttagcttgct aatctgtcag
gtaacgtgcc ttcaagaggg ggataacaga
ttaatacgaa agtatgcaag ggaaatattt
gatagttggt gaggtaatag ctcaccaagt
tcagtcacac tggaactgag acacggtcca

ggcggcgtge

ctaagtggcg

tggaaacgtc

atagcttgaa

caatgacgct

gactcctacg

ttaacacatg

cacgggtgag

tgctaaaacc

gatcggcctg

taactggttt

ggaggcagca

caagtcgaac

taatatatag

ccatatgcct

tacagtatca

gagaggatga

gtggggaata

1260

1320

1380

1384

60

120

180

240

300

360



ttgcacaatg

cgtaaactcc

tccgtgcecag

aaagagcgtg

tgcttttgaa

taaaatccgt

gacgctgaga

ctaaacgatg

aagtgtaccg

cgcacaagcg

tgacatagta

gtgctgcacg

gcaaccctcg

aagtaggagg

acgtgctaca

ggggaaaccc

ttttatataa

cagccgcggt

taggcggata

actgtctatc

agagatcaga

cgcgaaagcg

tacactagtt

cctggggagt

gtggagcatg

agaaccattt

gctgtcgtca

tcattagttg

aaggtgagga

atggggtata

tgatgcagca

gaagataatg

aatacggagg

gataagtcag

tagagtatgg

aggaataccg

tggggagcaa

gttgctatgc

acggtcgcaa

tggtttaatt

agagatagat

gctcgtgtcg

ctaacacttc

cgacgtcaag

caaagagcag

acgccgegtg

acggtattat

gtgcaagcgt

aagtgaaatc

gagaggtaga

attgcgaagg

acaggattag

tcgacatagc

gattaaaact

cgacgatacg

gggtgtctgce

tgagatgttg

gggtgagaac

tcatcatggce

cgatacagtg

gaggatgaca

atgaataagc

tactcggaat

caatagctta

tggaatttct

cgatctactg

ataccctggt

agtaatgcag

caaaggaata

cgaagaacct

ttgcagaaac

ggttaagtcc

tctaatgaga

ccttacgacc

atgtggagca

catttcggtg

accggctaac

cactgggcgt

actattgaac

ggtgtagggg

gaacataact

agtccacgcc

ttaacacatt

gacggggacc

tacctggtct

ttatatacag

cgcaacgagc

ctgcctacgce

agggctacac

aatctaaaaa

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260



atacctccca gttcggattg

atcgtagatc agcaatgcta

caccatggga gttgatttca

aattagcgac tggggtgaag

<210> 40
<211> 1481
<212> ADN

<213> Desconocido

<220>

tagtctgcaa

cggtgaatac

ctcgaagcgg

tcgtaacaag

<223> Especies Arcobacter

<220>
<221> Variacidén

222> (72)..(72)

<223> La base A72 existe en >1 secuencia de referencia;

en otras

<220>
<221> Variacidn

<222>  (83)..(83)

<223> La base T83 existe en >1 secuencia de referencia;

en otras

ctcgactaca tgaagttgga atcgctagta 1320

gttcccgggt cttgtactca ccgecccgtca 1380
ggatgctaag atagctaccc tccacagtgg 1440
gtaaccg 1477

puede estar ausente

puede estar ausente



<220>

<221> Variacidén

<222>

<223>

ausente en

<220>

(208) ..(208)

otras

<221> Variacidén

<222>

<223>

(1318) ..(1318)

La base G1318

se halld

estaba ausente en otras

<400> 40

agtcgagcgg

gagaacggrw

aggtaacrtg

ctttaatrcd

tcagmtagtt

tgatcagtca

atattgcaca

gtgcgtaaac

aactccgtgce

ymtggctcag

tatagcttgce

ccyyvyaagag

aaagtatgma

ggtgrggtaa

cactggaact

atgggggraa

tccttttata

cagcagccgce

agtgaacgct

tatatctgtc

ggggataaca

agggaaacky

kagcyyacca

gagacacggt

ccctgatgca

targaagawa

ggtaatacgg

solamente en 1

ggcggcgtgce

agctaagtgg

gwtggaaacg

ttwakwgctt

agdcaatgac

ccagactcct

gcaacgccgce

atgacggtay

agggygcaag

ttaacacatg

cgcacgggtg

wctgctaadr

rrrgatyggc

gcwtaactgg

acgggaggca

gtggaggatg

tatatgaata

cgttactcgg

caagtcgaac

agtaatrtat

ycyyatatgc

ctgtaywgta

tttgagagga

gcagtgggga

acacatttcg

agcrccggcet

aatcactggg

La base C208 se halldé solamente en 1 secuencia de referencia y estaba

secuencia de referencia vy

60

120

180

240

300

360

420

480

540



cgtaaagagc

aactgcttyt

gggtaaaatc

actgacgctg

gccctaaacg

attaagtgta

acccgcacaa

tcttgacata

caggtgctgc

agcgcaaccc

sgcaasyagg

cacacgtgct

aaaatryctc

agtaatcgta

gtcacaccat

gtgtaggcgg

raaactgtyw

cgtagagatc

agacgcgaaa

atgtacacta

ccgcctgggg

gcggtggagy

gwaagaayhm

acggctgtcg

tcgtcecrttag

aggaaggtga

acaatggggt

ycagttcgga

gatcagcway

gggagttgaw

atmrataagt

atctagagta

agaaggaata

gcgtggggag

gttgttgcya

agtacggtcg

atgtggttta

tyyagagata

tcagctcgtg

ttgctaasac

ggacgacgtc

atacaaagag

ttgtagtctg

gctacggtga

ttcacycgaa

yvagragtgaa

tgggagaggt

ccgattgcga

caaacaggat

trctcgacat

caagrttaaa

attcgacgat

gatgggtgyy

tcgtgagatg

twcggstgag

aagtcatcat

cagcratacr

caactcgact

atacgttccc

gcrgggatgy

atccwatrgce

agatggaatt

aggcgatcta

tagataccct

dgcagtaatg

actcaaagga

acgcgaagaa

wgcttgcwrr

ttgggttaag

aactctaayg

ggcccttacg

gygaygtgga

acrtgaagtt

gggtcttgta

taarrtarct

tyaacyatwg

tctggtgtag

ctggaacata

ggtagtccac

cagttaacac

atagacgggg

ccttacctgg

arcttwyata

tccecgcaacg

agactgcctr

accagggcta

gcraatctha

ggaatcggct

cwcaccgccce

accytcchca

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440



gtggawtyag cgactggggt gaagtcgtaa carggtaacc g

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<220>

<221>

<222>

<223>

estar

<220>

<221>

<222>

<223>

<400>

agtcgagcgg ymtggctcag agtgaacgct ggcggcgtgc ttaacacatg caagtcgaac

gagaacggrt tawagcttgc twwwwytgtc agctaagtgg cgcacgggtg agtaatrtat

aggtaacmtg ccctmdagar rrgrataaca gwtggaaacg wctgctaadr ycyyatatgc

41

1480

ADN

Desconocido

Especies Arcobacter

Variacién

(208) .. (208

La base W208 se halld solamente en 1 secuencia de referencia;

ausente en o

misc featur
(979) .. (979

N es a, c,

41

)

tras.

e

)

g ot

1481

puede

60

120

180



ctttaakach

tcagmtmgtt

tgatcagtca

atattgcaca

gtgcgtaaac

aactccgtgce

cgtaaagagc

aactgcttcc

gggtaaaatc

attgacgctg

gccctaaacg

attaagtgtr

acccgcacaa

wcttgacata

caggtgctgc

yawgtytgca

ggtgaggtaa

cactggaact

atggacgaaa

tccttttata

cagcagccgce

rtgtaggcgg

aaaactgkta

cgtagakatc

agaygcgaaa

atgyacacta

ccgcecctgggg

gcggtggage

gwaagaacnt

acggctgtcg

agggaaawca

tggctcacca

gagacacggt

gtctgatgca

taggaagata

ggtaatacgg

gtawwtaagt

acctagaatr

agaaggaata

gcgtggggag

gttgttgtga

agtacggtcg

atgtggttta

whyagagata

tcagctcgtg

tttatggctc

agrcaatgac

ccagactcct

gcaacgccgc

atgacggtay

agggtgcaag

ydgaagtgaa

tgggagaggt

ccgattgcga

caaacaggat

ggctagacct

caagattaaa

attcgacgat

gatgggtgyy

tcgtgagatg

taggatkggy

rcytaactgg

acgggaggca

gtggaggatg

yatatgaata

cgttactcgg

atccwatrgce

agatggaatt

aggcgatcta

tagataccct

tgcagtaatg

actcaaagga

acrcgaagaa

wgcttgcwrr

ttgggttaag

ctgtayrgta

tttgagagga

gcagtgggga

acacatttcg

agcaccggct

aatcactggg

tyaacyatwg

tctggtgtag

ctggaacayw

ggtagtccac

cagttaacac

atagacgggg

ccttacctgg

arctwwyata

tccecgcaacg

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080



agcgcaaccc

sgcaasyagg

cacacgtgct

aaaatryctc

gtaatcgtag

tcacaccatg

tggawtyagc

<210> 42

<211>

<212> ADN

<213>

<220>

<223>

<220>
<221>
<222>

<223>

1481

N es a, c,

tcgtsdttag

aggaaggtga

acaatggggt

ccagttcgga

atcagcwawg

ggagttgawy

gactggggtg

Desconocido

misc feature

(1231) ..(1231)

g o

ttgctaagac

ggacgacgtc

atacaaagag

ttgwagtctg

ctacggtgaa

tcactcgaag

aagtcgtaac

Especies Arcobacter

t

ttcggctgag

aagtcatcat

cagcratacr

caactcgact

tacgttccceg

crgrgatgct

arggtaaccg

aactctaahg

ggcccttacg

gygaygtgga

rcytgaagtt

ggtcttgtac

aaartagcta

agactgcctr

wccagggcta

gcraatctya

ggaatcgcta

tcaccgceecceg

ccytccacag

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1480



<220>

<221> Variacién

<222> (1260)..(1260)

<223> La base T1260 se halld solamente en 1 secuencia de referencia y puede
estar ausente en otras

<220>

<221> Variacién

<222> (1346)..(1340)

<223> La base Al1346 se halld solamente en 1 secuencia de referencia>; puede

estar ausente en otras.

<400> 42

agtcgagcgg

gagaacggat

aggtaacttg

cwyyyyawch

cagttagttg

gatcagtcac

tattgcacaa

tgcgtaaact

actccgtgcece

ymtggctcag

tatagcttgce

cctcttacta

waagwtrrwa

gtggggtaat

actggaactg

tggacgaaag

ccttttatat

agcagccgceg

agtgaacgct

tatarttgtc

agggataaca

agggaaagat

ggcctaccaa

agacacggtc

tctgatgcag

aagaagataa

gtaatacggr

ggcggcgtgce

agctaagtgg

rwtggaaacg

ttattggtaa

gacdatgacg

cagactccta

caacgccgcg

tgacggtatt

gggtgcaagc

ttaacacatg

cgcacgggtg

wytgctaaca

gagattagcc

cataactggt

cgggaggcag

tggaggatga

atatgaataa

gttactcgga

caagtcgaac

agtaatrtat

ccccataytce

tgtattgtat

ttgagaggat

cagtggggaa

cacatttcgg

gcaccggcta

atcactgggc

60

120

180

240

300

360

420

480

540



gtaaagagcr

actgctttga

ggtaaaatcc

ttgacgctga

ccctaaacga

ttaagtgtac

cccgcacaag

cttgacatag

aggtgctgca

gcgcaaccct

gcaagtagga

acacgtgcta

aaaatryctc

gtaatcgtag

gtcacaccat

tgtaggcgga

aaactgttaa

gtagagatca

gaygcgaaag

tgtacactag

cgcctgggga

cggtggagca

taagaaykwt

cggctgtcgt

cgtcbttagt

ggaaggtgag

caatgggrta

ccagttcgga

atcagctatg

gggagttgaa

ttrataagtt

cctagaatgt

gaaggaatac

cgtggggagc

ttgttgtgag

gtacggtcgc

tgtggtttaa

ywagagatag

cagctcgtgt

tgctaagact

gaygacgtca

tacarwgagc

ttgtagtctg

ctacgagtga

ctcactcgaa

tgaagtgaaa

gggagaggta

cgattgcgaa

aaacaggatt

rctygayctt

aagattaaaa

ttcgacgata

atgggtgtct

cgtgagatgt

tcggctgaga

agtcatcatg

ngcratacgg

caactcgact

atacgttccc

gcggggatge

tcctatagcet

gatggaattt

ggcgatctac

agataccctg

gcagtaatgc

ctcaaaggaa

cacgaagaac

gcttgcagaa

tgggttaagt

actctaarga

gcccttacgt

tgacgtggag

acatgaagtt

gggtcttgta

taaartagct

taactataga

ctggtgtagg

tggaacahta

gtagtccacg

agttaacaca

tagacgggga

cttacctgga

acttryatac

cccgcaacga

gactgcctrs

ccagggctac

caaatctyat

ggaatcgcta

ctcaccgceccec

accttccaca

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440



gtggattyag cgactggggt gaagtcgtaa caaggtaacc g

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

43
20
ADN

Artificial Sequence

Iniciador

43

cggttacctt gttacgactt

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

44
20
ADN

Artificial Sequence

Iniciador

44

agagtttgat ymtggctcag

<210>

<211>

45

16

1481

20

20



<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

ADN

Artificial Sequence

Iniciador

45

aacagctatg accatg

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

46
17
ADN

Artificial Sequence

Iniciador

46

gtaaaacgac ggccagt

<210>

<211>

<212>

<213>

<400>

47

34

ADN

Shewanella oneidensis

47

gcatacgccc tacgggggaa agagggggac tttc

16

17

34



<210> 48
<211> 34
<212> ADN

<213> artificial sequence

<220>
<223> Secuencia distintiva redundante de

posiciones variables en la regidn 2

<220>
<221> misc feature
<222>  (22)..(24)

<223> n=a o g

<220>
<221> misc feature
<222>  (29)..(29)

<223> n=a o c

<220>
<221> misc feature
<222>  (30)..(30)

<223> n=a,,c, g, Ot

<220>
<221> misc_ feature
<222>  (30)..(30)

<223> n=a, ¢, g, ot

ADNr

165 de

Shewanella

con



<220>

<221>

<222>

<223>

<220>

<221>

<222>

<223>

<400>

gcatacgccce tacgggggaa annnggggnn nntn

<210>

<211>

<212>

<213>

<400>

tcggagtttg gtgtcttgaa cactgggctc tcaagctaac g

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

misc_feature
(31) ..(32)

n=t o c

misc_feature
(34)..(34)

n=a o cC

48

49
41
ADN

Shewanella oneidensis

49

50
41
ADN

artificial sequence



<223> Secuencia distintiva redundante de

posiciones variables en la regidén 5

<220>
<221> misc feature
<222>  (6)..(6)

<223> n=a o g

<220>
<221> misc feature
<222>  (13)..(13)

<223> n=a , cog

<220>
<221> misc feature
<222>  (14)..(14)

<223> n=a , c o t

<220>
<221> misc_ feature
<222> (18)..(19)

<223> n=a o g

<220>
<221> misc feature
<222>  (27)..(27)

<223> n=g o t

<220>

ADNr

165 de

Shewanella

con



<221>

<222>

<223>

<220>

<221>

<222>

<223>

<220>

<221>

<222>

<223>

<400>

tcggantttg gtnncttnna cactggnntn nnaagctaac g

<210>

<211>

<212>

<213>

<400>

acaatggcga gtacagaggg ttgcaaagcc gcgaggtgga gctaatctca caaagctcgt

cgtagtccgg attggagtct gcaactcgac tccatg

<210>

misc_ feature
(28)..(28)

n=t o c

misc_feature
(30) .. (31)

n=t o c

misc_feature
(32)..(32)

n=a o cC

50

51
96
ADN

Shewanella oneidensis

51

52



<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

96

ADN

artificial sequence

Secuencia distintiva redundante de

posiciones variables en la regidén 8

<220>

<221>

<222>

<223>

<220>

<221>

<222>

<223>

<220>

<221>

<222>

<223>

<220>

<221>

<222>

<223>

<220>

misc_feature

(8) ..

n=c,

(8)

g, ot

misc_feature

(9) ..

n=a,

(9)

c, 0g

misc feature

(10)

n=a,

.. (11)

g, ot

misc_feature

(25)

.. (25)

n=a o g

ADNr

165 de

Shewanella

con



<221>

<222>

<223>

<220>

<221>

<222>

<223>

<220>

<221>

<222>

<223>

<220>

<221>

<222>

<223>

<220>

<221>

<222>

<223>

<220>

<221>

<222>

<223>

<220>

misc_ feature
(33)..(33)

n=a o g

misc_feature
(38)..(38)

n=g o c

misc_feature
(39)..(39)

n=a, g, ot

misc_feature
(48) ..(48)

n=t o cC

misc feature
(51) .. (51)

n=c, g, o t

misc_feature
(56) .. (56)

n=c, g, ot



<221> misc feature
<222> (57)..(57)

<223> n=a, c, o t

<220>
<221> misc feature
<222>  (58)..(58)

<223> n=c, g, O t

<220>
<221> misc feature
<222>  (73)..(73)

<223> n=t o c

<220>
<221> misc feature
<222>  (94)..(94)

<223> n=a o g

<400> 52

acaatggnnn ntacagaggg ttgcnaagcc gcnaggtnna gctaatcnca naaagnnngt 60

cgtagtccgg atnggagtct gcaactcgac tcentg 96
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METODOS, CEPAS Y COMPOSICIONES UTILES PARA RECUPERACION
MEJORADA DE PETROLEO MEDIANTE EL USO DE MICROBIOS:

ARCOBACTER DE CLADO 1

Esta solicitud reivindica el beneficio de la solicitud
provisional de los Estados Unidos ntm. 61/408739, presentada
el 1.° de noviembre de 2010, y se incorpora como referencia

en su totalidad.

CAMPO DE LA INVENCION

Esta descripcidén se relaciona con el campo de 1la
microbiologia ambiental y modificacién de las propiedades de
pozos de petrbdleo crudo mediante el uso de microorganismos.
Més especificamente, se presentan métodos para mejorar la
recuperacidén de petrdleo de un depdsito subterrdneo y se
identifican nuevos microorganismos que se pueden usar para

la recuperacidédn de petrdleo.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

Durante la recuperacién de petrdleo de depdsitos de
petrdéleo, tipicamente, solo una porcién menor del petrdleo
original en el estrato qgue contiene petrbleo se recupera
mediante métodos de recuperacidén primaria gque usan solamente
las fuerzas naturales presentes en un depdsito de petrdleo.

Para mejorar la recuperacidn de petrdleo, se han usado una
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variedad de técnicas de recuperacidédn suplementaria tales como
inundacién de agua, gque involucra la inyeccidén de agua, a
través de orificios de pozo, en el depdsito de petrdleo. A
medida que el agua se desplaza hacia el depdbdsito desde un pozo
de inyeccidén y se desplaza a través del estrato del depédsito,
esta desplaza el petrdleo a uno o mas pozos de produccidn, en
donde se recupera el petrdleo. Uno de los problemas dgque se
presenta, cominmente, con las operaciones de inundacién con
agua es la poca eficiencia de barrido del agua de inyeccién.
La poca eficiencia de barrido ocurre cuando el agua se
canaliza, preferentemente, a través de zonas altamente
permeables del depdsito de petrdleo a medida que se desplaza
desde el (los) pozo(s) de inyeccidén hacia el (los) pozo(s) de
produccidébn, sin entrar en contacto, asi, con estratos dque
contienen petrdéleo y que son menos permeables. Asi, el
petrdéleo en las zonas menos permeables no se recupera. La poca
eficiencia de barrido puede deberse, ademéds, a diferencias en
la movilidad del agua en comparacidén con la del petrdleo.

Se han usado microorganismos para mejorar la recuperacidn
de petrdleo de formaciones subterridneas mediante el uso de
varios procesos que pueden mejorar la eficiencia de barrido y/o
la liberacidén de petrbdleo. Por ejemplo, se pueden inyectar
microorganismos viables en un depdsito de petrdleo, en donde
estos pueden crecer y adherirse a las superficies de poros vy

canales en las matrices de roca o0 arena en las zonas permeables
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para reducir la canalizacidén del agua y, asi, dirigir el flujo
del agua de 1inyeccidn hacia estratos menos permeables que
contengan petrdleo. Los procesos para fomentar el crecimiento
de microbios autdédctonos mediante la inyeccidén de soluciones
nutrientes en formaciones subterrdneas se describen en la
patente de los Estados Unidos num. 4.558.739 y en la patente de
los Estados Unidos num. 5.083.611. La inyeccidn de
microorganismos aislados de sitios de recuperacién de petrdleo
hacia formaciones subterrédneas, conjuntamente con soluciones
nutrientes, ha sido descrita, incluida la inyeccidén de
Pseudomonas putida y Klebsiella pneumoniae (patente de 1los
Estados Unidos num. 4.800.959), de una cepa de Bacillus o cepa
de Pseudomonas I-2 (ATCC 30304) aislada de agua de grifo
(patente de los Estados Unidos num. 4.558.739), y de
Pseudomonas putida, Pseudomonas aeruginosa, Corynebacterium
lepus, Mycobacterium rhodochrous, y Mycobacterium vaccae
(patente de los Estados Unidos num. 5.163.510). La inyeccidén de
microorganismos aislados y un surfactante se describe en la
patente de los Estados Unidos num. 5.174.378.

Se necesitan métodos y cepas de microbios adicionales
utiles para mejorar la recuperacidn de petrdleo y mejorar aun

mas la recuperacidén de petrdleo de depdsitos de petrdleo.



10

15

20

25

BREVE DESCRIPCION DE LA INVENCION

La invencidén se relaciona con métodos para mejorar la
recuperacidén de petrdleo de un depdsito de petrdleo, asi
como para aislar microorganismos vy composiciones que se
puedan usar para mejorar la recuperacidn de petrdleo.

En consecuencia, la invencidn proporciona un método
para mejorar la recuperacidn de petrdleo de un depdsito de
petrdleo; el método comprende:

a) proporcionar una composicidédn que comprende:

i) por lo menos una cepa de Arcobacter dJue
pertenece a Arcobacter de clado 1; y

ii) un medio de crecimiento minimo gque comprende
por lo menos un aceptor de electrones;

b) proporcionar un depdsito de petrdleo;

c) inocular el depdsito de petrdleo con 1la
composicién de (a) de forma que el Arcobacter
que contiene la composicidédn habite y crezca en
el depdbdsito de petrdleo; vy

d) recuperar petrdleo del depdsito de petrdleo;
en donde el crecimiento del Arcobacter en el
depbdésito de petrdleo mejora la recuperacidn de
petrdleo.

En una modalidad, la cepa de Arcobacter que pertenece a
Arcobacter de clado 1 comprende la secuencia consenso

redundante ADNr 16S de la sec. con num. de ident.: 40.



En otra modalidad, la cepa de Arcobacter que pertenece a
Arcobacter de clado 1 comprende una secuencia ADNr 16S que
tiene por lo menos aproximadamente 97 % de identidad de
secuencia de una secuencia seleccionada del grupo gque consiste

5 en la sec. con nums. de ident.:1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8 y 39.

En otra modalidad adicional, 1la invencidén proporciona
un microorganismo aislado de una cepa seleccionada del grupo
que consiste en 97AE3-3 (ATCC num. PTA-11410) vy 97AE3-12
(ATCC nUm. PTA- 114009).

10 En otra modalidad adicional, 1la invencidén proporciona
una composicidén que mejora la recuperacidédn de petrdleo; la
composicién comprende:

a) por lo menos una cepa aislada de Arcobacter que
comprende una secuencia parcial ADNr 16S

15 seleccionada del grupo dgque consiste en la sec.

con nums. de ident.;1, 33, 34, 35, 36, 37 y 38;
b) uno o méds aceptores de electrones; y

c) por lo menos una fuente de carbono.

20 BREVE DESCRIPCION DE FIGURAS Y SECUENCIAS

La presente invencidn se comprendera con mayor
facilidad a partir de la siguiente descripcidén detallada,
las figuras y descripciones de secuencias acompaflantes, las

cuales forman parte de esta solicitud.
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La Figura 1 muestra un Aarbol filogenético molecular de
la especia Arcobacter y Dbacterias relacionadas en base a
secuencias de gen ADNr 16S (ADNr), que separan el Arcobacter
spp. descrito en por lo menos tres clados filogenéticos.

La Figura 2 muestra un arbol filogenético molecular de
la especia Arcobacter recién aislada, y bacterias de
referencia en base a secuencias del gen ADNr 16S (ADNr).

La Figura 3A-D muestra una alineacién de secuencias
ADNr 16S para el consenso dominante de Arcobacter de clado
1, consenso redundante de Arcobacter de clado 1, cepa 97AE3-
12, consenso redundante de Arcobacter de clado 2 y consenso
redundante de Arcobacter de clado 3.

La Figura 4 muestra un andlisis Riboprinter® de varias
cepas de Arcobactor sp.

La Figura 5 muestra secuencias distintivas dominantes y
redundantes para la especie Shewanella en regiones variables
de ADNr 2 (A), 5 (B) y 8 (C). Las posiciones variables estéan
subrayadas. En la leyenda se suministran nucledtidos
alternativos para cada designacidén de posicidn variable.

La Figura 6 muestra un diagrama esquemdtico del ajuste
experimental de tubo delgado que se usa para medir la
obturacidén de paquetes de arena permeable

La Figura 7 muestra un grafico de la disminucidén de

presidén a lo largo de un tubo delgado no inoculado.



10

15

20

La Figura 8 muestra un grafico de 1la disminucidén de
presién a lo largo de un tubo delgado que se inoculd con
Arcobacter sp 97AE3-12 (ATCC num.: PTA-11409) vy luego se
alimentd en lote periddicamente.

La Figura 9 muestra un grafico de 1la disminucidén de
presién a lo largo de un tubo delgado que se inoculd con
Arcobacter sp 97AE3-12 (ATCC num. PTA-11409) vy luego se
aliment6 de forma continua.

Las siguientes secuencias cumplen con el Titulo 37 del
§§ C.F.R., 1.821-1.825 (“Requisitos para solicitudes de
patentes que contienen descripciones de secuencias de
nucledétidos y/o secuencias de aminoacidos - Reglas de las
secuencias”) segun la norma ST.25 (2009) de la Organizacidn
Mundial de Propiedad Intelectual (WIPO, por sus siglas en
inglés) y los requisitos para listados de secuencias de la
EPO y el PCT (Reglas 5.2 y 49.5(a-bis), y Seccidén 208 vy
Anexo C de las Instrucciones administrativas. Los simbolos y
el formato que se usan para los datos de las secuencias
nucledétidas y de aminodcidos cumplen con las reglas que se

exponen en el Titulo 37 del C.F.R., §1.822.

Tabla 1. Secuencias ADNr 16S de cepas de Arcobacter, que

incluyen las coordenadas 8 a 1511 en la secuencia ADNr del

E. coli.
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Especie Cepa Identificacidédn | Sec. con num.
de ident.

Arcobacter sp Cepa 97AE3-12 Aislado’ 1

Arcobacter sp. |Aislado de Aislado 2
Solar Lake

Arcobacter sp. | Clon YJQ-18 Clon* 3

Arcobacter CL-S1, JcM Tipo de cepa 4

marinus 15502;

Arcobacter sp. | Clon EB27.1 Clon 5

Arcobacter LA31BT Tipo de cepa 6

halophilus

Arcobacter FO98-3 T Tipo de cepa 7

molluscorum

Arcobacter F2075T, Tipo de cepa 8

mytili

Arcobacter CCUC 15893 Tipo de cepa 9

nitrofigilis

Arcobacter SW28-11T Tipo de cepa 10

defluvii

Arcobacter sp. | R-28314 1 Aislado 11

Arcobacter sp KT0913 Aislado 12

Arcobacter sp BSs20195 Aislado 13

Arcobacter sp Clon A3b2 Clon 14
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Arcobacter DSM 7299T Tipo de cepa 15
nitrofigilis

Arcobacter F2176 Aislado 16
nitrofigilis

Arcobacter CCUG 17082T Tipo de cepa 17
cryaerophilus

Arcobacter LMG 21996T Tipo de cepa 18
cibarius

Arcobacter 6695-3 Tipo de cepa 19
thereius

Arcobacter CCUG 10374T Tipo de cepa 20
skirrowi

Arcobacter CCUG 10373T Tipo de cepa 21
butzlerii

Arcobacter RM4018 Aislado 22
butzlerii

Arcobacter sp R-28214 Aislado 23
Arcobacter sp. |Clon PL-7C7 Clon 24
Arcobacter sp. | Clon PL-8B1 Clon 25
Arcobacter 162154 Aislado 26
sulfidicus

Bacteria sin Clon BP-B88 Clon 277

cultivar
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Bacteria de FWKO B Aislado 28
campo

petrolero

Sulfurospirill | Cepa K, DSM Tipo de cepa 29

um multivorans | 12446T

Bacteria sin Clon Clon 30
cultivar AS077 B63

Thiomicrospira | Cepa CVO Aislado 31
sp

# Un aislado es una colonia aislada a partir de una muestra

* Un clon contiene un fragmento amplificado de PCR generado
a partir de ADN bacteriano aislado de una muestra, el cual
es secuenciado para determinar la composicién de una
poblacidn

La sec. con num. de ident.:32 es una secuencia parcial
de ADNr 16S de E. coli gque se usa en alineaciones de
secuencias de ADNr 16S de Arcobacter.

La sec. con num. de ident.:33 es una secuencia parcial
de ADNr 16S de Arcobacter sp. 97AE3-1.

La sec. con num. de ident.:34 es una secuencia parcial
de ADNr 16S de Arcobacter sp. 97AE3-3.

La sec. con num. de ident.:35 es una secuencia parcial
de ADNr 16S de Arcobacter sp. 97AE3-7.

La sec. con num. de ident.:36 es una secuencia parcial

de ADNr 16S de Arcobacter sp. 97AE4-1.
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La sec. con num. de ident.:37 es una secuencia parcial
de ADNr 16S de Arcobacter sp. 97AE4-5.

La sec. con num. de ident.:38 es una secuencia parcial
de ADNr 16S de Arcobacter sp. 97AE4-6.

La sec. con num. de ident.:39 es una secuencia consenso
dominante de ADNr 16S de Arcobacter sp. de clado 1.

La sec. con num. de ident.:40 es una secuencia consenso
redundante de ADNr 16S de Arcobacter sp. de clado 1.

La sec. con num. de ident.:41 es una secuencia consenso
dominante de ADNr 16S de Arcobacter sp. de clado 2.

La sec. con num. de ident.:42 es una secuencia consenso
dominante de ADNr 16S de Arcobacter sp. de clado 3.

Las sec. con nums. de ident.:43-46 son iniciadores
1492R, 8F, M13 inverso y M13 directo, respectivamente.

La sec. con num. de ident.:47 es la secuencia distintiva
dominante de Shewanella para la regidén variable 2 de ADNr 16S.

La sec. con num. de ident.:48 es la secuencia distintiva
redundante Shewanella para la regidén variable 2 de ADNr 16S.

La sec. con num. de ident.:49 es la secuencia distintiva
dominante de Shewanella para la regidén variable 5 de ADNr 16S.

La sec. con num. de ident.:50 es la secuencia distintiva
redundante de Shewanella para la regidén variable 5 de ADNr 16S.

La sec. con num. de ident.:51 es la secuencia distintiva

dominante de Shewanella para la regidn variable 8 de ADNr 16S.
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La sec. con num. de ident.:52 es la secuencia distintiva
redundante de Shewanella para la regidédn variable 8 de ADNr 16S.
Los solicitantes hicieron los siguientes depdsitos
bioldégicos conforme a los términos del Tratado de Budapest
sobre el Reconocimiento Internacional del Depbdésito de

Microorganismos para Propdsitos de Procedimientos de Patentes:

Tabla 2. Informacidén de cepas depositadas

Identificacidén del

depositante Designacién de depdsito Fecha de
Referencia internacional depdsito
Arcobacter sp 97AE3-3 ATCC num. PTA-11410 10-14-10

Arcobacter sp 97AE3-
ATCC nUm. PTA-11409 10-14-10
12
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DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

Los solicitantes incorporan especificamente todo el
contenido de  todas las referencias citadas en esta
descripcidén. A menos que se establezca de cualquier otra
forma, todos los porcentajes, partes, relaciones, etc., se
expresan en peso. Las marcas registradas se muestran en
mayusculas. Adicionalmente, cuando una cantidad,
concentracidén, u otro valor o pardmetro se da ya sea como un
intervalo, el intervalo preferido o wuna lista de wvalores
preferibles superiores vy valores preferibles inferiores,
esto se entenderd especificamente para describir todos 1los
intervalos formados de cualquier par de cualquier limite de
intervalo superior o valor preferido y cualgquier limite de
intervalo inferior o valor preferido, sin considerar si los
intervalos se describen separadamente. En los casos en que
en la presente descripciédn se menciona un intervalo de
valores numéricos, a menos que se establezca de cualquier
otra forma, el intervalo pretende incluir los limites de
este y todos los numeros enteros y fracciones comprendidos
dentro del intervalo. No estd previsto que el alcance de la
invencién esté limitado a los valores especificos
mencionados al definir un intervalo.

La invencidén se relaciona con métodos para mejorar la
recuperacién de petrdleo de un depdsito de petrdleo mediante

la inoculacidén de en un depdsito de petrdleo de una cepa de
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Arcobacter: que segun analisis filogenético molecular de la
secuencia de ADNr 165 pertenece a Arcobacter de clado 1
(definido en la presente descripcidén), vy un medio de
crecimiento minimo que fomenta el crecimiento de dicho
Arcobacter bajo condiciones desnitrificantes en la ubicacidn
subterranea. El1 <crecimiento de dicho Arcobacter en el
depdsito de petrdleo puede formar biopeliculas que obturan
las zonas méds permeables en las capas de arena o arenisca
para reenrutar asi el agua hacia areas menos permeables y mas
ricas en petrdleo. Se mejora asi, la eficiencia de barrido,
lo que conlleva a un aumento en la recuperacidn de petrdleo.

Ademéds, la invencidén se relaciona con microorganismos
anteriormente desconocidos aislados de muestras de agua
obtenidas de un depdsito de petrdleo y composiciones qgue
contienen cualesquiera de estos microorganismos, u otro
Arcobacter de «clado 1, que son uUtiles en métodos de
recuperacién de petrdleo. Mejorar la recuperacidn de petrdleo
mediante el uso de los métodos y microorganismos descritos
aumentaria la produccidén de pozos de petrdleo activos.

Las siguientes definiciones se suministran para las
abreviaturas vy términos especiales que se usan en esta
solicitud:

El término “PCR” se refiere a reaccidén en cadena de la

polimerasa.
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El término  “dNTP” se refiere a trifosfatos de
deoxirribonucledétido.

El término “ASTM” se refiere a la Sociedad
Estadounidense de Pruebas y Materiales (American Society for
Testing and Materials).

La abreviatura “NCBI” se refiere al Centro Nacional de
Informacién de Biotecnologia.

La abreviatura “BSL” se refiere a nivel de bioseguridad.

La abreviatura “RNA” se refiere a acido ribonucleico.

La abreviatura “DNA” se refiere a acido
desoxirribonucleico.

La abreviatura “ATCC” se refiere a la Depositaria
Internacional Estadounidense de Coleccidén de Cultivos de Tipos
(American Type Culture Collection International Depository),
Manassas, VA, Estados Unidos de América. “ATCC num.” se refiere
al numero de orden de los cultivos depositados en la ATCC.

La abreviatura “CCUG” se refiere a 1la Coleccidédn de
Cultivos de la Universidad de Goteborg, Suecia, gque es una
coleccidén de microorganismos.

La abreviatura “DSM” o “DSMZ” se refiere a “Deutsche
Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH”, que es
una coleccidn alemana de microorganismos % cultivos

celulares (Braunschweig, Alemania).
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Los términos “pozo de petrdleo”, “depdsito de petrdleo”,
y “estrato que contiene petrdleo” se pueden usar en la
presente indistintamente, vy se refieren a wuna formacidn
subterrdnea o ubicada debajo del lecho marino de la cual se
puede recuperar petrdleo. La formacidn es, generalmente, un
cuerpo de rocas y suelo que tiene suficiente porosidad vy
permeabilidad para almacenar y transmitir petrdleo.

El término “orificio de pozo” se refiere a un canal que
va desde la superficie hasta un estrato que contiene petrdleo
con tamafio suficiente para permitir el bombeo de fluidos bien
sea desde la superficie hasta el estrato que contiene
petrdleo (pozo de inyeccidn) o desde el estrato que contiene
petrdleo hasta la superficie (pozo de produccidn).

Los términos “desnitrificante” y “desnitrificacién”
significan reducir el nitrato ©para ser usado en la
generacién de energia respiratoria.

El término “eficiencia de barrido” se refiere a la
fraccidén de un estrato que contiene petrdleo a través de la
cual ha pasado fluido o agua para desplazar petrdleo hacia
pozos de produccidén. Un problema que puede surgir con
operaciones de inundacidén con agua es la eficiencia de
barrido relativamente pobre del agua, es decir, el agua puede
canalizarse a través de ciertas porciones de un depdsito a

medida que se desplaza desde el pozo o pozos de inyeccidn
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hacia el pozo o pozos de produccidén y, por lo tanto, pasa por
alto otras porciones del depdsito. La eficiencia pobre del
barrido puede deberse, por ejemplo, a diferencias en la
movilidad del agua en comparacién con la movilidad del
petrdleo, asi como a las variaciones de permeabilidad dentro
del depdésito que promueven el flujo a través de ciertas
porciones del depdésito y no a través de otras.

El término “cultivo puro” significa un cultivo derivado de
un solo aislado celular de una especie microbiana. Los cultivos
puros especificamente mencionados en la presente incluyen
aquellos que estéan disponibles publicamente en una depositaria
y aquellos identificados en la presente descripcidn.

El término “biopelicula” significa una pelicula o “capa de
biomasa” de microorganismos. Las biopeliculas a menudo estén
incrustadas en polimeros extracelulares, los cuales se adhieren
a superficies sumergidas en, o sometidas a, ambientes
acuaticos. Las biopeliculas consisten en una matriz de una masa
compacta de microorganismos con heterogeneidad estructural, que
pueden tener diversidad genética, interacciones complejas de
comunidad y una matriz extracelular de sustancias poliméricas.

El término “biopelicula obturadora” significa una
biopelicula que es capaz de alterar la permeabilidad de un

material poroso, y asi retardar el movimiento de un fluido a
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través de un material poroso que estd relacionado con la
biopelicula.

El término “nitratos simples” y “nitritos simples” se
refiere a nitrato (NO3 ) y nitrito (NO, ), respectivamente,
tal y como ocurren en sales idénicas como nitrato de potasio,
nitrato de sodio y nitrito de sodio.

El término “agua de inyeccidén” se refiere a fluido
inyectado en depdsitos de petrdleo para recuperacidn
secundaria de petrdleo. E1 agua de inyeccidn puede ser
suministrada por cualquier fuente apropiada y puede incluir,
por ejemplo, agua de mar, saladar, agua de produccidén, agua
recuperada de un acuifero subterrdneo, incluyendo aquellos
acuiferos que estan en contacto con el petrdleo, o agua de
superficie proveniente de una corriente, rio, laguna o lago.
Como se conoce en la materia, es posible que sea necesario
retirar del agua materia particulada, incluido polvo,
pedazos de roca o arena y productos de la corrosidn tales
como herrumbre, antes de la inyeccidén en uno o mas orificios
de pozo. Los métodos para retirar dicha materia particulada
incluyen filtracidén, sedimentacidén y centrifugacidn.

El término “agua de produccidn” significa agua
recuperada de fluidos de produccidén extraidos de un depdsito

de petrdleo. Los fluidos de produccidén contienen tanto agua
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usada en recuperacidén secundaria de petrdleo como petrdleo
crudo producido del depdsito de petrdleo.

El término “inocular un pozo de petrdleo” significa
inyectar uno o0 mas microorganismos o poblaciones de
microbios o un consorcio en un pozo de petrdleo o depdsito
de petrdleo de forma que los microorganismos sean
proporcionados al pozo o depdsito sin pérdida de viabilidad.

Los términos  “tipificacidén filogenética”, “esquema
filogenético”, o “clasificacién filogenética” pueden ser
usados indistintamente en la presente descripcidén vy se
refieren a una forma de <clasificacién en 1la cual 1los
microorganismos son agrupados de acuerdo con su linaje
genético evolutivo. La tipificacidén filogenética en la
presente invencidén es de cepas de microorganismos aislados
de muestras ambientales y se Dbasa en secuencias de gen
codificador (ADNr) de ARN ribosomal 16S (ARNr).

El término “regiones hipervariables”, como se usa en la
presente descripcidn, se refiere a regiones de secuencia en
el gen ADNr 16S, en donde la secuencia de nucledétido es
altamente variable. En la mayoria de los microbios, la
secuencia de ADNr 168 consiste en nueve regiones
hipervariables que demuestran una considerable diversidad de
secuencia entre diferentes géneros y especies de bacterias vy

se pueden usar para la identificacién de géneros y especies
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El término “secuencias distintivas”, como sSe usa en la
presente descripcidén, se refiere a nucledtidos especificos
en posiciones especificas (posiciones distintivas) de gen
codificador de ARNr 16S (ADNr), que usualmente ocurren
dentro de las regiones hipervariables, que son distintivos
para microorganismos en diferentes niveles. En las
posiciones distintivas, los nucledtidos que distinguen entre
especies pueden ser una © mas sustituciones, inserciones o
eliminaciones especificas de base. Cuando se toman Jjuntas,
las secuencias distintivas del ADNr 16S son uUtiles para
describir microbios a nivel de especie, cepa o aislado, y se
pueden usar en la identificacidén de un microbio.

El término “redundancia o posicidén base redundante” se
refiere al caso en donde méds de un nucledétido (A, G, C o T(U))
es posible en una posicidédn particular en una secuencia de ADN
o ARN. Una posicién es un sitio “que redunda dos veces” si
solo dos de cuatro posibles nucledétidos pueden estar en esa
posicidén. Una posicidédn es un sitio “que redunda tres veces” si
tres de cuatro posibles nucledétidos pueden estar en esa
posicidén. Una posicidén es un sitio “gue redunda cuatro veces”
si todos los cuatro nucledtidos pueden estar en esa posicidn.

El término “secuencia distintiva redundante” se refiere
a una secuencia distintiva que puede tener una o mas posibles

posiciones de base redundante en la secuencia distintiva.
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El término “filogenética” se refiere al campo de 1la
biologia que trata con la identificacién y comprensidédn de las
relaciones evolutivas entre organismos, y particularmente, la
filogenética molecular usa homologias de secuencia de ADN en
este andlisis. Particularmente, las similitudes o diferencias
en las secuencias de ADNr 16S, incluidas 1las secuencias
distintivas, identificadas mediante el uso de algoritmos de
similitud, sirven para definir las relaciones filogenéticas.

El término “arbol filogenético” se refiere a un diagrama
ramificado que describe las relaciones evolutivas entre
organismos. E1 &rbol filogenético en la presente invenciédn
se basa en homologias de secuencia de ADN de varios ADNr
16S, incluidos de secuencias distintivas en el ADNr 1653, vy
muestra relaciones de las cepas actuales <con cepas y
especies relacionadas.

El término “clado filogenético” o “clado” se refiere a
una rama en un arbol filogenético. Un clado incluye todos
los organismos relacionados ubicados en la rama, en base al
punto de la rama que se haya escogido.

El término “genomovar” se usa para describir una
clasificacidén de sub-especie que se usa cuando un grupo de
cepas de una especie es diferenciable mediante una secuencia de
ADN, pero el fenotipo no se puede distinguir. Los genomovares

se definen e identifican mediante hibridizacién ADN-ADN vy/o
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mediante secuencias distintivas de ADNr 16S. Esta terminologia
ha sido usada para describir Pseudomonas stutzeri por Bennasar
et al. (1996) Int. J. of Syst. Bacteriol.46:200-205).

El término “ribotipificacidén” significa el registro
detallado de fragmentos de restriccidén de ADN gendmicos que
contienen la totalidad o una parte de los genes que codifican
los ARN ribosomales 16S y 23S. La ribotipificacidén se realiza
mediante el uso del sistema RiboPrinter® de DuPont.

El término “RiboPrint™” se refiere al registro gendmico
inico de una cepa o aislado microbiano especifico, generado
mediante el uso del sistema DuPont RiboPrinter®.

El término “cepa tipo” se refiere a la cepa de
referencia para una especie particular cuya descripcidn se
usa para definir y caracterizar a una especie particular.

El término “software para el andlisis de secuencia” se
refiere a cualgquier ©programa de software o algoritmo
computacional que resulta Util para el andlisis de secuencias
de nucledtidos o aminodcidos. E1l “software para el anédlisis
de secuencia” puede estar disponible comercialmente o puede
ser desarrollado de manera independiente. El1 software tipico
para el andlisis de secuencia incluye, pero no se limita a:
El conjunto de programas GCG (Wisconsin Package Version 9.0,
Genetics Computer Group (GCG), Madison, WI), BLASTP, BLASTN,

BLASTX (Altschul et al., J. Mol. Biol. 215, 403-410, 199%90),
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DNASTAR (DNASTAR, Inc., Madison, WI), y el programa FASTA que
incorpora el algoritmo Smith-Waterman (Pearson, W. R.,
Comput. Methods Genome Res., Proc. Int. Symp, Meeting Date
1992, 111-120, Eds: Suhai, Sandor, Plenum Publishing, New
York, NY, 1994). Dentro del contexto de esta solicitud, se
entenderd que, <cuando el software para el analisis de
secuencia se usa para analisis, los resultados del anéalisis
estaran basados en los “valores predeterminados” del programa
de la referencia, a menos que se especifique de cualquier
otra forma. Como se usa en la presente descripcién, “valores
predeterminados” significard cualquier conjunto de valores o
pardmetros que se cargan originalmente con el software 1la
primera vez dgue se inicia.

El término “aceptor de electrones” se refiere a un
compuesto que recibe o acepta a un electrén durante la
respiracidén celular. Los microorganismos obtienen energia para
crecer al transferir electrones desde un “donante de electrdn”
a un aceptor de electrones. Durante este proceso, el aceptor
de electrones es reducido y el donante de electrdn es oxidado.
Algunos ejemplos de aceptores de electrones incluyen oxigeno,
nitrato, fumarato, hierro (III), manganeso (IV), sulfato vy
diéxido de carbono. AzUcares, acidos orgadnicos de bajo peso
molecular, carbohidratos, &cidos grasos, hidrbégeno y petrdleo

crudo, o sus componentes tales como hidrocarburos de petrdleo



10

15

20

25

24

o hidrocarburos aromaticos policiclicos, son ejemplos de
compuestos que pueden actuar como donantes de electrones.

“Darcy” es una unidad de permeabilidad. Un medio con una
permeabilidad de 1 darcy permite un flujo de 1 cm’/s de un
fluido con viscosidad de 1 cP (1 mPa‘'s) bajo un gradiente de
presién de 101,3 kPa/cm (1 atm/cm) para actuar en un Aarea de
1 cm’. Un milidarcy (mD) es igual a 0,001 darcy.

Microorganismos aislados

Microorganismos capaces de crecer bajo condiciones
anaerbbicas en presencia de nitrato, fumarato o el idén férrico
(Fe (III)) como aceptor de electrones y lactato como fuente de
carbono se aislaron de las aguas de produccidn e inyeccidn del
Pozo num. 2 gque estd ubicado en el campo Wainwright en la
provincia de Alberta, Canadd. El1 Pozo ntm. 2 tiene una
salinidad de aproximadamente 65 partes por mil (ppt) tanto en
las aguas de produccidn como en las aguas de inyeccidn, lo cual
es aproximadamente dos veces la salinidad del agua de mar.

Los microorganismos aislados se caracterizaron mediante
andlisis de sus secuencias de ADN ribosomal 16S (ADNr) vy
mediante el registro detallado de sus fragmentos de
restricciédn de ADN gendédmico que contienen la totalidad o una
parte de los genes que codifican los ARN ribosomales 16S vy
23S (ARNrs; ribotipificacidn). Las cepas aisladas 97AE3-12,
97AE 3-3, 97AE3-1, 97AE 4-6, 97AE 4-5, 97AE 3-7, y 97AE 4-1

se identificaron como nuevas cepas pertenecientes al género
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Arcobacter. Los patrones RiboPrint™ para estas cepas eran
distintos a los de la estrechamente relacionada cepa
Arcobacter halophilus (ATCC BAA-1022), la cual tiene més de
96 % de identidad de secuencia de 1la cepa 97AE3-12 en el
ADNr 16S (sec. con nums. de ident.:6 y 1, respectivamente).
Los patrones RiboPrint™ (Figura 4) indican que las cepas
recién aisladas forman 3 grupos: 1) 97AE3-12, 97AE4-1 vy
97AE4-5; 2) 97AE3-3 y 97AE4-6; vy 3) 97AE3-7 y 97AE3-1. Las
cepas 97AE3-12 y 97AE 3-3 se depositaron con la presente,
conforme al Tratado de Budapest, como ATCC num. PTA-11409 vy
ATCC num. PTA-11410, respectivamente.

Ademés, las cepas se caracterizaron como pertenecientes a
Arcobacter de clado 1 segin se determiné mediante andlisis
filogenético molecular de las secuencias de ADNr 16S descritas
en el Ejemplo 2 en la presente descripcién. E1 4&rbol
filogenético producido por el andlisis se muestra en la Figura
1, con las cepas recién aisladas representadas la cepa 97AE3-
12. E1 &arbol filogenético muestra que tres clados, © grupos,
se forman a partir de especies conocidas de Arcobacter, las
cuales se clasifican en la figura. El1 clado 3 incluye cepas
patogénicas tales como Arcobacter butzleri 'y Arcobacter
cryaerophilus, las cuales estédn clasificadas como BSL2. E1
clado 2 incluye el Arcobacter nitrofigilis. El clado 1 incluye
las especies conocidas Arcobacter marinus, Arcobacter

halophilus, Arcobacter molluscorum y Arcobacter mytili. En el



10

15

20

26

presente método se puede usar cualquier cepa de Arcobacter que
pertenezca al clado 1. El clado 1 incluye las cepas listadas
anteriormente, asi como cualquier cepa que pertenezcan al
mismo clado al que pertenecen estas cepas cuando se analizan
mediante filogenética molecular por medio del wuso de las
secuencias de ADNr 16S descritas en la presente descripciédn.
Las cepas de clado 1 de Arcobacter, que son cepas del
presente método, se pueden definir adicionalmente como cepas
con secuencias de ADNr que tienen por lo menos aproximadamente

o) (o)

97 %, 98 % o 99 % de identidad de secuencia de las secuencias

o°

de ADNr 16S de cualquiera de esas cepas que se muestran en el
clado 1 en la Figura 1: Solar Lake Arcobacter sp (sec. con num.
de ident.:2), Arcobacter sp YJQ-18 (clon no cultivado; sec. con
nim. de ident.:3), Arcobacter marinus (sec. con num. de
ident.:4), clon de depdsito de petrdleo de alta temperatura
EB27 (sec. con num. de ident.:5), Arcobacter halophilus (sec.
con num. de ident.:6), y Arcobacter mytili (sec. con num. de
ident.:8). Ademds, las cepas del presente método incluyen

aquellas con secuencias de ADNr gque tienen por lo menos

0\©

aproximadamente 97 %, 98 o 99 % de identidad de secuencia de
la secuencia de ADNr 16S del Arcobacter molluscorum F98-3T
(sec. con num. de ident.:7), la cual también pertenece al clado

1. Las secuencias de ADNr 16S de cepas de diferentes clados en

la Figura 1 tienen identidades de secuencia de menos de 96 %.
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Un arbol filogenético molecular preparado en la
presente muestra la relacidn de las cepas recién aisladas de
97AE3-12, 97AE 3-1, 97AE3-3, 97AE 3-7, 97AE 4-1, 97AE 4-5 y
97AE 4-6 entre si y con otras cepas del clado 1, asi como
con una cepa de los clados 2 y 3, en la Figura 2. Las cepas
estdn estrechamente relacionadas entre si en una rama del
clado 1. Estas cepas estan caracterizadas por sus secuencias
de ADNr: sec. con nums. de ident.:1, 33, 34, 35, 36, 37 vy
38, respectivamente. Asi, las <cepas con las secuencias
parciales de ADNr de estos nuevos aislados (sec. con nums.
de ident.:1, 33, 34, 35, 36, 37 y 38) son cepas de
Arcobacter de clado 1 del presente método.

Las secuencias de ADNr 16S de cepas en cada uno de 1los
clados 1, 2 y 3 se analizaron como grupos para identificar las
secuencias distintivas en las posiciones especificadas que se
pueden usar para distinguir los tres clados. Tal como se
describe en el Ejemplo 2 en la presente descripcién, las
posiciones especificas en la secuencia de ADNr 16S tienen
nucledtidos que son caracteristicos para cada clado de
Arcobacter, los cuales pueden ser fijos o pueden tener alguna
redundancia, segin se lista en la Tabla 6. Adicionalmente,
puede haber una insercidén o delecidbn en algunas posiciones. E1
conjunto (todas las posiciones juntas) de secuencias
distintivas para cada clado de Arcobacter listado en la Tabla 6

difiere de cada uno de los conjuntos de secuencias distintivas
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de los otros clados de Arcobacter. La secuencia consenso
dominante (mas prevalente) de ADNr 16S de Arcobacter de clado 1
(que no puede ser la longitud total) que contiene las
secuencias distintivas se proporciona como sec. con num. de
ident.:39. Las cepas microbianas conocidas o recién aisladas se
pueden identificar como pertenecientes al Arcobacter de clado 1
y, por lo tanto, son cepas del presente método, al tener un
ADNr 16S con por lo menos aproximadamente 97 %, 98 % o 99 % de
identidad de secuencia de la sec. con num. de ident.:39.

Las secuencias distintivas redundantes (incluidas las
posiciones de insercidén/delecidén) estan presentes en la
secuencia consenso redundante de ADNr 16S para el clado 1
(sec. con num. de ident.:40), la secuencia consenso
redundante de ADNr 16S para el clado 2 (sec. con num. de
ident.:41), y la secuencia consenso redundante de ADNr 16S
para el clado 3 (sec. con num. de ident.:42). Las cepas
microbianas conocidas o) recién aisladas se pueden
identificar como pertenecientes al Arcobacter de clado 1 vy,
por lo tanto, son cepas del presente método, al tener un
ADNr 16S que es el de la sec. con num. de ident.:40. Ademés,
las cepas microbianas conocidas o recién aisladas se pueden
identificar como pertenecientes al Arcobacter de clado 1 vy,
por lo tanto son cepas del presente método, al tener un ADNr
16S que incluye las secuencias distintivas redundantes del

clado 1 listadas para posiciones especificas en la Tabla 6.
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Se determiné que las cepas de Arcobacter sp 97AE3-12,
97AE 3-3, 97AE3-1, 97AE 4-6, 97AE 4-5, 97AE 3-7 y 97AE 4-1,
segin se muestra en ejemplos en la presente descripcidn,
tienen propiedades que indican su capacidad para mejorar la
recuperacién de petrdleo al crecer para formar biopeliculas
obturadoras. Las cepas fueron capaces de formar biopeliculas
obturadoras en condiciones de salinidad alta (75 ppt). La
cepa 97AE3-12 crecidé en presencia de aceite de petrdleo, en
condiciones desnitrificantes tanto de baja (15 ppt) como de
alta (64 ppt) salinidad. Las Dbiopeliculas obturadoras se
produjeron en medios de Dbaja (15 ppt) vy alta (35 ppt vy
68 ppt) salinidad. Las biopeliculas obturadoras se formaron
con alimentacidén de nutrientes continua o por lotes.
Adicionalmente, la conglomeracidén de particulas de silice se
demostrd en medios de alta (64 ppt) salinidad.

Estas propiedades de las cepas aisladas de Arcobacter de
clado 1 demuestran su uso para formar biopeliculas para obturar
zonas altamente permeables en arena o roca permeable de
depdésitos de petrdleo. La obturacidén de =zonas hiperpermeables
puede re-dirigir el agua hacia &reas menos permeables y mas
ricas en petrbdleo, para mejorar, asi, la eficiencia de barrido,
lo que conlleva a un aumento en la recuperacidn de petrdleo.

Composiciones para mejorar la recuperacidén de petrdleo

Las cepas recién aisladas de Arcobacter 97AE3-12 (ATCC

num. PTA-11409), 97AE 3-3 (ATCC nGm. PTA-11410), 97AE 4-6, 97AE
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4-5, 97AE 3-7 y 97AE 4-1 descritas anteriormente se pueden
incluir como componentes en composiciones para mejorar la
recuperacidén de petrdleo que son una modalidad de la presente
invencién. Asi, las presentes composiciones incluyen por 1lo
menos una cepa de Arcobacter que tiene una secuencia parcial de
ADNr de la sec. con num. de ident.:1, 33, 34, 35, 36, 37 o 38,
que son las secuencias de ADNr de estas nuevas cepas. Cada una
de las cepas puede estar en composiciones para mejorar la
recuperacién de petrdleo separadas, o cualguier combinacién de
mas de una de las cepas puede estar en la misma composicidn.
Ademas de una o mas de estas nuevas cepas de Arcobacter
de clado 1, la presente composicidédn para mejorar la
recuperacién de petrdleo incluye uno o mads aceptores de
electrones y por 1lo menos una fuente de carbono. En una
modalidad, el aceptor de electrones es nitrato. El nitrato se
reduce a nitrito y/o nitrdégeno durante el crecimiento de las
cepas de Arcobacter descritas. El nitrito también puede servir
como un aceptor de electrones en la composicidén. En varias
modalidades, el aceptor de electrones es una o mas sales
iénicas de nitrato, una o més sales idnicas de nitrito, o
cualquier combinacién de sales idnicas de nitrato y nitrito.
La fuente de carbono puede ser un compuesto simple o
complejo que contenga carbono. La fuente de carbono puede ser
materia orgédnica compleja tal como peptona, licor de maiz

macerado o extracto de levadura. En otra modalidad, la fuente
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de carbono es un compuesto simple tal como citrato, fumarato,
maleato, piruvato, succinato, acetato, formato o lactato.

Las composiciones para mejorar la recuperacidn de
petrdleo pueden incluir componentes adicionales que
promueven el crecimiento y/o la formacidén de biopelicula por
las cepas microbianas de la composicidén. Estos componentes
pueden incluir, por ejemplo, vitaminas, metales traza,
sales, nitrbégeno, fdésforo, magnesio, gquimicos reguladores
y/o extracto de levadura.

En una modalidad, las composiciones para mejorar la
recuperacidén de petrdleo incluyen uno o mads microorganismos
adicionales que <crecen en presencia del ©petrdleo. Los
microorganismos pueden usar un componente del petrbdleo como
fuente de carbono, o cuando wusan una fuente de carbono
alternativa su crecimiento no es inhibido por la presencia de
petrdéleo. Particularmente Utiles son otros microorganismos que
tienen propiedades gque mejoran la recuperacidén de petrodleo,
tales como microorganismos que forman biopeliculas o que
liberan petrdéleo de superficies. En una modalidad, un
microorganismo adicional en la presente composicidn es un
microorganismo de una especie Shewanella. La Shewanella es un
género de bacterias que ha sido establecido, en parte, a
través de clasificacidén filogenética mediante ADNr vy esta
totalmente descrito en la literatura (ver por ejemplo

Fredrickson et al., Towards Environmental Systems Biology of
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Shewanella, Nature Reviews Microbiology (2008), 6(8), 592-603;

Hau et al., Ecology And Biotechnology Of The Genus Shewanella,

Annual Review of Microbiology (2007), 61, 237-258).

Hay por 1lo menos aproximadamente 89 % de identidad de
secuencia de secuencias de ADNr 16S entre las especies
Shewanella. Las especies Shewanella tienen un ADNr 16S due
tiene las secuencias distintivas de las regiones
hipervariables 2 (sec. con nums. de ident.:47 vy 48 son
secuencias dominantes y redundantes, respectivamente), 5 (sec.
con nums. de ident.:49 y 50 son secuencias dominantes vy
redundantes, respectivamente) y 8 (sec. con nums. de ident.:
51 % 52 son secuencias dominantes % redundantes,
respectivamente) como se muestra en la Figura 5. La
combinacién de las secuencias distintivas redundantes para
cada regidén define la especie Shewanella, incluidas algunas
variaciones de posiciones como se muestra en la Figura 5. Asi,
la Shewanella sp. Util en la presente invencidén es aquella que
comprende dentro del ADNr 16S las secuencias distintivas
redundantes segun 1lo establecido en las sec. con nums. de
ident.:48, 50 y 52. En una modalidad, la Shewanella sp. util
en la presente invencién es aquella que comprende dentro del
ADNr 16S las secuencias distintivas dominantes segun 1lo
establecido en las sec. con nums. de ident.:47, 49 y 51.

Las secuencias distintivas dominantes en la Figura 5 son

aquellas con las posiciones variables designadas como 1los
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nucledétidos hallados con la maxima frecuencia en las especies
Shewanella. Las Shewanella son gamma-proteobacterias gram
negativas, que tienen la capacidad de reducir metales vy,
ademés, pueden reducir un amplio rango de aceptores terminales
de electrones. Estos microorganismos obtienen energia para
soportar el crecimiento anaerdbico mediante el acoplamiento de
la oxidacidén de H, o materia organica con la reduccidédn de una
variedad de metales multivalentes, lo cual conlleva a la
precipitacidén, transformacidén o disolucidn de minerales.

La capacidad de las especies Shewanella de alterar la
humectabilidad de una superficie cubierta de hidrocarburo
lleva a una mejora en la recuperacién de petrdleo se
describe en la Publicacidén num. 2011/0030956 de solicitud de
patente de los Estados Unidos, copendiente, de propiedad
mancomunada, la cual se incorpora en la presente descripcidn
como referencia. En una modalidad, un microorganismo
adicional es el Shewanella putrefaciens, Shewanella sp
LH4:18 (ATCC num. PTA-8822; descrito en la patente de 1los
Estados Unidos num. 7.776.795 de propiedad mancomunada), o©
el Shewanella sp L3:3 (ATCC num. PTA-10980; descrito en la
publicacién de solicitud de patente de los Estados Unidos
num. 2011/0030956, copendiente, de propiedad mancomunada) .

En una modalidad, el Thauera sp. AL9:8 (ATCC num. PTA-
9497) estd incluido en la presente composicidén. E1 Thauera

sp. AL9:8 se aislé de muestras de suelo subterrdneo y se
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demostrd que es capaz de crecer bajo condiciones
desnitrificantes mediante el uso de petrdleo o componentes
de petrdleo como unica fuente de carbono. Este
microorganismo tiene, ademés, actividad liberadora de
petrdéleo (patente de los Estados Unidos num. 7.708.065).

Métodos para mejorar la recuperacidn de petrdleo

Las presentes composiciones para mejorar la
recuperacién de petrdleo se pueden usar para inocular un
depbésito de petrdleo, para generar una mejora en la
recuperacidén de petrdleo. Adicionalmente, las composiciones
que incluyen por lo menos una cepa perteneciente a
Arcobacter de clado 1, segun lo descrito arriba, y un medio
de crecimiento minimo gque incluye por lo menos un aceptor de
electrones, se pueden usar para 1inocular un depdsito de
petrdéleo a fin de mejorar la recuperacidn de petrdleo.
Tipicamente se usan una O mas sales 1bénicas de nitrato y/o
nitrito como aceptor de electrones. Los microorganismos del
Arcobacter de clado 1 en la composicidén incluyen células
viables que habitan y crecen en el depdsito de petrdleo.

Un medio de crecimiento minimo incluye por lo menos una
fuente de carbono, y puede incluir otros componentes tales
como vitaminas, metales traza, sales, nitrdgeno, foésforo,
magnesio, calcio y quimicos reguladores. La fuente de
carbono puede ser un compuesto simple o complejo que

contiene carbono, por ejemplo, 1) petrdleo o un componente
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de petrdleo, 2) materia organica compleja tal como peptona,
licor de maiz macerado o extracto de levadura; o 3)
compuestos simples tales como citrato, fumarato, maleato,
piruvato, succinato, acetato, formato o lactato.

Se puede usar cualquier cepa perteneciente a Arcobacter
de <clado 1, segun lo descrito anteriormente, que forme
biopeliculas obturadoras bajo condiciones desnitrificantes
anaerdbicas en presencia del aceite de petrdleo. Las cepas de
microorganismos pertenecientes a Arcobacter de clado 1, segun
lo descrito anteriormente, que se pueden usar en los presentes
métodos se pueden identificar mediante sus secuencias de ADNr
16S, que tienen las secuencias distintivas descritas arriba vy
listadas en la Tabla 6. Ademéds, las cepas pertenecientes al
Arcobacter, de clado 1, segun lo descrito anteriormente, que
son Utiles en los presentes métodos, pueden ser identificadas
por un experto en la materia mediante el uso de ensayos de
formacién de Dbiopelicula, conglomeracién de silice y/o
reduccién de permeabilidad tales como los descritos en 1los
ejemplos en la presente descripcidén. Como ejemplos de cepas
pertenecientes a Arcobacter de clado 1, segin lo descrito
anteriormente, que son capaces de formar Dbiopeliculas
obturadoras, estas propiedades de 1las cepas 97AE3-12 (ATCC
ntim. PTA-11409), 97AE 3-3 (ATCC ntm. PTA-11410), 97AE3-1, 97AE

4-6, 97AE 4-5, 97AE 3-7 y 97AE 4-1 se demuestran en la
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presente descripcién. En una modalidad, cualquiera de estas
cepas se usa en los métodos presentes.

En otra modalidad, uno o mas microorganismos, ademés de
cepas pertenecientes a Arcobacter de clado 1, segun lo
descrito anteriormente, que crecen en presencia de petrdleo
bajo condiciones desnitrificantes, se incluyen en una
composicidén usada en el presente método. Los microorganismos
de la especie Shewanella, que se describen arriba, son
particularmente Utiles.

En ciertos depdsitos de petrdleo que tienen propiedades
especificas, las cepas especificas pertenecientes a Arcobacter
de clado 1, segun lo descrito anteriormente, se pueden adaptar
mejor para su uso en los presentes métodos. Por ejemplo, en
los depdsitos de petrdleo, en donde por lo menos un fluido tal
como agua de inyeccidn y/o agua de produccidn tiene una alta
concentracién de sal, las cepas pertenecientes a Arcobacter de
clado 1, segun lo descrito anteriormente, que crecen y forman
biopeliculas obturadoras en medios con elevado nivel de sal,
son particularmente adecuadas. Especificamente, las cepas de
Arcobacter de clado 1 97AE3-12 (ATCC nUum. PTA-11409), 97AE 3-3
(ATCC ntm. PTA-11410), 97AE3-1, 97AE 4-6, 97AE 4-5, 97AE 3-7 y
97AE 4-1 son particularmente adaptadas a depdsitos de petrdleo
con al menos un fluido que tiene nivel elevado de sal,
particularmente, sal de aproximadamente 30 ppt o mayor. La

concentracién de sal puede ser por lo menos aproximadamente
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30 ppt, 35 ppt, 40 ppt, 45 ppt, 50 ppt, 55 ppt, 60 ppt,
65 ppt, 70 ppt o 75 ppt, o mas.

Los depdsitos de petrdleo pueden ser inoculados con
composiciones que incluyen una o mads cepas pertenecientes a
Arcobacter de clado 1, segun lo descrito anteriormente, y un
medio de crecimiento minimo mediante el uso de cualquier
método de introduccidn conocido por un experto en la materia.
Tipicamente, la inoculacidén se 1lleva a cabo mediante la
inyeccién de una composicidédn en un depdsito de petrdleo. Los
métodos de inyeccidn son comunes y conocidos en la técnica, y
se puede usar cualquier método apropiado (ver, por ejemplo,

Nontechnical guide to petroleum geology, exploration,

drilling, and production, 2.° edicién. N. J. Hyne, PennWell

Corp. Tulsa, OK, USA, Freethey, G.W., Naftz, D.L., Rowland,

R.C., &Dbavis, J.A. (2002); Deep aquifer remediation tools:

Theory, design, and performance modeling, In: D.L. Naftz,
S.J. Morrison, J.A. Davis, & C.C. Fuller (Eds.); y Handbook

of groundwater remediation using permeable reactive barriers

(pdgs. 133-161), Amsterdam: Academic Press). La inyeccidn
tipicamente se lleva a cabo a través de de uno o més pozos de
inyeccibén, que estdn en comunicacidén subterrdnea con uno o
mas pozos de produccidén de los cuales se recupera petrdleo.

Recuperacidn mejorada de petrdleo de un depdsito de petrdleo

La recuperacidén mejorada de petrdleo en este contexto

puede incluir recuperacidn secundaria o terciaria de
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petrdéleo de hidrocarburos de formaciones subterraneas.
Especificamente, los hidrocarburos gque se recuperan son
aquellos que no se recuperan facilmente de un pozo de
produccidén mediante inundacién con agua u otras técnicas
tradicionales secundarias de recuperacidén de petrdleo.

Los métodos de recuperacidn primaria de petrdleo, que
usan solamente las fuerzas naturales presentes en un depdsito
de petrdleo obtienen, tipicamente, solo una porcidén menor del
petrdleo original en el estrato que contiene petrdleo de un
depdsito de petrdleo. Los métodos de recuperacidn secundaria
de petrdleo, tales como inundacidén con agua, se pueden
mejorar mediante el uso de métodos de la presente invencién,
que proporcionan microorganismos y medios de cultivo para la
formacidén de biopeliculas obturadoras en areas de formaciones
subterrdneas en donde hay una alta variacién de la
permeabilidad. La obturacién con biopeliculas de las regiones
altamente permeables de un depdsito redirigen el agua usada
en inundaciones con agua hacia areas menos permeables y mas
ricas en petrdleo. Asi, la recuperacidn mejorada de petrdleo
se obtiene particularmente de depdsitos de petrdleo, en donde
la eficiencia de barrido es baja debido a, por ejemplo,
interspersidén en el estrato que contiene petrdleo de capas de
roca qgque tienen una permeabilidad sustancialmente mayor en
comparacidén con el resto de las capas de roca. Las capas con

mayor permeabilidad canalizardn el agua e impedirédn la
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penetracién de agua en las otras partes del estrato que
contiene petrdleo. La formacidn de Dbiopeliculas obturadoras

por microorganismos reducira esta canalizacidn.

EJEMPLOS

La presente invencidén se define més detalladamente a
través de los siguientes ejemplos. Debe entenderse que si
bien estos ejemplos indican modalidades preferidas de 1la
invencién, estos se proporcionan con fines ilustrativos
Unicamente. A partir de la descripcidén anterior y de estos
ejemplos, una persona con experiencia en la técnica podréa
determinar las caracteristicas esenciales de esta invencidn
y, sin apartarse del espiritu ni del alcance de ella, podré
introducir wvarios cambios y modificaciones en la invenciédn
para adaptarla a los diversos usos y condiciones.

Métodos Generales

El significado de las abreviaturas se wusa en esta
solicitud de la siguiente forma: “h” significa hora(s), “min”
significa minuto(s), “dia” significa dia(s), “‘mL” o “ml”
significa mililitros, “mg/ml” significa miligramo por
mililitro, “1” significa 1litros, “pl” significa microlitros,
“mM”  significa milimolar, “pM” significa micromolar, “nM”

significa nanomolar, “pg/l” significa microgramo por litro,

“omol” significa picomol (s), “°C” significa grados centigrados,
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“°F” significa grados Fahrenheit, “bp” significa par base, “bps

13 2

significa pares base, “mm” significa milimetro, “ppm” significa

b

parte por millén, “g/1” significa gramo por litro, “ml/min’
significa mililitro por minuto, “ml/h” significa mililitro por

hora, “cfu/ml” significa wunidades que forman colonias por

66 9

mililitro, “g” significa gramo, “mg/1” significa miligramo por

b

litro, “Kev” significa kilo o miles de voltios de electrén,

13 19

psi” significa libras (de fuerza) por pulgada cuadrada, “LB”
significa caldo de cultivo Luria, “rpm” significa revolucidn

por minuto, “NIC” significa control no inoculado.

Crecimiento de microorganismos

Las técnicas para cultivo y mantenimiento de cultivos
anaerdbicos se describen en “Isolation of Biotechnological
Organisms from Nature”, (Labeda, D. P. ed. 117-140, McGraw-Hill
Publishers, 1990). El nitrato, el hierro férrico y el fumarato
se usan 1individualmente como aceptor primario de electrones
bajo las condiciones de cultivo wusadas en la presente
descripcién. Bajo desnitrificacidén, el cultivo anaerdbico se
mide por reduccién de nitrato del medio de cultivo en el
tiempo. La reduccidén de nitrato a nitrdébgeno se ha descrito
previamente (Moreno-Vivian, C., et al., J. Bacteriol., 181,
6573 - 6584, 1999). En algunos casos, 1los procesos de reduccién
de nitrato conllevan a acumulacidédn de nitrito, el cual se

reduce, posteriormente, adicionalmente, a nitrdégeno. De alli,
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la acumulacién y algunas veces la disipacién de nitrito por 1lo
tanto también son consideradas evidencia de crecimiento activo
y metabolismo por parte de microorganismos.

Determinacidén de titulo de célula viable (nUimero méas

probable)

A fin de determinar el titulo de célula viable, se
diluyeron muestras de cultivos o tubos delgados con una
dilucidén serial 1:10 en 8 filas por muestra de una placa de
96 pocillos mediante el wuso de caldo de cultivo Luria
estidndar de Miller o caldo de cultivo Luria con 3,5 % de NaCl
agregado. La titulacidén se realizd por medio del uso de un
pipetador robdético automdtico Biomek200. El1 crecimiento se
determiné por la turbidez visual y se registrd para cada una
de las 8 filas. El1 algoritmo de Cochran del nUmero mas
probable (Biometrics (1950) paginas 105-116) se usd para
determinar las células viables/ml y los limites de 95 % de
seguridad para este nUmero en la muestra original.

La colocacidén en placas del método de dilucidn serial
se usa para determinar el titulo bacteriano de dichos
cultivos. Una serie de diluciones 1:10 de dichas muestras se
coloca en placas y las colonias resultantes se cuentan. E1
numero de colonias en una placa es entonces multiplicado por
el factor de dilucidén (el numero de veces que se realizd la

dilucidén 1:10) para esa placa a fin de obtener el conteo de

bacterias en la muestra original.
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Cromatografia de iones

Para cuantificar los iones de nitrato y nitrito en
medios acuosos, los solicitantes wusaron una unidad de
cromatografia ICS2000 (Dionex, Banockburn, IL). E1l
intercambio de iones se realizdé en una columna de intercambio
de aniones AS15 mediante el uso de un gradiente de 2 a 50 mM
de hidrdéxido potasico. Se generaron curvas estandar mediante
el uso de cantidades conocidas de soluciones de nitrito
sédico o nitrato sdédico y estas se usaron para calibrar las
concentraciones de nitrato y nitrito.

Medicidén de total de sales disueltas por refractdmetro

El total de sal disuelta se mididé mediante el uso de un
refractémetro manual (Modelo RHS 10ATC, Huake Instrument
Co., Ltd).

Muestras de aguas de inyeccidn y aguas de produccidn de

depdbdésito de petrdleo

Para este estudio se tomaron muestras de un sistema de
pozo de petrdleo que se denomina Pozo num. 2 en el campo
Wainwright en la provincia de Alberta, Canada. Este pozo
tiene una salinidad de aproximadamente dos veces el agua de
mar, la cual estd en el rango de 65 ppt. Se obtuvieron
muestras de agua de cabezales de pozos de inyeccidén y de
produccidén como liquidos mezclados de petrdéleo/agua en
botellas de vidrio marrdén de 1,0 1, llenadas hasta el tope,

tapadas y selladas con cinta para impedir la fuga de gas. El
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gas de los procesos anaerdbicos inherentes fue suficiente
para mantener las condiciones anaerdbicas durante el envio.
Las Dbotellas se enviaron en grandes enfriadores pléasticos
con bloques de hielo a las instalaciones de las pruebas en
un lapso de 48 horas después de la toma de muestras.

Preparacién de ADN para analisis de secuencia

El ADN gendémico de colonias Dbacterianas se aisld
mediante la dilucién de colonias bacterianas en 50 pl de
agua o amortiguador Tris-HCL con pH 7-8. Los ADN de colonias
diluidas se amplificaron con polimerasa de ADN Phi 29 antes
de la secuenciacidédn (Kit de amplificacidén GenomiPHI de GE
Life Sciences, New Brunswick, NJ). Una alicuota (1,0 ul) de
una colonia diluida se agregdé a 9,0 pl del reactivo de lisis
(del kit de amplificacién GenomiPHI) y se calentd a 95 °C
durante 3 minutos seguido de enfriamiento inmediato a 4 °C.
9,0 pl de amortiguador de enzimas y 1,0 pl de enzima Phi 29
se agregaron a cada muestra sometida a 1lisis seguido de
incubacién a 30 °C durante 18 horas. La polimerasa se
desactivé mediante calentamiento a 65 °C durante 10 minutos
seguido de enfriamiento a 4 °C.

Andlisis de secuencia de ADN

Las reacciones de secuenciacidén de ADN se establecieron
de la siguiente forma: 8,0 pl de muestra amplificada de
GenomiPHI se agregaron a 8,0 pl de reactivo de secuenciaciédn

BigDye v3.1 (Applied Biosystems, Foster City, CA) seguido de
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3,0 pl de 10 pM de iniciadores sec. con nums. de ident.:43,
44, 45 o 46 (preparados por Sigma Genosys, Woodlands, TX),
4,0 nl de amortiguador de dilucidén 5X BigDye (Applied
Biosystems) y 17 pl de agua de grado de biologia molecular
(Mediatech, Inc., Herndon, VA).

Las reacciones de secuenciacidén se calentaron durante 3,0
minutos a 96 °C seguido de 200 termociclos de (95 °C durante
30 segundos; 55 °C durante 20 segundos; 60 °C durante 2
minutos) y se almacenaron a 4 °C. Los dNTP no incorporados se
retiraron mediante el uso de placas de limpieza de Edge
Biosystems (Gaithersburg, MD). Las reacciones amplificadas se
colocaron con pipeta en un pocillo de una placa de limpieza
precentrifugada de 96 pocillos. La placa se centrifugd durante
5,0 minutos a 5,000x g en un Sorvall RT-7 (Sorvall, Newtown,
CT) a 25 °C. Las reacciones limpias se colocaron directamente
sobre un secuenciador de ADN Applied Biosystems 3730 y se
secuenciaron con llamada automdtica de bases.

Cada una de las secuencias de ADNr recopiladas se compard
con la base de datos de ADNr del NCBI (aproximadamente 260,000
secuencias de ADNr) mediante el wuso del algoritmo BLAST
(Altschul et al., Journal of Molecular Biology, 1990). E1
acierto de identidad de secuencia con la puntuacién més alta
se usd6 como identificador de la especie conocida méas

estrechamente relacionada para la identificacidn de cepas.
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Alternativamente, para generar fragmentos amplificados de
ADNr de cepas individuales, escogimos conjuntos de iniciadores
de Grabowski et al. (FEMS Microbiology Ecology, 54:427-443
(2005)). La combinacién de iniciador sec. con num. de
ident.:43 e iniciador sec. con nuUm. de ident.:44 se escogid
especificamente para amplificar secuencias de ADNr bacteriano.

La mezcla de amplificacidédn de PCR incluyd: 1,0X de
amortiguador PCR GoTagq (Promega), 0,25 mM de dNTPs, 25 pmol
de cada iniciador, en un volumen de reaccidén de 50 pl. Se
agregaron 0,5 pl de polimerasa GoTag (Promega) vy 1,0 pl
(20 ng) de ADN muestra. El protocolo de termociclo de
reaccién PCR fue 5,0 minutos a 95 °C seguido de 30 ciclos
de: 1,5 minutos a 95 °C, 1,5 minutos a 53 °C, 2,5 minutos a
72 °C y extensidén final durante 8 minutos a 72 °C en un
termociclador Perkin Elmer 9600 (Waltham, MA). Los productos
de amplificacién de par base 1400 se visualizaron en geles
de agarosa de 1,0 %. La mezcla de reaccién PCR se usd
directamente para clonar en un vector pCR -TOPO4 mediante el
uso del sistema de clonacién TOPO TA (Invitrogen) segun 1lo
recomendado por el fabricante. El1 ADN se transformdé en
células TOP1l0 quimicamente competentes que seleccionan
resistencia a la ampicilina. Colonias individuales se

seleccionaron y cultivaron en placas de microtitulo para

andlisis de secuencia. La secuenciacidén de los fragmentos



10

15

20

25

46

amplificados vy 1la identificacién de cepas fue segun 1lo
descrito anteriormente.

Ribotipificacidén automatizada

La ribotipificacidén automatizada se usd para la
identificacién concluyente de las cepas seleccionadas con
caracteristicas filogenéticas similares de la secuencia de ARNr
16S (Webster, John A (1988) patente de los Estados Unidos num.
4.717.653; Bruce, J. L. (1996) Food Techno. 50: 77-81; y Sethi,
M. R. (1997) Am. Lab. 5: 31-35). La ribotipificacidén se realizd
segun lo recomendado por el fabricante (DuPont Qualicon Inc.,
Wilmington, DE). Para estos analisis, se selecciond una colonia
fresca, se suspendidé de nuevo en el amortiguador muestra y se
agregd al médulo de procesamiento para el paso de tratamiento
con calor a 80 °C durante 10 minutos para inhibir enzimas
endbgenas que degradan el ADN. Después, la temperatura se
redujo y se agregaron dos enzimas liticas (lisostafina y N-
acetilmuramidasa; proporcionadas por el fabricante) a 1la
muestra. El portador de muestras se colocd, después, en el
sistema Riboprinter™ con los otros reactivos comerciales. La
digestién de enzimas de restriccidédn del ADN cromosdémico de
muestra mediante el uso de la enzima EcoRI, la electroforesis
con gel y los pasos de transferencia (a una membrana de filtro)
fueron completamente automatizados. Brevemente, el ADN
bacteriano gendémico fue digerido con la enzima de restriccidn

EcoRI y se colocd en un gel de agarosa. Los fragmentos de
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restriccidén se separaron mediante electroforesis y se
transfirieron, simultdneamente, a una membrana de nailon.
Después de un paso de desnaturalizacidén, los &acidos nucleicos
se hibridizaron con una sonda de ADN sulfonada que contenia el
operdén de ARNr del E. coli, el cual incluye genes para las sub-
unidades pequefias y grandes de ARNr, el gen de ARNr 5S y los
espaciadores 1internos transcritos. La sonda hibridizada se
detectd mediante la captura de emisidén de luz de un sustrato
quimoluminiscente con una cémara de dispositivo de acoplamiento
de carga. El resultado consistidé en una exploracidédn de huella
densitométrica que muestra la distribucidén de los fragmentos
genémicos de restriccidén de EcoRI que contienen secuencias del
operdn (es) ribosdémico(s) en el genoma, gque son separados
mediante electroforesis segln sus pesos moleculares.

Investigacidén de cepas para determinar su capacidad de

formar biopeliculas en filtros de vidrio fritado

Se desarrolldé un ensayo para i1investigar cepas dgue
podrian formar Dbiopeliculas en superficies de silice e
impedir el flujo de agua a través de espacios de poros de
aproximadamente 10 micrones (obturacidén), mediante el uso de
filtros de wvidrio fritado. Se pegaron filtros de wvidrio
fritado de 25 mm y aspereza media (mercancia num. 15254,
Adams and Chittenden Scientific Glass, Berkeley CA) en la
base de sujetadores pléasticos diseflados para filtracidén de

membrana. Después del curado, las estructuras del filtro se
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esterilizaron mediante el uso del autoclave. Los filtros
individuales en sujetadores se colocaron en placas de Petri
estériles y en la parte superior de los filtros de vidrio se
agregaron medios que contenian indéculo de cultivos de una
noche de varias cepas. El medio de cultivo para este ensayo
de formacidén/obturacidén de biopelicula fue seguin lo indicado
en los ejemplos. Las placas se cubrieron e incubaron a
temperatura ambiente bajo condiciones anaerdbicas durante
una a dos semanas. Los filtros se retiraron del medio de
cultivo y la pieza de la parte superior se colocd en su
sitio. Una jeringa de 1 ml colocada en el puerto de entrada
del sujetador de filtro se 1llendé con 1,0 ml de agua y el
tiempo para drenar el agua en el tubo se mididé en segundos.
Los filtros de vidrio fritado se investigaron previamente
para determinar la velocidad de flujo antes de la incubacidn
con cultivo y el cambio porcentual en la velocidad de flujo
postincubacidén se determiné al final del experimento.

Investigacibén de cepas para determinar la conglomeracidn

de silice

Cepas de Arcobacter sp. se sometieron a prueba para
determinar su capacidad de conglomerar granos de silice
cristalino. El1 silice cristalino representa un sustituto de
los granos de arena comunes en muchas formaciones geoldgicas
subterridneas. Una alicuota de 100 pl de silice cristalino de

220 g/1, (tamafio de grano en un rango de aproximadamente 2-
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20 micrones; Sil-co-Sil 125 producido por U.S. Silica,
Berkeley Springs, WV) se agregd a cada tubo muestra.
Adicionalmente, se agregd 8 ml de medio y se taparon los
tubos para restringir la entrada de oxigeno al medio.

Los tratamientos de prueba vivos (inoculados) duplicados
recibieron 200 pl de reserva congelada de varias cepas como
inéculo. Ademas, se montaron tubos control no inoculados que
contenian todos los componentes, excepto el indéculo
microbiano. Los tubos se incubaron estdticamente a 30 °C. Los
tubos de tratamiento se mezclaron vigorosamente durante 10
segundos mediante el uso de vértex. La turbidez incrementd
dramadticamente debido a la resuspensioén del silice
cristalino, que se habia asentado en los fondos de los tubos
durante la incubacién. La disminucidén de la turbidez debido
al asentamiento del silice cristalino se monitored en el
tiempo después de mezclar al medir el 0D600. E1l
comportamiento asentamiento de las particulas de silice
mostrd que algunas cepas podrian formar una fuerte
interaccién adhesiva con particulas de silice cristalino
adyacentes, para hacer que estas se asienten mas rapidamente.
En el campo petrolero, hacer que 1los granos de arena se
adhieran entre si aumenta la resistencia al flujo de liquido
a través de la arena. Esto permite tener control sobre la
conformacidén del flujo, lo cual conlleva a una recuperacidn

de petrdleo mas eficiente mediante inundacidédn con agua.
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Aparato de tubo delgado para ensayo de reduccidn de

permeabilidad

Se disefi® un aparato para medir la biotobturacidén de
bultos de arena permeable mediante el uso de tubos delgados.
5 El procedimiento general para operar el tubo delgado fue:
®¢ TLlenar dos tubos delgados idénticos con una
mezcla de arena producida en un pozo petrolero
més Sil-co-Sil 125 seguin se describe més abajo.
e TInundar cada tubo delgado, bajo presién.

10 ® Determinar la permeabilidad base de los tubos
delgados 1llenos mediante la inundacidén de
saladar (Saladar num. 1) en los tubos.

La Dbiocobturacién exitosa de estos aparatos de tubo
delgado mediante el uso de un indéculo de Arcobacter sugiere

15 su utilidad para modificar la permeabilidad de 1la roca

porosa de un depobdsito de petrdleo. Por lo tanto, la
aplicacién de esta cepa a depdsitos de petrdleo podria
mejorar la recuperacidn de petrdleo al alterar la
conformacidén del flujo de depdsitos bajo inundacidn de agua.

20 En la Figura 6 se muestra un diagrama esquemdtico del

ajuste experimental del tubo delgado. Todos los numeros gue
aparecen en negritas abajo se refieren a la Figura 6.

Una muestra de arena producida de la formacidédn Schrader
Bluff en Milne Point Unit de la Vertiente Norte de Alaska se

25 limpidé por medio de lavarla con un solvente compuesto de una
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mezcla 50/50 (volumen/volumen) de metanol y tolueno. Después,
el solvente fue drenado y evaporado de la arena para producir
arena limpia, seca e inundable. Esta arena se tamizd para
retirar particulas de tamafio inferior a un micrbémetro. Esta
arena se combiné con Sil-co-Sil 125 1lavado (U.S. Silica,
Berkeley Springs, WV) en una proporcidén 4:1, y la mezcla se
introdujo firmemente en tubos delgados flexibles separados de
cuatro pies (121,92 cm) de longitud, de aproximadamente 1 cm
de didmetro interno (9a, 9b) y se compactd mediante vibracidn
por medio del uso de un grabador de laboratorio.

Ambos extremos de cada tubo delgado se taparon con
accesorios comunes tipo compresién para mantener la mezcla de
arena en él. En los accesorios se colocaron tubos flexibles
de 0,32 cm (1/8 de pulgada) capaces de soportar las presiones
usadas en la prueba. Los tubos delgados se montaron en un
vaso de presidén, (10) de forma que el tubo pasara a través de
los extremos del vaso de presidédn (11 y 12) por medio del uso
de una compuerta de unidén con accesorios de presidn
cominmente disponibles (0,32 cm (1/8 de pulgada) (18a, 18b y
2la, 21b). Se usaron accesorios y tubos adicionales para
conectar la entrada de cada tubo delgado a una bomba de
presién (1l3a, 13b) y reservorio de alimentacidén (l4a, 1l4b).
Otros accesorios de compresidén comunes, que incluyen Jjuntas
de codo y “T”s y tubos, conectaban la entrada de cada tubo

delgado a un transductor que media la presién por encima de
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la presidén atmosférica (calibrador de presidén absoluta) (20a,
20b). La entrada del tubo delgado se conectd, ademés,
mediante el uso de los mismos tipos de tubos y accesorios, al
lado de alta presidén de un transductor de presidédn diferencial
disponible comercialmente (19a, 19b). Los accesorios y tubos
conectaban la salida de cada tubo delgado al lado de baja
presién del transductor de presidédn diferencial (19a, 19b) vy a
un regulador de presidén posterior (l6a, 16b). Las sefiales de
los transductores de ©presién diferencial y de presidn
absoluta se transmitieron, a través de puerto, a una
computadora y estas lecturas de presidén se monitorearon y se
registraron peridédicamente. El vaso de presidén (10) alrededor
de los tubos delgados se 1lendé con agua, gque actud como
fluido hidrdulico, a través de un puerto de agua (15). Esta
agua se presurizd lentamente con aire a través del puerto 17
a una presién de aproximadamente 0,74 mega Pascales
(107 libras por pulgada cuadrada (psi)) mientras que el
Saladar num. 1 (més abajo) de los reservorios de alimentaciédn
(14a, 14b) fluia a través de los tubos delgados y salia a
través del regulador de presidén posterior (1l6a, 16b). Esta
operacién se realizdé de forma que la presidén en cada tubo
delgado fuese siempre 0,034 - 0,137 mega Pascales (5 a

20 psi) por debajo de la presidén en el vaso de presidédn (10).
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Soluciones para experimentos en tubos delgados:

Saladar num. 1. Agua de inyeccidén usada en un sitio de
pozo en Alberta, Canada. El1l contenido total de sal disuelta
fue aproximadamente 70 ppt. El pH de esta solucidén se ajustd
a aproximadamente 6,2 a 6,4 mediante el uso de HCl o NaOH.
Este saladar se aplicé a los tubos delgados con y sin
esterilizacidén de filtro durante el curso de los experimentos

en tubos delgados, como se describe en los ejemplos.

Saladar num. 2: (alimentacidén de nutriente por lotes)

Receta 200 ml

NaNO3 14,2 g
Lactato de Na 7,2 g
NH,C1 720 mg
KH,POq4 144 mg

Extracto de
levadura 3,6 g

pPH=6,5

Diluido 1 parte en 36 de Saladar num. 1

Saladar num. 3: (alimentacidén de nutriente continua)

Receta 200 ml

NaNOs3 14,2 g
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Lactato de Na 7,2 g
NH,C1 720 mg

Extracto de

levadura 3,6 g

pH=6,5

Diluido 1 parte en 327 de Saladar ntm. 1.

Saladar num. 5:

En agua de grifo,

66 ppt NaCl,

1000 ppm Citrato de Na,

3725 ppm Fumarato de Nay,

100 mg/1 NH.CI1,

50 mg/1l KH,PO4,

500 mg/1l de extracto de levadura
1900 ppm Ca (5260 ppm CaCl,)
Ajustar el pH a ~6,2 a 6,4 con HCI.

Medicidén de disminucidén de presidn

La disminucidén de presidén en los tubos delgados se
mididé mediante el uso del transductor de presidén diferencial
descrito mas arriba. La disminucidén de presidén se midid a lo
largo de cada tubo delgado con varias velocidades de flujo.
Esta disminucidén de presidén fue aproximadamente proporcional

a la velocidad de flujo. La permeabilidad base del bulto de
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arena se calculd para cada disminucidén de presidn medida con
cada velocidad de flujo.

La disminucidén de presidén por si sola se puede comparar
y usar como una medida del cambio en la permeabilidad entre
los tubos delgados puesto que todos los tubos tenian
dimensiones similares y recibieron las mismas velocidades de
flujo de saladar durante las pruebas.

El volumen vacio en 1los tubos delgados, llamado el
volumen de poro, fue 40-50 ml. Este volumen de poro se
calculd en Dbase al producto del volumen total del tubo
delgado y un calculo de la porosidad (aproximadamente 40 %).

Calculo de la permeabilidad base

La permeabilidad base de cada tubo se mididé mediante el
uso de Saladar num. 1 que fluia a presidén total:
aproximadamente 0,665 megapascales (95 psi) en el tubo delgado
(controlado en el extremo de salida con el regulador de presidn
posterior) y aproximadamente 0,758 megapascales (110 psi) en el
vaso de presidn (fuera del tubo delgado). La permeabilidad base

se calculd mediante el uso de la Ecuacidn Darcy:

kK =4.08"Q"u"L
A AP

AP = La disminucién de presidédn en una roca o bulto

poroso, [=]psi
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Q = Velocidad de flujo volumétrico en el bulto, [=]cc/h
u = Viscosidad del fluido (una fase) en el bulto [=]
centipoise

L = Longitud del bulto (paralela al flujo), [=] cm

A, = Area representativa (normal a flujo) [=] cm®

k = Permeabilidad [=] miliDarcy

4,08 = una constante de conversidédn para hacer que las
unidades sean compatibles [=] mD-hr-psi/cp/cc?

La permeabilidad base, Jjunto con otras propiedades de

cada tubo delgado lleno, se proporcionan en la Tabla 3.

Tabla 3. Propiedades de tubos delgados llenos de arena

Tubo |Numero de |Didmetro Longitud, [Masa de Permeabilidad,
nim. |ejemplo |interno del|L, cm arena, g |Darcy
tubo, cm
9a 8, 9 0,978 121,9 166,4 0,7
9b 10 0,978 121,9 175, 6 1,2
Ejemplo 1

Enriquecimiento anaerdbico para microbios autdctonos de

muestras de depdsito de petrdleo

Para enriquecer especies que podrian reducir el nitrato,
fumarato o el 1ién férrico (Fe (III)) de cualguiera de 1los

aceptores de electrones, inoculamos 1 ml de agua de inyeccidn
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o agua de produccién del Pozo num. 2, descrito en los Métodos
generales, en 9 ml de medio de sales minimas (Tabla 4) en
viales de suero anaerdbico de 20 ml, suplementado con lactato
(2000 ppm) como fuente de carbono, cloruro de sodio a
4300 ppm y como aceptor de electrones, bien sea 1,6 g/l de
nitrato sédico, o 3,5 g/l de fumarato sdédico, o 13,000 ppm
NaEDTAFe (III). Un cuarto enriquecimiento con un medio rico,
caldo de cultivo marino (Difco™ B. D. Diagnostics Sparks MD),
que se suplementd con cloruro sdédico a 3900 ppm y lactato a
2000 ppt, se usd para enriquecer microbios que requieren més
que un medio minimo para el crecimiento. E1l aceptor de
electrones en la muestra de caldo de cultivo marino se
rescaté de entre el Fe (III), sulfato, nitrato y moléculas
orgadnicas en la formulacidén que podian ser usados como
aceptores de electrones. Cada muestra de medio se desoxigend
al rociar los viales llenos con una mezcla de nitrégeno vy
diéxido de carbono seguido de sometimiento a autoclave. Todas
las manipulaciones de bacterias se realizaron en una camara
anaerdbébica (Coy Laboratories Products, Inc., Grass Lake, MI),

y los cultivos se incubaron a temperatura ambiente.

Tabla 4. Medio de sales minimas

g/l Sustancia quimica

1,0 NH,C1
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0,5 KH, PO,
0,4 MgCl,. 6H,0
0,2 CaCL,.2H,0
10 NaCl
0,69 NaH2P0O4
2,5 NaHCO;3
0,073 KSOy4
1000X g/1 Elementos traza
1,5 FeCl,.4H,0
0,002 CuCl,.2H,0
0,1 MnCL,. 4H,0
0,19 CoCl,.6H0
0,07 znCl,
0,006 H3BO;
0,036 Na,Mo0Oy4.2H,0
0,024 NiCl,.6H0
0,277 HC1
1000X g/1 Selenio/ tungstato
0,006 Na,Se05.5H,0
0,008 Na,WO4 . 2H,0
0,5 NaOH
1000X mg/1 Mezcla de vitaminas
100 Vitamina B12




10

15

20

25

59

80 Acido p-aminobenzoico
20 D(+) -biotina

200 Acido nicotinico

100 Pantotenato céalcico
300 Hidrocloruro de piridoxina
200 Tiamina-HCL.2H,0

50 Acido alfa-lipoico

El pH del medio se ajustd a 7, 3.

Los enriquecimientos que contenian nitrato se
monitorearon y se tomaron muestras de ellos de forma regular
para la reduccidén de nitrato y la acumulacidén de nitrito, o en
algunos casos, la reduccidén de nitrito. Cuando el nitrato se
redujo en la muestra (usualmente antes de 14 dias), se agregd
lactato y nitrato a las concentraciones finales originales. El
lactato y el aceptor de electrones en cada uno de los otros
enriquecimientos se agregaron, ademds, a las concentraciones
finales originales. En la muestra marina de enriquecimiento de
caldo de cultivo, se agregd lactato para mayor incubacidn.

Todos los viales se incubaron para adicién de 14 a 20
dias a temperatura ambiente. En las muestras de viales se
observaron cambios que indicaban crecimiento en el lactato y
la combinacidn de aceptor de electrones de cada
enriquecimiento. Los cambios incluyeron turbidez visible en el

medio y la presencia de biopeliculas en los viales de wvidrio o
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en la interfase gas-acuosa, asi como una reduccién de nitrato
y nitrito en wviales que contenian nitrato como aceptor de
electrones. La turbidez fue similar en cada vial, lo que
indica que hubo una poblacidén diversa de microorganismos tanto
en el agua de inyeccidén como en el agua de produccidn.

Después de una segunda incubacién de 14-20 dias a
temperatura ambiente, una muestra de 100 nl de cada
enriquecimiento se colocd sobre placas de agar de caldo de
cultivo marino (hechas segun receta, Difco 2216, Becton-
Dickenson, Sparks, MD) vy se incubd a temperatura ambiente
durante dos dias. Se aislaron colonias representativas con
morfologias tUnicas, se colocaron nuevamente sobre placas de
agar de caldo de cultivo marino y se cultivaron para purificar
aislados. Se analizaron muestras de colonias aisladas para
realizar la identificacidén mediante amplificacién de PCR por
medio del wuso de el anédlisis directo de ADNr de colonia
descrito en los Métodos generales, mediante el uso tanto del
iniciador PCR inverso 1492R (sec. con num. de ident.:43) como
del iniciador PCR directo 8F(sec. con num. de ident.:44). La
secuenciacidén y el anédlisis de ADN descritos en los Métodos
generales se usaron para obtener la secuencia de ADNr 16S para
identificacidén microbiana. Los aislados identificados como
pertenecientes al Arcobacter se obtuvieron primordialmente de

los enriquecimientos de caldo de cultivo marino y de fumarato
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del agua de produccidén. Siete aislados se denominaron 97AE 3-

12, 97AE3-1, 97AE 3-3, 97AE 3-7, 97AE 4-6, 97AE 4-5 y 97AE4-1.

Ejemplo 2

Caracterizacidén de cepas aisladas con respecto al Arcobacter

Sp.

Para determinar la secuencia de ADNr 16S de los siete
aislados denominados 97AE 3-12, 97AE3-1, 97AE 3-3, 97AE 3-7,
97AE 4-6, 97AE 4-5 y 97AE4-1 (Ejemplo 1), cada uno de los siete
aislados se selecciondé como una sola colonia pura, el ADN se
aisld y el gen ADNr 16S se amplificd por PCR mediante el uso de
los procedimientos que aparecen en los Métodos generales. Las
secuencias amplificadas se clonaron en el vector PCR -TOPO4
mediante el uso del sistema de clonacién TOPO TA (Invitrogen),
segun lo recomendado por el fabricante vy, después, se
secuenciaron multiples veces mediante el uso de los iniciadores
1492R, 8F, M13 inverso y M13 directo de las sec. con nums. de
ident.:43-46, respectivamente, para obtener la secuencia casi
completa. Cada secuencia de ADNr 16S de cepa (97AE 3-12: sec.
con num. de ident.:1, 97AE3-1: sec. con num. de ident.:33, 97AE
3-3: sec. con num. de ident.:34, 97AE 3-7: sec. con num. de
ident.:35, 97AE 4-6: sec. con num. de ident.:38, 97AE 4-5: sec.
con num. de ident.:37 y 97AE4-1: sec. con num. de ident.:36) se
investigd en la base de datos del NCBI (National Center for

Biotechnology Information - Centro Nacional para Informacidn de



10

15

20

25

62

Biotecnologia) mediante el uso del programa de algoritmo BLAST
(Basic Local Alignment Search Tool - Herramienta de Busqueda de
Alineacidédn Local Basica) proporcionado por el NCBI (Altschul,
et al. (1990) J. Mol. Biol. 215:403-410) para identificar las
secuencias de nucledétidos més similares. Esto se ejecutd al
comparar la secuencia de busqueda con secuencias similares de
ADNr 16S en la base de datos y determinar una puntuacidén de
identidad porcentual relativa. Todas las secuencias de
basqueda, una para cada una de 97AE 3-12, 97AE3-1, 97AE 3-3,
97AE 3-7, 97AE 4-6, 97AE 4-5 y 97AE4-1, produjeron aciertos de
primer lugar como Arcobacter marinus CL-S1 (sec. con num. de
ident.:4), Arcobacter sp. Solar Lake (sec. con num. de
ident.:2), o Arcobacter sp. YJQ-18 (sec. con num. de ident.:3)
con una identidad igual o mayor que 99 %.

En base a la identidad inicial del Arcobacter, se
seleccionaron 24 secuencias de referencia de ADNr 16S en la
base de datos del NCBI del género Arcobacter y 5 secuencias
relacionadas. Estas secuencias se listan en la Tabla 1 con las
sec. con nums. de ident.: 2-6, 8, 9 y 11-31. Las secuencias de
referencia incluian 10 de cepas de Arcobacter (sec. con nums.
de ident.:4, o6, 8, 9, 15, 17-21) que representan 12 especies
diferentes de Arcobacter (cepas tipo) reconocidas por el
Comité Internacional de Sistemdticos de Procariotas (Lista de
nombres procaridéticos con Posicidén en Nomenclatura). Ademéas,

las secuencias de referencia incluian 6 cepas de depdsitos de
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petréleo (sec. con nums. de ident.:3, 5, 24, 25, 28 y 31).
Otros aislados vy <cepas de Arcobacter se incluyeron como
secuencias de referencia porque habian sido mencionadas en
revistas revisadas por colegas como Arcobacter sp. pero aun no
habian sido tipificadas y descritas como especies desde un
punto de wvista critico (sec. con nums. de ident.:2, 11-14, 16,
22, 23, 26, 27 y 30). Adicionalmente, la secuencia B de ADNr
16S K12 del E. coli (posiciones 8-1511; sec. con num. de
ident.:32) se wusd para servir como supercd)ntigo para la
alineacidén de secuencias y para proporcionar el sistema
coordenado base, que estd reconocido como el estandar base de
posiciones (Brosius, J., et al. (1981) J. of Molecular

Biology, 148(2):107-127; Woese, (1987) Bacterial Evolution.

Microbial Rev. 51: 221-271). La secuencia de prueba para la
alineacidén fue de la cepa 97AE3-12 (sec. con num. de
ident.:1). Esta secuencia era representativa de las otras seis
cepas en base a tramos de secuencia (500 =700 bp) que

mostraron alta identidad de secuencia entre todas las seis
cepas y el Arcobacter marinus CL-S1 (GenBank num. EU512920).
Se cred6 una alineacidén global mediante el uso de
secuencias de ADNr 16S de longitud casi completa de la sec.
con nums. de ident.:1-6, 8, 9 y 11-32 con el algoritmo de
alineacidén Clustal W (Chenna, R. H., et al, 2005 y Lark, M. A.
et al, 2007). Todas las 24 secuencias de Arcobacter se

alinearon y mostraron una distancia significativa en identidad
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al ADNr 16S K12 del E. coli con identidad de secuencia de 76 a
78 %. Todas las secuencias demostraron una delecidén de 25 bp
al ser comparadas con la secuencia K12 del E. coli en la
regidén variable 3 en las posiciones de coordenadas base 452 a
476. Ademds, hubo una insercidén (WGCT) de 4 bp en la regidn
variable 6 en la posicién de coordenadas base 1028 vy una
delecidén de 6 bp en la regidn variable 9 en las coordenadas
base 1451 a 1456. Estos distintivos estructurales son
consistentes con el distintivo para la siguiente clasificacién
filogenética: Bacterias/ Epsilonproteobacteria/
Campylobacterales/ Campylobacteraceae/ Arcobacter.

La alineacién produjo las identidades de secuencia mas
cercanas para la cepa 97AE3-12 de las secuencias del

Arcobacter sp. que se muestran en la Tabla 5.

Tabla 5. 97AE3-12 y secuencias conocidas de ADNr 16S que

tienen las identidades de secuencia mé&s cercanas

Descripcidén de la secuencia que *Repeticidén

concuerda de elementos|Identidad

Clon YJQ-18 de Arcobacter sp. sin
cultivar, gen ADNr 16S, secuencia 1471/

parcial. GenBank num. AY569293.1 1473 99,9 %
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Solar Lake Arcobacter sp., Peninsula

de Sinai, gen ADNr 16S, secuencia 1431/

parcial (GenBank num. L42994.1) 1437 99,7 %
Arcobacter marinus CL-S1 (JCM

15502"), gen ADNr 16S, secuencia 1419/

parcial (GenBank num. EU512920.2) 1426 99,5 %
Clon EB27.1 de cultivo de

enriquecimiento de bacteria, gen ADNr

16S, secuencia parcial. GenBank num. 1432/

EU573100 1474 97,1 %
Arcobacter halophilus LA31B (ATCC BAA-

1022T), gen ADNr 16S, secuencia 1352/

parcial, GenBank num. AF513455.1 1402 96,4 %
Cepa Arcobacter mytili F2075 (LMG

24559"), gen ADNr 16S, secuencia 1334/

parcial, GenBank num. EU669904.1 1401 94,5 %
Arcobacter nitrofigilis (DSM 7299),

genoma completo, GenBank num. 1337/

CP001999.1 1477 94,6 %
Arcobacter butzleri RM4018, genoma 1375/

completo. GenBank num. AY570593 1479 93,0 %
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Clon PL-8B1l de cultivo de
enriquecimiento de bacteria, gen ADNr

16S, secuencia parcial. Depdsito de 1366/

o°

petrdleo de baja temperatura GenBank 1477 92,5

Thiomicrospira sp. CVO, gen ADNr 16S,
secuencia parcial, GenBank num. 1088/

U46506.2 1277 85,2 %

* Repeticidédn de elementos significa la longitud de 1la
secuencia que se repite que se usd para determinar la
identidad de porcentaje (incluye discordancias,
eliminaciones e inserciones entre extremos fijos). Esto
varia debido a la variabilidad de longitud de secuencia
disponible para diferentes secuencias de ADNr 16S.

Se cred un arbol filogenético mediante una alineaciédn
realizada con el programa Clustal W con las mismas
secuencias de ADNr (sec. con nums. de ident.:1-6, 8, 9, 11-
32), por medio del uso del &rbol filogenético y funciones de
inicio del ©programa MegAlign™ en el ©paquete DNAstar
LaserGene (LaserGene™, DNASTAR, Inc Madison, WI). E1 &rbol
filogenético que se muestra en la Figura 1 detalla todas las
cepas de referencia de Arcobacter con la cepa 97AE3-12. Las
diez cepas de referencia reconocidas de Arcobacter forman
tres clados (L, 2 vy 3) en el anéadlisis filogenético
molecular. E1 A. marinus y el A. halophilus estdn en el
clado 1, el A. nitrofigillis estd en el clado 2, y todos los
patbébgenos conocidos representados por el A. butzlerii estéan

en el clado 3. Como se muestra en la Figura 1, la cepa
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97AE3-12 cae dentro del Arcobacter de clado 1 que incluye al
Arcobacter marinus CL-S1 (JCM 155027) (Kim, H.M. et al Int.
J. Syst. Evol. Microbiol. 60:53 (2010) que es la cepa tipo
de referencia con la mayor identidad de secuencia en 99,5 %.
Otras cepas aisladas y descritas en el clado 1 incluyen el
Arcobacter sp Solar Lake, el Arcobacter halophilus LA31B
(ATCC BAA-1022") (Teske et al. (1996) Appl. Environ.
Microbiol. 62:4210; Donachie et al (2005) 1Int. J. Syst.
Evol. Microbiano. 55:1271). Aunque el A. mytili F2075 y el
A. nitrofigillis DSM7299 tienen practicamente el mismo
porcentaje de identidad de secuencia de ADNr 16S que la cepa
97AE3-12, las secuencias distintivas del ADNr 16S de estas
dos cepas las colocan en los clados 1 y 2, respectivamente.

El clado 3 filogenético estd sujeto por el Arcobacter
butzleri (la especie de Arcobacter mds descrita y aislada).
Este clado contiene, ademéds, Arcobacter skirrowi, Arcobacter
thereius, Arcobacter cibarius y Arcobacter cryaerophilus.
Todas estas cepas son organismos BSLZ2.

De la misma forma, se generd un arbol filogenético
molecular para mostrar la relacidn entre las cepas recién
aisladas 97AE 3-12, 97AE3-1, 97AE 3-3, 97AE 3-7, 97AE 4-o0,
97AE 4-5 y 97AE4-1, y también su relacidén con un subconjunto
de las cepas de referencia usadas arriba. Este arbol que se
muestra en la Figura 2 indica la estrecha relacidén entre las

cepas recién aisladas y las cepas conocidas de Arcobacter
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sp. Solar Lake y Arcobacter sp. YJQO-18 que en la Figura 1 se
muestran como pertenecientes a Arcobacter de clado 1.

Con el uso de la misma alineacidén global de secuencias
miltiples descrita anteriormente, se identificaron 1las
posiciones distintivas en las secuencias de ADNr 16S que se
pueden usar para distinguir la especie Arcobacter en el clado
1 de la especie Arcobacter en los clados 2 y 3 por las
secuencias distintivas en estas posiciones. Estas posiciones
distintivas se 1listan en 1la Tabla 6, con coordenadas de
posicidén de la secuencia de ADNr 16S del E. coli. Se lista la
secuencia consenso para el Arcobacter sp. de clado 1 en cada
una de las posiciones distintivas. En algunas posiciones
ocurre un solo nucledtido, mientras en otras posiciones hay
redundancia cuando R puede ser A o G, Y puede ser C o T, M
puede ser A o C, K puede ser G o T, S puede ser C o G, W
puede ser A o T, B puede ser C, G o T, D puede ser A, G o T,
H puede ser A, C o T, V puede ser A, C o Gy Nes A, C,G o T.

En la Tabla 6 los nucledtidos consenso del Arcobacter
sp. de clado 1 en cada posicidén distintiva se comparan con
los nuclebétidos consenso de cada posicidén distintiva del
Arcobacter sp. de <clado 2 vy <clado 3. Ademds de 1los
nucledétidos consenso de clado 1, los nucledétidos presentes
en cada posicidén distintiva en las cepas del clado 1 97AE3-
12, Arcobacter marinus CL-S1 y Arcobacter halophilus LA31B

se muestran en la Tabla 6. Los nucledétidos de todas las
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posiciones distintivas juntas, para cada una de estas cepas,
identifican a estas cepas como Arcobacter sp. de clado 1, si
bien hay diferencias con los nuclebétidos consenso del
Arcobacter sp. de clado 1 entre las posiciones distintivas
para las especies de Arcobacter sp de clado 2 y clado 3.

La mayoria de las posiciones distintivas identificadas
estaban ubicadas en las regiones hipervariables del ADNr
168, con ©posiciones designadas por nucledtidos de 1la
secuencia de ADNr 16S del E. coli:

regidén hipervariable 1 entre las posiciones 44 y 110

regidén hipervariable 2 entre las posiciones 120 y 300

regién hipervariable 3 entre las posiciones 365 y 500

regién hipervariable 4 entre las posiciones 574 y 750

regidén hipervariable 5 entre las posiciones 820 y 880

regidén hipervariable 6 entre las posiciones 990 y 1050

regidén hipervariable 7 entre las posiciones 1115 y 1175

regién hipervariable 8 entre las posiciones 1240 y 1370

regidén hipervariable 9 entre las posiciones 1415 y 1465

Las secuencias distintivas identificadas en la
secuencia de ADNr 16S se pueden usar para identificar cepas
de microorganismos que pertenecen al Arcobacter de clado 1 a
diferencia del Arcobacter sp. de clado 2 o 3. Una secuencia
compuesta redundante de ADNr 16S para el Arcobacter sp. de
clado 1 qgue contiene todas las secuencias distintivas

redundantes en la Tabla 6 es la sec. con num. de ident.:40.
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Esta secuencia redundante incluye posiciones de
insercidén/delecidén en la Tabla 6. Las cepas microbianas
conocidas o recién aisladas se pueden identificar como
pertenecientes al Arcobacter sp. de clado 1 al tener un ADNr
165 que sea de la sec. con num. de ident.:40. La secuencia
de ADNr 16S mas frecuente o consenso dominante para el
Arcobacter sp. clado 1 ADNr 16S es la sec. con num. de
ident.:39. Las secuencias de ADNr 16S que contienen todas
las secuencias distintivas en la Tabla 6 para el Arcobacter
de clados 2 y 3 son las sec. con nums. de ident.:41 y 42,
respectivamente. En la Figura 3 se muestra una alineacidén de
las secuencias de ADNr 16S para el consenso dominante de
Arcobacter de clado 1, consenso redundante de Arcobacter de
clado 1, cepa 97AE3-12, consenso redundante Arcobacter de
clado 2 y consenso redundante Arcobacter de clado 3. Las
diferencias entre las secuencias distintivas de ADNr 16S
para los clados 1, 2 y 3 estédn en negritas y subrayadas.
Explicaciones para las notaciones en la Figura 3A-D:

¢_ "

Ningin paréntesis alrededor de “N” o (insercidén o
delecidén, respectivamente) significa que es la secuencia

dominante y uUnica (puede ser redundante segin lo indique la

letra usada).



[N]
secuencia
existe en

(N)
secuencia

posicién.
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significa que el nuclebdétido existe en més de una

de referencia;

nuestros aislados y vecinos mas cercanos.

es prevaleciente pero también un *“-

significa gque el nucledétido solo existe

de

referencia y es

dominado por un

(13

2

({32

en una

en esa
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Secuencias distintivas de ADNr 16S para distinguir Arcobacter de clado 1 de

Arcobacter de clados 2 y 3,

incluidos nucledbétidos para secuencias distintivas

consenso redundantes y dominantes de Arcobacter de clado 1 y para cepas 97AE3-12,

Arcobacter marinus,

y Arcobacter halophilus en las posiciones distintivas mediante el

uso de coordenadas de ADNr 16S de E. coli
BSL1 de BSL2 de
Arcobacter Arcobacter Arcobacter Arcobacter
E. coli K12 de clado 1 de clado 1 de clado 2 de clado 3
W3110 rraB Distintivo Distintivo Distintivo Distintivo
Coordenada Arcobacter Arcobacter consenso consenso consenso consenso
nuam. 97AE3-12 marinus halophilus dominante dominante redundante dominante
44-48 GTGCT GTGCT GTGCT GTGCT GTGCT GTGCT GTGCT
69-70 AG AG AG AG AG AG AG
1 n.t.* 1 n.t. 1 n.t.
79 delecidn delecidn A A delecidén o A A A
CGGRWT [A] TAG
73-83 CGGGAT--TAGC CGGGAT--TAGC CGGATTATAGC CGGGATATAGC C CGGRTTAWAGC CGGATTATAGC




73

1 n.t.

insercidén T

1 n.t. 1 n.t. O no 1l n.t. 1 n.t.
89 insercién T insercidén T insercidén insercién T insercidédn T
86-93 GCTAATCT GCTAATCT GCTATAATT GCTA (T)AATT GCTA(T)AWYT GCTW(W)WWYT GCTA(T)ARTT
1l n.t. 1l n.t. 1 n.t. 1 n.t. 1 n.t. 1l n.t. 1 n.t.
100 insercién T insercidén T insercidn T insercidn T insercidén T insercidn T insercidn T
94-100 GTCAGCTA GTCAGCTA GTCAGCTA GTCAGCTA GTCAGCTA GTCAGCTA GTCAGCTA
108 C C C C C C C
122-126 ATATA ATATA ATATA ATATA RTATA RTATA RTATA
1 n.t. 1 n.t. 1 n.t. 1 n.t. 1 n.t.
132 insercién G insercidén G insercidén G insercidén G insercidn R M A
128-133 GTAACGT GTAACGT GTAACGT GTAACGT GTAACRT GTAACMT GTAATAT

TTCAAGAGGGGG TTCAAGAGGGGG TCTAAGAGGGGG TTCAAGAGGGGG YYYAAGAGGGGG CTMDAGARRRGR TCTTACTAAGGG

137-149 A A A A A A A
154-156 AGA AGA AGA AGA AGW AGW ARW
165-167 TCT TCT TCT TCT WCT WCT WYT
173-178 AACCCC GACCCC TACCTT AACCCC DRYCYY CACCCC TACCTT

182-188 TGCCTTT TGCCTTT TGCCTTT TGCCTTT TGCCTTT TGCCTTT YTCCWYY
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AATGCGAAAGTA AATACAAAAGTA AATACGAAAGTA AATACGAAAGTA AATRCDAAAGTA AAKACHYAWGTY YYAWCHWAAGWT

189-204 TGCA TGAA TGCA TGCA TGMA TGCA RRWA
1 n.t.
insercién C
1 n.t. O no
211 insercién C insercién
GGGAAATATTTA GGGAAATATTTA GGGAAACGCTTT GGGAAATATTTA GGGAAA(C)KYT GGGAAACATTTA GGGAAAGATTTA
206-219 TA TA AGT TA TWAKW TG TT
221-226- CTTGAA CTTGAA CTTAGA CTTGAA CTTRRR CTCTAG GTAAGA
230-233 CGGC CGGC CGGC CGGC YGGC KGGY TAGC
235-242 TGTACAGT TGTACAGT TGTACAGT TGTACAGT TGTAYWGT TGTAYRGT TGTATTGT
245 C C cC C C C cC
248-250 ATA ATA CTA ATA MTA MTM TTA
253 T T T T T T T
257-59 GAG GAG GAG GAG GRG GAG GGG
264-265 TA TA TA TA KA TG TG
267-269 CTC CTC CTC CTC CcYy CTC CCT
273 A A A A A A A
276-280 TCAAT TCAAT GCAAT TCAAT DCAAT RCAAT ACDAT
283-288 CGCTTAA CGCTTAA CGCTTAA CGCTTAA CGCWTAA CRCYTAA CGCATAA
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295 T T T T T T T

307 T T T T T T T

311 T T T T T T T
378-385 GGGAAACC GGGAAACC GGGAAACC GGGAAACC GGGRAACC ACGAAAGT ACGAAAGT
396-398 AAC AAC AAC AAC AAC AAC AAC

GAGGATGACACA GAGGATGACACA GAGGATGACACA GAGGATGACACA GAGGATGACACA GAGGATGACACA GAGGATGACACA
407-419 T T T T T T T
425-427 TGC TGC TGC TGC TGC TGC TGC
433-435 CTC CTC CTC CTC CTC CTC CTC
440-449 TATATAAGAA TATATAAGAA TATATAGGAA TATATAAGAA TATATARGAA TATATAGGAA TATATAAGAA
25 n.t. 25 n.t. 25 n.t. 25 n.t. 25 n.t. 25 n.t. 25 n.t.
452-476 delecidén -- delecidén -- delecidén --- delecidn -- delecidén -- delecidn -- delecidn —--
477-479 TAA TAA AAA TAA WAA TAA TAA
GGTATTATATGA GGTATTATATGA GGTACTATATGA GGTATTATATGA GGTAYTATATGA GGTACYATATGA GGTATTATATGA

484-497 AT AT AT AT AT AT AT

502 A A G A R A A

539 A A A A A A R

543 T T C T Y T T

554 C C cC C C C cC

562 C C C C C Y C
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576-582

589-593

599-603

613-620

624-627

635-641

646-658

705

734-738

744-751

758-764

822-824

835-840

842-848

878

903

948

971

989

76

AGCGTGT AGCGTGT AGCGTGT AGCGTGT AGCGTGT AGCRTGT AGCRTGT
ATAGA ATAGA ATAGA ATAGA ATMRA GTAWW ATTRA
CAGAA CAGAA TAGGA CAGAA YAGRA YDGAA TTGAA

AATAGCTT AATAGCTT TATGGCTC AATAGCTT WATRGCTY WATRGCTY TATAGCTT
TATT TATT CATA TATT YATW YATW TATA

TTTTGAA TTTTGAA TTCTAAA TTTTGAA TTYTRAA TTCCAAA TTTGAAA

TCTATCTAGAGT TCTATCTAGAGT TCTATCTAGAGT TCTATCTAGAGT TYWATCTAGAGT KTAACCTAGAAT TTAACCTAGAAT

A A A A A R G
G G G G G K G
ATCTA ATCTA ATCTA ATCTA ATCTA ATCTA ATCTA
ACATAACT ACATAACT ACATAACT ACATAACT ACATAACT ACAYWATT ACAHTATT
GAGACGC GAGACGC GAGACGC GAGACGC GAGACGC GAGAYGC GAGAYGC
TAC TAC TAC TAC TAC YAC TAC
GCTATG GCTATG GCCATG GCTATG GCYATR GTGAGG GTGAGR
CGACATA CGACATA CGACATG CGACATA CGACATD AGACCTT YGAYCTT
A A A A A R A
A A A A R A A
C C C C Y C cC
G G G G G R A
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998-1002 AGTAA AGTAA AGTAA AGTAA AGWAA AGWAA AGTAA
1006-1011 CCATTT CCATTT CCATTT CCATTT YHMTYY CNTWHY YKWTYW
1027-1028 TC TC TC TC YY YY TC
4 n.t. 4 n.t. 4 n.t. 4 n.t. 4 n.t. 4 n.t. 4 n.t.
insercién insercién insercién insercién insercién insercién insercién
1028> TGCT TGCT TGCT TGCT WGCT WGCT TGCT
1030-1034 GCAGA GCAGA GCAGA GCAGA GCWRR GCWRR GCAGA
1036 A A G A R R A
1038-1043 TTATAT TTATAT TTATAT TTATAT TTWYAT TWWYAT TTRYAT
1116-1117 CG CG CG CG CG CG CG
1119-1123 CATTA CATTA CGTTA CATTA CRTTA SDTTA CBTTA
1133-1134 AC AC AG AC AS AG AG
1136 T T A T W T T
1140 G G C G S C C
1152-1154 ATG ATG ACG ATG AYG AHS ARS
1164-1165 AC AC GG AC Rs Rs Rs
1 n.t. 1 n.t. 1 n.t. 1 n.t. 1 n.t. 1 n.t. 1 n.t.
1167 delecidn delecidn delecidn delecidn delecidn delecidn delecidn
1168 C C cC C C Y cC
1171-1172 GT GT cC GT SY SY GT
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1189 C cC C C C cC Y
1216 A A A A A W T
1244 G G G G G G R
1251-1252 AA AA AA AA AA AA RW
1257 A A A A A A N
1260 G G A G R R R
1263 ACAGT ACAGT ACAGT ACAGT ACRGY ACRGT ACGGT
1270 TG TG TG TG YG YG CG
1278 A A A A R R A
1284-1286 AA-- AA-- AA-- AA-- HA-- YA-- YA[--] o (T)
1 n.t.
delecidn o
1 n.t. 1 n.t. 1 n.t. 1 n.t. 1 n.t. 1 n.t. sustitucidn
1286 delecidn delecidn delecidn delecidn delecidn delecidn T
1290-1293 ATAC ATAC ATAC ATAC ATRY ATRY ATRY
1297 C C cC C Y cC cC
1308 T T A T W W T
1310 T T T T T W T
1327-1329 ACA ACA ACT ACA ACR RCY ACA
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(algunas
veces) 1 n.t.
Cromatografia Cromatografia Cromatografia Cromatografia insercidén Cromatografia Cromatografia

1343-1344 de gases (GC) de gases (GC) de gases (GC) de gases (GC) G>(G)< C de gases (GC) de gases (GC)

1355-1356 AG AG AG AG AG AG AG
1 n.t. 1 n.t. 1 n.t. 1 n.t. 1 n.t. 1 n.t. 1 n.t.
insercidén insercidén insercién insercién insercién insercidén insercidén
1361 >C< >C< >C< >C< >C< >C< >C<
1362 A A A A W W T
1364 T T T T Y T T
1367 T T T T T W T
1 n.t.
insercidén
1370 (a)
1396 T T T T W T T
1419 G G G G G G G
1421-1426 TGATTT TGATTT TGATTT TGATTT TGAWTT TGAWYT TGAACT
1428-1332 ACTCG ACTCG ACTCG ACTCG ACYCG ATTCG ATTCG
1436-1440 CGGGG CGGGG CGGGG CGGGG CRGGG CGGRG CGGGG

1444 C c C C Y C C
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1448-1449 GA GA GA GA RR AR AR
6 n.t. 6 n.t. 6 n.t. 6 n. 6 n.t. 6 n.t. 6 n.t.
1451-1456 delecidén -- delecidén -- delecidén -- delecidén -- delecidén -- delecidén -- delecidn --
1458 G G G G R G G
1464 C C C C Y Y T
1468 A A A A H A A
1475 A A A A W W T
1477 T T T T Y Y Y
1503 A A A A R R A
R= A/G; K=G/T; S=C/G; Y=C/T; M=A/C; W=A/T; D =A/G/T/ no C; H=A/C/T/ no G; B=C/G/T no A; V = A/C/G no

* n.t.

es nucledtido
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Ejemplo 3

Realizar procedimiento Riboprinter para determinar las

diferencias de las cepas

Las cepas de Arcobacter sp. aisladas en el Ejemplo 1:
97AE3-12, 97AE3-1, 97AE 3-3, 97AE 3-7, 97AE 4-6, 97AE 4-5 vy
97AE4-1 fueron sometidas a un analisis automatizado
Riboprinter®, segun lo descrito en los Métodos generales, para
determinar si dichas cepas aisladas eran Unicas con respecto a
las demas. En el anédlisis se incluyd, como cepa de referencia,
el Arcobacter halophilus (ATCC cepa BAA-1022), que tiene un
ADNr 16S con 96,4 % de identidad de secuencia de la cepa
97AE3-12. Si bien todas estas cepas tienen una significativa
identidad de secuencia entre si en el ADNr 16S, se obtuvieron
varios patrones uUnicos RiboPrint™ de ADNr. Como se muestra en
la Figura 4, los patrones de fragmentos de restriccidédn EcoRI
que hibridizaron a sondas de ADNr 16S y 23S fueron diferentes
para las cepas representativas de Arcobacter sp. 97AE3-12
(ATCC num. PTA-11409), 97AE3-3 (ATCC num. PTA-11410) y 97AE3-
1. Este andlisis demostrdé que las secuencias gendmicas
alrededor de los genes de ARNr 16S y 23 en estas cepas son
diferentes entre si vy también son diferentes de la cepa

comparativa sometida a prueba Arcobacter halophilus.

Ejemplo 4
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Investigacién de aislado bacteriano 97AE3-12 para determinar

crecimiento en presencia de petrdleo bajo condiciones de sal

bajas y altas

Cultivos de la cepa 97AE3-12 se hicieron crecer
anaerdbicamente en presencia de petrdleo mediante el uso de un
medio de sales minimas de sal baja y una formulacidén de
saladar sintético de sal alta. El saladar sintético de sal
alta wusado tenia wuna salinidad de 64 ppt, lo cual es
aproximadamente dos veces la salinidad del agua de mar: E1
saladar sintético de sal alta estaba compuesto de 1o
siguiente: NaCl, 55,0 g/1, NH, 1, 0,1 g/l, KH,PO,, 0,05 g/1,
Na»S0y, 0,1 g/1, solucidn de selenita-tungstato [NaOH,
0,5 g/1, Na,Se03.5H,0, 6,0 mg/l, Na,WO,.2H,O0, 8,0 mg/l], 1 ml/1,
NaHCO;, 0,2 g/1, solucidén de vitamina [vitamina B12, 100 mg/1,
dcido p-aminobenzdico, 80 mg/l, D(+)-biotina, 20 mg/l, &cido
nicotinico, 200 mg/1, pantotenato calcico, 100 mg/1,
hidrocloruro de piridoxina, 300 mg/1, tiamina-HC1l.2 H,0,

200 mg/1l, é&cido alfa-lipdico, 50 mg/l ], 1 ml/1l, solucidbn de

X

metales traza SL-10[25 % HC1, 10 ml/l1l, FeCl,.4 H;O0, 1,50 g/1,
ZnCl,, 70 mg/l, MnCl,.4 H,O0, 100 mg/l, H3BO3, 6 mg/l, CoCl,.6
H,O0, 190 mg/l, CuCl,.2 H;O0, 2 mg/l, NiCl,.6 H,0, 24 mg/l,
Na,MoO4.2 H,O0, 36 mg/l], 1 ml/1l, CaCl,.2 H,O, 8.8 g/l, NaNOs,
2,0 g/1, kKCl1l, 0,86 g/l, MgCl,.6 H;O, 6,4 g/l, y suplementado

con NaNOs, 2,0 g/l, pH 6,7 y 64 ppt de salinidad.
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El medio de sal baja estaba compuesto de NaCl, 10 g/1,
NH,C1, 1,0 g/l1, KH;PO4, 0,5 g/1l, KSO4, 0,1 g/l1l, solucidn de
selenita-tungstaton [NaOH, 0,5 g/l1, Na;Se0O3.5 H,0, 6,0 mg/l,
Na,W0,.2H,0, 8,0 mg/l], 1 ml/1l, NaHCOs3, 2,5 g/l, solucidén de
vitamina [vitamina B12, 100 mg/l, &cido p-aminobenzdico,
80 mg/l, D(+)-biotina, 20 mg/l, &cido nicotinico, 200 mg/1,
pantotenato céalcico, 100 mg/l, hidrocloruro de piridoxina,
300 mg/1l, tiamina-HCl.2 H,0, 200 mg/l, é&cido alfa-lipdico,
50 mg/1l], 1 ml/1l, solucidén de metales traza SL-10 [25 % HCI,
10 ml1/1, FeCl,.4 H;O, 1,50 g/1, ZnCl,, 70 mg/l, MnCl,.4 HO0,
100 mg/1, H3BO3, 6 mg/l, CoCl,.6 H;O0, 190 mg/l, CuCl,.2 H,0,
2 mg/l, NiCl,.6 H,O0, 24 mg/l, Na,MoO4.2 H,O0, 36 mg/l], 1 ml/1,
CaCl,.2 H;0, 0,1 g/l1, MgCl,.6 H,O0, 0,2 g/l, extracto de
levadura, 0,5 g/l1, y NaNO3, 2,0 g/l, pH 6,9 y 15 ppt de
salinidad.

Ambos medios de baja y sal altainidad se sometieron a
pruebas para determinar su capacidad de soportar el crecimiento
de Arcobacter sp. La cepa 97AE3-12 con y sin lactato sdédico se
agregd como fuente de carbono a aproximadamente 1 g/l (jarabe
60 % de lactato sdédico, 1,3 ml/l). Se agregd 2 g/l de nitrato
sédico en medios como aceptor de electrones para todas las
muestras de prueba. Los medios se desgasificaron y se agregaron
12 ml a viales de suero de 20 ml. A cada vial se agregd 6,0 ml
de aceite de petrdleo desgasificado y sometido a autoclave del

Pozo num. 2 en el campo Wainwright en la provincia de Alberta,
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Canadad. Este petrdéleo era la unica fuente de carbono en las
muestras que no tenian lactato. 0,45 ml de 97AE3-12 cultivada
en un medio indefinido (Sales de mar (Sigma S9883), 60,0 g/1,
peptona 5,0 g/l, extracto de levadura 5,0 g/l casaminodcidos
5,0 g/1, NaFeEDTA 133 mg/l, con pH ajustado entre 6,4-6,6 vy
esterilizados con filtro) se agregaron como indéculo a 1los
cultivos de prueba anaerdébica en aproximadamente 5 x10’ células
de indéculo por ml de medio. Los cultivos de prueba que
contenian el indéculo 97AE3-12 se prepararon en duplicado. Un
solo control no inoculado (NIC) por medio de prueba se prepard
como control abidtico. La reduccidédn de nitrato se analizd como
medicién del crecimiento celular en cada medio mediante IC
segun lo descrito en los Métodos generales. La cepa 97AE3-12
redujo 100 % del nitrato proporcionado a nitrito en un lapso de
6 dias de incubacidén a 25 °C en medio de sal baja suplementado
con lactato, y redujo 50-77 % del nitrato a nitrbégeno en el
medio de sal alta suplementado con lactato. Los resultados de
la Tabla 7 muestran que la cepa 97AE3-12 de Arcobacter sp. fue
capaz de crecer por medio del uso del lactato como fuente de

carbono en presencia de petrdleo del Pozo Wainwright, en medios

tanto de sal baja como de sal alta.

Tabla 7. Reduccidn de nitrato en cultivos de 97AE3-12 en

presencia de petrdéleo, en medios de sal baja o sal alta
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)

I3

o

de reduccidén de nitrato

4-5,

97AE 3-7 y 97AE4-1 de Arcobacter,

Dia: 1 2 6 17 29
Prueba 1: sal baja
més lactato 32,7 % 75,0 % |100,0 %$|100,0 | 98,1 %
NIC sal baja - méas
lactato 23,6 5 | -4,2 % | -3,9 % 0,0 % -1,6 %
Prueba 2: sal baja
sin lactato 12,1 % 6,3 % 11,5 % 0,0 % 22,9 %
NIC-sal baja sin
lactato 14,0 % -2,2 % -1,4 % 0,0 % 9,6 %
Prueba 3: sal alta
mas lactato 11,2 % 32,4 % 77,0 % 50,3 % 62,2 %
NIC-sal alta méas
lactato 11,6 5 | -1,7 % | -0,8 % 0,0 % 13,9 %
Prueba 4: sal alta
sin lactato 11,7 % 0,1 % -15,6 % 0,0 % 27,8 %
NIC-sal alta sin
lactato 16,4 % 10,8 5 | -21,8 | 0,0 % 30,9 %
Ejemplo 5
Investigacibén de aislados bacterianos para determinar su
capacidad de formar biopeliculas y obturar el flujo
Las cepas 97AE 3-12, 97AE3-1, 97AE 3-3, 97AE 4-6, 97AE

que se aislaron de un




10

15

20

25

86

depbésito de petrdleo canadiense segin 1lo descrito en el
Ejemplo 1, se sometieron a pruebas para determinar su
capacidad de formar biopeliculas para inhibir el flujo en
filtros de vidrio fritado de porosidad media (didmetro medio
del poro = 10 micrones) segun se describe en los Métodos
generales. El medio de sal alta usado para las pruebas tenia
la siguiente composicidén: NaCl, 54 g/1, NH.,C1l, 0,1 g/1,
KH,PO4, 0,05 g/1, NaySO4, 0,1 g/1l, solucién de selenita-
tungstato [NaOH, 0,5 g/l, Na,Se03.5 H,O0, 6,0 mg/l, Na,W04.2
H,O0, 8,0 mg/l1], 1 ml/1l, NaHCO;, 0,2 g/l, solucidédn de vitamina
[vitamina B12, 100 mg/l, &cido p-aminobenzoico, 80 mg/l,
D(+)-biotina, 20 mg/1, acido nicotinico, 200 mg/1,
pantotenato célcico, 100 mg/l, hidrocloruro de piridoxina,
300 mg/1l, tiamina-HCl.2 H,0, 200 mg/l, &cido alfa-lipdbico,
50 mg/1], 1 ml/1l, solucibén de metales traza SL-10 [25 % HCI1,
10 ml1/1, FeCl,.4 H,O, 1,50 g/1, ZnCl,, 70 mg/l, MnCl,.4 H,0,
100 mg/l, H3BO3, 6 mg/l, CoCl,.6 H,O0, 190 mg/l, CuCl,.2 H0,
2 mg/l, NiCl,.6 H,0, 24 mg/l, Na,MoO4;.2 H,O, 36 mg/l], 1 ml/1,
CaCl,.2 H0, 8,8 g/l1, KC1, 0,86 g/l1, MgCl,.6 H,O0, 6,4 g/1,
fumarato disddico, 3275 g/l, lactato sdbédico, 1 g/l. Este
medio tiene una salinidad de 75 ppt.

Cada cepa de Arcobacter se inoculd en medio de 1la
composicidén antes indicada y se incubd aerdbicamente durante
48 h. Para iniciar la ejecucidén de la prueba, se agregd 1 ml

de un cultivo de 48 h a 25 ml del mismo medio en triplicado.
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Las estructuras de filtro en triplicado gque contenian 1los
medios inoculados se sellaron individualmente en vasos de
incubacién de 125 ml bajo condiciones anaerdbicas y se
colocaron en una incubadora/agitadora a 28 °C a 100 rpm por
2 semanas. Adicionalmente, se ejecutaron controles no
inoculados en triplicado con la misma formulacidén de medio,
pero sin el indéculo de cepa en paralelo con las muestras de
prueba inoculadas.

Después de dos semanas, las velocidades de flujo se
verificaron al pasar 1 ml de agua desionizada, impulsada por
gravedad, a través de los filtros. El tiempo para el paso
del agua se mididé tres veces sucesivamente para cada uno de
los filtros control y de prueba. Las velocidades de flujo se
calcularon y los valores posincubacidén se compararon con los
valores pre-incubacidén para cada filtro. Los resultados en
la Tabla 8 muestran que todas las cepas sometidas a pruebas
causaron una disminucidén significativa en la velocidad de
flujo en comparacién con los controles, que tenian un
promedio de 27 % de aumento en la velocidad de flujo. E1
aumento de la velocidad de flujo fue resultado de una mejor
saturacién de agua de los poros de frita después de dos
semanas de incubacién en sumersidn. Estos resultados
demuestran la capacidad de las cepas aisladas de Arcobacter

para formar biopeliculas y obturar poros en la arena.
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Tabla 8. Cambios en la velocidad de flujo a través de filtros de vidrio de porosidad

media después de dos semanas de incubacidén con aislados de Arcobacter

Flujo, ml/sec
% cambio en la
5 Preincubacién Postincubacién . . Cambio medio % en
Media | velocidad de
Valor Valores* velocidad de flujo
flujo!
Tratamiento nim. l|ndm. 2|num. 3
Control 1 0,077 0,091|0,100|0,100(0,097 +26 +27
Control 2 0,083 0,100(0,100|0,100(0,100 +21
10 Control 3 0,083 0,11110,111(0,111|0,111 +34
97AE 3-12 0,067 0,029(0,029]0,031|0,029 -57 -56
Duplicado 0,063 0,026|0,02910,029(0,028 -56
Duplicado 0,063 0,0280,029]|0,031(0,029 -54
97AE 3-3 0,111 0,083(0,083]|0,083|0,083 -25 -48
- Duplicado 0,111 0,040|0,043|0,045|0,043 -61
Duplicado 0,143 0,056|0,059|0,059(0,058 -59
97AE 4-6 0,143 0,071({0,07710,071|0,073 -49 -52
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Duplicado 0,071 0,031{0,033]|0,036|0,033 -54

Duplicado 0,053 0,024|0,026|0,027|0,025 -53

97AE 4-5 0,100 0,037]0,042 0,042 (0,040 -60 -61
Duplicado 0,125 0,042|0,045|0,048 0,045 -64

Duplicado 0,063 0,025|0,027]0,026|0,026 -59

97AE 3-7 0,067 0,027(0,029]0,031|0,029 -57 -57
Duplicado 0,091 0,033]|0,038|0,038(0,037 -59

Duplicado 0,050 0,02210,022]0,023|0,022 -56

97AE 4-1 0,091 0,059|0,059|0,067 (0,061 -33 -50
Duplicado 0,111 0,037|0,038|0,040(0,038 -66

Duplicado

1 calculado como

((medio posincubacidén, ml/s/preincubacidén, ml/s)-1)

* 3 mediciones/réplicas sucesivas.

x 100
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Ejemplo 6

Ensayo de biopelicula de cepa 97AE3-12 de arcobacter en medio

con baja y elevada sal con lactato como fuente de carbono

La cepa 97AE3-12 se sometidé a ensayo para determinar la
capacidad de formar biopeliculas sobre filtros de vidrio
fritado segin se describe en los Métodos generales mediante el
uso de tres medios diferentes con salinidad que varia entre
15 ppt y 68 ppt. La salinidad de cada medio se mididé con
refractémetro. La cepa 97AE3-12 se hizo crecer anaerdbicamente
en medio de crecimiento de las siguientes composiciones:

Medio 1: medio de sales minimas; NaCl, 10 g/1, NH.CI1,
1,0 g/1, KH,POy4, 0,5 g/1, KSQOy4, 0,1 g/1, solucidn de
selenita-tungstato [NaOH, 0,5 g/1l, Na,Se03.5 H,0, 6,0 mg/l,
Na,WO4.2H,0, 8,0 mg/1l], 1 ml/1l, NaHCOs3, 2,5 g/l, solucidén de
vitamina [vitamina B12, 100 mg/l, &cido p-aminobenzdbico,
80 mg/l, D(+)-biotina, 20 mg/l, &cido nicotinico, 200 mg/1,
pantotenato céalcico, 100 mg/l, hidrocloruro de piridoxina,
300 mg/l, tiamina-HCl.2 H,0, 200 mg/l, &cido alfa-lipdico,
50 mg/1], 1 ml/1, solucibén de metales traza SL-10 [25 % HCI1,
10 ml/1, FeCl,.4 H,O0, 1,50 g/1, ZnCl,, 70 mg/l, MnCl,.4 H,0,
100 mg/l, H3BO3, 6 mg/l, CoCl,.6 H,O0, 190 mg/l, CuCl,.2 H0,
2 mg/l, NiCl,.6 H,O, 24 mg/l, Na,MoO4.2 H,O, 36 mg/l], 1 ml/1,
CaCl,.2H,0, 0,1 g/1, MgCl,. 6H,0, 0,2 g/1, extracto de

levadura, 0,025 g/l1, NaNOs3, 2,0 g/l, Jjarabe 60 % lactato
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sb6bdico, 1,3 ml/l, solucidédn de azul de Dbromotimol 0,4 %,
3 ml. La salinidad de este medio es 15 ppt.

El Medio 2 es igual al Medio 1 en composicidén pero con
NaCl incrementado a 30 g/l. La salinidad de este medio es
35 ppt.

El Medio 3 es un medio de sales altas que incluye mayores
niveles de NaCl y los cationes Ca++ y Mg++: NaCl, 51,5 g/1,
NH,C1l, 0,1 g/l1, KH,PO,, 0,05 g/1l, NaySO4, 0,1 g/l1l, solucidn de
selenita-tungstato [NaOH, 0,5 g/l, NaySe03.5 H0, 6,0 mg/1l,
Na,WO04.2 H,0, 8,0 mg/l], 1 ml/l, NaHCO3, 0,2 g/l, solucidén de
vitamina [vitamina B12, 100 mg/l, &cido p-aminobenzdbico,
80 mg/l, D(+)-biotina, 20 mg/l, &cido nicotinico, 200 mg/1l,
Pantotenato célcico, 100 mg/l, hidrocloruro de piridoxina,

300 mg/l, +tiamina-HCl.2 H,O0, 200 mg/l, é&cido alfa-lipdico,

\

50 mg/1], 1 ml/1l, solucién de metales traza SL-10 [25 % HCI,
10 ml1/1, FeCl,.4 H,O0, 1,50 g/l1, ZnCl,, 70 mg/l, MnCl,.4 H,0,
100 mg/1, H3BO3, 6 mg/l, CoCl,.6 H;O, 190 mg/l, CuCl,.2 H,0,
2 mg/l, NiCl,.6 H;0, 24 mg/l, NayMoO4.2 H,O, 36 mg/l], 1 ml/1,
CaCl,.2 H;0, 8,8 g/l, extracto de levadura, 0,025 g/l1, NaNOs,
2,0 g/1, jarabe 60 % lactato sédico, 1,3 ml/1, KC1l, 0,86 g/l1,
MgCl,.6 H,O0, 6,4 g/l, solucién de azul de bromotimol, 0,4 %,
1 ml. La salinidad de este medio es 68 ppt.

El experimento y las pruebas de velocidad de flujo después
de 2 semanas de incubacidén se realizaron segun se describe en

los Métodos generales. Medio inoculado con Arcobacter sp. La
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cepa 97AE3-12 se prepard en triplicado; los controles no
inoculados se prepararon en duplicado. Mientras la velocidad de
flujo aumentd en los controles como en el Ejemplo 5, la cepa
97AE3-12 causd una significativa disminucidén en la velocidad de
flujo (Tabla 9). Las velocidades de flujo en los tratamientos
control aumentd en un promedio de 54, 35 y 46 % para los Medios
1, 2 y 3, respectivamente. Los tratamientos de prueba que
contienen el indéculo 97AE3-12 mostraron una disminucidén media
de 80, 80 y 46 $ en la velocidad de flujo para los medios 1, 2
y 3, respectivamente, que tenian salinidades de 15, 35 vy

68 ppt, respectivamente.
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Tabla 9. Cambios en la velocidad de flujo a través de filtros de vidrio de porosidad

media después de dos semanas de incubacidn.

Preincubacién Postincubacién
% cambio en
Velocidad % cambio en
S Velocidad velocidad velocidad velocidad la
media de la
media de de flujo, de flujo, de flujo, velocidad
flujo, velocidad
flujo, ml/s ml/s ml/s ml/s media de
ml/s de flujo *
flujo
1 2 3
10
Prueba 1
15 ppt 0,111 0,017 0,018 0,017 0,017 -84
Prueba 2
-80
15 ppt 0,100 0,020 0,020 0,020 0,020 -80
Prueba 3
15
15 ppt 0,091 0,022 0,022 0,022 0,022 -76
Control 1 0,143 0,200 0,200 0,167 0,189 32 54
15 ppt
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Prueba 1

35 ppt 0,143 0,030 0,031 0,031 0,031 -78
Prueba 2

35 ppt 0,143 0,027 0,024 0,024 0,025 -82
Prueba 3

35 ppt 0,125 0,026 0,027 0,028 0,027 -78

-80

Prueba 1

68 ppt

0,091

0,067

0,071

0,077

0,072

-21

-46
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Prueba 1

68 ppt 0,125 0,056 0,056 0,059 0,057 -55
Prueba 1

68 ppt 0,111 0,043 0,043 0,038 0,042 -62

* 3 mediciones sucesivas

1 calculado como

((media posincubacidén, ml/s/ preincubacidén, ml/s)-1) x 100
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Ejemplo 7

Conglomeracidédn de particulas de silice

La cepa 97AE3-12 de Arcobacter se sometid a pruebas para
determinar su capacidad de agregar granos de silice cristalino
segln lo descrito en los Métodos generales. El1 medio wusado
para las pruebas tenia la siguiente composicidén: NaCl, 54 g/1,
NH,C1, 0,1 g/l1, KH;PO4, 0,05 g/l, NaySO4, 0,1 g/l, solucidbn de
selenita-tungstato [NaOH, 0,5 g/l, NaySe03.5 H0, 6,0 mg/1l,
Na,W0,.2 H,O0, 8,0 mg/l], 0,5 ml/1l, NaHCO;, 0,1 g/l, solucidédn de
vitaminas [vitamina B12, 100 mg/l, &cido p-aminobenzbico,
80 mg/l, D(+)-biotina, 20,00 mg/l, &cido nicotinico, 200 mg/1,
pantotenato cédlcico, 100 mg/l, hidrocloruro de piridoxina,

300 mg/l1, tiamina-HCl.2 H,O0, 200 mg/l, &cido alfa-lipdbico,

X

50 mg/1], 1,0 ml/1, solucidén de metales traza SL-10 [25 % HCI,
10 ml1/1, FeCl,.4 H,0, 1,50 g/1, ZnCl,, 70 mg/l, MnCl,.4 H0,
100 mg/1, H3BO3, 6 mg/l, CoCl,.6 H;O, 190 mg/l, CuCl,.2 H,0,
2 mg/1l, NiCl,.6 H,0, 24 mg/1, Na,MoOy. 2 H,0, 36 mg/1],
1,0 ml/1, CaCl,.2H,0, 4,4 g/1, 0,25 g extracto de levadura,
0,5 g peptona de caseina, KC1, 0,86 g/l1, MgCl,.6 H,O0, 6,4 g/l
y citrato de sodio, 1 g/l. El medio separado tenia como
aceptor de electrones NaNOs3, 2 g/l o Fumarato de Na 3,7 g/ml.
La salinidad es 64 ppt.

Muestras duplicadas de <cada medio se inocularon con
200 pl de un cultivo aerdbico de la cepa 97AE3-12. Los tubos

control duplicados no se inocularon. Los tubos se incubaron



10

15

20

25

97

de forma estatica durante 7 dias a 30 °C. Después de siete
dias, el medio OD600 de los tubos duplicados e inoculados, vy
de los tubos control duplicados no inoculados, fue
aproximadamente 0,04. Cuando los tubos de tratamiento se
mezclaron vigorosamente durante 10 segundos con agitador
vbrtex, la turbidez aumentd dramdticamente debido la re-
suspensidén del silice cristalino, que se habia asentado en
los fondos de los tubos. La disminucidén de la turbidez debido
al asentamiento del silice cristalino se monitoredé en el
tiempo después de mezclar al medir el 0OD600. Los resultados
de la Tabla 10 mostraron que la turbidez disminuydé mucho més
rapidamente en los tratamientos no inoculados que en los
controles segin lo indica la reduccidén de porcentaje en el
OD600 para el cultivo no inoculado en comparacidén con el
control a 1 min y a los 10 min después de mezclar.

Esto fue causado porque las particulas de silice formaron
grandes pedazos, de hasta 100 micrones de didmetro segun 1lo
determinado mediante examen microscdpico, en los tratamientos
inoculados, los cuales se asentaron rapidamente en comparacidn
con las particulas de 2-20 p dispersas y no conglomeradas en
los tubos control no inoculados. El comportamiento
contrastante de las particulas de silice mostrd que la cepa
97AE3-12 formdé wuna fuerte interaccidén adhesiva con las
particulas de silice cristalino adyacentes, lo que origind el

amontonamiento de las particulas. La conglomeracidén ocurrid en
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los cultivos de 1la cepa 97AE3-12 tanto en los medios de
nitrato como de fumarato, aunque ocurrid maés conglomeracidn

con el nitrato como aceptor de electrones.

Tabla 10. Asentamiento de particulas de silice debido a

conglomeraciédn de particulas inducida con microbios.

Densidad
Densidad
bptica
Densidad bptica
(0OD),
Densidad oéptica bptica (OD) ,
Donante vy 600 nm,
(OD), 600 nm (OD) , 600 nm, 1
aceptor de 10
600 nm, minuto
electrones minutos
Tratamiento antes de | después
después
mezclar de
de
mezclar
mezclar
Control no
inoculado, num. 1 -0,0013 0,4597 0,4430
Control no 0,0013 0,4794 0,4699
1000 ppm
inoculado, num. 2
Citrato
Media 0 00,4690 0,4565
2000 ppm
Prueba inoculada 00,0852 0,1738 0,1527
NaNO3
num. 1
Prueba inoculada 0,0826 0,1393 0,112
num. 2
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Media 0,0839 0,1566 0,1324
No
% reduccidén de OD 66,7 % 71,0 %
aplicable

Control no

inoculado, num. 1 0,011 0,444 0,339

Control no

inoculado, num. 2 0,011 0,486 0,360
1000 ppm
Media 0,011 0,465 0,350
Citrato
Prueba inoculada
3500 ppm
num. 1 0,018 0,265 0,217
Fumarato
Prueba inoculada
de Na
num. 2 0,025 0,272 0,213
Media 0,021 0,268 0,215
No
% reduccidédn de OD 42,3 % 38,6 %
aplicable
Ejemplo 8

Mediciones de disminucidén de presidédn de tubo delgado control

El ajuste del tubo delgado descrito en los Métodos
generales se usd para medir cambios de presidédn de una muestra
control de arena durante el tiempo. El Saladar num. 1 que habia
sido esterilizado con filtro se suministré de forma continua
por 8 dias al tubo delgado 9a al mismo tiempo que se media la

disminucién de presidén en todo en tubo delgado (dia 4 hasta dia



10

15

20

25

100

12 en la Figura 7). La disminucién de presidén permanecid en
aproximadamente 0,0207 mega Pascales (3 psi). Esto ilustra la
estabilidad de la arena colocada en el tubo delgado al ser
inundada con el saladar de la inyeccién filtrada, puesto gque en
el experimento no se observdé cambio en la disminucidén de
presién en el tubo delgado. Esto contrasta con los tubos
delgados tratados descritos abajo en los Ejemplos 9 y 10 que
mostraron marcados cambios en la disminucién de presidn como

resultado del tratamiento microbiano.

Ejemplo 9

Inoculado, mediciones de disminucidén de presidn de tubo

delgado alimentado por lotes

El tubo delgado 9a del Ejemplo 8 se preinoculd con
60 ml de agua fresca de inyeccidn (Saladar num. 1 gue no se
esterilizé con filtro) a una velocidad de 15 ml/hora durante
4 horas. Después de esta preinoculacidén, se colectd una
muestra de efluente del tubo delgado 9%9a y se midieron 1los
conteos celulares, los cuales se muestran en la Tabla 11
(Conteo celular 1: 9a).

Un dia después de la preinoculacidén con agua fresca de
inyeccién no filtrada (Saladar num. 1), el tubo delgado se
inoculdé con la cepa 97AE3-12 (ATCC nUum. PTA-11409). Una
dilucidén 1:1 de un cultivo en crecimiento de la cepa 97AE3-

12 con agua fresca de inyeccién no filtrada se cultivd en
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Saladar nim. 5 y se incubdé a temperatura ambiente durante 48
horas con agitacidén vy, después, se diluydé 1:30 en Saladar
nam. 5 para inocular el tubo delgado 9%a. Los conteos
celulares de este indbéculo se determinaron y se muestran en
la Tabla 11 (Conteo celular 2: 9a). Un volumen de 50 ml de
este indéculo se bombed hacia el tubo delgado a una velocidad
de aproximadamente 0,25 ml/min. El proceso de inoculacidn
del tubo delgado tomd aproximadamente 4 h para ser
completado. Después de la inoculacién, el tubo delgado se
conservd cerrado durante 6 dias. Después del periodo de 6
dias de permanencia cerrada se tomdé una muestra de efluente
y se midieron los conteos celulares, los cuales se muestran
en la Tabla 11 (Conteo celular 3: 9a).

A partir del dia 20, después de finalizar el periodo de
envejecimiento, se suministrd Saladar num. 2 al tubo delgado
9a a un ritmo de 4 a 8 horas a una velocidad de 3,6 ml/hora
dos veces a la semana (una vez cada 3 o 4 dias) durante
aproximadamente 25 dias (finalizdé el dia 45, Figura 8). La
disminucidén de presidn se midid a lo largo del tubo delgado %a
durante todo el régimen de alimentacién a intervalos. Los dias
20 y 24 se proporcionaron suministros cada cuatro horas. Los
dias 27, 32, 34, 41 y 44 se proporcionaron suministros cada
ocho horas. Entre cada uno de estos suministros de nutrientes
se proporciondé Saladar num. 1 a una velocidad de 3,6 ml/h. La

disminucién de presidédn inicialmente fue aproximadamente
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0,0207 mega Pascales (3 psi). Diez dias después de iniciar la
alimentacidén a intervalos en el tubo delgado 9a, hubo un
notable aumento de la disminucidédn de presidn que se hizo mas
pronunciado con el tiempo (Figura 8) . Al final del
experimento, el dia 45, la disminucién de presidén era casi el
triple que el control (Ejemplo 8). En ese momento se tomd una
muestra de efluente y se midieron los conteos celulares, 1los
cuales se muestran en la Tabla 11 (Conteo celular 4: 9a). Este
considerable aumento de la presidén demuestra el potencial que
tiene el Arcobacter sp. 97AE3-12 (ATCC num. PTA-11409) para
modificar de forma efectiva la permeabilidad de roca porosa

cuando se alimenta en lotes con nutrientes.

Ejemplo 10

Mediciones de disminucidén de presidédn de tubo delgado de arena

de nucleo alimentado de forma continua

El tubo delgado 9b (Métodos generales) se pre-inoculd con
agua fresca de inyeccidén proveniente del sitio del pozo a ser
sometido a pruebas (Saladar num. 1 no filtrado), se tomaron
muestras para los conteos celulares en el efluente del tubo
delgado (Tabla 11, Conteo celular 1: 9b), y se inoculd con la
cepa 97AE3-12 como en el Ejemplo 9, excepto que la cepa de
Arcobacter sp. 97AE3-12 no se diluyé 1:1 con inyeccién no
filtrada de Saladar num. 1. El conteo celular se mididé en este

inéculo y se muestra en la Tabla 11 (Conteo celular 2: 9b).



10

15

20

25

103

Después de la inoculacién con la cepa de Arcobacter sp. 97AE3-
12 el tubo delgado 9b se afiejé durante 6 dias segun se
describidé més arriba. Después de la inoculacidén se tomd una
muestra de efluente y se midieron los conteos celulares, 1los
cuales se muestran en la Tabla 11 (Conteo celular 3: 9b). Al
tubo delgado 9b se le proporciond la alimentacidn nutriente de
Saladar num. 2 de forma continua a una velocidad de 3,6 ml/hora
por el tiempo de duracibén del experimento mientras se media la
disminucién de presidén en el mismo (Figura 9). Inicialmente, la
disminucidén de presidén fue de aproximadamente 00,0137 mega
Pascales (2 psi) como se muestra en la Figura 9 (ver el dia
20) . Para el dia 32, la disminucidén de presidédn observada para
el tubo delgado 9b habia aumentado aproximadamente en un factor
de 2 a 3 comparado con la disminucidén de presidén inicial el dia
20. E1 dia 32,8 se detuvo el suministro de Saladar num. 2
debido a una falla de la bomba. Para volver a encender la
bomba, esta tuvo que ser imprimada a una alta velocidad de
flujo. Dicha operacién de imprimado de la bomba al parecer
redujo la disminucidén de presidén tal y como se observd después
del dia 32,8 en la Figura 9. Sin embargo, después del dia 33,
se suministrdé nuevamente Saladar de alimentacidédn nutriente num.
3 a una velocidad de 3,6 ml/hora y la presidén subid de nuevo de
forma que fue aproximadamente un factor de 2 méds alto al final
del experimento el dia 45 en comparacidén con la disminucidn

inicial de presién el dia 20. En ese momento se tomd una
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muestra de efluente y se midieron los conteos celulares, 1los
cuales se muestran en la Tabla 11 (Conteo celular 4: Sb). Este
significativo aumento de presidén demuestra el potencial que
tiene el Arcobacter sp. 97AE3-12 (ATCC nUm. PTA-11409) para
modificar de forma efectiva la permeabilidad de roca porosa

cuando es alimentado continuamente con nutrientes.

Tabla 11. Conteos celulares en diferentes muestras de

experimento en tubo delgado

Analisis Tubo delgado 9a | Tubo delgado 9b

Conteo celular 1: efluente |2,3x10° CFU/ml 2,3x10° CFU/ml
del tubo delgado después
de la preinoculacidén con

saladar

Conteo celular 2 del 1,1x10° CFU/ml 1,7x10° CFU/ml

indéculo de Arcobacter

Conteo celular 3 en 5,2x10° CFU/ml | 7,6x10° CFU/ml
efluente del tubo delgado
después de un
envejecimiento de 6 dias

con indéculo de Arcobacter

Conteo celular 4: MPNs en 1,2x10" CFU/ml 3,1x10° CFU/ml

efluente
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Se hace constar que con relacidén a esta fecha, el mejor
método conocido por la solicitante para llevar a la préactica
la citada invencidén, es el que resulta claro de la presente

descripcién de la invenciédn.
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REIVINDICACIONES

Habiéndose descrito la invencidén como antecede, se reclama
como propiedad lo contenido en las siguientes reivindicaciones:
Lo gque se reivindica es:
5 1. Un método para mejorar la recuperacidén de
petrdleo de un depdsito de petrdleo; el método comprende:
a) proporcionar una composicidédn que comprende:
i) por lo menos una cepa de Arcobacter que
pertenece al Arcobacter de clado 1; y
10 ii) un medio de crecimiento minimo que comprende
por lo menos un aceptor de electrones;
b) proporcionar un depdsito de petrdleo;
c) inocular el depdsito de petrdleo con 1la
composicién de (a) de forma que el Arcobacter
15 que contiene la composicidédn habite y crezca en
el depdbdsito de petrdleo; y
d) recuperar petrdleo del depdsito de petrdleo;
en donde el crecimiento del Arcobacter en el
depbdésito de petrdleo mejore la recuperacidn de
20 petrdleo.
2. El método de la reivindicacidén 1, en donde la
por lo menos una cepa de Arcobacter que pertenece a
Arcobacter de clado 1 comprende la secuencia consenso

redundante de ADNr 16S de la sec. con num. de ident.:40.
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3. El método de la reivindicacién 1, en donde 1la
por lo menos una cepa de Arcobacter dque pertenece a
Arcobacter de clado 1 comprende una secuencia de ADNr 163
que tiene por lo menos aproximadamente 97 % de identidad de
secuencia de una secuencia seleccionada del grupo que
consiste en la sec. con nums. de ident.:1, 2, 3, 4, 5, o, 7,
8 v 39.

4, El método de la reivindicacidén 1, en donde el
aceptor de electrones es por lo menos una sal idénica de
nitrato.

5. El método de la reivindicacidén 1, en donde el
aceptor de electrones es por lo menos una sal idénica de
nitrito o una combinacién de por lo menos una sal de nitrito
y por lo menos una sal de nitrato.

6. El método de la reivindicacién 1, en donde el
depbdésito de petrdleo comprende por lo menos un fluido que
tiene una concentracidn de sal de por lo menos
aproximadamente 30 partes por mil.

7. El método de la reivindicacién 1 o 5, en donde
la cepa de Arcobacter que pertenece a Arcobacter de clado 1
comprende una secuencia parcial de ADNr 16S seleccionada del
grupo que consiste en la sec. con nums. de ident.;1, 33, 34,
35, 36, 37 y 38.

8. El método de la reivindicacién 7, en donde la

cepa de Arcobacter que pertenece a Arcobacter de clado 1 se
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selecciona del grupo que consiste en 97AE3-3 (ATCC nUm. PTA-
11410) y 97AE3-12 (ATCC num. PTA- 114009).

9. El método de la reivindicacién 1, en donde 1la
composicién de (a) comprende, ademés, uno o} mas
microorganismos adicionales que crecen en presencia del
petrdleo bajo condiciones desnitrificantes.

10. El método de la reivindicacidén 9, en donde el
uno o mas microorganismos adicionales comprenden una especie
Shewanella o Thauera sp. AL9:8 (ATCC ntm. PTA-9497).

11. El método de la reivindicacién 10, en donde 1la
especie Shewanella comprende un ADNr 16S gue comprende las
secuencias distintivas redundantes de las sec. con nums. de
ident.: 48, 50 y 52.

12. Un microorganismo aislado de una cepa
seleccionada del grupo gque consiste en 97AE3-3 (ATCC num.
PTA-11410) y 97AE3-12 (ATCC num. PTA-114009).

13. Una composicién para mejorar la recuperacidn de
petrdleo; la composicidn comprende:

a) por lo menos una cepa alslada de Arcobacter que
comprende una secuencia parcial de ADNr 16S
seleccionada del grupo que consiste en la sec.
con nums. de ident.;1, 33, 34, 35, 36, 37 y 38;

b) uno o més aceptores de electrones; y

c) por lo menos una fuente de carbono.
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14. La composicién de la reivindicacién 13, en
donde la cepa de Arcobacter se selecciona del grupo que
consiste en 97AE3-3 (ATCC num. PTA-11410) vy 97AE3-12 (ATCC
num. PTA-114009).

15. La composicién de la reivindicacién 13, en
donde la por lo menos una fuente de carbono se selecciona
del grupo gque consiste en lactato, acetato, formato vy
succinato.

lo. La composicién de la reivindicacién 13, que
comprende, ademds, uno o mas microorganismos adicionales.

17. La composicidén de la reivindicacién 16, en
donde el uno o méds microorganismos adicionales crecen en
presencia de petrdleo bajo condiciones desnitrificantes.

18. La composicidén de la reivindicacidén 17, en
donde el uno o ma&s microorganismos adicionales comprenden
una especie Shewanella o Thauera sp. AL9:8 (ATCC nUm. PTA-
949) .

19. La composicidén de la reivindicacidén 18, en
donde la especie Shewanella comprende un ADNr 16S que
comprende las secuencias distintivas redundantes de las sec.

con nums. de ident.: 48, 50 y 52.
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RESUMEN DE LA INVENCION

Se proporcionan métodos, microorganismos y composiciones,
en donde depdsitos de petrdleo se inoculan con microorganismos
que pertenecen a Arcobacter de clado 1 y un medio que incluye
un aceptor de electrones. Las cepas de Arcobacter crecen en el
depbdbsito de petrdleo para formar biopeliculas obturadoras que
reducen la permeabilidad en &areas de formaciones subterraneas
y, por lo tanto, aumentan la eficiencia de barrido y mejoran

la recuperacibébn de petrdleo.
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Industria y Comercio
SUPERINTENDENCITA

PLANILLA DE RADICACION - DIGITALIZACION DIARIA
RELACION DE ANEXOS

_Oe

oo

\
asthwuay 9 VYewan

aNeNCy, en ¢

Dependencia: Fecha. \3 ) 0& o(l ) Recorrido:
2020 AAAA
Tipo de Radicacion: Entrada: @~  Salida: Traslado: o
Radicador: Planilla:
D No. Radicacién Consecutivo Item item Unidad de Conservacién
1 \3 -— \3'34?)\ O 1 Bolsa
2 2 Caja
3 3 Libro
4 4 Sobre
5 5 Tomo
6 6 Otro
7 Item Soporte Documental
8 >< cD
9 8 Disquete
10 9 DVD
1 10 Folleto
12 11 Foto
13 12 Periddico
14 13 Plano
15 14 Publicacién Periddica
16 15 usB
17 10 |otro '
Observatcio
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