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"COMPOSICIONES ÚTILES PARA LA RECUPERACIÓN MEJORADA DE PETRÓLEO 

QUE COMPRENDE PSEUDOMONAS STUTZERI" 

 

Esta solicitud reivindica el beneficio de la solicitud 

provisional de los Estados Unidos núm. 61/408734, presentada 5 

el 1.° de noviembre de 2010, y se incorpora como referencia 

en su totalidad. 

 

CAMPO DE LA INVENCIÓN 

Esta descripción se relaciona con el campo de la 10 

microbiología ambiental y la modificación de las propiedades 

de pozos de petróleo crudo mediante el uso de 

microorganismos. Más específicamente, se presentan métodos 

para mejorar la recuperación de petróleo de un yacimiento 

subterráneo, y se identifican nuevos microorganismos que 15 

pueden usarse para la recuperación de petróleo. 

 

ANTECEDENTES DE LA INVENCIÓN 

Durante la recuperación de petróleo de yacimientos 

petroleros, típicamente, solamente se recupera una porción 20 

menor del petróleo original en los estratos que contienen 

petróleo por métodos de recuperación primaria que usan solo las 

fuerzas naturales presentes en un yacimiento de petróleo. Para 

mejorar la recuperación de petróleo, se ha usado una variedad 

de técnicas de recuperación complementarias, tales como la 25 
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inundación con agua, que involucra la inyección de agua a 

través de orificios en el pozo hacia el interior del yacimiento 

de petróleo. A medida que el agua entra en el yacimiento desde 

un pozo de inyección y se mueve a través de los estratos del 

yacimiento, el agua desplaza el petróleo a uno o más pozos de 5 

producción en donde se recupera el petróleo. Un problema que se 

presenta comúnmente en las operaciones de inundación con agua 

es la eficacia de barrido deficiente del agua de inyección. La 

eficacia de barrido deficiente se produce cuando el agua se 

canaliza, preferentemente, a través de zonas sumamente 10 

permeables del yacimiento petrolero a medida que se desplaza 

desde uno o más pozos de inyección hacia uno o más pozos de 

producción y pasa por alto, de este modo, estratos que tienen 

petróleo que son menos permeables. Por lo tanto, el petróleo de 

zonas menos permeables no se recupera. La eficacia de barrido 15 

deficiente puede deberse, además, a diferencias en la movilidad 

del agua en comparación con la del petróleo. 

Se han usado microorganismos para mejorar la recuperación 

de petróleo de formaciones subterráneas mediante el uso de 

varios procesos que pueden mejorar la eficacia de barrido y/o 20 

la liberación de petróleo. Por ejemplo, pueden inyectarse 

microorganismos viables en un yacimiento petrolero, en donde 

estos organismos pueden crecer y adherirse a las superficies de 

poros y canales en las matrices de roca o arena en las zonas 

permeables para reducir la canalización del agua y, de este 25 
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modo, dirigir el flujo del agua de inyección hacia estratos 

menos permeables que tienen petróleo. Los procesos para 

promover el crecimiento de microbios autóctonos al inyectar 

soluciones nutrientes en formaciones subterráneas se describen 

en las patentes de los Estados Unidos núms. 4.558.739 y 5 

5.083.611. La inyección de microorganismos aislados de sitios 

de recuperación de petróleo en formaciones subterráneas junto 

con soluciones nutrientes se ha descrito, incluso para 

Pseudomonas putida y Klebsiella pneumoniae (patente de los 

Estados Unidos núm. 4.800.959), para una cepa de Bacillus o 10 

cepa I-2 de Pseudomonas (ATCC 30304) aislada de agua de grifo 

(patente de los Estados Unidos núm. 4.558.739), y para 

Pseudomonas putida, Pseudomonas aeruginosa, Corynebacterium 

lepus, Mycobacterium rhodochrous, y Mycobacterium vaccae 

(patente de los Estados Unidos núm. 5.163.510). La inyección de 15 

microorganismos aislados y un surfactante se describe en la 

patente de los Estados Unidos núm. 5.174.378. 

La publicación de solicitud de patente copendiente y de 

propiedad mancomunada de los Estados Unidos núm. 2009/0263887 

describe un microorganismo identificado como cepa LH4:15 de 20 

Pseudomonas stutzeri (núm. ATCC: PTA-8823), que se aisló de 

muestras combinadas de petróleo/agua de la cabeza de pozos de 

producción. Se describieron composiciones y métodos para 

mejorar la recuperación de petróleo con esta cepa. La patente 

de los Estados Unidos núm. 7.776.795 describe un microorganismo 25 
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identificado como cepa LH4:18 de Shewanella putrefaciens, que 

se aisló de muestras combinadas de petróleo/agua de la cabeza 

de pozos de producción. Se describieron composiciones y métodos 

para mejorar la recuperación de petróleo con esta cepa. La 

publicación de solicitud de patente copendiente y de propiedad 5 

mancomunada de los Estados Unidos núm. 2011/0030956 describe 

una superficie recubierta con hidrocarburos que se pone en 

contacto con un medio que comprende Shewanella sp. Para alterar 

la humectabilidad de una superficie recubierta con 

hidrocarburos y mejorar la recuperación de petróleo. 10 

Se necesitan otras cepas microbianas y métodos útiles 

para mejorar la recuperación de petróleo y mejorar aún más 

la recuperación de petróleo de yacimientos petroleros. 

 

BREVE DESCRIPCIÓN DE LA INVENCIÓN 15 

La invención se relaciona con métodos para mejorar la 

recuperación de petróleo de un yacimiento petrolero así como 

con microorganismos aislados y composiciones que pueden 

usarse para mejorar la recuperación de petróleo. 

Consecuentemente, la invención proporciona un método 20 

para mejorar la recuperación de petróleo de un yacimiento 

petrolero; el método comprende: 

a) proporcionar una composición que comprende: 

i) al menos una cepa de Pseudomonas stutzeri: y 
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ii) un medio de crecimiento mínimo que comprende 

por lo menos un aceptor de electrones; 

b) proporcionar un yacimiento petrolero; 

c) inocular el yacimiento petrolero con la 

composición de (a) para que la Pseudomonas 5 

stutzeri se reproduzca y crezca en el 

yacimiento petrolero; y 

d) recuperar petróleo del yacimiento petrolero; 

 en donde el crecimiento de la Pseudomonas 

stutzeri en el yacimiento petrolero mejora la 10 

recuperación de petróleo. 

En otra modalidad, la invención proporciona un 

microorganismo aislado seleccionado del grupo que consiste 

en BR5311 de Pseudomonas stutzeri (núm. ATCC: PTA 11283) y 

89AC1-3 de Pseudomonas stutzeri (núm. ATCC: PTA-11284). 15 

En aún otra modalidad, la invención proporciona una 

composición que mejora la recuperación de petróleo; la 

composición comprende: 

a) por lo menos un microorganismo aislado de los 

mencionados anteriormente; 20 

b) uno o más aceptores de electrones; y 

c) por lo menos una fuente de carbono. 
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BREVE DESCRIPCIÓN DE LAS FIGURAS Y SECUENCIAS 

La presente invención se comprenderá más fácilmente a 

partir de la siguiente descripción detallada, las figuras y 

descripciones de secuencias que se acompañan, las cuales 

forman parte de esta solicitud. 5 

La Figura 1 muestra un árbol filogenético para 

Pseudomonas stutzeri y especies relacionadas con Pseudomonas 

que está basado en diferencias en las secuencias génicas del 

ARNr 16S (ADNr). 

La Figura 2 muestra un análisis de ribotipado automático, 10 

RIBOPRINTER®, de varias cepas de Pseudomonas stutzeri. 

La Figura 3 muestra secuencias distintivas dominantes y 

degeneradas para la especie Shewanella en las regiones 

variables 2 (A), 5 (B) y 8 (C) del ADNr. Las posiciones 

variables están subrayadas. En la leyenda se dan nucleótidos 15 

alternativos para cada designación de posiciones variables. 

La Figura 4 muestra un diagrama esquemático de la 

configuración experimental de tubos delgados usados para 

medir la obturación de paquetes de arena permeable. 

La Figura 5 muestra gráficas de cambios observados en 20 

la concentración de nitratos (ppm) como una medida del 

crecimiento de BR5311 y Vibrio harveyi en mezclas de agua de 

producción (A) o agua de inyección (B) del pozo petrolero 

núm. 2 que incluyen nutrientes. 



 

 

7 

La Figura 6 muestra una gráfica de cambios observados 

en la concentración de nitratos (ppm) como una medida del 

crecimiento de BR5311 en agua de producción del pozo 

petrolero núm. 2 con adiciones limitadas de nutrientes. 

La Figura 7 muestra una gráfica de la caída de presión 5 

a través de un tubo delgado de control (9a) sin inóculo o 

alimentación de nutrientes en él, medida por más de 50 días. 

La Figura 8 muestra una gráfica de la caída de presión 

a través de un tubo delgado (9b) que fue inoculado con LH 

4:15 de Pseudomonas stutzeri (núm. ATCC: PTA-8823) y que, 10 

después, fue alimentado con nutrientes continuamente, medida 

por más de 50 días. 

La Figura 9 muestra una gráfica de la caída de presión 

a través de un tubo delgado (9c) que fue inoculado con LH 

4:15 de Pseudomonas stutzeri (núm. ATCC: PTA-8823) y que, 15 

después, se alimentó por lotes periódicamente con nutrientes 

concentrados, medida por más de 50 días. 

La Figura 10 muestra una gráfica de la caída de presión 

a través de un tubo delgado (9a-2) antes de la inoculación, 

medida durante 12 días. 20 

La Figura 11 muestra una gráfica de la caída de presión 

a través de un tubo delgado (9a-2) que fue inoculado con 

BR5311 de Pseudomonas stutzeri (núm. ATCC: PTA-11283) y que, 

después, se alimentó por lotes periódicamente con 

nutrientes, medida por más de 46 días. 25 
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La Figura 12 muestra una gráfica de la caída de presión 

a través de un tubo delgado (9b-2) que fue inoculado con 

BR5311 de Pseudomonas stutzeri (núm. ATCC: PTA-11283) y que, 

después, se alimentó continuamente con nutrientes, medida 

por más de 46 días. 5 

Las siguientes secuencias cumplen con el Título 37 del 

C.F.R., §§1.821-1.825 (“Requisitos para solicitudes de 

patentes que contienen descripciones de secuencias de 

nucleótidos y/o de secuencias de aminoácidos - reglas de las 

secuencias”) según la norma ST.25 (2009) de la Organización 10 

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 Sección 208 y 

Anexo C de las Instrucciones Administrativas. Los símbolos y 

el formato que se usan para los datos de las secuencias de 15 

nucleótidos y de aminoácidos cumplen con las reglas que se 

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

Las sec. con núms. de ident.:1 - 4 son iniciadoras. 

La sec. con núm. de ident.:5 es la secuencia del ADNr 

16S secuenciado de la cepa BR5311. 20 

La sec. con núm. de ident.:6 es la secuencia del ADNr 

16S secuenciado de la cepa 89AC1-3. 

La sec. con núm. de ident.:7 es una secuencia consenso 

dominante del ADNr 16S para Pseudomonas stutzeri 
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La sec. con núm. de ident.:8 es una secuencia consenso 

degenerada del ADNr 16S para Pseudomonas stutzeri. 

 

Tabla 1. Secuencias del ADNr 16S de cepas de Pseudomonas que 

incluyen las coordenadas 60 a 1400 en la secuencia del ADNr 5 

16S de E. coli, incluidas como referencia. 
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ADNr 16S: coordenadas 60 a 1400 Genomovar o 

tipo* 

Sec. con 

núm. de 

ident. 

Escherichia coli K-12 W3110 NA
núm.

 9 

Pseudomonas stutzeri BR5311 NA 10 

Pseudomonas stutzeri 89AC1-3 NA 11 

Pseudomonas stutzeri LH4:15 NA 12 

Pseudomonas stutzeri DSM 50227 g3 13 

Pseudomonas stutzeri AN10 g3 14 

Pseudomonas stutzeri ATCC 17591 g2 15 

Pseudomonas stutzeri ZoBell ATCC 14405 g2 16 

Pseudomonas stutzeri ATCC 17588 g1 17 

Pseudomonas stutzeri A1501 g1 18 

Pseudomonas stutzeri 19smn4 DSM 6084 g4 19 

Pseudomonas stutzeri DNSP21 DSM 6082 g5 20 

Pseudomonas stutzeri DSM 50238 g7 21 

Pseudomonas stutzeri JM300 g8 22 

Pseudomonas stutzeri KC ATCC 55595 g9 23 
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 10 

 

 

 

 

 15 

 

La sec. con núm. de ident.:38 es la secuencia distintiva 

dominante de Shewanella para la región variable 2 del ADNr 16S. 

La sec. con núm. de ident.:39 es la secuencia 

distintiva degenerada de Shewanella para la región variable 20 

2 del ADNr 16S. 

La sec. con núm. de ident.:40 es la secuencia distintiva 

dominante de Shewanella para la región variable 5 del ADNr 16S. 

Pseudomonas stutzeri CLN100 g10 24 

Pseudomonas stutzeri CCUG 11256 g1 25 

Pseudomonas balearica SP1402 Tipo g6 26 

Pseudomonas balearica LS401 g6 27 

Pseudomonas aeruginosa ATCC 10145 Tipo 28 

Pseudomonas aeruginosa UCBPP-PA14 NA 29 

Pseudomonas citronellolis DSM 50332 NA 30 

Pseudomonas alcaligenes ATCC 14909 Tipo 31 

Pseudomonas nitroreducens DSM 14399 Tipo 32 

Pseudomonas mendocina ymp Tipo 33 

Pseudomonas agarici ATCC 25941 Tipo 34 

Pseudomonas pseudoalcaligenes PR51 NA 35 

Pseudomonas fluorescens Pf5 NA 36 

Pseudomonas putida KT2440 NA 37 

* Tipo: una cepa Tipo para esa especie 

númNA: no aplicable 
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La sec. con núm. de ident.:41 es la secuencia 

distintiva degenerada de Shewanella para la región variable 

5 del ADNr 16S. 

La sec. con núm. de ident.:42 es la secuencia distintiva 

dominante de Shewanella para la región variable 8 del ADNr 16S. 5 

La sec. con núm. de ident.:43 es la secuencia 

distintiva degenerada de Shewanella para la región variable 

8 del ADNr 16S. 

La sec. con núm. de ident.:44 es la secuencia del ADNr 

16S secuenciado de la cepa LH4:15. 10 

Los solicitantes han hecho los siguientes depósitos 

biológicos de conformidad con los términos del Tratado de 

Budapest sobre el reconocimiento internacional del depósito 

de microorganismos para los fines del procedimiento en 

materia de patentes: 15 

 

Tabla 2 

 

Información sobre las cepas depositadas 

 20 

 

 

 

 

 25 

Identificación del 

depositante Referencia 

Designación de 

depósito 

internacional 

Fecha de 

depósito 

Pseudomonas stutzeri 

BR5311 

núm. ATCC: PTA-11283 9/9/10 
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Pseudomonas stutzeri 

89AC1-3 

núm. ATCC: PTA-11284 9/9/10 
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DESCRIPCIÓN DETALLADA DE LA INVENCIÓN 

Los solicitantes incorporan específicamente todo el 

contenido de todas las referencias citadas en esta descripción. 

A menos que se establezca de cualquier otra forma, todos los 

porcentajes, partes, relaciones, etc., se expresan en peso. Las 5 

marcas registradas se muestran en mayúsculas. Adicionalmente, 

cuando una cantidad, concentración, u otro valor o parámetro se 

da ya sea como un intervalo, intervalo preferido o una lista de 

valores preferibles superiores y valores preferibles 

inferiores, esto se entenderá como que específicamente describe 10 

todos los intervalos formados a partir de cualquier par de 

cualquier límite de intervalo superior o valor preferido y 

cualquier límite de intervalo inferior o valor preferido, sin 

considerar si los intervalos se describen separadamente. Cuando 

en la presente descripción se menciona un intervalo de valores 15 

numéricos, a menos que se establezca de cualquier otra forma, 

el intervalo pretende incluir los límites de este y todos los 

números enteros y fracciones comprendidos dentro del intervalo. 

No está previsto que el alcance de la invención esté limitado a 

los valores específicos mencionados al definir un intervalo. 20 

La invención se relaciona con métodos para mejorar la 

recuperación de petróleo de un yacimiento petrolero al inocular 

el yacimiento petrolero con una cepa de Pseudomonas stutzeri: y 

un medio mínimo de crecimiento que ayuda al crecimiento de 

Pseudomonas stutzeri en condiciones desnitrificantes en la 25 
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ubicación subterránea. El crecimiento de Pseudomonas stutzeri 

en el yacimiento de petróleo puede formar biopelículas que 

obturan zonas más permeables en capas de arena o arenisca, lo 

que vuelve a dirigir el agua hacia áreas más ricas en petróleo 

que son menos permeables. De este modo, se mejora la eficacia 5 

de barrido y se incrementa la recuperación de petróleo. 

Adicionalmente, la invención se relaciona con 

microorganismos anteriormente desconocidos aislados de 

muestras de agua de producción obtenidas de un yacimiento 

petrolero y con composiciones que contienen estos 10 

microorganismos, que son útiles en métodos de recuperación 

de petróleo. Mejorar la recuperación de petróleo mediante el 

uso de los métodos y microorganismos descritos incrementará 

el rendimiento de los pozos de petróleo activos. 

Se proporcionan las siguientes definiciones para los 15 

términos y abreviaturas que se usan en esta solicitud: 

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

la polimerasa. 

El término “dNTP” se refiere a los 

desoxirribonucleótidos trifosfato. 20 

El término “ASTM” se refiere, por sus siglas en inglés, 

a la “American Society for Testing and Materials” (Sociedad 

Estadounidense para Pruebas y Materiales). 
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La abreviatura “NCBI” se refiere, por sus siglas en 

inglés, al “National Center for Biotechnology Information” 

(Centro Nacional de Información en Biotecnología). 

La abreviatura “ARN” se refiere al ácido ribonucleico. 

La abreviatura “ADN” se refiere al ácido 5 

desoxirribonucleico. 

La abreviatura “ATCC” se refiere, por sus siglas en 

inglés, al “American Type Culture Collection International 

Depository” (Depósito Internacional de la Colección 

Estadounidense de Cultivos Tipo), Manassas, VA, EE. UU. 10 

“Núm. ATCC” se refiere al número de acceso a cultivos 

depositados en la ATCC. 

La abreviatura “CCUG” se refiere a la “Culture 

Collection of the University of Göteborg” (Colección de 

Cultivos de la Universidad de Göteborg), Suecia, que es una 15 

colección de microorganismos. 

La abreviatura “DSM” o “DSMZ” se refiere a “Deutsche 

Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH”, que es 

una colección alemana de microorganismos y cultivos 

celulares (Braunschweig, Alemania). 20 

Los términos “yacimiento de petróleo/petrolero” y “estrato 

que tiene petróleo” pueden usarse intercambiablemente en la 

presente descripción, y se refieren a una formación subterránea 

o del lecho marino a partir de la cual puede recuperarse el 
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petróleo. La formación es, generalmente, un cuerpo de rocas y 

suelo que tienen la porosidad y permeabilidad suficientes para 

almacenar y transmitir petróleo. 

El término “orificio de pozo” se refiere a un canal 

desde la superficie hacia un estrato que tiene petróleo y 5 

que tiene el tamaño suficiente para permitir el bombeo de 

fluidos ya sea desde la superficie hacia el estrato que 

tiene petróleo (pozo de inyección) o a partir del estrato 

que tiene petróleo hacia la superficie (pozo de producción). 

Los términos “desnitrificante” y “desnitrificación” 10 

significan reducir nitrato para uso en generación de energía 

respiratoria. 

El término “eficacia de barrido” se refiere a la 

fracción de un estrato que tiene petróleo a través de la 

cual pasan fluidos o agua para mover el petróleo a los pozos 15 

de producción. Un problema que puede surgir con el proceso 

de inundación con agua es la eficacia de barrido 

relativamente ineficiente del agua, es decir, el agua puede 

canalizarse a través de ciertas porciones de un yacimiento a 

medida que se desplaza desde uno o más pozos de inyección 20 

hacia uno o más pozos de producción y pasar por alto, de 

este modo, otras porciones del yacimiento. La eficacia de 

barrido deficiente puede deberse, por ejemplo, a diferencias 

en la movilidad del agua en comparación con la movilidad del 
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petróleo, así como a variaciones en la permeabilidad dentro 

del yacimiento que promueven el flujo a través de algunas 

porciones del yacimiento y no a través de otras. 

El término “cultivo puro” significa un cultivo derivado 

de un aislado de una sola célula de una especie microbiana. 5 

Los cultivos puros específicamente mencionados en la 

presente descripción incluyen los que se encuentran 

disponibles públicamente en un depósito y los que se 

identifican en la presente descripción. 

El término “biopelícula” significa una película o “capa de 10 

biomasa” de microorganismos. Frecuentemente, las biopelículas 

se incrustan en polímeros extracelulares, que se adhieren a las 

superficies sumergidas en, o sometidas a, ambientes acuáticos. 

Las biopelículas consisten de una matriz de una masa compacta 

de microorganismos con heterogeneidad estructural, que pueden 15 

tener diversidad genética, interacciones comunitarias complejas 

y una matriz extracelular de sustancias poliméricas. 

El término “biopelícula obturadora” significa una 

biopelícula que tiene la capacidad de alterar la 

permeabilidad de un material poroso y retardar, de este 20 

modo, el movimiento de un fluido a través de un material 

poroso que está asociado con la biopelícula. 

Los términos “nitratos simples” y “nitritos simples” se 

refieren a nitrato (NO3
-
) y nitrito (NO2

-
), respectivamente, 
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cuando aparecen en sales iónicas, tales como nitrato de 

potasio. 

El término “agua de inyección” se refiere al fluido 

inyectado en yacimientos de petróleo para la recuperación 

secundaria de petróleo. El agua de inyección puede 5 

suministrarse desde cualquier fuente adecuada y puede 

incluir, por ejemplo, agua de mar, salmuera, agua de 

producción, agua recuperada de un acuífero subterráneo, que 

incluyen los acuíferos en contacto con el petróleo, o agua 

de la superficie de un arroyo, río, lago o laguna. Como se 10 

conoce en la técnica, puede ser necesario eliminar el 

material particulado que incluye polvo, trozos de roca o 

arena y subproductos de corrosión, tales como óxido del 

agua, antes de la inyección en uno o más orificios de pozos. 

Los métodos para eliminar este material particulado incluyen 15 

filtración, sedimentación y centrifugación. 

El término “agua de producción” significa agua recuperada 

de los fluidos de producción extraídos de un yacimiento de 

petróleo. Los fluidos de producción contienen tanto agua usada 

en la recuperación secundaria de petróleo como petróleo crudo 20 

producido a partir del yacimiento de petróleo. 

El término “inocular un pozo de petróleo” significa 

inyectar uno o más microorganismos o poblaciones microbianas 

o un consorcio microbiano en un pozo petrolero o yacimiento 
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de petróleo de manera que los microorganismos se suministren 

al pozo o yacimiento sin pérdida de viabilidad. 

Los términos “tipificación filogenética”, “cartografía 

filogenética” o “clasificación filogenética” pueden usarse 

intercambiablemente en la presente descripción y se refieren 5 

a una forma de clasificación en la que los microorganismos 

se agrupan según su linaje genético evolutivo. La 

tipificación filogenética de la presente descripción es de 

cepas de microorganismos aislados de muestras ambientales y 

está basada en secuencias del gen que codifica el ARN 10 

ribosómico (ARNr) 16S (ADNr). 

El término “regiones hipervariables”, como se usa en la 

presente descripción, se refiere a regiones de secuencias en 

el gen del ARNr 16S, en donde la secuencia de nucleótidos es 

muy variable. En la mayoría de los microbios, la secuencia 15 

del ADNr 16S consiste en nueve regiones hipervariables que 

demuestran una diversidad considerable de secuencias entre 

géneros y especies diferentes de bacterias y que pueden 

usarse para identificar el género y la especie. 

El término “secuencias distintivas”, como se usa en la 20 

presente descripción, se refiere a nucleótidos específicos 

en posiciones específicas (posiciones distintivas) del gen 

que codifica el ARNr 16S (ADNr) que aparecen, usualmente, 

dentro de las regiones hipervariables, que son distintivas 
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para microorganismos en niveles diferentes. En las 

posiciones distintivas, los nucleótidos distintivos entre 

especies pueden ser una o más sustituciones, inserciones o 

deleciones de bases específicas. Tomadas en conjunto, las 

secuencias distintivas del ADNr 16S son útiles para 5 

describir microbios en el nivel de especies, cepas o 

aislados y pueden usarse para identificar un microbio. 

El término “posición de base degenerada o degeneración” 

se refiere al caso en el que más de un nucleótido (A, G, C, 

o T) es posible en una posición particular en una secuencia. 10 

Una posición es un sitio “dos veces degenerado” si solo dos 

de cuatro nucleótidos posibles pueden estar en esa posición. 

Una posición es un sitio “tres veces degenerado” si tres de 

cuatro nucleótidos posibles pueden estar en esa posición. 

Una posición es un sitio “cuatro veces degenerado” si los 15 

cuatro nucleótidos pueden estar en esa posición. 

El término “secuencia distintiva degenerada” se refiere a 

una secuencia distintiva que puede tener una o más posiciones 

posibles de bases degeneradas en la secuencia distintiva. 

El término “filogenética” se refiere al campo de la 20 

biología que trata con la identificación y comprensión de las 

relaciones evolutivas entre organismos y, particularmente, la 

filogenética molecular usa las homologías de secuencias del 

ADN en este análisis. Particularmente, las similitudes o 
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diferencias en las secuencias del ADNr 16S, que incluyen 

secuencias distintivas, identificadas al usar algoritmos de 

similitud sirven para definir relaciones filogenéticas. 

El término “árbol filogenético” se refiere a un diagrama 

ramificado que representa las relaciones evolutivas entre 5 

organismos. El árbol filogenético de la presente descripción 

está basado en las homologías de secuencias del ADN de los 

ADNr 16S, que incluyen las secuencias distintivas en el ADNr 

16S, y muestra relaciones de las presentes cepas con cepas y 

especies relacionadas. 10 

El término “clado filogenético” o “clado” se refiere a 

una rama en un árbol filogenético. Un clado incluye todos 

los organismos relacionados que se localizan en la rama, 

según el punto de la rama que se seleccione. 

El término “genomovar” se usa para describir una 15 

clasificación de subespecies que se usa cuando un grupo de 

cepas de una especie puede diferenciarse por la secuencia del 

ADN, pero no puede distinguirse fenotípicamente. Los 

genomovares se definen e identifican por hibridación de ADN-ADN 

y/o por secuencias distintivas del ADNr 16S. Esta terminología 20 

ha sido usada para describir Pseudomonas stutzeri por Bennasar 

et al. ((1996) Int. J. of Syst. Bacteriol.46:200-205). 

El término “ribotipificación” significa obtener la huella 

dactilar de los fragmentos de restricción del ADN genómico que 
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contienen la totalidad o parte de los genes que codifican para 

los ARN ribosómicos 16S y 23S. La ribotipificación se realiza 

por medio del uso del sistema RIBOPRINTER® de DuPont. 

El término “RIBOPRINT™” se refiere a la huella dactilar 

genómica única de un aislado o cepa microbiana específica 5 

generada con el sistema RIBOPRINTER® de DuPont. 

El término “cepa tipo” se refiere a la cepa de 

referencia para una especie particular, cuya descripción se 

usa para definir y caracterizar una especie particular. 

El término “programa de análisis de secuencias” se 10 

refiere a cualquier programa informático o algoritmo 

computacional que sea útil para el análisis de secuencias de 

nucleótidos o de aminoácidos. El “programa de análisis de 

secuencias” puede estar disponible comercialmente o 

desarrollado de manera independiente. Los programas 15 

informáticos típicos para análisis de secuencias incluyen, 

pero no se limitan a: el conjunto de programas GCG (Wisconsin 

Package, Versión 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, WI), y 20 

el programa FASTA que incorpora el algoritmo de 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). En el contexto de 
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esta solicitud, se entenderá que cuando el análisis se 

realiza con un programa de análisis de secuencias, los 

resultados del análisis estarán basados en los “valores 

predeterminados” del programa que se use, a menos que se 

especifique de cualquier otra forma. Como se usa en la 5 

presente descripción, “valor predeterminado” significa 

cualquier conjunto de valores o parámetros que se cargan 

originalmente con el programa la primera vez que se inicia. 

El término “aceptor de electrones” se refiere a un 

compuesto que recibe o acepta uno o más electrones durante la 10 

respiración celular. Los microorganismos obtienen energía para 

crecer al transferir electrones de un “donante de electrones” a 

un aceptor de electrones. Durante este proceso, el aceptor de 

electrones se reduce y el donante de electrones se oxida. Los 

ejemplos de aceptores de electrones incluyen oxígeno, nitrato, 15 

fumarato, hierro (III), manganeso (IV), sulfato y dióxido de 

carbono. Los azúcares, ácidos orgánicos de peso molecular bajo, 

carbohidratos, ácidos grasos, el hidrógeno, y el petróleo crudo 

o sus componentes, tales como hidrocarburos de petróleo o 

hidrocarburos aromáticos policíclicos, son ejemplos de 20 

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
3
/s de un 

fluido con una viscosidad de 1 cP (1 mPa·s) con un gradiente 
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de presión de 0,1 Mpa/cm (1 atm/cm) que actúa a través de un 

área de 1 cm
2
. Un milidarcy (mD) es igual a 0,001 darcy. 

Microorganismos aislados 

Los microorganismos capaces de crecer en interfases de 

agua/petróleo en condiciones desnitrificantes se aislaron de 5 

aguas de producción y de inyección del Pozo núm. 1 que se 

ubica en el campo Senlac en la frontera de las provincias de 

Saskatchewan y Alberta en Canadá central. El Pozo núm. 1 

tiene una salinidad de entre 30-35 partes por mil (ppt, por 

sus siglas en inglés) tanto en aguas de producción como de 10 

inyección, lo cual es equivalente a la salinidad del agua de 

mar. El proceso de aislamiento incluyó enriquecer el 

crecimiento de microorganismos mediante el uso de lactato 

como fuente de carbono y nitrato como aceptor de electrones. 

Los microorganismos aislados se clasificaron por 15 

análisis de sus secuencias de ADN ribosómico 16S (ADNr) y 

por la huella dactilar de sus fragmentos de restricción del 

ADN genómico que contienen la totalidad o parte de los genes 

que codifican para los ARN ribosómicos 16S y 23S (ARNr; 

ribotipificación). Se identificaron dos cepas aisladas como 20 

cepas nuevas de Pseudomonas stutzeri. 

En la presente descripción, los microorganismos que 

pertenecen a la especie Pseudomonas stutzeri se identificaron 

por secuencias distintivas halladas en sus ADNr 16S, que 

están presentes en la secuencia consenso degenerada para el 25 
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ADNr 16S de Pseudomonas stutzeri (sec. con núm. de ident.:8). 

Como se describe en el Ejemplo 3 de la presente descripción, 

las posiciones específicas en la secuencia del ADNr 16S se 

identifican en la presente descripción por tener nucleótidos 

que son característicos para Pseudomonas stutzeri, que pueden 5 

ser fijos o tener alguna degeneración, como se presenta en la 

Tabla 5. El conjunto (todas las posiciones juntas) de 

secuencias distintivas para Pseudomonas stutzeri que se 

presenta en la Tabla 5 difiere de cada conjunto de secuencias 

distintivas para las especies estrechamente relacionadas 10 

Pseudomonas balearica, Pseudomonas nitroreducens y 

Pseudomonas agarici, que se presenta, además, en la Tabla 5. 

La secuencia consenso dominante (más preponderante) del ADNr 

16S de Pseudomonas stutzeri (que puede no ser de longitud 

completa), se proporciona como sec. con núm. de ident.:7. La 15 

secuencia consenso del ADNr 16S de Pseudomonas stutzeri (que 

puede no ser de longitud completa), que incluye degeneración, 

se proporciona como sec. con núm. de ident.:8. Los 

microorganismos que pertenecen a la especie Pseudomonas 

stutzeri, como se usan en la presente descripción, pueden 20 

identificarse por tener la secuencia consenso degenerada para 

el ADNr 16S de Pseudomonas stutzeri (sec. con núm. de 

ident.:8). Las secuencias del ADNr 16S de las dos cepas 

aisladas identificadas en la presente descripción tienen la 

secuencia consenso degenerada del ADNr 16S de Pseudomonas de 25 
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sec. con núm. de ident.:8 que incluye las secuencias 

distintivas identificadas en la presente descripción, lo que 

confirma su identidad como cepas de Pseudomonas stutzeri. 

En una modalidad, es la cepa BR5311 de Pseudomonas 

stutzeri depositada en ATCC, conforme el tratado de Budapest, 5 

como ATCC PTA-11283. El gen del ARNr 16S (ADNr) secuenciado de 

la cepa BR5311 (sec. con núm. de ident.:5) tiene las secuencias 

distintivas, enumeradas en la Tabla 5, que son iguales a las 

secuencias distintivas consenso degeneradas de Pseudomonas 

stutzeri que se describieron anteriormente y se presentan en la 10 

Tabla 5. La secuencia del ADNr 16S de BR5311 tiene identidades 

de secuencia de entre 97,9 % y 99,9 % con secuencias del ADNr 

16S de otras cepas conocidas de Pseudomonas stutzeri con sec. 

con núms. de ident.:13-25. Como se muestra en un árbol 

filogenético (Figura 1) descrito en el Ejemplo 3 en la presente 15 

descripción y preparado por alineamiento de secuencias del ADNr 

16S de longitud casi completa de cepas representativas de 

Pseudomonas stutzeri y otras Pseudomonads (sec. con núms. de 

ident.:10 -37) con el alineamiento Clustal W, árbol 

filogenético y funciones de prueba de inicio del programa 20 

MegAlign del paquete de programas LaserGene de DNAstar 

(DNASTAR, Inc Madison, WI), según las secuencias del ADNr 16S, 

BR5311 es la más estrechamente relacionada con las siguientes 

cepas de Pseudomonas stutzeri: LH4:15 (núm. ATCC: PTA-8823; 

publicación de patente de los Estados Unidos núm. 20090263887; 25 
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ADNr 16S, sec. con núm. de ident.:12), DSM 50227 (ADNr 16S, 

sec. con núm. de ident.:13), y AN10 (ADNr 16S, sec. con núm. de 

ident.:14). Las cuatro cepas son miembros del agrupamiento 

filogenético conocido como genomovar 3 de Pseudomonas stutzeri 

(g3, Figura 1). El genomovar 3 incluye estas cepas mencionadas, 5 

así como cualquier otra cepa que se coloque en el mismo 

agrupamiento con estas cepas al usar el análisis filogenético 

como se describe en el Ejemplo 3 de la presente descripción. 

Hay un nucleótido de diferencia entre los genes del 

ARNr 16S secuenciados de las cepas LH4:15 (sec. con núm. de 10 

ident.:44) y BR5311 (sec. con núm. de ident.:5), que está en 

la posición 265, como se presenta en la Tabla 5. LH4:15 se 

aisló de un pozo de petróleo de una zona mesotérmica en 

Alaska. BR5311 difiere fenotípicamente de LH4:15 en la 

capacidad para hidrolizar almidón y crecer en etilenglicol, 15 

según lo demostrado en la presente descripción en el Ejemplo 

5. Adicionalmente, la ribotipificación de BR5311, en el 

Ejemplo 4 de la presente descripción, mostró que esta cepa 

tenía un patrón de RiboPrint™ diferente según lo comparado 

con otras cepas conocidas de Pseudomonas stutzeri sometidas 20 

a prueba: LH4:15, DSM 50227, KC (ATCC 55595), Zobell (ATCC 

14405), ATCC 17588, y DSM 6082. Así, el análisis genómico y 

fenotípico de la presente descripción para BR5311 identificó 

esta cepa como una nueva cepa de Pseudomonas stutzeri. 
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En otra modalidad, es la cepa 89AC1-3 de Pseudomonas 

stutzeri depositada en ATCC, conforme el tratado de Budapest, 

como ATCC PTA-11284. El ADNr 16S secuenciado de la cepa 89AC1-

3 (sec. con núm. de ident.:6) tiene secuencias distintivas, 

presentadas en la Tabla 5, que son iguales a las secuencias 5 

distintivas consenso degeneradas de Pseudomonas stutzeri que 

se describieron anteriormente y se presentan en la Tabla 5. En 

el árbol filogenético descrito anteriormente en la Figura 1, 

89AC1-3 se relaciona más estrechamente con las siguientes 

cepas de Pseudomonas stutzeri: A1501 (ADNr 16S, sec. con núm. 10 

de ident.:18), ATCC 17588 (ADNr 16S, sec. con núm. de 

ident.:17), y CCUG11256 (ADNr 16S, sec. con núm. de 

ident.:25). El ADNr 16S secuenciado de 89AC1-3 tiene 

identidades de secuencia de entre 98,2 % y 100 % con las 

secuencias del ADNr 16S de otras cepas conocidas de 15 

Pseudomonas stutzeri con sec. con núms. de ident.:13-25. Si 

bien la identidad de secuencia es del 100 % entre las 

secuencias del ADNr 16S de las cepas 89AC1-3 y ATCC 17588, los 

patrones RiboPrint™ para estas dos cepas son diferentes, como 

se muestra en la Figura 2, lo que indica diferencias en el ADN 20 

genómico entre las dos cepas. Adicionalmente, el patrón 

RiboPrint™ de 89AC1-3 es diferente a los patrones de otras 

cepas conocidas de Pseudomonas stutzeri sometidas a prueba: 

LH4:15, DSM 50227, KC (ATCC 55595), Zobell (ATCC 14405), y DSM 

6082. Así, el análisis genómico de la presente descripción 25 
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para 89AC1-3 identificó esta cepa como una nueva cepa de 

Pseudomonas stutzeri. Las cepas 89AC1-3 y ATCC 17588 son 

miembros del grupo filogenético conocido como genomovar 1 de 

Pseudomonas stutzeri (g1, Figura 1), que incluye, además, las 

cepas CCUG11256 y A1501, como se muestra en el diagrama de la 5 

Figura 1. El genomovar 1 incluye estas cepas mencionadas, así 

como cualquier otra cepa que se coloque en el mismo 

agrupamiento con estas cepas al usar el análisis filogenético, 

como se describe en el Ejemplo 3 de la presente descripción. 

Como se muestra en los ejemplos de la presente 10 

descripción, se comprobó que las cepas BR5311 y 89AC1-3 de 

Pseudomonas stutzeri tienen propiedades que indican su 

capacidad para mejorar la recuperación de petróleo al crecer 

para formar biopelículas obturadoras. BR5311 creció en 

presencia de petróleo y demostró ser particularmente útil en 15 

condiciones de salinidad alta, al crecer bien en medios con 

salinidad de agua de mar (por ejemplo, 34 partes por mil (ppt) 

y de salinidad más alta (por ejemplo, una salinidad de 67 ppt) 

en condiciones anaerobias desnitrificantes. En condiciones de 

salinidad muy altas (por ejemplo, 67-70 ppt, usadas en los 20 

Ejemplos 7 y 9), BR5311 fue capaz de obturar filtros de vidrio 

al usar acetato como fuente de carbono en condiciones 

anaerobias desnitrificantes. En medio de salinidad baja (por 

ejemplo, 20 ppt, usado en el Ejemplo 8), BR5311 fue capaz de 

obturar filtros de vidrio al usar o bien acetato o lactato como 25 
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fuente de carbono en condiciones anaerobias desnitrificantes. 

La cepa 89AC1-3 fue capaz de obturar filtros de vidrio en 

condiciones de salinidad alta (por ejemplo, 35 ppt, usadas en 

el Ejemplo 10) al usar o bien acetato o lactato como fuente de 

carbono en condiciones anaerobias desnitrificantes. 5 

Adicionalmente, se demostró que la cepa 89AC1-3 aglomera granos 

de sílice cristalina en medio de salinidad alta (35 ppt) en 

condiciones anaerobias desnitrificantes al usar o bien lactato 

o acetato como fuente de carbono. 

Además, se demostró que la cepa BR5311 reduce la 10 

permeabilidad de tubos llenos de arena y sílice que tienen 

una permeabilidad inicial alta de aproximadamente 1 darcy. 

La presión incrementada en los tubos se produjo en 

condiciones desnitrificantes de salinidad alta al usar 

condiciones de alimentación continua o discontinua. 15 

Estas propiedades de las cepas aisladas BR5311 y 89AC1-

3 de Pseudomonas stutzeri demuestran su uso para formar 

biopelículas y obturar zonas hiperpermeables en la arena o 

roca permeable de yacimientos de petróleo. Obturar las zonas 

hiperpermeables puede volver a dirigir el agua hacia áreas 20 

más ricas en petróleo que son menos permeables y mejorar, de 

este modo, la eficacia de barrido e incrementar la 

recuperación de petróleo. 
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Composiciones que mejoran la recuperación de petróleo 

Las cepas BR5311 (ATCC PTA-11283) y 89AC1-3 (ATCC PTA-

11284) de Pseudomonas stutzeri descritas anteriormente 

pueden incluirse como componentes en composiciones que 

mejoran la recuperación de petróleo, que son una modalidad 5 

de la presente invención. Las dos cepas pueden estar, cada 

una, en composiciones separadas que mejoran la recuperación 

de petróleo, o las dos cepas pueden combinarse en la misma 

composición. 

Adicionalmente a una o ambas cepas, BR5311 y 89AC1-3, 10 

la presente composición que mejora la recuperación de 

petróleo incluye uno o más aceptores de electrones y por lo 

menos una fuente de carbono. En una modalidad, el aceptor de 

electrones es nitrato. El nitrato se reduce a nitrito y/o a 

nitrógeno durante el crecimiento de las cepas BR5311 y 15 

89AC1-3. El nitrito puede servir, además, de aceptor de 

electrones en la composición. En varias modalidades, el 

aceptor de electrones es una o más sales iónicas de nitrato, 

una o más sales iónicas de nitrito o cualquier combinación 

de sales iónicas de nitrato y nitrito. 20 

La fuente de carbono puede ser un compuesto simple o 

complejo que contiene carbono. La fuente de carbono puede 

ser una materia orgánica compleja, tal como peptona, licor 

de maceración del maíz o extracto de levadura. En otra 
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modalidad, la fuente de carbono es un compuesto simple, tal 

como succinato, acetato o lactato. 

Las composiciones que mejoran la recuperación de 

petróleo pueden incluir componentes adicionales que 

promueven el crecimiento y/o formación de biopelículas a 5 

través de las cepas microbianas de la composición. Estos 

componentes pueden incluir, por ejemplo, vitaminas, metales 

traza, sales, nitrógeno, fósforo, magnesio, sustancias 

químicas como soluciones tampón, y/o extracto de levadura. 

En una modalidad, las composiciones que mejoran la 10 

recuperación de petróleo incluyen uno o más microorganismos 

adicionales que crecen en presencia de petróleo. Los 

microorganismos pueden usar un componente de petróleo como 

fuente de carbono o, cuando se usa una fuente de carbono 

alternativa, su crecimiento no se inhibe en presencia de 15 

petróleo. Son particularmente útiles otros microorganismos que 

tienen propiedades que mejoran la recuperación de petróleo, 

tales como microorganismos que forman biopelículas o que 

liberan petróleo de las superficies. En una modalidad, un 

microorganismo adicional en la presente composición es un 20 

microorganismos de la especie Shewanella. Shewanella es un 

género bacteriano establecido, en parte, a través de la 

clasificación filogenética por ADNr y se describe 

detalladamente en la literatura (ver, por ejemplo, Fredrickson 

et al., Towards Environmental Systems Biology Of Shewanella, 25 
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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 al menos aproximadamente 89 % de identidad de 

secuencia de secuencias del ADNr 16S entre especies 5 

Shewanella. Las especies Shewanella tienen el ADNr 16S que 

tiene las secuencias distintivas de las regiones 

hipervariables 2 (las sec. con núms. de ident.:38 y 39 son 

secuencias dominantes y degeneradas, respectivamente), 5 (las 

sec. con núms. de ident.:40 y 41 son secuencias dominantes y 10 

degeneradas, respectivamente) y 8 (las sec. con núms. de 

ident.: 42 y 43 son secuencias dominantes y degeneradas, 

respectivamente) como se muestra en la Figura 3. La 

combinación de las secuencias distintivas degeneradas para 

cada región define especies Shewanella que incluyen algunas 15 

variaciones de posición, como se muestra en la Figura 3. Así, 

las Shewanella sp. útiles en la presente invención son las 

que comprenden dentro del ADNr 16S las secuencias distintivas 

degeneradas como se expone en las sec. con núms. de 

ident.:39, 41 y 43. En una modalidad, las Shewanella sp. 20 

útiles en la presente invención son las que comprenden dentro 

del ADNr 16S las secuencias distintivas dominantes, como se 

expone en las sec. con núms. de ident.:38, 40 y 42. 

Las secuencias distintivas dominantes en la Figura 3 

son aquellas con las posiciones variables designadas como 25 
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los nucleótidos encontrados más frecuentemente en la especie 

Shewanella. Las Shewanella son proteobacterias gamma gram 

negativas que tienen la capacidad de reducir metales y son 

capaces de reducir, adicionalmente, una amplia variedad de 

aceptores terminales de electrones. Estos microorganismos 5 

obtienen energía para soportar el crecimiento anaerobio al 

acoplar la oxidación de H2 o materia orgánica a la reducción 

de una variedad de metales multivalentes, lo que conduce a 

la precipitación, transformación o disolución de minerales. 

La capacidad de la especie Shewanella para alterar la 10 

humectabilidad de una superficie recubierta con hidrocarburos 

que conduce a la recuperación mejorada de petróleo se describe 

en la publicación de la solicitud de patente copendiente y de 

propiedad mancomunada de los Estados Unidos núm. 2011/0030956, 

que se incorpora en la presente descripción como referencia. 15 

En una modalidad, un microorganismo adicional es Shewanella 

putrefaciens, Shewanella sp, LH4:18 (núm. ATCC: PTA-8822; 

descrita en la patente de propiedad mancomunada de los Estados 

Unidos núm. 7,776.795 o Shewanella sp L3:3 (núm. ATCC: PTA-

10980; descrita en la publicación de solicitud de patente 20 

copendiente y de propiedad mancomunada de los Estados Unidos 

núm. 2011/0030956). 

Métodos para mejorar la recuperación de petróleo 

Las presentes composiciones que mejoran la recuperación 

de petróleo pueden usarse para inocular un yacimiento de 25 
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petróleo con el fin de mejorar la recuperación de petróleo. 

Adicionalmente, las composiciones que incluyen por lo menos 

una cepa de Pseudomonas stutzeri y un medio mínimo de 

crecimiento que incluye por lo menos un aceptor de 

electrones pueden usarse para inocular un yacimiento de 5 

petróleo y mejorar la recuperación de petróleo. Típicamente, 

se usa una o más sales iónicas de nitrato y/o nitrito como 

aceptor de electrones. La cepa de Pseudomonas stutzeri en la 

composición incluye células viables que se reproducen y 

crecen en el yacimiento de petróleo. 10 

Un medio mínimo de crecimiento incluye por lo menos una 

fuente de carbono y puede incluir otros componentes, tales como 

vitaminas, metales traza, sales, nitrógeno, fósforo, magnesio y 

sustancias químicas como soluciones tampón. La fuente de 

carbono puede ser un compuesto simple o complejo que contiene 15 

carbono, por ejemplo, 1) petróleo o un componente de petróleo, 

2) materia orgánica compleja, tal como peptona, licor de 

maceración del maíz o extracto de levadura; o 3) compuestos 

simples, tales como succinato, acetato o lactato. 

Puede usarse cualquier cepa de Pseudomonas stutzeri que 20 

forme biopelículas obturadoras en condiciones anaerobias 

desnitrificantes en presencia de aceite de petróleo. La 

Pseudomonas stutzeri pertenece a una categoría amplia de 

bacterias desnitrificantes y se encuentra en, y puede adaptarse 

a, muchos ambientes. Las cepas de microorganismos que son 25 
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Pseudomonas stutzeri que pueden usarse en los presentes métodos 

pueden identificarse por sus secuencias del ADNr 16S, que 

tienen las secuencias distintivas descritas anteriormente y que 

se presentan en la Tabla 5. En una modalidad, las cepas de 

Pseudomonas stutzeri usadas en los presentes métodos son las 5 

que tienen la secuencia del ADNr 16S de sec. con núm. de 

ident.:8, como se describió anteriormente. En otra modalidad, 

las cepas de Pseudomonas stutzeri usadas en los presentes 

métodos son las que pertenecen al genomovar 1 o 3, como se 

describió anteriormente. En aún otra modalidad, las cepas de 10 

Pseudomonas stutzeri usadas en los presentes métodos son 

cualquiera de BR5311 (núm. ATCC: PTA-11283), 89AC1-3 (núm. 

ATCC: PTA-11284), y LH4:15 (núm. ATCC: PTA-8823). 

Adicionalmente, las cepas de Pseudomonas stutzeri útiles 

en los presentes métodos pueden ser identificadas por una 15 

persona con experiencia en la técnica mediante ensayos de 

formación de biopelículas, aglomeración de sílice y/o reducción 

de permeabilidad, tales como los descritos en los ejemplos de 

la presente descripción. Como ejemplos de cepas de Pseudomonas 

stutzeri capaces de formar biopelículas obturadoras, se 20 

demuestran estas propiedades de las cepas LH4:15 (núm. ATCC: 

PTA-8823), BR5311 (ATCC PTA-11283), y AC1-3 (ATCC PTA-11284) en 

la presente descripción. En una modalidad, cualquiera de estas 

cepas se usan en los presentes métodos. En una modalidad, la 
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cepa LH4:15 de Pseudomonas stutzeri no está incluida en las 

cepas de Pseudomonas stutzeri usadas en los presentes métodos. 

En otra modalidad, uno o más microorganismos además de 

las cepas de Pseudomonas stutzeri, que crecen en presencia 

de petróleo en condiciones desnitrificantes, se incluyen en 5 

una composición usada en el presente método. Los 

microorganismos de la especie Shewanella, que se 

describieron anteriormente, son particularmente útiles. 

En ciertos yacimientos de petróleo que tienen propiedades 

específicas, puede ser más adecuado usar cepas específicas de 10 

Pseudomonas stutzeri en los presentes métodos. Por ejemplo, en 

yacimientos de petróleo en donde por lo menos un fluido, tal 

como agua de inyección y/o agua de producción, tiene una 

concentración alta de sal, las cepas de Pseudomonas stutzeri 

que crecen y forman biopelículas obturadoras en medios de 15 

salinidad alta son particularmente adecuadas. Específicamente, 

las cepas de Pseudomonas stutzeri BR5311 (núm. ATCC: PTA-

11283) y 89AC1-3 (núm. ATCC: PTA-11284) son particularmente 

adecuadas para yacimientos de petróleo con por lo menos un 

fluido que tiene salinidad alta, particularmente, una 20 

concentración de sal de aproximadamente 30 ppt o mayor. 

Los yacimientos de petróleo pueden inocularse con 

composiciones que incluyen Pseudomonas stutzeri y un medio 

mínimo de crecimiento al usar cualquier método de introducción 

conocido para una persona con experiencia en la técnica. 25 
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Típicamente, la inoculación es por inyección de una 

composición en un yacimiento de petróleo. Los métodos de 

inyección son comunes y muy conocidos en la técnica, y puede 

usarse cualquier método adecuado (ver, por ejemplo, 

Nontechnical guide to petroleum geology, exploration, 5 

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

Corp. Tulsa, OK, EE. UU., 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. Fuller (Eds.); y 10 

Handbook of groundwater remediation using permeable reactive 

barriers (págs. 133–161), Amsterdam: Academic Press). La 

inyección es, típicamente, a través de uno o más pozos de 

inyección, que están en comunicación subterránea con uno o más 

pozos de producción de los cuales se recupera el petróleo. 15 

Recuperación mejorada de petróleo de un yacimiento de petróleo 

En este contexto, la recuperación mejorada de petróleo 

puede incluir la recuperación secundaria o terciaria de 

hidrocarburos de petróleo de formaciones subterráneas. 

Específicamente, se recuperan hidrocarburos que no se 20 

recuperan fácilmente de un pozo de producción por inundación 

con agua u otras técnicas tradicionales de recuperación 

secundaria de petróleo. 

Los métodos de recuperación primaria de petróleo, que usan 

solo las fuerzas naturales presentes en un yacimiento de 25 
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petróleo, obtienen, típicamente, solo una porción menor del 

petróleo original en los estratos que tienen petróleo de un 

yacimiento petrolero. Los métodos secundarios de recuperación 

de petróleo, tales como la inundación con agua, pueden 

mejorarse al usar métodos de la presente descripción que 5 

proporcionan microorganismos y medios de crecimiento para 

formación de biopelículas obturadoras en áreas de formaciones 

subterráneas en donde hay variaciones altas en la 

permeabilidad. La obturación con películas de las regiones 

sumamente permeables de un yacimiento redirige el agua usada en 10 

la inundación hacia áreas más ricas en petróleo que son menos 

permeables. Así, la recuperación mejorada de petróleo se 

obtiene, particularmente, de yacimientos de petróleo en donde 

la eficacia de barrido es baja debido a, por ejemplo, la 

intercalación en el estrato que tiene petróleo de capas rocosas 15 

que tienen una permeabilidad sustancialmente más alta en 

comparación con el resto de las capas rocosas. Las capas de 

permeabilidad más alta canalizarán el agua y evitarán que el 

agua penetre en otras partes del estrato que tiene petróleo. La 

formación de biopelículas obturadoras por parte de 20 

microorganismos reducirá esta canalización. 

 

EJEMPLOS 

La presente invención se define más detalladamente a 

través de los siguientes ejemplos. Debe entenderse que si 25 
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bien estos ejemplos indican modalidades preferidas de la 

invención, estos se proporcionan con fines ilustrativos 

únicamente. A partir de la descripción anterior y de estos 

ejemplos, una persona con experiencia en la técnica podrá 

determinar las características esenciales de esta invención 5 

y, sin apartarse del espíritu ni del alcance de ella, podrá 

introducir varios cambios y modificaciones en la invención 

para adaptarla a diversos usos y condiciones. 

Métodos generales 

Los significados de las abreviaturas usadas en esta 10 

solicitud son los siguientes: “h” significa hora(s), “min” 

significa minuto(s), “día” significa día(s), “ml” significa 

mililitro(s), “mg/ml” significa miligramo(s) por mililitro, 

“l” significa litro(s), “µl” significa microlitro(s), “mM” 

significa milimolar, “µM” significa micromolar, “nM” 15 

significa nano molar, “µg/l” significa microgramo(s) por 

litro, “pmol” significa picomol(es), “°C” significa grados 

centígrados, “°F” significa grados Fahrenheit, “pb” significa 

par(es) de bases, “mm” significa mililitro(s), “ppm” 

significa partes por millón, “g/l” significa gramo(s) por 20 

litro, “ml/min” significa mililitro(s) por minuto, “ml/h” 

significa mililitro(s) por hora, “ufc/ml” significa unidades 

formadoras de colonias por mililitro, “g” significa gramo(s), 

“mg/l” significa miligramo(s) por litro, “Kev” significa kilo 
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o miles de voltios eléctricos, “psi” significa libras (de 

fuerza) por pulgada cuadrada, “LB” significa medio de cultivo 

caldo Luria, “rpm” significa revoluciones por minuto, “ppt” 

es partes por mil, “ppm” es partes por millón, “DO600” 

significa densidad óptica a 600 nanómetros (nm), “IC” es 5 

cromatografía iónica, “MPN” es número más probable. 

Crecimiento de microorganismos 

Las técnicas de crecimiento y mantenimiento de cultivos 

anaerobios se describen en “Isolation of Biotechnological 

Organisms from Nature”, (Labeda, D. P. ed. 117-140, McGraw-Hill 10 

Publishers, 1990). El crecimiento anaerobio se mide por el 

agotamiento de nitrato del medio de crecimiento en el tiempo. 

El nitrato se usa como aceptor de electrones primario en las 

condiciones de crecimiento usadas en la presente descripción. 

La reducción de nitrato a nitrógeno se ha descrito 15 

anteriormente (Moreno-Vivian, C., et al., J. Bacteriol., 181, 

6573 – 6584, 1999). En algunos casos, los procesos de reducción 

de nitrato conducen a la acumulación de nitrito, que se reduce 

posteriormente aún más en nitrógeno. Por lo tanto, se considera 

que la acumulación de nitritos es, además, una prueba del 20 

metabolismo y crecimiento activo de microorganismos. 

Medios comprados 

Medio LB de Miller (MediTech, Inc, Manassas, VA) 
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Determinación del título de células viables (número más 

probable) 

Con el fin de determinar el título de células viables, 

las muestras de cultivos o tubos delgados se diluyeron por 

dilución en serie de 1:10 en 8 filas por muestra de una 5 

placa de 96 pocillos con caldo Luria estándar o caldo Luria 

de Miller con la adición de 3,5 % de NaCl. La titulación se 

realizó con un pipetor robótico automatizado Biomek 2000. El 

crecimiento se determinó por turbidez visual y se registró 

para cada una de las 8 filas. Se usó el algoritmo del número 10 

más probable de Cochran (Biometrics (1950) 6:105-116) para 

determinar las células/ml viables y los límites de confianza 

de 95 % para este número en la muestra original. 

Se usó la siembra en placas con el método de dilución 

en serie para determinar la titulación bacteriana de estos 15 

cultivos. Una serie de diluciones de 1:10 de estas muestras 

se sembró en placas, y se realizó el recuento de las 

colonias resultantes. Después, el número de colonias en una 

placa se multiplicó por el factor de dilución (el número de 

veces que se realizó la dilución de 1:10) para esa placa 20 

para obtener el recuento bacteriano en la muestra original. 

Cromatografía iónica 

Para cuantificar los iones de nitrato y nitrito en 

medios acuosos, se usó una unidad cromatográfica ICS2000 

(Dionex, Banockburn, IL). Se realizó el intercambio iónico 25 
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en una columna de intercambio aniónico AS15 con un gradiente 

de 2 a 50 mM de hidróxido de potasio. Se generaron curvas 

estándar con las cantidades conocidas de las soluciones de 

nitrito de sodio o nitrato de sodio y se usaron para 

calibrar las concentraciones de nitratos y nitritos. 5 

Muestras de aguas de inyección y de producción de 

yacimientos de petróleo 

En este estudio, se tomaron muestras de dos sistemas de 

pozos de petróleo: El Pozo núm. 1 se localizó en el campo 

Senlac en la frontera de las provincias de Saskatchewan y 10 

Alberta, Canadá. El Pozo núm. 1 tiene una salinidad de 30-

35 ppt tanto en aguas de inyección como de producción, que 

es la salinidad del agua de mar. El Pozo núm. 2 está en el 

campo Wainwright en la provincia de Alberta, Canadá. Este 

pozo tiene una salinidad de aproximadamente el doble del 15 

agua de mar, que está en el intervalo de 65 ppt. Se 

obtuvieron muestras de agua de cabezas de pozos de inyección 

y de producción como líquidos combinados de petróleo/agua en 

botellas de vidrio color café de 1,0 l, llenas hasta arriba, 

tapadas y selladas con cinta para evitar la fuga de gas. El 20 

gas de procesos inherentes anaerobios fue suficiente para 

mantener las condiciones anaerobias durante el transporte. 

Las botellas se transportaron en enfriadores plásticos 

grandes llenos de bloques de hielo hacia las instalaciones 

de prueba dentro de las 48 horas de tomadas las muestras. 25 
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Determinación del total de sales disueltas (salinidad) 

por refractómetro 

El total de sales disueltas se determinó por medio del 

uso de un refractómetro manual (Modelo RHS 10ATC, Huake 

Instrument Co., Ltd, Shenzhen, China). 5 

Preparación del ADN para análisis de secuencias 

Se aisló el ADN genómico de colonias bacterianas al 

diluir colonias bacterianas en 50 µl de agua o solución 

tampón Tris-HCL con un pH de 7-8. Se amplificaron los ADN de 

las colonias diluidas con ADN polimerasa Phi 29 antes de la 10 

secuenciación (GenomiPHI Amplification Kit GE Life Sciences, 

New Brunswick, NJ). Se adicionó una alícuota (1,0 µl) de una 

colonia diluida a 9,0 µl del reactivo de Lysis (del kit de 

amplificación GenomiPHI) y se calentó a 95 °C durante 3 min 

seguido de enfriamiento inmediato a 4 °C. Se agregó 9,0 µl 15 

de la solución tampón de enzimas y 1,0 µl de la enzima Phi 

29 a cada muestra lisada y, después, se incubó a 30 °C por 

18 h. La polimerasa se inactivó por calentamiento a 65 °C 

durante 10 min seguido de enfriamiento a 4 °C. 

Análisis de secuencias de ADN 20 

Las reacciones de secuenciación de ADN se prepararon de 

la siguiente manera: Se agregó 8,0 µl de la muestra 

amplificada con GenomiPHI a 8,0 µl de reactivo de 

secuenciación BigDye v3.1 (Applied Biosystems, Foster City, 

CA) seguido de 3,0 µl de 10 µM de iniciadores de sec. con 25 
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núms. de ident.:1, 2, 3 o 4 (preparados por Sigma Genosys, 

Woodlands, TX), 4,0 µl de solución tampón BigDye, dilución 

5X, (Applied Biosystems) y 17 µl de agua grado biología 

molecular (Mediatech, Inc., Herndon, VA). 

Las reacciones de secuenciación se sometieron a 5 

calentamiento durante 3,0 min a 96 °C seguido de 200 

termociclos (de 95 °C por 30 s; 55 °C por 20 s; 60 °C por 

2 min) y se almacenaron a 4 °C. Los dNTP no incorporados se 

eliminaron con placas de depuración Edge Biosystems 

(Gaithersburg, MD). Las reacciones amplificadas se pipetearon 10 

en un pocillo de una placa de depuración de 96 pocillos 

previamente centrifugada. La placa se centrifugó durante 

5,0 min a 5,000x g en un equipo Sorvall RT-7 (Sorvall, Newtown, 

CT) a 25 °C. Después, las reacciones depuradas se colocaron 

directamente sobre un secuenciador de ADN 3730 de Applied 15 

Biosystems y se secuenciaron con llamada automática de bases. 

Cada una de las secuencias ensambladas del ADNr se 

comparó con la base de datos de ADNr del NCBI (~260,000 

secuencias de ADNr) con el algoritmo de BLAST (Altschul et 

al., supra). El acierto de identidad de secuencia de mayor 20 

puntaje se usó como un identificador de la especie conocida 

más estrechamente relacionada para la identificación de cepas. 

Alternativamente, para generar fragmentos amplificados 

del ADNr de cepas individuales, se seleccionan conjuntos de 

iniciadores de Grabowski et al. (FEMS Microbiology Ecology, 25 
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(2005) 3:427-443). Se seleccionó la combinación de iniciador 

de sec. con núm. de ident.: 1 e iniciador de sec. con núm. 

de ident.: 2 para amplificar específicamente las secuencias 

del ADNr de bacterias. 

La mezcla de amplificación para PCR incluyó: solución 5 

tampón de PCR, 1,0X, GoTaq (Promega), 0,25 mM de dNTP, 25 pmol 

de cada iniciador, en un volumen de reacción de 50 µl. Se 

agregó 0,5 µl de polimerasa GoTaq (Promega) y 1,0 µl (20 ng) 

del ADN de la muestra. El protocolo de termociclado para la 

reacción de PCR fue de 5,0 min a 95 °C seguido de 30 ciclos de: 10 

1,5 min a 95 °C, 1,5 min a 53 °C, 2,5 min a 72 °C y una 

extensión final durante 8 min a 72 °C en un termociclador 

Perkin Elmer 9600 (Waltham, MA). Los productos de amplificación 

de 1400 pares de bases se visualizaron sobre geles de agarosa 

al 1,0 %. La mezcla de reacción de PCR se usó directamente para 15 

clonación en el vector pCR -TOPO4 al usar el sistema de 

clonación TOPO TA (Invitrogen) según las recomendaciones del 

fabricante. El ADN se transformó en células TOP10 químicamente 

competentes seleccionadas por su resistencia a la ampicilina. 

Se seleccionaron colonias individuales (~48-96 colonias) y se 20 

cultivaron en placas de microtitulación para análisis de 

secuencias. La secuenciación de los fragmentos amplificados y 

la identificación de cepas fue como se describió anteriormente. 
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Ribotipificación automatizada 

Se usó ribotipificación automatizada para la 

identificación concluyente de cepas seleccionadas con 

características filogenéticas de secuencias de ARNr 16S 

similares (Webster, John A (1988), patente de los Estados 5 

Unidos núm. 4,717,653; Bruce, J. L. (1996) Food Technology, 

50:77-81; y Sethi, M. R. (1997) Am. Lab. 5: 31-35). La 

ribotipificación se realizó según las recomendaciones del 

fabricante (DuPont Qualicon Inc., Wilmington, DE). Para estos 

análisis, se tomó una colonia nueva, se resuspendió en la 10 

solución tampón de la muestra y se adicionó al módulo de 

procesamiento para la etapa de tratamiento térmico a 80 °C 

durante 10 min para inhibir las enzimas que degradan el ADN 

endógeno. Después, se redujo la temperatura y se agregaron dos 

enzimas líticas (lisostafina y N-acetilmuramidasa; provistas 15 

por el fabricante) a la muestra. Después, el portador de 

muestras se cargó en el sistema Riboprinter™ con los otros 

reactivos comerciales. Las etapas de digestión con enzimas de 

restricción del ADN cromosómico de la muestra con la enzima 

EcoRI, electroforesis en gel y transferencia estuvieron 20 

totalmente automatizadas. Brevemente, el ADN genómico 

bacteriano se digirió con la enzima de restricción EcoRI y se 

cargó sobre un gel de agarosa. Los fragmentos de restricción 

se separaron por electroforesis y se transfirieron 

simultáneamente a una membrana de nailon. Después de una etapa 25 
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de desnaturalización, los ácidos nucleicos se hibridaron con 

una sonda de ADN sulfonado que alojaba el operón del ARNr de 

E. coli, que incluye genes para las subunidades grandes y 

pequeñas del ARNr, el gen ARNr 5S y los separadores internos 

transcritos. La sonda hibridada se detectó por la captura de 5 

emisión de luz de un sustrato quimioluminiscente con una 

cámara con dispositivo de carga acoplada. La salida consistió 

en una exploración densitométrica de la huella que representa 

la distribución de los fragmentos de restricción genómicos de 

EcoRI que contienen secuencias de uno o más operones 10 

ribosómicos en el genoma, que se separaron 

electroforéticamente por sus pesos moleculares. 

Selección de cepas por su capacidad para formar 

biopelículas sobre filtros de vidrio sinterizado 

Se desarrolló un ensayo para seleccionar las cepas que 15 

podían formar biopelículas sobre superficies de sílice y 

evitar el flujo de agua a través de espacios con poros de 

~10 micras (obturación) mediante el uso de filtros de vidrio 

sinterizado. Los filtros de vidrio sinterizado de 25 mm de 

grosor promedio (stock núm. 15254, Adams and Chittenden 20 

Scientific Glass, Berkeley CA) se pegaron en la base de 

soportes plásticos diseñados para filtración por membrana. 

Después del curado, las unidades de filtro se esterilizaron en 

un autoclave. Los filtros individuales en los soportes se 

colocaron en placas Petri estériles, y se agregó un medio de 25 
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crecimiento que contenía un inóculo de cultivos de toda la 

noche de varias cepas sobre los filtros de vidrio. Los 

cultivos de toda la noche se prepararon al hacer crecer los 

inóculos de microorganismos en medio LB de Miller durante toda 

la noche a 30 °C, aerobiamente, con vibración a 200 rpm. El 5 

medio de crecimiento para este ensayo de formación de 

biopelícula/obturación fue o bien un medio mínimo salino 

(Tabla 4 a continuación) o muestras de agua de producción o de 

inyección, que se complementan con nitrógeno, fosfato, 

elementos traza, vitaminas, fuente de carbono y nitrato como 10 

aceptor de electrones. Las fuentes de nitrato y carbono varían 

con los experimentos. Las placas se recubrieron e incubaron a 

temperatura ambiente en condiciones anaerobias por una a dos 

semanas. Después, se retiraron los filtros del medio de 

cultivo, y la pieza superior del soporte plástico se atornilló 15 

en su lugar. Una jeringa de 1 ml acoplada al puerto de entrada 

del soporte del filtro se llenó con 1,0 ml de agua y se midió 

el tiempo (en segundos) para drenar el agua en el tubo. Los 

filtros del control sin inoculación tardaron alrededor de 10 

segundos para drenar. Los filtros que tardaron más de 10 20 

segundos para drenar se consideraron obturados. 

En un ensayo de obturación alternativo, los filtros de 

vidrio sinterizado se infiltraron con fluido antes del uso, 

se preseleccionaron para la velocidad de flujo antes de la 

incubación con el cultivo, y se determinó el cambio 25 
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porcentual en la velocidad de flujo después de la incubación 

al final del experimento. 

Selección de cepas para aglomeración de sílice 

Se sometieron a prueba cepas de Pseudomonas stutzeri 

para determinar su capacidad para aglomerar granos de sílice 5 

cristalina. La sílice cristalina representa un sustituto de 

los granos de arena comunes en muchas formaciones geológicas 

subterráneas. En cada tubo de muestra, se agregó una 

alícuota de 100 µl de 220 g/l de sílice cristalina (tamaño 

de grano en el intervalo de aproximadamente 2-20 micras; 10 

Sil-co-Sil 125 preparado por U.S. Silica, Berkeley Springs, 

WV). Adicionalmente, se agregó 8 ml de medio, y se taparon 

los tubos para restringir la entrada de oxígeno al medio. 

Los tratamientos de prueba en vivo (inoculados) duplicados 

recibieron 200 µl de muestra de inoculación de varias cepas. 15 

Además, se prepararon tubos de control sin inocular que 

contenían todos los componentes, excepto el inóculo microbiano. 

Los tubos se incubaron estáticamente a 30 °C. Los tubos de 

prueba que contenían microorganismos se mezclaron vigorosamente 

durante 10 segundos con un mezclador de vórtice. La turbidez se 20 

incrementó drásticamente debido a la resuspensión de la sílice 

cristalina, que se había depositado en el fondo de los tubos 

durante la incubación. La disminución de la turbidez debido a 

la sedimentación de la sílice cristalina se controló en el 

tiempo después del mezclado por densidad celular óptica 25 
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(DO600). El comportamiento de sedimentación de las partículas 

de sílice demostró que algunas cepas formaban una interacción 

adhesiva fuerte con las partículas de sílice cristalinas 

adyacentes, lo que hizo que sedimentaran más rápidamente. En el 

campo de petróleo, el hacer que los granos de arena se adhieran 5 

entre sí aumenta la resistencia al flujo de líquido a través de 

la arena. Esto permite controlar la eficacia de barrido que 

conduce a una recuperación más eficaz del petróleo por vía de 

la inundación con agua. 

Aparato de tubos delgados para el ensayo de reducción de 10 

permeabilidad 

Se diseñó un aparato para medir la obturación de paquetes 

de arena permeable mediante el uso de tubos delgados. En la 

Figura 4 se muestra un diagrama esquemático de la configuración 

experimental de tubos delgados. Todos los números que aparecen 15 

en negrita a continuación se refieren a la Figura 4. 

Una muestra de arena de la formación Schrader Bluff en 

la unidad Milne Point de la región de la Pendiente Norte de 

Alaska se depuró mediante el lavado con un solvente 

compuesto de una mezcla 50/50 (volumen/volumen) de metanol y 20 

tolueno. Posteriormente, se drenó el solvente y se eliminó 

por evaporación de la arena para producir arena limpia, seca 

y fluida. Se tamizó esta arena para eliminar las partículas 

de un tamaño menor que una micra. Esta arena sola, o una 

mezcla de esta arena combinada con la sílice lavada Sil-co-25 
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Sil 125 (U.S. Silica, Berkeley Springs, WV) en una relación 

de 4:1, se envasó herméticamente en tubos delgados flexibles 

separados (9a, 9b, 9c) de cuatro pies de largo (121,92 cm) 

de aproximadamente 1 cm de diámetro interno y se compactó 

por vibración con un grabador de laboratorio. 5 

Ambos extremos de cada tubo delgado se taparon con 

conectores del tipo de compresión comunes para mantener la 

arena en el tubo. A estos conectores se acoplaron tuberías 

flexibles de 1/8 de pulgada (0,32 cm) capaces de soportar las 

presiones usadas en la prueba. Los tubos delgados se montaron 10 

en un recipiente de presión, (10) con la tubería que pasa a 

través de los extremos del recipiente de presión (11 y 12) al 

usar conectores de presión comúnmente disponibles (tabique de 

unión de 1/8 de pulgada (0,32 cm)) (18a, 18b, 18c y 21a, 21b, 

21c). Se usaron conectores y tuberías adicionales para 15 

conectar la entrada a cada tubo delgado a una bomba de 

presión (13a, 13b, 13c) y depósito de alimentación (14a, 14b, 

14c). Otros conectores de compresión comunes, que incluyen 

juntas acodadas y adaptadores en T, y la tubería conectaron 

la entrada de cada tubo delgado a un transductor que midió la 20 

presión por encima de la presión atmosférica (medidor de 

presión absoluta) (20a, 20b, 20c). Además, la entrada del 

tubo delgado se conectó con los mismos tipos de tuberías y 

conectores al lado de alta presión de un transductor de 

presión diferencial comúnmente disponible (19a, 19b, 19c). 25 
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Los conectores y las tuberías conectaron la salida de cada 

tubo delgado al lado de baja presión del transductor de 

presión diferencial (19a, 19b, 19c) y a un regulador de 

contrapresión (16a, 16b, 16c). Las señales de los 

transductores de presión absoluta y presión diferencial se 5 

transfirieron a una computadora, y estas lecturas de presión 

se monitorearon y registraron periódicamente. El recipiente 

de presión (10) alrededor de los tubos delgados se llenó con 

agua, que actuó como fluido hidráulico, a través de un puerto 

para agua (15). Esta agua se presurizó lentamente con aire a 10 

través del puerto 17 a una presión de aproximadamente 

0,74 megapascales (107 libras por pulgada cuadrada (psi)) 

mientras la Salmuera núm. 1 (a continuación) fluía desde los 

depósitos de alimentación (14a, 14b, 14c) a través de los 

tubos delgados y salía a través del regulador de 15 

contrapresión (16a, 16b, 16c). Esta operación se realizó de 

manera tal que la presión en cada tubo delgado fuera siempre 

de 0,034 – 0,137 megapascales (de 5 a 20 psi) por debajo de 

la presión en el recipiente de presión (10). 

Soluciones para los experimentos con tubos delgados: 20 

Salmuera núm. 1: (salmuera sin nutrientes) – gramos por 

litro (g/l) de agua desionizada 

 

 

 25 

NaHCO3 1,38  

CaCl2*6H2O 0,39  
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El pH se ajustó a 7,0 con HCl o NaOH, y la solución se 10 

esterilizó por filtración. 

Salmuera núm. 2 (alimentación continua de nutrientes): 

Salmuera núm. 1 + 100 ppm de nitrato 

Salmuera núm. 3 (alimentación de nutrientes por pulsos): 

Salmuera núm.1 + 1400 ppm de nitrato + 2600 ppm de acetato 15 

Determinación de la caída de presión 

La caída de presión en los tubos delgados se determinó con 

el transductor de presión diferencial descrito anteriormente. 

La caída de presión se determinó a través de cada tubo delgado 

a varias velocidades de fluido. Esta caída de presión fue 20 

aproximadamente proporcional a la velocidad de flujo. Para cada 

caída de presión determinada en cada velocidad de fluido, se 

calculó la permeabilidad base del paquete de arena. 

La caída de presión sola puede compararse y usarse como 

una medida del cambio en la permeabilidad entre tubos 25 

MgCl2*6H2O 0,220  

KCl 0,090  

NaCl 11,60  

Metales traza 1,0 ml (Tabla 4) 

Vitaminas traza 1,0 ml (Tabla 4) 

Na2HPO4 0,015 (=10 ppm PO4 

NH4Cl 0,029 (=10 ppm NH4) 

Acetato de sodio 0,278 (200 ppm de acetato) 
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delgados, ya que todos los tubos fueron de dimensiones 

similares y recibieron las mismas velocidades de flujo de 

salmuera durante las pruebas. 

El volumen vacío en los tubos delgados, denominado 

volumen de poro, fue de 40-50 ml. Este volumen de poro se 5 

calculó a partir del producto del volumen total del tubo 

delgado y un cálculo aproximado de la porosidad (~40 %). 

Cálculo de la permeabilidad base 

La permeabilidad base de cada tubo se determinó al usar 

la salmuera que fluye a presión máxima: aproximadamente 10 

0,665 megapascales (95 psi) en el tubo delgado (controlado 

en el extremo de salida con el regulador de contrapresión) y 

aproximadamente 0,758 megapascales (110 psi) en el 

recipiente de presión (fuera del tubo delgado). La 

permeabilidad base se calculó con la ecuación de Darcy: 15 

 

 

 

 

 ΔP = La caída de presión a través de una roca o paquete 20 

poroso, [=]psi 

 Q = Velocidad de flujo volumétrico a través del 

paquete, [=]cc/h 

k = 4,08*Q*µ*L 

Ax*ΔP 
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 µ = Viscosidad de fluido (una sola fase) a través del 

paquete [=] centipoise 

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

 Ax = Área de sección transversal (perpendicular al 

flujo) [=] cm
2 

5 

 k = Permeabilidad [=] milidarcy
 

 4,08 = una constante de conversión para compatibilizar 

las unidades [=] mD-h-psi/cp/cc
2 

La permeabilidad base y otras propiedades de cada tubo 

delgado compactado se dan en la Tabla 3. 10 

 

Tabla 3. Propiedades de tubos delgados compactados 

 

 

 15 

 

 

 

 

 20 

 

 

 

 

Ejemplo 1 25 

Tubo 

Núm. 

Ejemplo 

núm. 

DI del 

tubo, 

cm 

Longitud, 

cm 

Sil-co-

Sil 125 

Masa de 

arena, g 

Permeabilidad, 

darcy 

9a 12 0,980 121,92 0 187,5 13 

9b 13 0,993 121,92 0 182 11 

9c 14 0,975 121,92 0 176,3 13 

9a -2 15, 16 0,978 121,9 20 % en 

peso 

179,0 

1,2 

9b -2 15, 17 0,978 121,9 20 % en 

peso 

177,9 

0,8 
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Aislamiento de microorganismos del agua de inyección de un 

pozo de petróleo a través del crecimiento en una interfase 

de petróleo/agua 

Para enriquecer las especies que pueden interactuar en una 

interfase hidrófoba/acuosa que simula una interfase de 5 

petróleo/agua, se inoculó agua de las muestras de agua de 

producción o de inyección del Pozo núm. 1, según se describe en 

la sección de Métodos generales, en 18 ml de medios mínimos 

salinos (Tabla 4) en viales de 20 ml de suero anaerobio con 

1,6 g/l de nitrato de sodio adicionado como aceptor de 10 

electrones, 0,1 % de extracto de levadura y con 2 ml de aceite 

de maíz esterilizado como fuente primaria de carbono. El medio 

se desoxigenó al inyectar gas en forma de microburbujas con una 

mezcla de nitrógeno y dióxido de carbono en los viales llenos 

seguido de esterilización en autoclave. Todas las 15 

manipulaciones de microorganismos se realizaron en una cámara 

anaerobia (Coy Laboratories Products, Inc., Grass Lake, MI), y 

los cultivos se incubaron a temperatura ambiente con vibración 

moderada (100 rpm) de varias semanas a varios meses, y se 

controló la presencia de nitrato, nitrito, la turbidez visible 20 

y modificaciones visibles en el petróleo. Cuando se agotó el 

nitrato en un cultivo, se agregó nitrato de sodio (solución de 

50 g/l) al medio hasta la concentración final de 1,6 g/l. 

Para poder tener acceso al aceite de maíz, las células 

deben poder ser capaces de interactuar en la interfase de 25 
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petróleo/agua. Con el tiempo, pudo visualizarse el 

crecimiento de limo microbiano en la capa de aceite de maíz. 

Se derivaron colonias aisladas por subcultivo de los medios 

líquidos o la capa de aceite de maíz sobre medio LB y agar 

con 2 g/l de nitrato de sodio. Los cultivos de colonias 5 

aisladas se mantuvieron anaerobiamente y se identificaron al 

usar marcadores de PCR del ARNr 16S, como se describió 

anteriormente. 

 

Tabla 4. Medio mínimo salino 10 

 

 

 

 

 15 

 

 

 

 

 20 

 

 

 

 

 25 

g/l Sustancia química 

1,0 NH4Cl 

0,5 KH2PO4 

0,4 MgCl2.6H2O 

0,2 CaCL2.2H2O 

10 NaCl 

0,69 NaH2PO4 

2,5 NaHCO3 

0,073 KSO4 

1000X g/l Elementos traza 

1,5 FeCl2.4H2O 

0,002 CuCl2.2H2O 

0,1 MnCL2.4H2O 

0,19 CoCl2.6H2O 
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 5 

 

 

 

 

 10 

 

 

 

 

 15 

 

 

 

 

 20 

El pH del medio se ajustó a 7,3. 

Una cepa aislada de la muestra de agua de inyección al 

usar este enriquecimiento se denominó BR5311. El ARNr 16S de 

la cepa BR5311 se analizó como se describe en la sección de 

0,07 ZnCl2 

0,006 H3BO3 

0,036 Na2MoO4.2H2O 

0,024 NiCl2.6H2O 

0,277 HCl 

1000X g/l Selenio/tungstato 

0,006 Na2SeO3.5H2O 

Na2WO4.2H2O 0,008 

0,5 NaOH 

1000X mg/l Mezcla vitamínica 

100 Vitamina B12 

80 Ácido p-aminobenzoico 

20 D(+)-biotina 

200 Ácido nicotínico 

100 Pantotenato de calcio 

300 Clorhidrato de 

piridoxina 

200 Tiamina-HCL.2H2O 

50 Ácido alfa-lipoico 
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Métodos generales y se identificó como una cepa de 

Pseudomonas stutzeri, como se describe en el Ejemplo 3. 

 

Ejemplo 2 

Aislamiento de la cepa 89AC1-3 de pseudomonas stutzeri de 5 

las aguas del pozo núm. 1 

En este ejemplo, se muestra un proceso mediante el cual 

se aislaron microorganismos al usar enriquecimientos con 

nutrientes específicos de muestras de agua de producción y 

de inyección obtenidas del Pozo Núm. 1, según se describe en 10 

la sección de Métodos generales. Las cepas aisladas se 

obtuvieron por enriquecimientos anaerobios de muestras de 

agua de procesamiento de recuperación de petróleo crudo 

obtenidas del Pozo núm. 1. Se usó un medio mínimo salino 

(Tabla 4) como medio base en los enriquecimientos iniciales. 15 

El medio mínimo salino se había desoxigenado al inyectar 

gas en forma de microburbujas con una mezcla de dióxido de 

carbono y nitrógeno (20 % y 80 %, respectivamente) en estos 

reactivos seguido de esterilización en autoclave. Todas las 

manipulaciones de microorganismos se realizaron en una cámara 20 

anaerobia (Coy Laboratories Products, Inc., Grass Lake, MI) 

(mezcla de gas: 5 % de hidrógeno, 10 % de dióxido de carbono 

y 85 % de nitrógeno). Se prepararon réplicas de las muestras 

enriquecidas mediante la adición de 10 ml del medio mínimo 

salino anaerobio estéril en botellas de suero estériles de 25 
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20 ml. Se agregó lactato (1000 ppm) como fuente de carbono y 

se agregó nitrato (2000 ppm) como aceptor de electrones. Cada 

uno de los enriquecimientos se inoculó con un fluido de 

procesamiento específico del crudo, ya sea emulsión oleosa de 

arena-agua de producción, recolectada en la base del pozo de 5 

producción, o agua de inyección, que es agua inyectada en el 

yacimiento para presurizar y desplazar hidrocarburos hacia 

los pozos de producción. Los cultivos se incubaron a 

temperatura ambiente durante dos semanas. 

Después de una incubación de siete días, se siembran 10 

por estriado muestras de 100 µl de cada uno de los 

enriquecimientos sobre placas con agar y caldo Marino 

(preparado por receta, Difco 2216, Becton-Dickenson, Sparks, 

MD) y se incuban a temperatura ambiente durante dos días. Se 

aislaron colonias representativas con morfologías únicas. 15 

Las muestras de estas colonias aisladas se seleccionaron 

para identificación por amplificación por PCR al usar el 

análisis directo de ADNr de colonias descrito en la sección 

de Métodos generales, con el iniciador inverso de PCR 1492R 

(sec. con núm. de ident.:1) y el iniciador directo de PCR 20 

8F(sec. con núm. de ident.:2). Se usó la secuenciación de 

ADN y el análisis descrito para obtener la secuencia del 

ADNr 16S para identificación microbiana. Un aislado del 

primer enriquecimiento, 89AC1-3, y un aislado del segundo 

enriquecimiento, 89AF1-5, se identificaron por tener 25 
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similitud del ARNr 16S con la cepa A1501 de Pseudomonas 

stutzeri (núm. de acceso al GenBank: AF143245) y se 

confirmaron posteriormente como cepas de Pseudomonas 

stutzeri, como se describe en el Ejemplo 3. 

 5 

Ejemplo 3 

Análisis de cepas de pseudomonas stutzeri mediante el uso de 

secuencias distintivas identificadas 

Para determinar la secuencia completa del ADNr 16S de las 

cepas BR5311 (Ejemplo 1), 89AC1-3, y 89AF1-5 (Ejemplo 2), se 10 

tomó una sola colonia pura de cada uno de los aislados, se 

aisló el ADN, y se amplificó por PCR el gen del ARNr 16S con 

el procedimiento de la sección de Métodos generales. Se 

clonaron las secuencias amplificadas y, después, se 

secuenciaron muchas veces para obtener la secuencia completa. 15 

Cada secuencia del ADNr 16S de la cepa se consultó contra la 

base de datos del NCBI (Centro Nacional de Información 

Biotecnológica, por sus siglas en inglés) por medio del uso 

del algoritmo del programa BLAST (Herramienta de Búsqueda 

Básica para Alineamientos Locales) provisto por el NCBI 20 

(Altschul, et al. (1990) J. Mol. Biol. 215:403–410) para 

identificar las secuencias de nucleótidos más similares. Esto 

se ejecutó al comparar la secuencia de consulta con secuencias 

similares del ADNr 16S en la base de datos y determinar un 

puntaje de porcentaje de identidad relativa. Todas las 25 
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secuencias de consulta, una de cada BR5311, 89AC1-3, y 89AF1-

5, devolvieron aciertos máximos como Pseudomonas stutzeri con 

un porcentaje igual o mayor que 98 %. Las secuencias del ADNr 

16S de los aislados 89AC1-3 y 89AF1-5 fueron idénticas. 

En función de la identidad inicial de Pseudomonas 5 

stutzeri, se seleccionaron 26 secuencias de referencia del ADNr 

16S en la base de datos del NCBI del género Pseudomonas. Estas 

secuencias se presentan en la Tabla 1 con sus números de 

identificación de secuencia. Estas secuencias de referencia 

incluyeron 13 de Pseudomonas stutzeri (sec. con núms. de 10 

ident.:13-25), todas ellas fueron de cepas tipo para 

Pseudomonas stutzeri e incluyeron por lo menos una cepa que 

representaba cada uno de los 10 genomovares. El genomovar 6 de 

Pseudomonas stutzeri se ha reasignado como Pseudomonas 

balearica. Otras secuencias de referencia incluyeron 12 de 15 

cepas de Pseudomonas (sec. con núms. de ident.:26-37) que 

representaron 10 especies diferentes de Pseudomonas reconocidas 

por el “International Committee on Systematics of Prokaryotes” 

(Comité Internacional de Sistemática de Procariotas). 

Adicionalmente, la secuencia B del ADNr 16S de E. coli K12 20 

(sec. con núm. de ident.:9) se usó para anclar un alineamiento 

de secuencias y para proporcionar el sistema de coordenadas de 

bases, reconocido como la posición de base estándar (Brosius, 

J., et al. (1981) J. of Molecular Biology, 148(2):107-127; 

Woese, (1987) Bacterial Evolution. Microbial Rev. 51: 221-271). 25 
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Las secuencias de prueba fueron las de las cepas BR5311 (sec. 

con núm. de ident.:10), 89AC1-3 (sec. con núm. de ident.:11), y 

la cepa LH4:15 de Pseudomonas stutzeri (núm. ATCC: PTA-8823; 

publicación de solicitud de patente de los Estados Unidos núm. 

20090263887; sec. con núm. de ident.:12), que se aisló de un 5 

pozo de petróleo de una zona mesotérmica en Alaska. 

Se creó un árbol filogenético al alinear secuencias del 

ARNr 16S de longitud casi completa (posición 60 a 1400) de 

sec. con núms. de ident.:9 -37 con un alineamiento Clustal W, 

el árbol filogenético y las funciones de inicio del programa 10 

MegAlign del paquete de programas LaserGene de DNAstar 

(DNASTAR, Inc Madison, WI). El árbol filogenético mostrado en 

la Figura 1 muestra todas las cepas de P. stutzeri, que 

incluyen las cepas BR5311 y 89AC1-3, agrupadas en tres clados 

que están separados de las otras Pseudomonads. La cepa 89AC1-15 

3 es parte del clado filogenético que contiene la cepa A1501 

de Pseudomonas stutzeri (Genoma completo: núm. de acceso al 

GenBank: CP000304). La cepa BR5311 y la cepa LH4:15 son parte 

del clado filogenético que contiene la cepa CLN100 de 

Pseudomonas stutzeri (ADNr 16S: núm. de acceso al GenBank 20 

AJ544240.1) 

Con el alineamiento de secuencias global múltiple de la 

serie de programas Clustal, Clustal W (DNAstar, paquete de 

programas MegAlign, Madison WI; Chenna, R., (2003) Nucl. Acids 

Res. 31(13):3497-3500), se preparó un alineamiento global de 25 
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las secuencias del ADNr 16s de las cepas BR5311, 89AC1-3 y 

LH4:15, junto con las 13 Pseudomonas stutzeri (sec. con núms. 

de ident.:13-25) y 12 secuencias representativas que no son 

stutzeri Pseudomonad (sec. con núms. de ident.:26-37). A 

partir del análisis de este alineamiento, se identificaron las 5 

posiciones distintivas en las secuencias del ADNr 16S que 

pueden usarse para distinguir las Pseudomonas stutzeri de 

otras Pseudomonas por las secuencias distintivas en estas 

posiciones. Estas posiciones distintivas se presentan en la 

Tabla 5, con números de coordenadas de posición del alelo rrB 10 

de E. coli K12 W3110 para la secuencia del ADNr 16S. Se 

presenta la secuencia consenso para Pseudomonas stutzeri en 

cada una de las posiciones distintivas. En algunas posiciones 

distintivas aparece un solo nucleótido, en tanto que en otras 

posiciones hay degeneración, en donde S puede ser C o G, Y 15 

puede ser C o T, M puede ser A o C, K puede ser G o T, R puede 

ser A o G, D puede ser A, G o T y W puede ser A o T. 

En la Tabla 5, los nucleótidos consenso de Pseudomonas 

stutzeri en cada posición distintiva se comparan con los 

nucleótidos consenso de cada Pseudomonas balearica, 20 

Pseudomonas nitroreducens y Pseudomonas agarici, que son 

especies estrechamente relacionadas con Pseudomonas 

stutzeri. Adicionalmente, en la Tabla 5 se muestran los 

nucleótidos presentes en cada posición distintiva en las 

cepas BR5311, 89AC1-3 y LH4:15. Los nucleótidos en todas las 25 
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posiciones distintivas en conjunto, para cada una de estas 

cepas, identifican estas cepas como Pseudomonas stutzeri, en 

tanto que hay diferencias de los nucleótidos consenso de 

Pseudomonas stutzeri entre las posiciones distintivas para 

especies que nos son stutzeri. 5 

La mayoría de las posiciones distintivas identificadas 

se localizaron en las regiones hipervariables del ADNr 16S, 

con posiciones aproximadas designadas por nucleótidos de la 

secuencia del ADNr 16S de E. coli: 

 región hipervariable 1 entre posiciones 60 y 99; 10 

 región hipervariable 2 entre posiciones 118 y 290; 

 región hipervariable 3 entre posiciones 410 y 520; 

 región hipervariable 4 entre posiciones 578 y 760; 

 región hipervariable 5 entre posiciones 820 y 888; 

 región hipervariable 6 entre posiciones 980 y 1048; 15 

 región hipervariable 7 entre posiciones 1071 y 1179; 

 región hipervariable 8 entre posiciones 1215 y 1335; 

 región hipervariable 9 entre posiciones 1350 y 1480. 

Las secuencias distintivas identificadas en la 

secuencia del ADNr 16S pueden usarse para identificar cepas 20 

de microorganismos como pertenecientes a Pseudomonas 

stutzeri. Las cepas aisladas BR5311 y 89AC1-3 tienen, ambas, 

las secuencias distintivas del ADNr 16S de Pseudomonas 

stutzeri, como se muestra en la Tabla 5. Las secuencias del 

ADNr 16S de las cepas BR5311 y 89AC1-3 tienen, ambas, la 25 
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secuencia consenso degenerada del ADNr 16S de Pseudomonas 

stutzeri (sec. con núm. de ident.:8). La secuencia del ADNr 

16S más preponderante, o dominante, para el ADNr 16S de 

Pseudomonas stutzeri es la sec. con núm. de ident.:7. 
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Tabla 5. Secuencias distintivas del ADNr 16S para distinguir Pseudomonas stutzeri de 

otras Pseudomonads relacionadas, que incluyen nucleótidos para consenso de Ps. 

stutzeri y cepas para BR5311, LH4:15, y 89AC1-3 en las posiciones distintivas al usar 

las coordenadas del ADNr 16S de E. coli 

E. 

coli
1,
 

Núm. de 

coord. BR5311 LH4:15 89AC3-1 

Ps. 

stutzeri 

Consenso 

Ps. 

balearica 

Consenso 

Ps. 

nitroreducens 

Consenso 

Ps. agarici 

Consenso 

70-80 

Deleción 

de 3 nt 

Deleción 

de 3 nt 

Deleción 

de 3 nt 

Deleción de 

3 nt 

Deleción de 

3 nt 

Deleción de 

3 nt 

Deleción de 

3 nt 

72-73 AT AT AT AT CA AT AT 

75-83 AAGAGAGC AAGAGAGC AGTAGAGC ARKRGAGC CGGGTCCT AGAGGAGC AAGAGGGC 

89-100 

Deleción 

de 3 nt 

Deleción 

de 3 nt 

Deleción 

de 3 nt 

Deleción de 

3 nt 

Deleción de 

3 nt 

Deleción de 

3 nt 

Deleción de 

3 nt 

90-103 

CTCTCTGAT

TC 

CTCTCTGATT

C 

CTCCATGAT

TC CTSYMKGATTC GGATGCCGGCG CTCCTTGATTT CCCTCGGATTC 

122-123 GC GC GC RC GC GC GC 
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126 A A A A A A A 

131 T T T T T T T 

138-139 GA GA GG RD GG GG GG 

141 A A A A A A A 

143 T T T T T T T 

150 C C C C T T C 

154-158 GTTTC GTTTC GTTCC GTTTC TCGGG GTTCC GTCCG 

164-168 GGAAC GGAAC GGAAC GGAAC CTCGA GGAAC GGAAC 

182 

Deleción 

de 1 nt 

Deleción 

de 1 nt 

Deleción 

de 1 nt 

Deleción de 

1 nt 

Deleción de 

1 nt 

Deleción de 

1 nt 

Deleción de 

1 nt 

188-195 ACGGGAG ACGGGAG ACGGGAG AMGGGAG ACGGGAG ACGGGAG ACGGGAG 

189 

Inserción 

de 1 nt C 

Inserción 

de 1 nt C 

Inserción 

de 1 nt C 

Inserción 

de 1 nt M 

Inserción 

de 1 nt C 

Inserción de 

1 nt C 

Inserción de 

1 nt C 

199-200 CA CA TG 

YR (CA o 

TG) CG CA CA 

207 C C T Y T C C 

213 G G A R A G G 
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 5 

 

 

 

 

 10 

 

 

 

 

 15 

 

 

217-219 TGC TGC CAC YRC CGC TGC TGC 

224-226 TCA TCA TCA WYA CCA TCA TCA 

231 A A A A A A A 

235 T T T T T T T 

238-240 GTC GTC GTC GTC GTC GTC GTC 

253 T T T T T T T 

256 T T T Y T T T 

258 A A A A A A A 

263-265 AAC AAT* AAA AAH AAA AAT AAA 

268-269 TC TC TC TC TC TC TC 

273 A A A A A A A 

278 G G G D G G G 

286 G G G G G G G 

289 A A A A G A A 

311 T T T T C T T 

370 G G G G G G G 

381 A A A A A A A 
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391 C C C C C C C 

408 G G G G G G G 

418 T T T T T T T 

425 A A A A A A A 

434 T T T T T T T 

440-444 CAGCG CAGCG CAGCG CAGCG CAGCG CAGCG CAGCG 

456-463 CATTAACC CATTAACC CAGTAAGT CAKTAASY CAGTAAGT CATTAACC CATTAACC 

469-478 

CGTTAGTGT

T CGTTAGTGTT 

CCTTGCTGT

T CSTTRSTGTT CCTTGCTGTT CGTTAGTGTT CGTTAGTGTT 

490-491 GA GA AA RA GA GA GA 

497 T T T T T T T 

513-514 TC TC TC TC TC TC CT 

537-538 GA GA GA GA GA GA AG 

579 G G G G G G G 

582 T T T T T T T 

587 T T T T T T T 

591-594 TTGTT TTGTT TCGTT TYGTT TTGAT TCGTT TGGTT 
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599-601 TGA TGA TGG TGR TGG TGG TGG 

610 G G G G G G T 

638-641 CAAA CAAA CAAA CAAA CAAA CAAA CAAA 

644-650 GGCAAG GGCAAG GGCGAG GGCRAG GTCTGA GGCGAG GGCCAG 

653 A A A A A A A 

658-662 ATGGC ATGGC ATGGC ATGGC ATGGC ACGGT AGGGT 

669-673 TGGTG TGGTG TGGTG TGGTG TGGTG TGGTG TGGTG 

679-682 TCCT TCCT TCCT TCCT TCCT TCCT TCCT 

705-711 TATAGGA TATAGGA TATAGGA TATAGGA TATAGGA TATAGGA TATAGGA 

717-721 CACCA CACCA CACCA CACCA CACCA CACCA CACCA 

734-737 ACCA ACCA ACCA ACCA ACCA ACCA ACCA 

743-748 GCTAAT GCTAAT GCTAAT GCTAAT GCTAAT ACTGAT ACTGAT 

755 A A A A A A A 

758 G G G G G G G 

824 G G G G G A A 

828-839 

AGCCGTTGG

GAT 

AGCCGTTGGG

AT 

AGCCGTTGG

GAT 

AGCCGTTGGGA

T 

AGCCGTTGGGA

T AGCCGTTGGGTT AGCCGTTGGGAA 
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847-856 

ATCTTAGTG

G ATCTTAGTGG 

ATCTTAGTG

G ATCTTAGTGG ATCTTAGTGG ATTTTAGTGG TTCTTAGTGG 

859 C C C C C C C 

865 A A A A A G A 

869-870 AT AT AT AT AT AT AT 

876 C C C C C T T 

960 T T T T T C T 

965 A A A A A A A 

986 A A A A A T A 

989 C C C C C C C 

998-

1011 

GCAGAGAAC

TTTCC 

GCAGAGAACT

TTCC 

GCAGAGAAC

TTTCC 

GCWGAGAACYT

KCC 

GCAGAGAACTT

TCC GCTGAGAACTTTCC 

CCAATGAATCTT

CC 

1019-

1024 GGATTG GGATTG GGATTG GGMKKG GATTG GATTG GAGGA 

1036-

1043 ACTCTGAC ACTCTGAC ACTCTGAC RCTCWGAC ACTCTGAC ACTCAGAC ACATTGAG 

1076 C C C C C C C 
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1081 G G G G G G G 

1100 T T T T T T T 

1117 G G G G G G G 

1123 A A A A A A A 

1127 A A A A A A A 

1133-

1141 

ACGTTAAGG

T ACGTTAAGGT 

ACGTTAAGG

T ACRTTAWGGT ACGTTAAGGT ACGTTATGGT ACGTGATGGT 

1134 

Inserción 

de 1 nt C 

Inserción 

de 1 nt C 

Inserción 

de 1 nt C 

Inserción 

de 1 nt C 

Inserción 

de 1 nt C 

Inserción de 

1 nt C 

Inserción de 

1 nt C 

1145 C C C C C C C 

1150 T T T T T T T 

1163 G G G G G G G 

1168 C C C C C C C 

1173 C C C C C C C 

1216 G G G G G G G 

1219 T T T T T A T 
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1243-

1246 TCGG TCGG TCGG TCGG TCGG TCGG TCGG 

1254-

1257 A A A A A A A 

1260-

1264 CAAGC CAAGC CAAGC CAAGC CAAGC CAAGC CAAGC 

1271-

1274 GTGG GTGG GTGG GTGG GTGG GTGG GTGG 

1278-

1286 TAATCCCAT TAATCCCAT TAATCCCAT TAATCCCAT TAATCCCAT TAATCCCAT TAATCCCAT 

1290-

1294 ACCGA ACCGA ACCGA ACCGA ACCGA ACCGA ACCGA 

1308-

1310 CGC CGC CGC CGC CGC CGC CGC 

1327-

1329 GCG GCG GCG GCG GCG GCG GCG 

1354 T T T T T T T 
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1356 A A A A A A A 

1366 T T T T T T T 

1368 A A A A A A G 

1381 T T T Y T T T 

1393 C* T T Y T T T 

1428-

1430 TCC TCC TCC TCC TCC TCC ACC 

1439 C C C C C C C 

1443-

1444 TC TC TC TC TC TC TC 

1450-

1453 TTCG TTCG TTCG TTCG TTCG TTCG TTCG 

1456 G G G G G G G 

1459 A A A A A A A 

1462 G G G G G G G 

1470-

1472 GGA GGA GGA GGA GGA GGA GGT 
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1475 A A G R G G G 

1484 C C C C C C S 

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 T 

* La posición distintiva distingue BR5311 de LH4:15 

1 Alelo rrB de K12 W3110 
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Ejemplo 4 

Técnica de ribotipificación (Riboprinting) para determinar 

la unicidad de la especie 

La secuencia del ARNr 16S usada para determinar la 

taxonomía del aislado de BR5311 fue homólogo a un número de 5 

cepas de Pseudomonas stutzeri aisladas ambientalmente. Con el 

fin de determinar si las cepas BR5311 y 89AC1-3 de 

Pseudomonas stutzeri eran aislados nuevos, muchas cepas de 

Pseudomonas stutzeri se sometieron a un análisis automatizado 

RIBOPRINTER® como se describió anteriormente. Las cepas 10 

usadas para comparación fueron LH4:15 de Pseudomonas stutzeri 

(descrita en la publicación de la solicitud de patente 

copendiente y de propiedad mancomunada de los Estados Unidos 

núm. 20090263887), Pseudomonas stutzeri DSM 50227, 

Pseudomonas stutzeri Zobell ATCC 14405, Pseudomonas stutzeri 15 

ATCC 17588, y Pseudomonas stutzeri DSM 6082. Como se muestra 

en la Figura 2, al usar el protocolo de ribotipificación, fue 

evidente que el patrón de fragmentos de restricción de EcoRI 

que se hibridaron a sondas del ADNr 16S y 23S fue diferente 

para BR5311 y EH89AC1-3 en comparación con cualquiera de las 20 

demás cepas sometidas a prueba, así como entre sí. Este 

análisis confirmó que las secuencias genómicas que rodean los 

genes del ARNr 16S y 23 en estas cepas son sustancialmente 

diferentes a las seis cepas del comparador probadas. 

 25 
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Ejemplo 5 

Diferencias fenotípicas entre cepas BR5311, 89AC1-3 Y LH4:15 

de P. stutzeri 

Las cepas recién aisladas BR5311 y AC1-3 se sometieron a 

prueba en ensayos fenotípicos comparándolas entre sí y con 5 

LH4:15 de P. stutzeri (núm. ATCC: PTA-8823; descrita en la 

publicación de patente de los Estados Unidos núm. 

20090263887). Estas cepas se sometieron a prueba para 

hidrólisis de almidón en Agar R2A (Difco Laboratories, 

Detroit, MI) con 1 % de almidón sobre agar. Las cepas LH4:15 y 10 

89AC1-3 dieron positivo para la hidrólisis de almidón, no así 

la cepa BR5311. Estas cepas se sometieron a prueba para 

crecimiento aerobio en medio de etilenglicol al 0,02 % (NaCl, 

10 g/l, HEPES, 2,4 g/l, Na2HPO4.7H2O, 1,4 g/l, KH2PO4, 

0,69 g/l, NH4Cl, 0,5 g/l, MgSO4.7H2O, 0,1 g/l, vitaminas, como 15 

en la Tabla 4, solución de selenio y tungsteno, como en la 

Tabla 4, 1 ml/l de solución de elementos traza [25 % HCl, 

10 ml/l, FeCl2.4 H2O, 1,50 g/l, ZnCl2, 70 mg/l, MnCl2.4 H2O, 

100 mg/l, H3BO3, 6 mg/l, CoCl2.6 H2O, 190 mg/l, CuCl2.2 H2O, 

2 mg/l, NiCl2.6 H2O, 24 mg/l, Na2MoO4.2 H2O, 36 mg/l], 0,2 ml/l 20 

de etilenglicol). Las cepas BR5311 y 89AC1-3 dieron positivo 

para crecimiento en este medio, no así la cepa LH4:15. En 

resumen (Tabla 6), solo 89AC1-3 mostró ambos rasgos 

metabólicos característicos de la especie del tipo P. stutzeri 

(Order IX. Pseudomonadales, Bergey’s Manual of Systematic 25 
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Bacteriology, págs. 323-444, V. 2, The Proteobacteria Part B 

The Gammaproteobacteria, Springer – Verlag, 2005). 

 

Tabla 6. Comparación fenotípica de cepas de P. stutzeri 

 5 

 

 

 

 

 10 

 

Adicionalmente, la cepa BR5311 fue muy tolerante a la 

salinidad alta durante el crecimiento. La cepa LH4:15 no 

creció en salmuera con nutrientes a más de 35 ppt, en tanto 

que la BR5311 creció bien en salmuera con nutrientes con una 15 

salinidad de 60 ppt. La salmuera con nutrientes consistió de 

medio LB de Miller, 1/10 X,(Mediatech, Inc., Manassas, VA) + 

NaCl adicionado para lograr la salinidad deseada, 35 g/l 

(35 ppt) y 60 g/l (60 ppt). 

 20 

Ejemplo 6 

Cepa/característica 

Crecimiento, 

etilenglicol 

Hidrólisis de 

almidón 

P. stutzeri típica + + 

BR5311 + - 

LH4:15 - + 

AC1-3 + + 
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Selección de aislado bacteriano de BR5311 para crecimiento 

en condiciones de salinidad alta de pozos canadienses 

Crecimiento en agua de inyección del Pozo núm. 1 

Se analizó el agua de inyección del sitio del Pozo núm. 1 

para determinar el contenido químico. La salinidad fue de 5 

34 ppt (aproximadamente equivalente al agua de mar) con 

625 ppm de cationes divalentes en total, principalmente, Ca
++
. 

Debido a la alta salinidad de esta agua de inyección en 

comparación con los medios mínimos salinos (15 ppt), la cepa 

BR5311 se sometió a prueba para determinar su capacidad para 10 

crecer en agua de inyección filtrada del Pozo núm. 1 con una 

fuente de carbono simple, nitrato como aceptor de electrones y 

aditivos de crecimiento mínimo. El agua de inyección del Pozo 

núm. 1 se esterilizó por filtración y se adicionaron los 

siguientes componentes: vitaminas y metales traza, como se 15 

describe en la Tabla 4; 3 g/l de acetato de sodio y 1 g/l de 

nitrato de sodio. Adicionalmente, 0,5 g/l de NH4Cl; 0,69 g/l 

de NaH2PO4; y 1,4 g/l de KH2PO4 se agregaron a la mezcla. Este 

medio se desgasificó con una mezcla de dióxido de 

carbono/nitrógeno. A viales de suero anaerobios de 20 ml, se 20 

agregó 18 ml del medio y 160 µl de cultivo aerobio de toda una 

noche. Los viales se incubaron a 30°, ya sea de manera 

estática o con mezclado moderado (225 rpm). El crecimiento de 

BR5311 se analizó por observaciones de turbidez y desarrollo 

de biopelícula/aglomeración de células. La cepa BR5311 creció 25 
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bien en la mezcla de agua de inyección y formó un sedimento de 

coagulación pegajoso que se depositó rápidamente en el fondo 

de los viales. El nitrato se consumió en el día 3, lo que 

indicó un crecimiento anaerobio sustancial de los cultivos. 

Crecimiento en el agua de inyección/producción del Pozo 5 

núm. 2 

Se diseñó un experimento de crecimiento anaerobio similar 

por separado al usar agua de inyección y agua de producción del 

Pozo núm. 2, descrito en la sección de Métodos generales. Estas 

muestras de agua contenían concentraciones sustancialmente más 10 

altas de cationes divalentes (~2500 ppm), principalmente, Ca
++
, 

que el agua del Pozo núm. 1 (anterior). La salinidad total fue 

de 67 ppt, que es aproximadamente el doble de la salinidad del 

agua de mar. Debido a esta alta salinidad, no fue evidente si 

los microorganismos aislados del Pozo núm. 1 serían capaces de 15 

crecer en las aguas del Pozo núm. 2. 

Las aguas de producción y de inyección del Pozo núm. 2 se 

esterilizaron separadamente por filtración, y se agregaron los 

siguientes componentes a cada una de ellas: 0,5 g/l de NH4Cl; 

0,69 g/l de NaH2PO4; 1,4 g/l de KH2PO4; vitaminas y metales 20 

traza, como en la Tabla 4; 3 g/l de acetato de sodio, 1 g/l de 

nitrato de sodio. Se desgasificó cada medio, y se agregó 10 ml 

de medio a viales de vidrio de 20 ml con suero que se 

inocularon con BR5311 o Vibrio harveyi, núm. ATCC: 14126, que 

es una cepa halofílica conocida usada para comparación. Las 25 
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muestras se colocaron a 30 °C de manera inmóvil durante 3 días. 

Se observaron los niveles de nitrato para monitorear el 

crecimiento. La cepa BR5311 redujo el nitrato a 0 ppm en 10 

días en medio de agua de producción (Figura 5A) y en cuatro 

días en medio de agua de inyección (Figura 5B). La cepa Vibrio 5 

no creció bien en estas mezclas de agua, lo que sugiere que las 

características halofílicas no son suficientes para establecer 

un crecimiento adecuado en estas aguas de pozos. 

Un tercer experimento de crecimiento, realizado en 

duplicado, usó agua de producción y componentes similares, 10 

pero limitó el NH4Cl a 0,1 g/l y el KH2PO4 a 0,02 g/l para 

evitar la precipitación de Ca
++
 de las aguas del Pozo núm. 2. 

En esta prueba, la cepa BR5311 redujo drásticamente el 

nitrato de 800 ppm a <200 ppm en 4 días (Figura 6). 

 15 

Ejemplo 7 

Selección de aislado bacteriano de BR5311 para crecimiento 

en presencia de petróleo del pozo núm. 1 

Los cultivos de aislados que incluyen BR5311 se 

cultivaron en los medios mínimos salinos descritos en la 20 

Tabla 4, con los aditivos: 0,5 g/l de NH4Cl; 0,69 g/l de 

NaH2PO4; 1,4 g/l de KH2PO4; vitaminas y metales traza, como 

en la Tabla 4; (29,75 g/l de NaCl; 0,31 g/l de KCl; 0,05 g/l 

de Na2SO4; 1,6 g/l de MgCl2.6H2O; 1,08 g/l de CaCl2.2H2O); 

1,4 g/l de NaHCO3; 0,6 g/l de nitrato de sodio y 2,0 g/l de 25 
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acetato de sodio con un pH de 6.6 para simular el agua de 

inyección del Pozo núm. 1. Se desgasificaron los medios y se 

agregó 18 ml a viales de suero de 20 ml. A cada vial se 

agregó 1,0 ml de aceite de petróleo del Pozo núm 1, 

esterilizado en autoclave y desgasificado. Se agregó como 5 

inóculo 0,1 ml de un cultivo de toda la noche de BR5311. El 

nitrato se analizó por IC para observar el crecimiento en 

estos medios. BR5311 redujo el nitrato a nitrógeno dentro de 

los dos 2 días de incubación a 25 °C. La reducción de 

nitrato indica que la presencia de petróleo del Pozo núm. 1 10 

no inhibió el crecimiento de este cultivo. 

 

Ejemplo 8 

Selección de aislados bacterianos por su capacidad para 

formar biopelículas 15 

Se analizaron aislados individuales de los 

enriquecimientos con aceite de maíz del Ejemplo 1 para 

determinar su capacidad de formar biopelículas en filtros de 

vidrio sinterizado, como se describe en la sección de Métodos 

generales. Los medios que contienen inóculos fueron medios 20 

mínimos salinos (Tabla 4) complementados con acetato o 

lactato como única fuente de carbono y nitrato como aceptor 

de electrones, como se presenta en la Tabla 7. La mezcla se 

hizo anaerobia al colocarla en una cámara de plástico que 

contiene un sistema de depuración de oxígeno por ascorbato 25 
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(Becton, Dickinson Co, Sparks, Maryland). En función de esta 

selección, la cepa BR5311 de Pseudomonas stutzeri se 

seleccionó como positiva para obturación y, después, se 

seleccionó por su preferencia por fuentes de carbono. 

El agua de inyección del Pozo núm. 2 (67 ppt) se 5 

esterilizó por filtración, y se agregaron los siguientes 

nutrientes adicionales: 0,5 g/l de NH4Cl; 0,69 g/l de 

NaH2PO4; 1,4 g/l de KH2PO4; vitaminas y metales traza, como 

en la Tabla 4. Se agregó nitrato de sodio y o bien acetato 

de sodio o lactato de sodio a muestras de prueba diferentes 10 

para dar las relaciones disponibles de donante/aceptor de 

electrones mostrada en la columna e de la Tabla 7. Se agregó 

25 ml de los medios y 1 ml de cultivo de toda la noche a 

cada soporte con el filtro de vidrio. Después de una semana 

de incubación en cajas anaerobias, se retiraron los filtros 15 

y se analizaron para determinar la capacidad de obturación, 

como se describe en la sección de Métodos generales. Cada 

filtro se midió tres veces. Los resultados de los tiempos de 

flujo para cada muestra de prueba se dan en la Tabla 7. 

 20 

Tabla 7. Aditivos del ensayo para biopelículas y resultados 

de flujo 

 

 

 25 
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Los resultados mostraron que se observó una obturación 

significativa cuando se usó acetato como fuente de carbono 

independientemente de la relación de electrones. Se observó 10 

una obturación mínima con lactato con una relación de 

donante/aceptor de electrones de 4:1. 

 

Ejemplo 9 

Ensayo de biopelículas para la cepa BR5311 en medio de 15 

salinidad baja con acetato o lactato como fuente de carbono 

Se analizó la cepa BR5311 para determinar la capacidad 

de formar biopelículas en filtros de vidrio sinterizado, 

como se describe en la sección de Métodos generales, por 

medio del uso de un medio de salinidad baja. BR5311 se 20 

inoculó en medio LB de Miller y se incubó aerobiamente 

durante toda la noche a 30 °C con vibración a 200 rpm. Para 

iniciar el experimento, se agregó 1 ml de un inóculo de toda 

la noche a 25 ml del medio a continuación por triplicado y 

se agregó a un soporte con filtro de vidrio. Estos cultivos 25 

Prueba 

Acetato de 

sodio 

Nitrato de 

sodio 

Lactato 

de sodio 

e- Flujo de 

agua, s 

Núm. 1 1 g/l 2,66 g/l  1:2 16,7+/- 3,5 

Núm. 2  2,66 g/l 0,66 g/l 1:2 8,7+/- 1,0 

Núm. 3 2,07 g/l 0,66 g/l  4:1 17,7 +/- 2,8 

Núm. 4  0,66 g/l 1,33 g/l 4:1 11,7 +/- 2,0 
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se cultivaron anaerobiamente en un incubador/agitador a 

28 °C/100 rpm durante 2 semanas. Adicionalmente, se 

prepararon controles sin inocular por triplicado con un 

medio de igual formulación, pero sin el inóculo de la cepa, 

paralelamente con los tratamientos de prueba no inoculados. 5 

Composición del medio de crecimiento de salinidad baja: 

NaCl, 10 g/l, NaHCO3, 0,25 g/l, NaNO3, 2 g/l, solución 

vitamínica, 1 ml/l B12, 100 mg/l, ácido p-aminobenzoico, 

80 mg/l, D(+)-Biotina, 20 mg/l, ácido nicotínico, 200 mg/l, 

pantotenato de calcio, 100 mg/l, clorhidrato de piridoxina, 10 

300 mg/l, tiamina-HCl. 2 H2O, 200 mg/l, ácido alfa-lipoico, 

50 mg/l ], solución de selenita/tungstato, 1 ml/l [NaOH, 

0,5 g/l, Na2SeO3.5H2O, 6,0 mg/l, Na2WO4.2H2O, 8,0 mg/l], metales 

traza SL-10, 1 ml/l [25 % HCl, 10 ml/l, FeCl2.4 H2O, 1,5 g/l, 

ZnCl2, 70 mg/l, MnCl2.4 H2O, 100 mg/l, H3BO3, 6 mg/l, CoCl2.6 15 

H2O, 190 mg/l, CuCl2.2 H2O, 2 mg/l, NiCl2.6 H2O, 24 mg/l, 

Na2MoO4.2 H2O, 36 mg/l], KH2PO4, 0,02 g/l, NH4Cl, 0,1 g/l, 

MgSO4.7H2O, 0,1 g/l, y 0,1 g/l de extracto de levadura. 

La fuente de carbono en el medio fue o bien acetato de 

sodio o lactato de sodio (a 1,0 g/l). La salinidad fue de 20 

20 ppt. Se sellaron individualmente filtros de prueba por 

triplicado en recipientes de incubación de 125 ml en 

condiciones anaerobias y se colocaron en un 

incubador/vibrador a 28 °C y 100 rpm durante 2 semanas. 
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Después de dos semanas, se verificaron las velocidades de 

flujo, como se describe en la sección de Métodos generales. Se 

registró el tiempo para el paso de agua de cada uno de los 

filtros de prueba y de control, y cada filtro se sometió a 

prueba 3 veces. Se calcularon las velocidades de flujo, y los 5 

valores posteriores a la incubación se compararon con los 

valores anteriores a la incubación para cada filtro. Los 

resultados de la Tabla 8 demuestran que la cepa BR 5311 causó 

una disminución significativa en la velocidad de flujo en 

comparación con los tratamientos de control después de dos 10 

semanas de incubación. En los tratamientos de control con 

acetato y lactato, las velocidades de flujo se incrementaron. 

El incremento de la velocidad de flujo fue el resultado de una 

mejor saturación de agua de los poros del filtro después de 

dos semanas de incubación sumergida. Los tratamientos de 15 

prueba que contenían el inóculo de BR 5311 mostraron 

disminuciones en la velocidad de flujo. En el tratamiento de 

prueba con acetato, la velocidad de flujo disminuyó en 

aproximadamente 42 %. En el tratamiento de prueba con lactato, 

las velocidades de flujo disminuyeron aproximadamente 27 %. 20 
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Tabla 8. Cambios en la velocidad de flujo a través de los filtros de vidrio de 

porosidad media después de dos semanas de incubación 

 

Flujo, ml/s 

Valor 

anterior a 

la 

incubación 

Valores* posteriores a 

la incubación 

Media 

% de cambio 

en la 

velocidad 

de flujo
1
 

Media del % 

de cambio en 

la velocidad 

de flujo 

Tratamiento Núm. 1 Núm. 2 Núm. 3 

Control 1 con acetato 0,083 0,100 0,100 0,100 0,100 + 20 

+16 Control 2 con acetato 0,091 0,125 0,111 0,111 0,116 + 27 

Control 3 con acetato 0,091 0,091 0,091 0,091 0,091 0 

Prueba 1 con acetato 0,100 0,067 0,067 0,067 0,067 - 33 

- 42 Prueba 2 con acetato 0,100 0,043 0,042 0,038 0,041 - 59 

Prueba 3 con acetato 0,091 0,059 0,059 0,063 0,060 - 34 

Control 1 con lactato 0,083 0,100 0,100 0,100 0,100 +20 

+9 Control 2 con lactato 0,091 0,100 0,091 0,100 0,097 +7 

Control 3 con lactato 0,083 0,083 0,083 0,083 0,083 0 
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Prueba 1 con lactato 0,111 0,125 0,111 0,111 0,116 + 4 

- 27 Prueba 2 con lactato 0,091 0,048 0,045 0,045 0,046 - 49 

Prueba 3 con lactato 0,100 0,067 0,067 0,063 0,065 - 35 

* 3mediciones/réplicas sucesivas. 

1 Se calcula como ((media de valores posteriores a la incubación, ml/s / valores 

anteriores a la incubación, ml/s)-1) x 100 
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Ejemplo 10 

Ensayo de biopelícula para la cepa BR5311 en medio de 

salinidad alta con acetato como fuente de carbono 

Se analizó la cepa BR5311 para determinar la capacidad de 

formar biopelículas en filtros de vidrio sinterizado, como se 5 

describe en la sección de Métodos generales, por medio del uso 

de un medio de salinidad alta. La salinidad del medio fue de 

70 ppt. La cepa BR5311 se cultivó anaerobiamente en un medio 

de crecimiento con la siguiente composición: NaCl, 40,5 g/l, 

NH4Cl, 0,1 g/l, KH2PO4, 0,02 g/l, Na2SO4, 0,1 g/l, solución de 10 

selenita-tungstato [NaOH, 0,5 g/l, Na2SeO3.5H2O, 6,0 mg/l, 

Na2WO4.2H2O, 8,0 mg/l], 1 ml/l, NaHCO3, 0,2 g/l, solución 

vitamínica [vitamina B12, 100 mg/l, ácido p-aminobenzoico, 

80 mg/l, D(+)-Biotina, 20 mg/l, ácido nicotínico, 200 mg/l, 

pantotenato de calcio, 100 mg/l, clorhidrato de piridoxina, 15 

300 mg/l, tiamina-HCl. 2 H2O, 200 mg/l, ácido alfa lipoico, 

50 mg/l ], 1 ml/l, solución de metales traza SL-10 [25 % HCl, 

10 ml/l, FeCl2.4 H2O, 1,50 g/l, ZnCl2, 70 mg/l, MnCl2.4 H2O, 

100 mg/l, H3BO3, 6 mg/l, CoCl2.6 H2O, 190 mg/l, CuCl2.2 H2O, 

2 mg/l, NiCl2.6 H2O, 24 mg/l, Na2MoO4.2 H2O, 36 mg/l], 1 ml/l, 20 

CaCl2.2H20, 8,8 g/l, extracto de levadura, 0,025 g/l, NaNO3, 

2,4 g/l, acetato de sodio, 1,2 g/l, KCl, 0,86 g/l, MgCl2.6H2O, 

6,4 g/l, solución azul de bromotimol, 0,4 %, 3 ml. 

El experimento y las pruebas de velocidad de flujo después 

de dos semanas de incubación se realizaron como se describe en 25 
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el Ejemplo 9. Si bien la velocidad de flujo se incrementó en 

los controles, como en el Ejemplo 9, la cepa BR5311 causó una 

disminución significativa en la velocidad de flujo (Tabla 9). 

Las velocidades de flujo en los tratamientos de control se 

incrementaron en un promedio de 20 %. Los tratamientos de 5 

prueba que contenían el inóculo de BR5311 mostraron una 

disminución promedio de 55 % en la velocidad de flujo. 
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Tabla 9. Cambios en la velocidad de flujo a través de los filtros de vidrio de 

porosidad media después de dos semanas de incubación. 

 

Flujo, ml/s 

Valor anterior 

a la incubación 

Valores* posteriores 

a la incubación 

Media 

% de cambio en 

la velocidad 

de flujo
1
 

Media del % de 

cambio en la 

velocidad de 

flujo 

Tratamiento Núm. 1 Núm. 2 Núm. 3 

Control 1 0,083 0,091 0,091 0,091 0,091 +10 

+20 Control 2 0,125 0,125 0,125 0,125 0,125 0 

Control 3 0,111 0,167 0,167 0,167 0,167 +50 

PRUEBA 1 0,125 0,071 0,071 0,071 0,071 - 43 

- 55 PRUEBA 2 0,083 0,048 0,048 0,048 0,048 - 42 

PRUEBA 3 0,083 0,015 0,016 0,017 0,016 - 81 

* 3 mediciones sucesivas 

1 Se calcula como ((media de valores posteriores a la incubación, ml/s / valores 

anteriores a la incubación, ml/s)-1) x 100 
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Ejemplo 11 

Ensayo de biopelícula para la cepa 89AC1-3 en salmuera que 

simula el pozo núm. 1 

Se analizó la cepa 89AC1-3 para determinar la capacidad de 

formar biopelículas en filtros de vidrio sinterizado, como se 5 

describe en la sección de Métodos generales y el Ejemplo 8 al 

usar salmuera que simula el Pozo núm. 1. La cepa 89AC1-3 se 

inoculó en medio LB de Miller y se incubó a 30 °C aerobiamente 

durante toda la noche (225 rpm). Se diluyó 500 µl del cultivo 

de toda la noche en 25 ml de los medios mínimos descritos en la 10 

Tabla 4 con 3,0 % en peso de NaCl para dar una salinidad que se 

aproxima a la salinididad del Pozo núm. 1 (35 ppt). Se agregó 

acetato de sodio o lactato de sodio para dar una concentración 

final de 2000 ppm. Se agregó nitrato de sodio a 500 ppm como 

aceptor de electrones para crecimiento anaerobio. 15 

Las unidades de filtro se incubaron anaerobiamente a 

temperatura ambiente durante dos semanas y se analizó el flujo 

como se describe en la sección de Métodos generales y el 

Ejemplo 3. La cepa 89AC1-3 mostró obturación con lactato (flujo 

en s = 30,0 +/- 7,0) o acetato (flujo en s = 20 +/- 13,0) en 20 

esta concentración de salinidad de agua de mar (35 ppt). 

 

Ejemplo 12 
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Aglomeración de partículas de sílice con la cepa 89AC1-3 

La cepa 89AC1-3 de Pseudomonas stutzeri se sometió a 

prueba para determinar su capacidad para aglomerar granos de 

sílice cristalina, como se describe en la sección de Métodos 

generales. El medio usado en esta prueba contenía acetato 5 

como fuente de carbono y tenía una salinidad de 

aproximadamente 32 ppt. 

Medio de prueba: 

NaCl, 27 g/l, NH4Cl, 0,05 g/l, KH2PO4, 0,025 g/l, Na2SO4, 

0,05 g/l, solución de selenita-tungstato [NaOH, 0,5 g/l, 10 

Na2SeO3.5H2O, 6,0 mg/l, Na2WO4.2H2O, 8,0 mg/l], 0,5 ml/l, 

NaHCO3, 0,1 g/l, solución vitamínica [vitamina B12, 

100 mg/l, ácido p-aminobenzoico, 80 mg/l, D(+)-Biotina, 

20 mg/l, ácido nicotínico, 200 mg/l, pantotenato de calcio, 

100 mg/l, clorhidrato de piridoxina, 300 mg/l, tiamina-HCl. 15 

2 H2O, 200 mg/l, ácido alfa-lipoico, 50 mg/l], 0,5 ml/l, 

solución de metales traza SL-10 [25 % HCl, 10 ml/l, FeCl2.4 

H2O, 1,50 g/l, ZnCl2, 70 mg/l, MnCl2.4 H2O, 100 mg/l, H3BO3, 

6 mg/l, CoCl2.6 H2O, 190 mg/l, CuCl2.2 H2O, 2 mg/l, NiCl2.6 

H2O, 24 mg/l, Na2MoO4.2 H2O, 36 mg/l], 0,5 ml/l, CaCl2.2H20, 20 

4,4 g/l, 0,25 g/l de extracto de levadura, 0,5 g/l de 

peptona de caseína, KCl, 0,86 g/l, MgCl2.6H2O, 6,4 g/l, 

NaNO3, 2 g/l, acetato de sodio, 1 g/l. 

Después de siete días, la DO600 media de los tubos 

duplicados inoculados con la cepa 89AC1-3 y de los tubos de 25 
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control duplicados sin inocular fue de aproximadamente 0,04. 

Cuando los tubos de tratamiento se mezclaron vigorosamente por 

10 segundos de mezclado en vórtice, la turbidez se incrementó 

drásticamente debido a la resuspensión de la sílice cristalina 

que se había depositado en el fondo de los tubos durante siete 5 

días de incubación (Tabla 10). La disminución de la turbidez 

debido a la sedimentación de la sílice cristalina se controló 

en el tiempo después del mezclado por densidad celular óptica 

(DO600). La turbidez disminuyó mucho más rápidamente en los 

tratamientos inoculados que en los de control, según lo 10 

indicado por la reducción porcentual en la OD600 para el 

cultivo inoculado frente al control a 1 min y 10 min después 

del mezclado (Tabla 10). 

Esto resulta de las partículas de sílice que forman 

aglomeraciones grandes, de hasta 100 micras de diámetro, según 15 

lo determinado por examen microscópico, en los tratamientos 

inoculados, que se sedimentan rápidamente en comparación con 

las partículas dispersas no aglomeradas de 2-20 µm en los tubos 

de control sin inocular. El comportamiento contrastante de las 

partículas de sílice demostró que la cepa 89AC1-3 formó una 20 

interacción adhesiva fuerte con las partículas de sílice 

cristalinas y produjo la aglomeración de las partículas. 
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Tabla 10. Sedimentación de granos de sílice debido a la 

aglomeración de partículas inducida microbianamente por la 

cepa 89AC1-3 en medio con acetato 

 

 5 

 

 

 

 

 10 

 

 

 

 

 15 

 

 

 

 

La cepa 89AC1-3 de Pseudomonas stutzeri se sometió a 20 

prueba para determinar su capacidad para aglomerar granos de 

sílice cristalina en el siguiente medio que contiene lactato 

de sodio (g/l) en lugar de acetato de sodio: 

NaCl, 27 g/l, NH4Cl, 0,05 g/l, KH2PO4, 0,025 g/l, 

Na2SO4, 0,05 g/l, solución de selenita-tungsteno [NaOH, 25 

Tratamiento 

DO600 nm, 

antes del 

mezclado 

DO600 nm, 

1 minuto 

después del 

mezclado 

DO600 nm, 

10 minutos 

después del 

mezclado 

Control no inoculado 

núm. 1 

0,047 6,311 5,954 

Control no inoculado 

núm. 2 

0,034 6,152 5,412 

Media 0,04 6,23 5,68 

Prueba inoculada núm. 1 0,07 2,767 2,742 

Prueba inoculada núm. 2 0,005 3,841 3,622 

Media 0,04 3,3 3,18 

% de reducción en la DO 

No 

aplicable 

48 % 44 % 
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0,5 g/l, Na2SeO3.5H2O, 6,0 mg/l, Na2WO4.2H2O, 8,0 mg/l], 

0,5 ml/l, NaHCO3, 0,1 g/l, solución vitamínica [Vitamina 

B12, 100,00 mg/l, ácido p-aminobenzoico, 80 mg/l, D(+)-

Biotina, 20 mg/l, ácido nicotínico, 200,00 mg/l, pantotenato 

de calcio, 100 mg/l, clorhidrato de piridoxina, 300 mg/l, 5 

tiamina-HCl. 2 H2O, 200 mg/l, ácido alfa-lipoico, 50 mg/l], 

0,5 ml/l, solución de metales traza SL-10 [25 % HCl, 

10 ml/l, FeCl2.4 H2O, 1,50 g/l, ZnCl2, 70 mg/l, MnCl2.4 H2O, 

100 mg/L, H3BO3, 6 mg/l, CoCl2.6 H2O, 190 mg/l, CuCl2.2 H2O, 

2 mg/l, NiCl2.6 H2O, 24 mg/l, Na2MoO4.2 H2O, 36 mg/l], 10 

0,5 ml/l, CaCl2.2H20, 4,4 g/l, 0,25 g/l de extracto de 

levadura, 0,5 g/l de peptona de caseína, KCl, 0,86 g/l, 

MgCl2.6H2O, 6,4 g/l, NaNO3, 4 g/l, lactato de sodio, 2 g/l. 

Después de siete días, la DO600 promedio de los tubos 

inoculados duplicados y de los tubos de control duplicados 15 

sin inocular fue de 0 y 0,07, respectivamente. Los 

resultados de la sedimentación después del mezclado fueron 

similares a los del medio que contenía acetato que se 

mencionó anteriormente (Tabla 11). 

 20 

Tabla 11. Sedimentación de granos de sílice debido a la 

aglomeración de partículas inducida microbianamente por la 

cepa 89AC1-3 en medio con lactato 

 

 25 
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Ejemplo 13 

Caída de presión medida en tubo delgado de control que 

contiene petróleo/arena 

Se usó la configuración de tubos delgados descrita en la 20 

sección de Métodos generales para medir los cambios de presión 

en el tiempo de una muestra de arena/petróleo como control. Un 

tubo delgado (Figura 4, 9a) se llenó de arena de la formación 

de Schrader Bluff en la unidad de Milne Point de la región de 

la Pendiente Norte de Alaska, como se describe en la sección de 25 

Tratamiento 

DO600 nm, 

antes del 

mezclado 

DO600 nm, 

1 minuto 

después del 

mezclado 

DO600 nm, 

10 minutos 

después del 

mezclado 

Control no inoculado 

núm. 1 

0,045 5,419 5,113 

Control no inoculado 

núm. 2 

0,094 5,197 4,829 

Media 0,07 5,31 4,97 

Prueba inoculada núm. 1 0 2,665 2,609 

Prueba inoculada núm. 2 0 3,133 3,188 

Media 0 2,90 2,90 

% de reducción en la DO 

No 

aplicable 

45 % 42 % 
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Métodos generales. El tubo se inundó bajo una presión de 

aproximadamente 0,66 megapascales (95 psi) con la Salmuera núm. 

1 (Métodos generales), con 0,74 megapascales (107 psi) de 

presión en el recipiente de presión. Después de reducir la 

presión a aproximadamente 0,14 megapascales (20 psi), se inundó 5 

el tubo delgado con aproximadamente 50 cc o aproximadamente 1 

volumen de poro de petróleo crudo obtenido de un yacimiento de 

petróleo de la unidad Milne Point de la región de la Pendiente 

Norte de Alaska. Se dejó que la mezcla de petróleo y arena del 

tubo delgado se depositara o madurara por aproximadamente 2 10 

semanas sin que ningún fluido fluyera a través del tubo. 

Después, se alimentó la Salmuera núm. 1 (Métodos 

generales) continuamente durante 55 días en el tubo delgado y 

se comenzó con una velocidad de flujo de 0,06 ml/min, lo que 

da un tiempo de permanencia de aproximadamente 0,5 días en el 15 

tubo. La caída de presión a través del tubo delgado se midió 

en el tiempo (Figura 7). En varios puntos de tiempo, tuvieron 

que usarse velocidades de flujo más altas debido a problemas 

de funcionamiento del sistema. En esos momentos, la caída de 

presión se ajustó por la relación de las velocidades de flujo 20 

para que esta caída de presión pudiera seguirse comparando 

con la caída de presión medida en otros tubos delgados. 

Inicialmente, la caída de presión fue de 0,0069 a 

0,0137 megapascales (de 1 a 2 psi), que disminuyó 

posteriormente cuando el tubo delgado se inundó con la 25 
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Salmuera núm. 1. La caída observada en la presión se debió al 

hecho de que el petróleo se estaba eliminando del tubo 

delgado, según lo demostrado por el hecho de que el petróleo 

apareció en el efluente del tubo delgado. Después de 40 días, 

la presión había continuado cayendo a aproximadamente 5 

0,69 kiloPascales (0,1 psi), a lo que siguió un ligero 

incremento en la presión. Se tomó una muestra del efluente, y 

se determinaron los títulos de células viables (el número más 

probable o MPN), como se describe en la sección de Métodos 

generales. Los resultados de los análisis se muestran a 10 

continuación en la Tabla 12. El incremento ligero en la 

presión se debió, probablemente, al metabolismo del acetato, 

presente en la Salmuera núm. 1, a través de la microflora 

natural presente en la arena dentro del tubo delgado. 

 15 

Ejemplo 14 

Tubo delgado inoculado alimentado continuamente y mediciones 

de la caída de presión 

Se preparó un tubo delgado como en el Ejemplo 13, 

excepto que después de la maduración de la muestra de arena 20 

y petróleo en el tubo y la inundación con varios volúmenes 

de poro de la Salmuera núm. 1 a 0,6 ml/min, el tubo (muestra 

9b) se inoculó con la cepa LH4:15 de Pseudomonas stutzeri 

(núm. ATCC: PTA-8823). Esta es una cepa aislada de muestras 

de agua de producción de un yacimiento de petróleo, como se 25 
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describe en la publicación de patente copendiente y de 

propiedad mancomunada de los Estados Unidos núm. 

20090263887. Para inocular el tubo delgado, se diluyó 1,0 ml 

de una muestra congelada de la cepa LH4:15 de Pseudomonas 

stutzeri en una relación de 1:20 en la Salmuera núm. 3 5 

(Métodos generales) y se agitó. La solución con el inóculo 

diluido se diluyó aún más, 200:1, (2,5 ml adicionados a 

497,5 ml) en la Salmuera núm. 1, se tomó una muestra de esto 

y se determinaron los títulos de células viables (número más 

probable o MPN), como se describe en la sección de Métodos 10 

generales. Este valor de MPN se presenta en la Tabla 12 como 

“inoculación de MPN”. Se cargó una jeringa de 50 ml con esta 

solución de inóculo diluido, y la solución se bombeó con una 

bomba de jeringa dentro del tubo delgado a una velocidad de 

aproximadamente 0,2 ml/min. El proceso de inoculación del 15 

tubo delgado tardó aproximadamente 4 horas para completarse. 

Después de la inoculación, se tomó una muestra del 

efluente y se determinaron los títulos de células viables 

(número más probable o MPN), como se describe en la sección 

de Métodos generales. Los resultados de los análisis se 20 

muestran a continuación en la Tabla 12 identificados como 

los “MPN en el efluente”. 

La Salmuera núm. 2 se alimentó continuamente a través del 

tubo delgado 9b a 0,06 ml/min durante 55 días mientras se medía 
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la caída de presión a través del tubo (Figura 8). Inicialmente, 

la caída de presión fue de 0,0069 a 0,0137 megapascales (de 1 a 

2 psi) y cayó por debajo de 0,0069 megapascales (1 psi) en 

aproximadamente 8 días. A los 10 días, hubo un incremento 

definitivo en la caída de presión. A los 20 días, el sistema 5 

experimentó un pico de presión seguido por una caída 

inexplicable y muy marcada en la presión. El pico de presión a 

los 22 días (Figura 8) fue una perturbación debido a un 

problema de funcionamiento del sistema. Otro pico inexplicable 

de presión se produjo a los 35 días. Más drásticamente, se 10 

produjo un incremento en la presión a los 45 días seguido de 

otra caída de presión inexplicable a aproximadamente 47 días. 

El incremento en la presión a través del tubo delgado, en 

comparación con el control del Ejemplo 13, demuestra el 

potencial de LH4:15 de Pseudomonas stutzeri (núm. ATCC:PTA-15 

8823) para modificar la permeabilidad de rocas porosas. 

 

Ejemplo 15 

Tubo delgado inoculado alimentado por lotes y mediciones de 

la caída de presión 20 

Se preparó un tubo delgado como en el Ejemplo 14, con 

la inoculación de la cepa LH4:15 de Pseudomonas stutzeri 

(núm. ATCC: PTA-8823). Después de la inoculación, se tomó 

una muestra del efluente y se determinaron los títulos de 

células viables (número más probable o MPN), como se 25 
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describe en la sección de Métodos generales. Los resultados 

de los análisis se muestran a continuación en la Tabla 12. 

Inmediatamente después de inocular el tubo delgado, se 

alimentó la Salmuera núm. 1 durante toda la noche a 

0,06 ml/min. A la mañana siguiente, se alimentó la Salmuera 5 

núm. 3 (Métodos generales) durante 6 h a una velocidad de 

0,06 ml/min. Después, se alimentó la Salmuera núm. 1 a 

0,06 ml/min. Típicamente, se alimentó un lote de Salmuera 

núm. 3 durante 6 horas cada tercer o cuarto día por la 

duración de la prueba, y se alimentó la Salmuera núm. 1 10 

continuamente entre lotes. La cantidad total de nutrientes 

alimentados en el tubo delgado 9c fue igual que la 

alimentada en el tubo delgado 9b del Ejemplo 14. 

Inicialmente, la caída de presión fue de 0,0069 a 

0,0137 megapascales (de 1 a 2 psi) y, después, disminuyó a 15 

aproximadamente 0,0069 megapascales (1 psi) en 8 días. A los 

10 días, hubo un incremento en la caída de presión, y este 

se incrementó consistente y linealmente en el tiempo (Figura 

9). Los picos observados a los 22 y 29 días fueron 

perturbaciones debido a un problema de funcionamiento del 20 

sistema. Notablemente, al término del día 55, la caída de 

presión fue de un orden de magnitud mayor que el control en 

el Ejemplo 13. Esto demuestra el potencial de LH4:15 de 

Pseudomonas stutzeri (núm. ATCC: PTA-8823) para modificar 

eficazmente la permeabilidad de rocas porosas. 25 
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Tabla 12. Análisis del MPN de tubos delgados después de la 

inoculación 

 

 

 5 

 

 

 

 

 10 

Ejemplo 16 

Caída de presión medida en el tubo delgado de control que 

contiene arena en medio de salinidad alta 

Se usó la configuración de tubos delgados descrita en la 

sección de Métodos generales para medir los cambios de presión 15 

en el tiempo de muestras de arena en agua de salinidad alta 

(70 ppt) como control. Se llenaron dos tubos delgados (tubos 

9a-2 y 9b-2) con una mezcla de arena más Sil-co-Sil 125 (U.S. 

Silica, Berkeley Springs, WV) en una relación de 4:1 en peso 

(20 % en peso). Cada tubo delgado se inundó, con una presión 20 

de aproximadamente 0,66 megapascales (95 psi), con la Salmuera 

núm. 4 (a continuación), con 0,74 megapascales (107 psi) de 

presión en el recipiente de presión. 

Salmuera núm. 4: Se usó agua de inyección esterilizada 

por filtración en un pozo petrolero de Alberta, Canadá. El 25 

Análisis Tubo delgado 

9a 

Tubo delgado 

9b 

Tubo delgado 

9c 

Inoculaci

ón de MPN 

Sin inóculo ~1 x10
8
 UFC/ml ~1x10

8
 UFC/ml 

MPN en el 

efluente 

4,2 x10
5
 1,1 x10

7
 UFC/ml 7,9 x10

6
 UFC/ml 

MPN = números más probables 
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contenido total de sal disuelta fue de 70 ppt. El pH de esta 

solución se ajustó de ~6,2 a 6,4 con HCl o NaOH. 

Con solamente la Salmuera núm. 4 que fluye en los tubos 

(sin petróleo presente), se realizaron mediciones y se 

calculó la permeabilidad base de aproximadamente 1 darcy, 5 

según lo informado en la sección Métodos generales. 

Los tubos delgados 9a-2 y 9b-2 se inocularon previamente 

con 60 ml de inyección en vivo de salmuera (Salmuera núm. 4 

que no se esterilizó por filtración) a una velocidad de 

15 ml/hora durante 4 horas. Después de esta inoculación 10 

previa, se tomó una muestra del efluente y se realizaron los 

recuentos de células, como se describe en la sección de 

Métodos generales, y se proporcionan en la Tabla 13. 

La Salmuera núm. 4 se alimentó continuamente a una 

velocidad de 3,6 ml/h durante 11 días en los tubos delgados 15 

9a y 9b mientras se determinaba la caída de presión a través 

del tubo delgado. Los resultados para el tubo 9a-2 se 

muestran en la Figura 10. Los resultados fueron similares 

para ambos tubos. La caída de presión permaneció entre 

0,0069 y 0,0137 megapascales (de 1 a 2 psi). Esto ilustra la 20 

estabilidad de la arena compactada en el tubo delgado 

mientras se inundaba con la salmuera de la inyección. 

 

Ejemplo 17 
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Caída de presión medida en el tubo delgado inoculado alimentado 

por lotes que contiene arena en medio de salinidad alta 

Un día después, el tubo delgado 9a-2 del Ejemplo 16 se 

inoculó con BR5311 de Pseudomonas stutzeri (núm. ATCC: PTA-

11283). Para inoculación, una muestra congelada de BR5311 de 5 

Pseudomonas stutzeri se diluyó 1:20 en la Salmuera núm. 7 (a 

continuación), se agitó y, después, se dejó reposar durante 

toda la noche. Se tomó una muestra del inóculo, se 

realizaron los recuentos de células, como se describe en la 

sección de Métodos generales, y se presentan en la Tabla 13. 10 

Se cargó una jeringa con la solución del inóculo y se bombeó 

en el tubo delgado con una bomba de jeringa a una velocidad 

de aproximadamente 0,25 ml/min. El proceso de inoculación 

del tubo delgado tardó aproximadamente 4 horas para 

completarse. Después de completada la inoculación, el tubo 15 

delgado se dejó madurar durante 5 días. 

Al finalizar el período de maduración, se alimentó la 

Salmuera núm. 6 (a continuación) en el tubo delgado 9a-2 a 

una velocidad de 3,6 ml/h durante 4 h. En este punto, se tomó 

una muestra del efluente y se determinaron los recuentos de 20 

células, como se describe en la sección de Métodos generales, 

y se presentan en la Tabla 13. Se continuó el bombeo de la 

Salmuera núm. 4 a una velocidad de 3,6 ml/h en este tubo 

delgado. Se tomó una muestra del efluente después de un total 
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de 46 días, y se realizó el recuento de células. Los 

resultados del análisis se muestran en la Tabla 13. 

La Salmuera núm. 6 se alimentó en el tubo delgado 9a-2 en 

pulsos de 4 a 8 horas dos veces por semana (una vez cada 3 o 4 

días) durante aproximadamente 30 días, y se midió la caída de 5 

presión a través del tubo delgado. La Salmuera núm. 6 se 

alimentó en pulsos de 4 horas en el día 17, 20 y 24. La 

Salmuera núm. 6 se alimentó en pulsos de 8 horas en el día 27, 

32, 34, 38, 41 y 44. Inicialmente, la caída de presión fue de 

0,0069 a 0,0137 megapascales (de 1 a 2 psi). Después de 10 10 

días, hubo un aumento apreciable en la caída de presión que se 

hizo más pronunciado con el tiempo (Figura 11). La caída de 

presión fue casi 6 veces mayor que el control (Ejemplo 16). 

Esto demuestra el potencial de BR5311 de Pseudomonas stutzeri 

(núm. ATCC: PTA11283) para modificar eficazmente la 15 

permeabilidad de rocas porosas aun cuando se alimente de 

manera discontinua en un medio acuoso de salinidad alta. 

Salmuera núm. 6: alimentación discontinua de nutrientes 

 

 20 

 

 

 

 

 25 

 Cantidad por litro 

NaNO3 300,5 g 

Acetato de sodio 152,5 g 

NH4Cl 3,6 g 

KH2PO4 0,72 g 

Extracto de levadura 18 g 
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 5 

 

 

 

 

 10 

 

 

Se ajusta el pH de ~6,2 a 6,4 con HCl. 

 

Ejemplo 18 15 

Caída de presión determinada en el tubo delgado inoculado 

alimentado continuamente que contiene arena en medio de 

salinidad alta 

El tubo delgado 9b-2 del Ejemplo 16 se inoculó con 

BR5311 de Pseudomonas stutzeri (núm. ATCC: PTA-11283), se 20 

dejó madurar, y se tomaron muestras como se describe en el 

Ejemplo 17. Al finalizar el período de maduración, se 

alimentó continuamente la Salmuera núm. 5 en el tubo delgado 

9b-2 a una velocidad de 3,6 ml/hora, se tomó una muestra del 

efluente, y se determinaron los recuentos de células, que se 25 

pH=6,5  

Se diluye 1 parte en 36 partes de Salmuera núm. 4 

Salmuera núm. 7: 

en agua de grifo, 

 Cantidad por litro 

NaCl 10 mg 

Lactato y NH4 1 g 

Na NO3 2 g 

NH4Cl 0,1 g 

KH2PO4 0,02 g 

Extracto de levadura 0,1 g 
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presentan en la Tabla 13. La Salmuera núm. 5 tiene la misma 

concentración de componentes por litro que la dada para la 

Salmuera núm. 6 mencionada anteriormente, pero se diluyó 1 

parte en 327 partes de la Salmuera núm. 4. Se continuó la 

alimentación de la Salmuera núm. 5 por la duración del 5 

experimento mientras se medía la caída de presión en este 

experimento (Figura 12). Se tomó una muestra del efluente 

después de 46 días, y se determinó el recuento de células. 

Los resultados del análisis se muestran en la Tabla 13. 

Inicialmente, la caída de presión fue de 0,0137 a 10 

0,0274 megapascales (de 2 a 4 psi). Para el día 32, la caída 

de presión observada se había incrementado en aproximadamente 

un factor de 4 en comparación con la caída de presión inicial 

en el día 17. En el día 32,8, se detuvo la alimentación de la 

Salmuera núm. 5 que contiene nutrientes, y se alimentó en su 15 

lugar la Salmuera núm. 4 (agua de inyección esterilizada por 

filtración usada en un pozo petrolero en Alberta) hasta el 

día 38,7. Durante este período de 6 días, hubo una 

disminución en la caída de presión, aunque la presión 

permaneció significativamente mayor que la caída de presión 20 

inicial en el día 17. En el día 38,7, se alimentó nuevamente 

la Salmuera núm. 5 en el tubo delgado 9b. Entre los días 45 y 

46, la caída de presión volvió a subir nuevamente, por lo que 

tuvo aproximadamente un factor de 6 más alto en comparación 

con la caída de presión inicial en el día 17. El pico de 25 
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presión a aproximadamente 44 días (Figura 12) fue una 

perturbación debido a un problema de funcionamiento del 

sistema. Esto demuestra el potencial de BR5311 de Pseudomonas 

stutzeri (núm. ATCC: PTA-11283) para modificar eficazmente la 

permeabilidad de rocas porosas cuando se alimenta 5 

continuamente en un medio acuoso de salinidad alta. 

 

Tabla 13. Análisis de células en vivo del inóculo y muestras 

de tubos delgados 

 10 

 

 

 

 

 15 

 

 

 

 

 20 

 

 

Se hace constar que con relación a esta fecha, el mejor 

método conocido por la solicitante para llevar a la práctica 

Recuentos de células Tubo delgado 

9a-2 

Tubo delgado 

9b-2 

Después de la 

inoculación previa con 

salmuera de inyección 

en vivo 

8,1 x10
4
 ufc/ml 1,1 x10

4
 UFC/ml 

Inóculo de BR5311 de P. 

stutzeri 

4 x10
6
 ufc/ml 9,8 x10

5
 ufc/ml 

Efluente después de una 

maduración de 5 días 

2,2 x10
6
 ufc/ml 7,2 x10

5
 ufc/ml 

Efluente después de 46 

días 

4,2 x10
5
 ufc/ml 1,1 x10

7 
UFC/ml 
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la citada invención, es el que resulta claro de la presente 

descripción de la invención. 
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Reivindicaciones solicitud divisional de la solicitud 

de patente No. 13.134.124 

 

 

1. Una composición que mejora la recuperación de 5 

petróleo; la composición comprende: 

a) un microorganismo aislado seleccionado del 

grupo que consiste en BR5311 de Pseudomonas 

stutzeri (núm. ATCC: PTA-11283) y 97AC1-3 de 

Pseudomonas stutzeri (núm. ATCC: PTA-11284); 10 

que comprende además uno o mas microorganismos 

adicionales, donde dichos microorganismos 

adicionales crecen en presencia de petróleo en 

condiciones desnitrificantes; 

b) aceptores de electrones; en donde el 15 

aceptor de electrones es una sal iónica de 

nitrato; y 

c) una fuente de carbono, donde dicha fuente de 

carbono se selecciona del grupo que consiste en 

lactato, acetato y succinato . 20 

 

2. La composición de conformidad con la 

reivindicación 1, en donde el microorganismo aislado produce 

una biopelícula obturadora. 

 25 
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3. La composición de conformidad con la 

reivindicación 1, en donde dichos microorganismos adicionales 

comprenden una especie Shewanella. 

 

4. La composición de conformidad con la 5 

reivindicación 3, en donde la especie Shewanella comprende un 

ADNr 16S que comprende las secuencias distintivas degeneradas 

de sec. con núms. de ident.:39, 41 y 43. 
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RESUMEN DE LA INVENCIÓN 

Se proporcionan métodos, microorganismos y 

composiciones que se caracterizan porque los yacimientos de 

petróleo se inoculan con microorganismos que pertenecen a 

Pseudomonas stutzeri y un medio que incluye un aceptor de 5 

electrones. La Pseudomonas stutzeri crece en el yacimiento 

de petróleo para formar biopelículas obturadoras que reducen 

la permeabilidad en áreas de formaciones subterráneas e 

incrementan, de este modo, la eficacia de barrido y mejoran, 

por lo tanto, la recuperación de petróleo. 10 



 

 

1/13 



 

 

2/13 



 

 

3/13 



 

 

4/13 



 

 

5/13 

 



 

 

6/13 

 



 

 

7/13 

 



 

 

8/13 

 

 



 

 

9/13 



 

 

10/13 



 

 

11/13 



 

 

12/13 



 

 

13/13 

 



 

 

LISTA DE SECUENCIAS 

 

<110>  DuPont Company 

       Hendrickson, Edwin 

       Jackson, Scott 

       Fallon, Robert 

       Keeler, Sharon 

       Rees, Bethany 

  

<120>  MÉTODOS, CEPAS Y COMPOSICIONES ÚTILES PARA LA RECUPERACIÓN MEJORADA 

DE PETRÓLEO POR VÍA MICROBIANA: PSEUDOMONAS STUTZERI 

 

<130>  CL5094 

 

<160>  44     

 

<170>  PatentIn versión 3.5 

 

<210>  1 

<211>  20 

<212>  ADN 

<213>  Secuencia artificial 

 

<220> 

<223>  Iniciador 

 

<400>  1 

cggttacctt gttacgactt                                                   20 

 



 

 

 

<210>  2 

<211>  20 

<212>  ADN 

<213>  Secuencia artificial 

 

<220> 

<223>  Iniciador 

 

<400>  2 

agagtttgat ymtggctcag                                                   20 

 

 

<210>  3 

<211>  16 

<212>  ADN 

<213>  Secuencia artificial 

 

<220> 

<223>  Iniciador 

 

<400>  3 
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<220> 

<223>  Iniciador 

 

<400>  4 

gtaaaacgac ggccagt                                                      17 

 

 

<210>  5 

<211>  1436 

<212>  ADN 

<213>  Pseudomonas stutzeri 

 

<400>  5 

agtcgagcgg atgaagagag cttgctctct gattcagcgg cggacgggtg agtaatgcct       60 

 

aggaatctgc ctgatagtgg gggacaacgt ttcgaaagga acgctaatac cgcatacgtc      120 

 

ctacgggaga aagcagggga ccttcgggcc ttgcgctatc agatgagcct aggtcggatt      180 

 

agctagttgg tgaggtaacg gctcaccaag gcgacgatcc gtaactggtc tgagaggatg      240 

 

atcagtcaca ctggaactga gacacggtcc agactcctac gggaggcagc agtggggaat      300 

 

attggacaat gggcgaaagc ctgatccagc catgccgcgt gtgtgaagaa ggtcttcgga      360 

 

ttgtaaagca ctttaagttg ggaggaaggg cattaaccta atacgttagt gttttgacgt      420 

 

taccgacaga ataagcaccg gctaacttcg tgccagcagc cgcggtaata cgaagggtgc      480 

 

aagcgttaat cggaattact gggcgtaaag cgcgcgtagg tggtttgtta agttgaatgt      540 



 

 

 

gaaagccccg ggctcaacct gggaactgca tccaaaactg gcaagctaga gtatggcaga      600 

 

gggtggtgga atttcctgtg tagcggtgaa atgcgtagat ataggaagga acaccagtgg      660 

 

cgaaggcgac cacctgggct aatactgaca ctgaggtgcg aaagcgtggg gagcaaacag      720 

 

gattagatac cctggtagtc cacgccgtaa acgatgtcga ctagccgttg ggatccttga      780 

 

gatcttagtg gcgcagctaa cgcattaagt cgaccgcctg gggagtacgg ccgcaaggtt      840 

 

aaaactcaaa tgaattgacg ggggcccgca caagcggtgg agcatgtggt ttaattcgaa      900 

 

gcaacgcgaa gaaccttacc aggccttgac atgcagagaa ctttccagag atggattggt      960 

 

gccttcggga actctgacac aggtgctgca tggctgtcgt cagctcgtgt cgtgagatgt     1020 

 

tgggttaagt cccgtaacga gcgcaaccct tgtccttagt taccagcacg ttaaggtggg     1080 

 

cactctaagg agactgccgg tgacaaaccg gaggaaggtg gggatgacgt caagtcatca     1140 

 

tggcccttac ggcctgggct acacacgtgc tacaatggtc ggtacaaagg gttgccaagc     1200 

 

cgcgaggtgg agctaatccc ataaaaccga tcgtagtccg gatcgcagtc tgcaactcga     1260 

 

ctgcgtgaag tcggaatcgc tagtaatcgt gaatcagaat gtcacggtga atacgttccc     1320 

 

gggccttgca cacaccgccc gtcacaccat gggagtgggt tgctccagaa gtagctagtc     1380 

 

taaccttcgg ggggacggtt accacggagt aattcatgac tggggtgaag tcgtaa         1436 



 

 

 

 

<210>  6 

<211>  1436 

<212>  ADN 

<213>  Pseudomonas stutzeri 

 

<400>  6 

agtcgagcgg atgagtggag cttgctccat gattcagcgg cggacgggtg agtaatgcct       60 

 

aggaatctgc ctggtagtgg gggacaacgt ttcgaaagga acgctaatac cgcatacgtc      120 

 

ctacgggaga aagtggggga tcttcggacc tcacgctatc agatgagcct aggtcggatt      180 

 

agctagttgg tgaggtaaag gctcaccaag gcgacgatcc gtaactggtc tgagaggatg      240 

 

atcagtcaca ctggaactga gacacggtcc agactcctac gggaggcagc agtggggaat      300 

 

attggacaat gggcgaaagc ctgatccagc catgccgcgt gtgtgaagaa ggtcttcgga      360 

 

ttgtaaagca ctttaagttg ggaggaaggg cagtaagtta ataccttgct gttttgacgt      420 

 

taccaacaga ataagcaccg gctaacttcg tgccagcagc cgcggtaata cgaagggtgc      480 

 

aagcgttaat cggaattact gggcgtaaag cgcgcgtagg tggttcgtta agttggatgt      540 

 

gaaagccccg ggctcaacct gggaactgca tccaaaactg gcgagctaga gtatggcaga      600 

 

gggtggtgga atttcctgtg tagcggtgaa atgcgtagat ataggaagga acaccagtgg      660 

 



 

 

cgaaggcgac cacctgggct aatactgaca ctgaggtgcg aaagcgtggg gagcaaacag      720 

 

gattagatac cctggtagtc cacgccgtaa acgatgtcga ctagccgttg ggatccttga      780 

 

gatcttagtg gcgcagctaa cgcattaagt cgaccgcctg gggagtacgg ccgcaaggtt      840 

 

aaaactcaaa tgaattgacg ggggcccgca caagcggtgg agcatgtggt ttaattcgaa      900 

 

gcaacgcgaa gaaccttacc aggccttgac atgcagagaa ctttccagag atggattggt      960 

 

gccttcggga actctgacac aggtgctgca tggctgtcgt cagctcgtgt cgtgagatgt     1020 

 

tgggttaagt cccgtaacga gcgcaaccct tgtccttagt taccagcacg ttaaggtggg     1080 

 

cactctaagg agactgccgg tgacaaaccg gaggaaggtg gggatgacgt caagtcatca     1140 

 

tggcccttac ggcctgggct acacacgtgc tacaatggtc ggtacaaagg gttgccaagc     1200 

 

cgcgaggtgg agctaatccc ataaaaccga tcgtagtccg gatcgcagtc tgcaactcga     1260 

 

ctgcgtgaag tcggaatcgc tagtaatcgt gaatcagaat gtcacggtga atacgttccc     1320 

 

gggccttgta cacaccgccc gtcacaccat gggagtgggt tgctccagaa gtagctagtc     1380 

 

taaccttcgg ggggacggtt accacggagt gattcatgac tggggtgaag tcgtaa         1436 

 

 

<210>  7 

<211>  1435 

<212>  ADN 



 

 

<213>  Pseudomonas stutzeri 

 

<400>  7 

agtcgagcgg atgagtggag cttgctccat gattcagcgg cggacgggtg agtaatgcct       60 

 

aggaatctgc ctggtagtgg gggacaacgt ttcgaaagga acgctatacc gcatacgtcc      120 

 

tacgggagaa agtgggggat cttcggacct cacgctatca gatgagccta ggtcggatta      180 

 

gctagttggt gaggtaaagg ctcaccaagg cgacgatccg taactggtct gagaggatga      240 

 

tcagtcacac tggaactgag acacggtcca gactcctacg ggaggcagca gtggggaata      300 

 

ttggacaatg ggcgaaagcc tgatccagcc atgccgcgtg tgtgaagaag gtcttcggat      360 

 

tgtaaagcac tttaagttgg gaggaagggc agtaagttaa taccttgctg ttttgacgtt      420 

 

accaacagaa taagcaccgg ctaacttcgt gccagcagcc gcggtaatac gaagggtgca      480 

 

agcgttaatc ggaattactg ggcgtaaagc gcgcgtaggt ggttcgttaa gttggatgtg      540 

 

aaagccccgg gctcaacctg ggaactgcat ccaaaactgg cgagctagag tatggcagag      600 

 

ggtggtggaa tttcctgtgt agcggtgaaa tgcgtagata taggaaggaa caccagtggc      660 

 

gaaggcgacc acctgggcta atactgacac tgaggtgcga aagcgtgggg agcaaacagg      720 

 

attagatacc ctggtagtcc acgccgtaaa cgatgtcgac tagccgttgg gatccttgag      780 

 

atcttagtgg cgcagctaac gcattaagtc gaccgcctgg ggagtacggc cgcaaggtta      840 



 

 

 

aaactcaaat gaattgacgg gggcccgcac aagcggtgga gcatgtggtt taattcgaag      900 

 

caacgcgaag aaccttacca ggccttgaca tgcagagaac tttccagaga tggattggtg      960 

 

ccttcgggaa ctctgacaca ggtgctgcat ggctgtcgtc agctcgtgtc gtgagatgtt     1020 

 

gggttaagtc ccgtaacgag cgcaaccctt gtccttagtt accagcacgt taaggtgggc     1080 

 

actctaagga gactgccggt gacaaaccgg aggaaggtgg ggatgacgtc aagtcatcat     1140 

 

ggcccttacg gcctgggcta cacacgtgct acaatggtcg gtacaaaggg ttgccaagcc     1200 

 

gcgaggtgga gctaatccca taaaaccgat cgtagtccgg atcgcagtct gcaactcgac     1260 

 

tgcgtgaagt cggaatcgct agtaatcgtg aatcagaatg tcacggtgaa tacgttcccg     1320 

 

ggccttgtac acaccgcccg tcacaccatg ggagtgggtt gctccagaag tagctagtct     1380 

 

aaccttcggg gggacggtta ccacggagtg attcatgact ggggtgaagt cgtaa          1435 

 

 

<210>  8 

<211>  1435 

<212>  ADN 

<213>  Pseudomonas stutzeri 

 

<400>  8 

agtcgagcgg atgarkrgag cttgctsymk gattcagcgg cggacgggtg agtaatrcct       60 

 



 

 

aggaatctgc ctrdtagtgg gggacaacgt ttcgaaagga acgctatacc gcatacgtcc      120 

 

tacgggagaa agyrggggay cttcggrcct yrcgctahya gatgagccta ggtcggatta      180 

 

gctagttggt gaggtaahgg ctcaccaagg cdacgatccg taactggtct gagaggatga      240 

 

tcagtcacac tggaactgag acacggtcca gactcctacg ggaggcagca gtggggaata      300 

 

ttggacaatg ggcgaaagcc tgatccagcc atgccgcgtg tgtgaagaag gtcttcggat      360 

 

tgtaaagcac tttaagttgg gaggaagggc agtaasytaa tacsttrstg ttttgacgtt      420 

 

accracagaa taagcaccgg ctaacttcgt gccagcagcc gcggtaatac gaagggtgca      480 

 

agcgttaatc ggaattactg ggcgtaaagc gcgcgtaggt ggttygttaa gttgratgtg      540 

 

aaagccccgg gctcaacctg ggaactgcat ccaaaactgg cragctagag tatggcagag      600 

 

ggtggtggaa tttcctgtgt agcggtgaaa tgcgtagata taggaaggaa caccagtggc      660 

 

gaaggcgacc acctgggcta atactgacac tgaggtgcga aagcgtgggg agcaaacagg      720 

 

attagatacc ctggtagtcc acgccgtaaa cgatgtcgac tagccgttgg gatccttgag      780 

 

atcttagtgg cgcagctaac gcattaagtc gaccgcctgg ggagtacggc cgcaaggtta      840 

 

aaactcaaat gaattgacgg gggcccgcac aagcggtgga gcatgtggtt taattcgaag      900 

 

caacgcgaag aaccttacca ggccttgaca tgcwgagaac ytkccagaga tggmkkggtg      960 

 



 

 

ccttcgggar ctcwgacaca ggtgctgcat ggctgtcgtc agctcgtgtc gtgagatgtt     1020 

 

gggttaagtc ccgtaacgag cgcaaccctt gtccttagtt accagcacrt tawggtgggc     1080 

 

actctaagga gactgccggt gacaaaccgg aggaaggtgg ggatgacgtc aagtcatcat     1140 

 

ggcccttacg gcctgggcta cacacgtgct acaatggtcg gtacaaaggg ttgccaagcc     1200 

 

gcgaggtgga gctaatccca taaaaccgat cgtagtccgg atcgcagtct gcaactcgac     1260 

 

tgcgtgaagt cggaatcgct agtaatcgtg aatcagaatg tcacggtgaa tacgtycccg     1320 

 

ggccttgyac acaccgcccg tcacaccatg ggagtgggtt gctccagaag tagctagtct     1380 

 

aaccttcggg gggacggtta ccacggagtg attcatgact ggggtgaagt cgtaa          1435 

 

 

<210>  9 

<211>  1341 

<212>  ADN 

<213>  Escherichia coli 

 

<400>  9 

agtcgaacgg taacaggaag aagcttgctt ctttgctgac gagtggcgga cgggtgagta       60 

 

atgtctggga aactgcctga tggaggggga taactactgg aaacggtagc taataccgca      120 

 

taacgtcgca agaccaaaga gggggacctt cgggcctctt gccatcggat gtgcccagat      180 

 

gggattagct agtaggtggg gtaacggctc acctaggcga cgatccctag ctggtctgag      240 



 

 

 

aggatgacca gccacactgg aactgagaca cggtccagac tcctacggga ggcagcagtg      300 

 

gggaatattg cacaatgggc gcaagcctga tgcagccatg ccgcgtgtat gaagaaggcc      360 

 

ttcgggttgt aaagtacttt cagcggggag gaagggagta aagttaatac ctttgctcat      420 

 

tgacgttacc cgcagaagaa gcaccggcta actccgtgcc agcagccgcg gtaatacgga      480 

 

gggtgcaagc gttaatcgga attactgggc gtaaagcgca cgcaggcggt ttgttaagtc      540 

 

agatgtgaaa tccccgggct caacctggga actgcatctg atactggcaa gcttgagtct      600 

 

cgtagagggg ggtagaattc caggtgtagc ggtgaaatgc gtagagatct ggaggaatac      660 

 

cggtggcgaa ggcggccccc tggacgaaga ctgacgctca ggtgcgaaag cgtggggagc      720 

 

aaacaggatt agataccctg gtagtccacg ccgtaaacga tgtcgacttg gaggttgtgc      780 

 

ccttgaggcg tggcttccgg agctaacgcg ttaagtcgac cgcctgggga gtacggccgc      840 

 

aaggttaaaa ctcaaatgaa ttgacggggg cccgcacaag cggtggagca tgtggtttaa      900 

 

ttcgatgcaa cgcgaagaac cttacctggt cttgacatcc acggaagttt tcagagatga      960 

 

gaatgtgcct tcgggaaccg tgagacaggt gctgcatggc tgtcgtcagc tcgtgttgtg     1020 

 

aaatgttggg ttaagtcccg caacgagcgc aacccttatc ctttgttgcc agcggtccgg     1080 

 

ccgggaactc aaaggagact gccagtgata aactggagga aggtggggat gacgtcaagt     1140 



 

 

 

catcatggcc cttacgacca gggctacaca cgtgctacaa tggcgcatac aaagagaagc     1200 

 

gacctcgcga gagcaagcgg acctcataaa gtgcgtcgta gtccggattg gagtctgcaa     1260 

 

ctcgactcca tgaagtcgga atcgctagta atcgtggatc agaatgccac ggtgaatacg     1320 

 

ttcccgggcc ttgtacacac c                                               1341 

 

 

<210>  10 

<211>  1336 

<212>  ADN 

<213>  Pseudomonas stutzeri 

 

<400>  10 

agtcgagcgg atgaagagag cttgctctct gattcagcgg cggacgggtg agtaatgcct       60 

 

aggaatctgc ctgatagtgg gggacaacgt ttcgaaagga acgctaatac cgcatacgtc      120 

 

ctacgggaga aagcagggga ccttcgggcc ttgcgctatc agatgagcct aggtcggatt      180 

 

agctagttgg tgaggtaacg gctcaccaag gcgacgatcc gtaactggtc tgagaggatg      240 

 

atcagtcaca ctggaactga gacacggtcc agactcctac gggaggcagc agtggggaat      300 

 

attggacaat gggcgaaagc ctgatccagc catgccgcgt gtgtgaagaa ggtcttcgga      360 

 

ttgtaaagca ctttaagttg ggaggaaggg cattaaccta atacgttagt gttttgacgt      420 

 



 

 

taccgacaga ataagcaccg gctaacttcg tgccagcagc cgcggtaata cgaagggtgc      480 

 

aagcgttaat cggaattact gggcgtaaag cgcgcgtagg tggtttgtta agttgaatgt      540 

 

gaaagccccg ggctcaacct gggaactgca tccaaaactg gcaagctaga gtatggcaga      600 

 

gggtggtgga atttcctgtg tagcggtgaa atgcgtagat ataggaagga acaccagtgg      660 

 

cgaaggcgac cacctgggct aatactgaca ctgaggtgcg aaagcgtggg gagcaaacag      720 

 

gattagatac cctggtagtc cacgccgtaa acgatgtcga ctagccgttg ggatccttga      780 

 

gatcttagtg gcgcagctaa cgcattaagt cgaccgcctg gggagtacgg ccgcaaggtt      840 

 

aaaactcaaa tgaattgacg ggggcccgca caagcggtgg agcatgtggt ttaattcgaa      900 

 

gcaacgcgaa gaaccttacc aggccttgac atgcagagaa ctttccagag atggattggt      960 

 

gccttcggga actctgacac aggtgctgca tggctgtcgt cagctcgtgt cgtgagatgt     1020 

 

tgggttaagt cccgtaacga gcgcaaccct tgtccttagt taccagcacg ttaaggtggg     1080 

 

cactctaagg agactgccgg tgacaaaccg gaggaaggtg gggatgacgt caagtcatca     1140 

 

tggcccttac ggcctgggct acacacgtgc tacaatggtc ggtacaaagg gttgccaagc     1200 

 

cgcgaggtgg agctaatccc ataaaaccga tcgtagtccg gatcgcagtc tgcaactcga     1260 

 

ctgcgtgaag tcggaatcgc tagtaatcgt gaatcagaat gtcacggtga atacgttccc     1320 

 



 

 

gggccttgca cacacc                                                     1336 

 

 

<210>  11 

<211>  1336 

<212>  ADN 

<213>  Pseudomonas stutzeri 

 

<400>  11 

agtcgagcgg atgagtggag cttgctccat gattcagcgg cggacgggtg agtaatgcct       60 

 

aggaatctgc ctggtagtgg gggacaacgt ttcgaaagga acgctaatac cgcatacgtc      120 

 

ctacgggaga aagtggggga tcttcggacc tcacgctatc agatgagcct aggtcggatt      180 

 

agctagttgg tgaggtaaag gctcaccaag gcgacgatcc gtaactggtc tgagaggatg      240 

 

atcagtcaca ctggaactga gacacggtcc agactcctac gggaggcagc agtggggaat      300 

 

attggacaat gggcgaaagc ctgatccagc catgccgcgt gtgtgaagaa ggtcttcgga      360 

 

ttgtaaagca ctttaagttg ggaggaaggg cagtaagtta ataccttgct gttttgacgt      420 

 

taccaacaga ataagcaccg gctaacttcg tgccagcagc cgcggtaata cgaagggtgc      480 

 

aagcgttaat cggaattact gggcgtaaag cgcgcgtagg tggttcgtta agttggatgt      540 

 

gaaagccccg ggctcaacct gggaactgca tccaaaactg gcgagctaga gtatggcaga      600 

 

gggtggtgga atttcctgtg tagcggtgaa atgcgtagat ataggaagga acaccagtgg      660 



 

 

 

cgaaggcgac cacctgggct aatactgaca ctgaggtgcg aaagcgtggg gagcaaacag      720 

 

gattagatac cctggtagtc cacgccgtaa acgatgtcga ctagccgttg ggatccttga      780 

 

gatcttagtg gcgcagctaa cgcattaagt cgaccgcctg gggagtacgg ccgcaaggtt      840 

 

aaaactcaaa tgaattgacg ggggcccgca caagcggtgg agcatgtggt ttaattcgaa      900 

 

gcaacgcgaa gaaccttacc aggccttgac atgcagagaa ctttccagag atggattggt      960 

 

gccttcggga actctgacac aggtgctgca tggctgtcgt cagctcgtgt cgtgagatgt     1020 

 

tgggttaagt cccgtaacga gcgcaaccct tgtccttagt taccagcacg ttaaggtggg     1080 

 

cactctaagg agactgccgg tgacaaaccg gaggaaggtg gggatgacgt caagtcatca     1140 

 

tggcccttac ggcctgggct acacacgtgc tacaatggtc ggtacaaagg gttgccaagc     1200 

 

cgcgaggtgg agctaatccc ataaaaccga tcgtagtccg gatcgcagtc tgcaactcga     1260 

 

ctgcgtgaag tcggaatcgc tagtaatcgt gaatcagaat gtcacggtga atacgttccc     1320 

 

gggccttgta cacacc                                                     1336 

 

 

<210>  12 

<211>  1336 

<212>  ADN 

<213>  Pseudomonas stutzeri 



 

 

 

<400>  12 

agtcgagcgg atgaagagag cttgctctct gattcagcgg cggacgggtg agtaatgcct       60 

 

aggaatctgc ctgatagtgg gggacaacgt ttcgaaagga acgctaatac cgcatacgtc      120 

 

ctacgggaga aagcagggga ccttcgggcc ttgcgctatc agatgagcct aggtcggatt      180 

 

agctagttgg tgaggtaatg gctcaccaag gcgacgatcc gtaactggtc tgagaggatg      240 

 

atcagtcaca ctggaactga gacacggtcc agactcctac gggaggcagc agtggggaat      300 

 

attggacaat gggcgaaagc ctgatccagc catgccgcgt gtgtgaagaa ggtcttcgga      360 

 

ttgtaaagca ctttaagttg ggaggaaggg cattaaccta atacgttagt gttttgacgt      420 

 

taccgacaga ataagcaccg gctaacttcg tgccagcagc cgcggtaata cgaagggtgc      480 

 

aagcgttaat cggaattact gggcgtaaag cgcgcgtagg tggtttgtta agttgaatgt      540 

 

gaaagccccg ggctcaacct gggaactgca tccaaaactg gcaagctaga gtatggcaga      600 

 

gggtggtgga atttcctgtg tagcggtgaa atgcgtagat ataggaagga acaccagtgg      660 

 

cgaaggcgac cacctgggct aatactgaca ctgaggtgcg aaagcgtggg gagcaaacag      720 

 

gattagatac cctggtagtc cacgccgtaa acgatgtcga ctagccgttg ggatccttga      780 

 

gatcttagtg gcgcagctaa cgcattaagt cgaccgcctg gggagtacgg ccgcaaggtt      840 

 



 

 

aaaactcaaa tgaattgacg ggggcccgca caagcggtgg agcatgtggt ttaattcgaa      900 

 

gcaacgcgaa gaaccttacc aggccttgac atgcagagaa ctttccagag atggattggt      960 

 

gccttcggga actctgacac aggtgctgca tggctgtcgt cagctcgtgt cgtgagatgt     1020 

 

tgggttaagt cccgtaacga gcgcaaccct tgtccttagt taccagcacg ttaaggtggg     1080 

 

cactctaagg agactgccgg tgacaaaccg gaggaaggtg gggatgacgt caagtcatca     1140 

 

tggcccttac ggcctgggct acacacgtgc tacaatggtc ggtacaaagg gttgccaagc     1200 

 

cgcgaggtgg agctaatccc ataaaaccga tcgtagtccg gatcgcagtc tgcaactcga     1260 

 

ctgcgtgaag tcggaatcgc tagtaatcgt gaatcagaat gtcacggtga atacgttccc     1320 

 

gggccttgta cacacc                                                     1336 

 

 

<210>  13 

<211>  1336 

<212>  ADN 

<213>  Pseudomonas stutzeri 

 

<400>  13 

agtcgagcgg atgaagagag cttgctctct gattcagcgg cggacgggtg agtaatgcct       60 

 

aggaatctgc ctgatagtgg gggacaacgt ttcgaaagga acgctaatac cgcatacgtc      120 

 

ctacgggaga aagcagggga ccttcgggcc ttgcgctatc agatgagcct aggtcggatt      180 



 

 

 

agctagttgg tgaggtaacg gctcaccaag gcgacgatcc gtaactggtc tgagaggatg      240 

 

atcagtcaca ctggaactga gacacggtcc agactcctac gggaggcagc agtggggaat      300 

 

attggacaat gggcgaaagc ctgatccagc catgccgcgt gtgtgaagaa ggtcttcgga      360 

 

ttgtaaagca ctttaagttg ggaggaaggg cattaaccta atacgttagt gttttgacgt      420 

 

taccgacaga ataagcaccg gctaacttcg tgccagcagc cgcggtaata cgaagggtgc      480 

 

aagcgttaat cggaattact gggcgtaaag cgcgcgtagg tggtttgtta agttgaatgt      540 

 

gaaagccccg ggctcaacct gggaactgca tccaaaactg gcaagctaga gtatggcaga      600 

 

gggtggtgga atttcctgtg tagcggtgaa atgcgtagat ataggaagga acaccagtgg      660 

 

cgaaggcgac cacctgggct aatactgaca ctgaggtgcg aaagcgtggg gagcaaacag      720 

 

gattagatac cctggtagtc cacgccgtaa acgatgtcga ctagccgttg ggatccttga      780 

 

gatcttagtg gcgcagctaa cgcattaagt cgaccgcctg gggagtacgg ccgcaaggtt      840 

 

aaaactcaaa tgaattgacg ggggcccgca caagcggtgg agcatgtggt ttaattcgaa      900 

 

gcaacgcgaa gaaccttacc aggccttgac atgcagagaa ctttccagag atggattggt      960 

 

gccttcggga actctgacac aggtgctgca tggctgtcgt cagctcgtgt cgtgagatgt     1020 

 

tgggttaagt cccgtaacga gcgcaaccct tgtccttagt taccagcacg ttaaggtggg     1080 



 

 

 

cactctaagg agactgccgg tgacaaaccg gaggaaggtg gggatgacgt caagtcatca     1140 

 

tggcccttac ggcctgggct acacacgtgc tacaatggtc ggtacaaagg gttgccaagc     1200 

 

cgcgaggtgg agctaatccc ataaaaccga tcgtagtccg gatcgcagtc tgcaactcga     1260 

 

ctgcgtgaag tcggaatcgc tagtaatcgt gaatcagaat gtcacggtga atacgttccc     1320 

 

gggccttgta cacacc                                                     1336 

 

 

<210>  14 

<211>  1336 

<212>  ADN 

<213>  Pseudomonas stutzeri 

 

<400>  14 

agtcgagcgg atgaagagag cttgctctct gattcagcgg cggacgggtg agtaatgcct       60 

 

aggaatctgc ctgatagtgg gggacaacgt ttcgaaagga acgctaatac cgcatacgtc      120 

 

ctaagggaga aagcagggga ccttcgggcc ttgcgctatc agatgagcct aggtcggatt      180 

 

agctagttgg tgaggtaatg gctcaccaag gcgacgatcc gtaactggtc tgagaggatg      240 

 

atcagtcaca ctggaactga gacacggtcc agactcctac gggaggcagc agtggggaat      300 

 

attggacaat gggcgaaagc ctgatccagc catgccgcgt gtgtgaagaa ggtcttcgga      360 

 



 

 

ttgtaaagca ctttaagttg ggaggaaggg cattaaccta atacgttagt gttttgacgt      420 

 

taccgacaga ataagcaccg gctaacttcg tgccagcagc cgcggtaata cgaagggtgc      480 

 

aagcgttaat cggaattact gggcgtaaag cgcgcgtagg tggtttgtta agttgaatgt      540 

 

gaaagccccg ggctcaacct gggaactgca tccaaaactg gcaagctaga gtatggcaga      600 

 

gggtggtgga atttcctgtg tagcggtgaa atgcgtagat ataggaagga acaccagtgg      660 

 

cgaaggcgac cacctgggct aatactgaca ctgaggtgcg aaagcgtggg gagcaaacag      720 

 

gattagatac cctggtagtc cacgccgtaa acgatgtcga ctagccgttg ggatccttga      780 

 

gatcttagtg gcgcagctaa cgcattaagt cgaccgcctg gggagtacgg ccgcaaggtt      840 

 

aaaactcaaa tgaattgacg ggggcccgca caagcggtgg agcatgtggt ttaattcgaa      900 

 

gcaacgcgaa gaaccttacc aggccttgac atgcagagaa ctttccagag atggattggt      960 

 

gccttcggga actctgacac aggtgctgca tggctgtcgt cagctcgtgt cgtgagatgt     1020 

 

tgggttaagt cccgtaacga gcgcaaccct tgtccttagt taccagcacg ttaaggtggg     1080 

 

cactctaagg agactgccgg tgacaaaccg gaggaaggtg gggatgacgt caagtcatca     1140 

 

tggcccttac ggcctgggct acacacgtgc tacaatggtc ggtacaaagg gttgccaagc     1200 

 

cgcgaggtgg agctaatccc ataaaaccga tcgtagtccg gatcgcagtc tgcaactcga     1260 

 



 

 

ctgcgtgaag tcggaatcgc tagtaatcgt gaatcagaat gtcacggtga atacgttccc     1320 

 

gggccttgta cacacc                                                     1336 

 

 

<210>  15 

<211>  1336 

<212>  ADN 

<213>  Pseudomonas stutzeri 

 

<400>  15 

agtcgagcgg atgaagagag cttgctctct gattcagcgg cggacgggtg agtaatgcct       60 

 

aggaatctgc ctattagtgg gggacaacgt ttcgaaagga acgctaatac cgcatacgtc      120 

 

ctacgggaga aagcagggga ccttcgggcc ttgcgctaat agatgagcct aggtcggatt      180 

 

agctagttgg tgaggtaaag gctcaccaag gcgacgatcc gtaactggtc tgagaggatg      240 

 

atcagtcaca ctggaactga gacacggtcc agactcctac gggaggcagc agtggggaat      300 

 

attggacaat gggcgaaagc ctgatccagc catgccgcgt gtgtgaagaa ggtcttcgga      360 

 

ttgtaaagca ctttaagttg ggaggaaggg cagtaagtta ataccttgtt gttttgacgt      420 

 

taccgacaga ataagcaccg gctaacttcg tgccagcagc cgcggtaata cgaagggtgc      480 

 

aagcgttaat cggaattact gggcgtaaag cgcgcgtagg tggttcgtta agttggatgt      540 

 

gaaagccccg ggctcaacct gggaactgca tccaaaactg gcgagctaga gtatggcaga      600 



 

 

 

gggtggtgga atttcctgtg tagcggtgaa atgcgtagat ataggaagga acaccagtgg      660 

 

cgaaggcgac cacctgggct aatactgaca ctgaggtgcg aaagcgtggg gagcaaacag      720 

 

gattagatac cctggtagtc cacgccgtaa acgatgtcga ctagccgttg ggatccttga      780 

 

gatcttagtg gcgcagctaa cgcattaagt cgaccgcctg gggagtacgg ccgcaaggtt      840 

 

aaaactcaaa tgaattgacg ggggcccgca caagcggtgg agcatgtggt ttaattcgaa      900 

 

gcaacgcgaa gaaccttacc aggccttgac atgcagagaa ctttccagag atggattggt      960 

 

gccttcggga gctctgacac aggtgctgca tggctgtcgt cagctcgtgt cgtgagatgt     1020 

 

tgggttaagt cccgtaacga gcgcaaccct tgtccttagt taccagcacg ttatggtggg     1080 

 

cactctaagg agactgccgg tgacaaaccg gaggaaggtg gggatgacgt caagtcatca     1140 

 

tggcccttac ggcctgggct acacacgtgc tacaatggtc ggtacaaagg gttgccaagc     1200 

 

cgcgaggtgg agctaatccc ataaaaccga tcgtagtccg gatcgcagtc tgcaactcga     1260 

 

ctgcgtgaag tcggaatcgc tagtaatcgt gaatcagaat gtcacggtga atacgttccc     1320 

 

gggccttgta cacacc                                                     1336 

 

 

<210>  16 

<211>  1336 



 

 

<212>  ADN 

<213>  Pseudomonas stutzeri 

 

<400>  16 

agtcgagcgg atgaagagag cttgctgtct gattcagcgg cggacgggtg agtaatgcct       60 

 

aggaatctgc ctattagtgg gggacaacgt ttcgaaagga acgctaatac cgcatacgtc      120 

 

ctacgggaga aagcagggga ccttcgggcc ttgcgctaat agatgagcct aggtcggatt      180 

 

agctagttgg tgaggtaaag gctcaccaag gcgacgatcc gtaactggtc tgagaggatg      240 

 

atcagtcaca ctggaactga gacacggtcc agactcctac gggaggcagc agtggggaat      300 

 

attggacaat gggcgaaagc ctgatccagc catgccgcgt gtgtgaagaa ggtcttcgga      360 

 

ttgtaaagca ctttaagttg ggaggaaggg cagtaagtta ataccttgct gttttgacgt      420 

 

taccgacaga ataagcaccg gctaacttcg tgccagcagc cgcggtaata cgaagggtgc      480 

 

aagcgttaat cggaattact gggcgtaaag cgcgcgtagg tggttcgtta agttggatgt      540 

 

gaaagccccg ggctcaacct gggaactgca tccaaaactg gcgagctaga gtatggcaga      600 

 

gggtggtgga atttcctgtg tagcggtgaa atgcgtagat ataggaagga acaccagtgg      660 

 

cgaaggcgac cacctgggct aatactgaca ctgaggtgcg aaagcgtggg gagcaaacag      720 

 

gattagatac cctggtagtc cacgccgtaa acgatgtcga ctagccgttg ggatccttga      780 

 



 

 

gatcttagtg gcgcagctaa cgcattaagt cgaccgcctg gggagtacgg ccgcaaggtt      840 

 

aaaactcaaa tgaattgacg ggggcccgca caagcggtgg agcatgtggt ttaattcgaa      900 

 

gcaacgcgaa gaaccttacc aggccttgac atgcagagaa ctttccagag atggattggt      960 

 

gccttcggga gctctgacac aggtgctgca tggctgtcgt cagctcgtgt cgtgagatgt     1020 

 

tgggttaagt cccgtaacga gcgcaaccct tgtccttagt taccagcacg ttatggtggg     1080 

 

cactctaagg agactgccgg tgacaaaccg gaggaaggtg gggatgacgt caagtcatca     1140 

 

tggcccttac ggcctgggct acacacgtgc tacaatggtc ggtacaaagg gttgccaagc     1200 

 

cgcgaggtgg agctaatccc ataaaaccga tcgtagtccg gatcgcagtc tgcaactcga     1260 

 

ctgcgtgaag tcggaatcgc tagtaatcgt gaatcagaat gtcacggtga atacgttccc     1320 

 

gggccttgta cacacc                                                     1336 

 

 

<210>  17 

<211>  1340 

<212>  ADN 

<213>  Pseudomonas stutzeri 

 

<400>  17 

atccagtcga gcggatgagt ggagcttgct ccatgattca gcggcggacg ggtgagtaat       60 

 

gcctaggaat ctgcctggta gtgggggaca acgtttcgaa aggaacgcta ataccgcata      120 



 

 

 

cgtcctacgg gagaaagtgg gggatcttcg gacctcacgc tatcagatga gcctaggtcg      180 

 

gattagctag ttggtgaggt aaaggctcac caaggcgacg atccgtaact ggtctgagag      240 

 

gatgatcagt cacactggaa ctgagacacg gtccagactc ctacgggagg cagcagtggg      300 

 

gaatattgga caatgggcga aagcctgatc cagccatgcc gcgtgtgtga agaaggtctt      360 

 

cggattgtaa agcactttaa gttgggagga agggcagtaa gttaatacct tgctgttttg      420 

 

acgttaccaa cagaataagc accggctaac ttcgtgccag cagccgcggt aatacgaagg      480 

 

gtgcaagcgt taatcggaat tactgggcgt aaagcgcgcg taggtggttc gttaagttgg      540 

 

atgtgaaagc cccgggctca acctgggaac tgcatccaaa actggcgagc tagagtatgg      600 

 

cagagggtgg tggaatttcc tgtgtagcgg tgaaatgcgt agatatagga aggaacacca      660 

 

gtggcgaagg cgaccacctg ggctaatact gacactgagg tgcgaaagcg tggggagcaa      720 

 

acaggattag ataccctggt agtccacgcc gtaaacgatg tcgactagcc gttgggatcc      780 

 

ttgagatctt agtggcgcag ctaacgcatt aagtcgaccg cctggggagt acggccgcaa      840 

 

ggttaaaact caaatgaatt gacgggggcc cgcacaagcg gtggagcatg tggtttaatt      900 

 

cgaagcaacg cgaagaacct taccaggcct tgacatgcag agaactttcc agagatggat      960 

 

tggtgccttc gggaactctg acacaggtgc tgcatggctg tcgtcagctc gtgtcgtgag     1020 



 

 

 

atgttgggtt aagtcccgta acgagcgcaa cccttgtcct tagttaccag cacgttaagg     1080 

 

tgggcactct aaggagactg ccggtgacaa accggaggaa ggtggggatg acgtcaagtc     1140 

 

atcatggccc ttacggcctg ggctacacac gtgctacaat ggtcggtaca aagggttgcc     1200 

 

aagccgcgag gtggagctaa tcccataaaa ccgatcgtag tccggatcgc agtctgcaac     1260 

 

tcgactgcgt gaagtcggaa tcgctagtaa tcgtgaatca gaatgtcacg gtgaatacgt     1320 

 

tcccgggcct tgtacacacc                                                 1340 

 

 

<210>  18 

<211>  1336 

<212>  ADN 

<213>  Pseudomonas stutzeri 

 

<400>  18 

agtcgagcgg atgagtggag cttgctccat gattcagcgg cggacgggtg agtaatgcct       60 

 

aggaatctgc ctggtagtgg gggacaacgt ttcgaaagga acgctaatac cgcatacgtc      120 

 

ctacgggaga aagtggggga tcttcggacc tcacgctatc agatgagcct aggtcggatt      180 

 

agctagttgg tgaggtaaag gctcaccaag gcgacgatcc gtaactggtc tgagaggatg      240 

 

atcagtcaca ctggaactga gacacggtcc agactcctac gggaggcagc agtggggaat      300 

 



 

 

attggacaat gggcgaaagc ctgatccagc catgccgcgt gtgtgaagaa ggtcttcgga      360 

 

ttgtaaagca ctttaagttg ggaggaaggg cagtaagtta ataccttgct gttttgacgt      420 

 

taccaacaga ataagcaccg gctaacttcg tgccagcagc cgcggtaata cgaagggtgc      480 

 

aagcgttaat cggaattact gggcgtaaag cgcgcgtagg tggttcgtta agttggatgt      540 

 

gaaagccccg ggctcaacct gggaactgca tccaaaactg gcgagctaga gtatggcaga      600 

 

gggtggtgga atttcctgtg tagcggtgaa atgcgtagat ataggaagga acaccagtgg      660 

 

cgaaggcgac cacctgggct aatactgaca ctgaggtgcg aaagcgtggg gagcaaacag      720 

 

gattagatac cctggtagtc cacgccgtaa acgatgtcga ctagccgttg ggatccttga      780 

 

gatcttagtg gcgcagctaa cgcattaagt cgaccgcctg gggagtacgg ccgcaaggtt      840 

 

aaaactcaaa tgaattgacg ggggcccgca caagcggtgg agcatgtggt ttaattcgaa      900 

 

gcaacgcgaa gaaccttacc aggccttgac atgcagagaa ctttccagag atggattggt      960 

 

gccttcggga actctgacac aggtgctgca tggctgtcgt cagctcgtgt cgtgagatgt     1020 

 

tgggttaagt cccgtaacga gcgcaaccct tgtccttagt taccagcacg ttaaggtggg     1080 

 

cactctaagg agactgccgg tgacaaaccg gaggaaggtg gggatgacgt caagtcatca     1140 

 

tggcccttac ggcctgggct acacacgtgc tacaatggtc ggtacaaagg gttgccaagc     1200 

 



 

 

cgcgaggtgg agctaatccc ataaaaccga tcgtagtccg gatcgcagtc tgcaactcga     1260 

 

ctgcgtgaag tcggaatcgc tagtaatcgt gaatcagaat gtcacggtga atacgttccc     1320 

 

gggccttgta cacacc                                                     1336 

 

 

<210>  19 

<211>  1336 

<212>  ADN 

<213>  Pseudomonas stutzeri 

 

<400>  19 

agtcgagcgg atgaagggag cttgctctct gattcagcgg cggacgggtg agtaatgcct       60 

 

aggaatctgc ctattagtgg gggacaacgt ttcgaaagga acgctaatac cgcatacgtc      120 

 

ctacgggaga aagcagggga ccttcgggcc ttgcgctaat agatgagcct aggtcggatt      180 

 

agctagttgg tgaggtaaag gctcaccaag gcaacgatcc gtaactggtc tgagaggatg      240 

 

atcagtcaca ctggaactga gacacggtcc agactcctac gggaggcagc agtggggaat      300 

 

attggacaat gggcgaaagc ctgatccagc catgccgcgt gtgtgaagaa ggtcttcgga      360 

 

ttgtaaagca ctttaagttg ggaggaaggg cagtaagtta ataccttgct gttttgacgt      420 

 

taccgacaga ataagcaccg gctaacttcg tgccagcagc cgcggtaata cgaagggtgc      480 

 

aagcgttaat cggaattact gggcgtaaag cgcgcgtagg tggttcgtta agttggatgt      540 



 

 

 

gaaagccccg ggctcaacct gggaactgca tccaaaactg gcgagctaga gtatggcaga      600 

 

gggtggtgga atttcctgtg tagcggtgaa atgcgtagat ataggaagga acaccagtgg      660 

 

cgaaggcgac cacctgggct aatactgaca ctgaggtgcg aaagcgtggg gagcaaacag      720 

 

gattagatac cctggtagtc cacgccgtaa acgatgtcga ctagccgttg ggatccttga      780 

 

gatcttagtg gcgcagctaa cgcattaagt cgaccgcctg gggagtacgg ccgcaaggtt      840 

 

aaaactcaaa tgaattgacg ggggcccgca caagcggtgg agcatgtggt ttaattcgaa      900 

 

gcaacgcgaa gaaccttacc aggccttgac atgcagagaa ctttccagag atggattggt      960 

 

gccttcggga actctgacac aggtgctgca tggctgtcgt cagctcgtgt cgtgagatgt     1020 

 

tgggttaagt cccgtaacga gcgcaaccct tgtccttagt taccagcacg ttatggtggg     1080 

 

cactctaagg agactgccgg tgacaaaccg gaggaaggtg gggatgacgt caagtcatca     1140 

 

tggcccttac ggcctgggct acacacgtgc tacaatggtc ggtacaaagg gttgccaagc     1200 

 

cgcgaggtgg agctaatccc ataaaaccga tcgtagtccg gatcgcagtc tgcaactcga     1260 

 

ctgcgtgaag tcggaatcgc tagtaatcgt gaatcagaat gtcacggtga atacgttccc     1320 

 

gggccttgta cacacc                                                     1336 

 

 



 

 

<210>  20 

<211>  1336 

<212>  ADN 

<213>  Pseudomonas stutzeri 

 

<400>  20 

agtcgagcgg atgagtggag cttgctccat gattcagcgg cggacgggtg agtaatgcct       60 

 

aggaatctgc ctggtagtgg gggacaacgt ttcgaaagga acgctaatac cgcatacgtc      120 

 

ctacgggaga aagtggggga tcttcggacc tcacgctatc agatgagcct aggtcggatt      180 

 

agctagttgg tgaggtaaag gctcaccaag gcgacgatcc gtaactggtc tgagaggatg      240 

 

atcagtcaca ctggaactga gacacggtcc agactcctac gggaggcagc agtggggaat      300 

 

attggacaat gggcgaaagc ctgatccagc catgccgcgt gtgtgaagaa ggtcttcgga      360 

 

ttgtaaagca ctttaagttg ggaggaaggg cagtaagtta ataccttgct gttttgacgt      420 

 

taccgacaga ataagcaccg gctaacttcg tgccagcagc cgcggtaata cgaagggtgc      480 

 

aagcgttaat cggaattact gggcgtaaag cgcgcgtagg tggttcgtta agttggatgt      540 

 

gaaagccccg ggctcaacct gggaactgca tccaaaactg gcgagctaga gtatggcaga      600 

 

gggtggtgga atttcctgtg tagcggtgaa atgcgtagat ataggaagga acaccagtgg      660 

 

cgaaggcgac cacctgggct aatactgaca ctgaggtgcg aaagcgtggg gagcaaacag      720 

 



 

 

gattagatac cctggtagtc cacgccgtaa acgatgtcga ctagccgttg ggatccttga      780 

 

gatcttagtg gcgcagctaa cgcattaagt cgaccgcctg gggagtacgg ccgcaaggtt      840 

 

aaaactcaaa tgaattgacg ggggcccgca caagcggtgg agcatgtggt ttaattcgaa      900 

 

gcaacgcgaa gaaccttacc aggccttgac atgcagagaa ctttccagag atggattggt      960 

 

gccttcggga actctgacac aggtgctgca tggctgtcgt cagctcgtgt cgtgagatgt     1020 

 

tgggttaagt cccgtaacga gcgcaaccct tgtccttagt taccagcacg ttaaggtggg     1080 

 

cactctaagg agactgccgg tgacaaaccg gaggaaggtg gggatgacgt caagtcatca     1140 

 

tggcccttac ggcctgggct acacacgtgc tacaatggtc ggtacaaagg gttgccaagc     1200 

 

cgcgaggtgg agctaatccc ataaaaccga tcgtagtccg gatcgcagtc tgcaactcga     1260 

 

ctgcgtgaag tcggaatcgc tagtaatcgt gaatcagaat gtcacggtga atacgttccc     1320 

 

gggccttgta cacacc                                                     1336 

 

 

<210>  21 

<211>  1336 

<212>  ADN 

<213>  Pseudomonas stutzeri 

 

<400>  21 

agtcgagcgg atgaagagag cttgctctct gattcagcgg cggacgggtg agtaatgcct       60 



 

 

 

aggaatctgc ctggtagtgg gggacaacgt ttcgaaagga acgctaatac cgcatacgtc      120 

 

ctacgggaga aagtggggga tcttcggacc tcacgctatc agatgagcct aggtcggatt      180 

 

agctagttgg cgaggtaaag gctcaccaag gcgacgatcc gtaactggtc tgagaggatg      240 

 

atcagtcaca ctggaactga gacacggtcc agactcctac gggaggcagc agtggggaat      300 

 

attggacaat gggcgaaagc ctgatccagc catgccgcgt gtgtgaagaa ggtcttcgga      360 

 

ttgtaaagca ctttaagttg ggaggaaggg cagtaagtta ataccttgct gttttgacgt      420 

 

taccgacaga ataagcaccg gctaacttcg tgccagcagc cgcggtaata cgaagggtgc      480 

 

aagcgttaat cggaattact gggcgtaaag cgcgcgtagg tggttcgtta agttggatgt      540 

 

gaaagccccg ggctcaacct gggaactgca tccaaaactg gcgagctaga gtatggcaga      600 

 

gggtggtgga atttcctgtg tagcggtgaa atgcgtagat ataggaagga acaccagtgg      660 

 

cgaaggcgac cacctgggct aatactgaca ctgaggtgcg aaagcgtggg gagcaaacag      720 

 

gattagatac cctggtagtc cacgccgtaa acgatgtcga ctagccgttg ggatccttga      780 

 

gatcttagtg gcgcagctaa cgcattaagt cgaccgcctg gggagtacgg ccgcaaggtt      840 

 

aaaactcaaa tgaattgacg ggggcccgca caagcggtgg agcatgtggt ttaattcgaa      900 

 

gcaacgcgaa gaaccttacc aggccttgac atgctgagaa cctgccagag atggcggggt      960 



 

 

 

gccttcggga actcagacac aggtgctgca tggctgtcgt cagctcgtgt cgtgagatgt     1020 

 

tgggttaagt cccgtaacga gcgcaaccct tgtccttagt taccagcaca ttatggtggg     1080 

 

cactctaagg agactgccgg tgacaaaccg gaggaaggtg gggatgacgt caagtcatca     1140 

 

tggcccttac ggcctgggct acacacgtgc tacaatggtc ggtacaaagg gttgccaagc     1200 

 

cgcgaggtgg agctaatccc ataaaaccga tcgtagtccg gatcgcagtc tgcaactcga     1260 

 

ctgcgtgaag tcggaatcgc tagtaatcgt gaatcagaat gtcacggtga atacgttccc     1320 

 

gggccttgta cacacc                                                     1336 

 

 

<210>  22 

<211>  1336 

<212>  ADN 

<213>  Pseudomonas stutzeri 

 

<400>  22 

agtcgagcgg atgaagggag cttgctccct gattcagcgg cggacgggtg agtaatrcct       60 

 

aggaatctgc ctggtagtgg gggacaacgt ctcgaaaggg acgctaatac cgcatacgtc      120 

 

ctacgggaga aagcagggga ccttcgggcc ttgcgctatc agatgagcct aggtcggatt      180 

 

agctagttgg tgaggtaatg gctcaccaag gctgcgatcc gtaactggtc tgagaggatg      240 

 



 

 

atcagtcaca ctggaactga gacacggtcc agactcctac gggaggcagc agtggggaat      300 

 

attggacaat gggcgaaagc ctgatccagc catgccgcgt gtgtgaagaa ggtcttcgga      360 

 

ttgtaaagca ctttaagttg ggaggaaggg cagtaagtta ataccttgct gttttgacgt      420 

 

taccgacaga ataagcaccg gctaacttcg tgccagcagc cgcggtaata cgaagggtgc      480 

 

aagcgttaat cggaattact gggcgtaaag cgcgcgtagg tggtttgtta agttggaagt      540 

 

gaaagccccg ggctcaacct gggaactgct ttcaaaactg gcaagctaga gtatggcaga      600 

 

gggtggtgga atttcctgtg tagcggtgaa atgcgtagat ataggaagga acaccagtgg      660 

 

cgaaggcgac cacctgggct aatactgaca ctgaggtgcg aaagcgtggg gagcaaacag      720 

 

gattagatac cctggtagtc cacgccgtaa acgatgtcga ctagccgttg ggctccttga      780 

 

gagcttagtg gcgcagctaa cgcattaagt cgaccgcctg gggagtacgg ccgcaaggtt      840 

 

aaaactcaaa tgaattgacg ggggcccgca caagcggtgg agcatgtggt ttaattcgaa      900 

 

gcaacgcgaa gaaccttacc aggccttgac atgcagagaa ctttccagag atggattggt      960 

 

gccttcggga actctgacac aggtgctgca tggctgtcgt cagctcgtgt cgtgagatgt     1020 

 

tgggttaagt cccgtaacga gcgcaaccct tgtccttagt taccagcacg ttaaggtggg     1080 

 

cactctaagg agactgccgg tgacaaaccg gaggaaggtg gggatgacgt caagtcatca     1140 

 



 

 

tggcccttac ggcctgggct acacacgtgc tacaatggtc ggtacaaagg gttgccaagc     1200 

 

cgcgaggtgg agctaatccc ataaaaccga tcgtagtccg gatcgcagtc tgcaactcga     1260 

 

ctgcgtgaag tcggaatcgc tagtaatcgt gaatcagaat gtcacggtga atacgttccc     1320 

 

gggccttgta cacacc                                                     1336 

 

 

<210>  23 

<211>  1336 

<212>  ADN 

<213>  Pseudomonas stutzeri 

 

<400>  23 

agtcgagcgg atgaagagag cttgctctct gattcagcgg cggacgggtg agtaatgcct       60 

 

aggaatctgc ctgatagtgg gggacaacgt ttcgaaagga acgctaatac cgcatacgtc      120 

 

ctacgggaga aagcagggga ccttcgggcc ttgcgctatc agatgagcct aggtcggatt      180 

 

agctagttgg tgaggtaaag gctcaccaag gctacgatcc gtaactggtc tgagaggatg      240 

 

atcagtcaca ctggaactga gacacggtcc agactcctac gggaggcagc agtggggaat      300 

 

attggacaat gggcgaaagc ctgatccagc catgccgcgt gtgtgaagaa ggtcttcgga      360 

 

ttgtaaagca ctttaagttg ggaggaaggg cagtaagcta ataccttgct gttttgacgt      420 

 

taccgacaga ataagcaccg gctaacttcg tgccagcagc cgcggtaata cgaagggtgc      480 



 

 

 

aagcgttaat cggaattact gggcgtaaag cgcgcgtagg tggtttgtta agttgaatgt      540 

 

gaaagccccg ggctcaacct gggaactgca tccaaaactg gcaagctaga gtatggcaga      600 

 

gggtggtgga atttcctgtg tagcggtgaa atgcgtagat ataggaagga acaccagtgg      660 

 

cgaaggcgac cacctgggct aatactgaca ctgaggtgcg aaagcgtggg gagcaaacag      720 

 

gattagatac cctggtagtc cacgccgtaa acgatgtcga ctagccgttg ggatccttga      780 

 

gatcttagtg gcgcagctaa cgcattaagt cgaccgcctg gggagtacgg ccgcaaggtt      840 

 

aaaactcaaa tgaattgacg ggggcccgca caagcggtgg agcatgtggt ttaattcgaa      900 

 

gcaacgcgaa gaaccttacc aggccttgac atgcagagaa ctttccagag atggattggt      960 

 

gccttcggga actctgacac aggtgctgca tggctgtcgt cagctcgtgt cgtgagatgt     1020 

 

tgggttaagt cccgtaacga gcgcaaccct tgtccttagt taccagcacg taatggtggg     1080 

 

cactctaagg agactgccgg tgacaaaccg gaggaaggtg gggatgacgt caagtcatca     1140 

 

tggcccttac ggcctgggct acacacgtgc tacaatggtc ggtacaaagg gttgccaagc     1200 

 

cgcgaggtgg agctaatccc ataaaaccga tcgtagtccg gatcgcagtc tgcaactcga     1260 

 

ctgcgtgaag tcggaatcgc tagtaatcgt gaatcagaat gtcacggtga atacgtcccc     1320 

 

gggccttgta cacacc                                                     1336 



 

 

 

 

<210>  24 

<211>  1336 

<212>  ADN 

<213>  Pseudomonas stutzeri 

 

<400>  24 

agtcgaacgg atgaagggag cttgctcccg gattcagcgg cggacgggtg agtaatgcct       60 

 

aggaatctgc ctgatagtgg gggacaacgt ttcgaaagga acgctaatac cgcatacgtc      120 

 

ctacgggaga aagcagggga ccttcgggcc ttgcgctatc agatgagcct aggtcggatt      180 

 

agctggttgg tgaggtaatg gctcaccaag gcgacgatcc gtaactggtc tgagaggatg      240 

 

atcagtcaca ctggaactga gacacggtcc agactcctac gggaggcagc agtggggaat      300 

 

attggacaat gggcgaaagc ctgatccagc catgccgcgt gtgtgaagaa ggtcttcgga      360 

 

ttgtaaagca ctttaagttg ggaggaaggg cagtaagcta ataccttact gttttgacgt      420 

 

taccgacaga ataagcaccg gctaacttcg tgccagcagc cgcggtaata cgaagggtgc      480 

 

aagcgttaat cggaattact gggcgtaaag cgcgcgtagg tggtttgtta agttgaatgt      540 

 

gaaagccccg ggctcaacct gggaactgca tccaaaactg gcaagctaga gtatggcaga      600 

 

gggtggtgga atttcctgtg tagcggtgaa atgcgtagat ataggaagga acaccagtgg      660 

 



 

 

cgaaggcgac cacctgggct aatactgaca ctgaggtgcg aaagcgtggg gagcaaacag      720 

 

gattagatac cctggtagtc cacgccgtaa acgatgtcga ctagccgttg ggatccttga      780 

 

gatcttagtg gcgcacgtaa cgcattaagt cgaccgcctg gggagtacgg ccgcaaggtt      840 

 

aaaactcaaa tgaattgacg ggggcccgca caagcggtgg agcatgtggt ttaattcgaa      900 

 

gcaacgcgaa gaaccttacc aggccttgac atgcagagaa ctttccagag atggatgggt      960 

 

gccttcggga actctgacac aggtgctgca tggctgtcgt cagctcgtgt cgtgagatgt     1020 

 

tgggttaagt cccgtaacga gcgcaaccct tgtccttagt taccagcacg tcatggtggg     1080 

 

cactctaagg agactgccgg tgacaaaccg gaggaaggtg gggatgacgt caagtcatca     1140 

 

tggcccttac ggcctgggct acacacgtgc tacaatggtc ggtacaaagg gttgccaagc     1200 

 

cgcgaggtgg agctaatccc ataaaaccga tcgtagtccg gatcgcagtc tgcaactcga     1260 

 

ctgcgtgaag tcggaatcgc tagtaatcgt gaatcagaat gtcacggtga atacgttccc     1320 

 

gggccttgta cacacc                                                     1336 

 

 

<210>  25 

<211>  1336 

<212>  ADN 

<213>  Pseudomonas stutzeri 

 



 

 

<400>  25 

agtcgagcgg atgagtggag cttgctccat gattcagcgg cggacgggtg agtaatgcct       60 

 

aggaatctgc ctggtagtgg gggacaacgt ttcgaaagga acgctaatac cgcatacgtc      120 

 

ctacgggaga aagtggggga tcttcggacc tcacgctatc agatgagcct aggtcggatt      180 

 

agctagttgg tgaggtaaag gctcaccaag gcgacgatcc gtaactggtc tgagaggatg      240 

 

atcagtcaca ctggaactga gacacggtcc agactcctac gggaggcagc agtggggaat      300 

 

attggacaat gggcgaaagc ctgatccagc catgccgcgt gtgtgaagaa ggtcttcgga      360 

 

ttgtaaagca ctttaagttg ggaggaaggg cagtaagtta ataccttgct gttttgacgt      420 

 

taccaacaga ataagcaccg gctaacttcg tgccagcagc cgcggtaata cgaagggtgc      480 

 

aagcgttaat cggaattact gggcgtaaag cgcgcgtagg tggttcgtta agttggatgt      540 

 

gaaagccccg ggctcaacct gggaactgca tccaaaactg gcgagctaga gtatggcaga      600 

 

gggtggtgga atttcctgtg tagcggtgaa atgcgtagat ataggaagga acaccagtgg      660 

 

cgaaggcgac cacctgggct aatactgaca ctgaggtgcg aaagcgtggg gagcaaacag      720 

 

gattagatac cctggtagtc cacgccgtaa acgatgtcga ctagccgttg ggatccttga      780 

 

gatcttagtg gcgcagctaa cgcattaagt cgaccgcctg gggagtacgg ccgcaaggtt      840 

 

aaaactcaaa tgaattgacg ggggcccgca caagcggtgg agcatgtggt ttaattcgaa      900 



 

 

 

gcaacgcgaa gaaccttacc aggccttgac atgcagagaa ctttccagag atggattggt      960 

 

gccttcggga actctgacac aggtgctgca tggctgtcgt cagctcgtgt cgtgagatgt     1020 

 

tgggttaagt cccgtaacga gcgcaaccct tgtccttagt taccagcacg ttaaggtggg     1080 

 

cactctaagg agactgccgg tgacaaaccg gaggaaggtg gggatgacgt caagtcatca     1140 

 

tggcccttac ggcctgggct acacacgtgc tacaatggtc ggtacaaagg gttgccaagc     1200 

 

cgcgaggtgg agctaatccc ataaaaccga tcgtagtccg gatcgcagtc tgcaactcga     1260 

 

ctgcgtgaag tcggaatcgc tagtaatcgt gaatcagaat gtcacggtga atacgttccc     1320 

 

gggccttgta cacacc                                                     1336 

 

 

<210>  26 

<211>  1336 

<212>  ADN 

<213>  Pseudomonas balearica 

 

<400>  26 

agtcgagcgg cagcgggtcc ttcgggatgc cggcgagcgg cggacgggtg agtaatgcct       60 

 

aggaatctgc ctggtagtgg gggataactc ggggaaactc gagctaatac cgcatacgtc      120 

 

ctacgggaga aagcggggga tcttcggacc tcgcgctacc agatgagcct aggtcggatt      180 

 



 

 

agctagttgg tgaggtaaag gctcaccaag gcgacgatcc gtagctggtc tgagaggatg      240 

 

atcagccaca ctggaactga gacacggtcc agactcctac gggaggcagc agtggggaat      300 

 

attggacaat gggcgaaagc ctgatccagc catgccgcgt gtgtgaagaa ggtcttcgga      360 

 

ttgtaaagca ctttaagttg ggaggaaggg cagtaagtta ataccttgct gttttgacgt      420 

 

taccgacaga ataagcaccg gctaacttcg tgccagcagc cgcggtaata cgaagggtgc      480 

 

aagcgttaat cggaattact gggcgtaaag cgcgcgtagg tggtttgata agttggatgt      540 

 

gaaagccccg ggctcaacct gggaactgca tccaaaactg tctggctaga gtatggcaga      600 

 

gggtggtgga atttcctgtg tagcggtgaa atgcgtagat ataggaagga acaccagtgg      660 

 

cgaaggcgac cacctgggct aatactgaca ctgaggtgcg aaagcgtggg gagcaaacag      720 

 

gattagatac cctggtagtc cacgccgtaa acgatgtcga ctagccgttg ggatccttga      780 

 

gatcttagtg gcgcagctaa cgcattaagt cgaccgcctg gggagtacgg ccgcaaggtt      840 

 

aaaactcaaa tgaattgacg ggggcccgca caagcggtgg agcatgtggt ttaattcgaa      900 

 

gcaacgcgaa gaaccttacc aggccttgac atgcagagaa ctttccagag atggattggt      960 

 

gccttcggga actctgacac aggtgctgca tggctgtcgt cagctcgtgt cgtgagatgt     1020 

 

tgggttaagt cccgtaacga gcgcaaccct tgtccttagt taccagcacg ttaaggtggg     1080 

 



 

 

cactctaagg agactgccgg tgacaaaccg gaggaaggtg gggatgacgt caagtcatca     1140 

 

tggcccttac ggcctgggct acacacgtgc tacaatggtc ggtacaaagg gttgccaagc     1200 

 

cgcgaggtgg agctaatccc ataaaaccga tcgtagtccg gatcgcagtc tgcaactcga     1260 

 

ctgcgtgaag tcggaatcgc tagtaatcgt gaatcagaat gtcacggtga atacgttccc     1320 

 

gggccttgta cacacc                                                     1336 

 

 

<210>  27 

<211>  1336 

<212>  ADN 

<213>  Pseudomonas balearica 

 

<400>  27 

agtcgagcgg cagcgggtcc ttcgggatgc cggcgagcgg cggacgggtg agtaatgcct       60 

 

aggaatctgc ctggtagtgg gggataactc ggggaaactc gagctaatac cgcatacgtc      120 

 

ctacgggaga aagcggggga tcttcggacc tcgcgctacc agatgagcct aggtcggatt      180 

 

agctagttgg tgaggtaaag gctcaccaag gcgacgatcc gtagctggtc tgagaggatg      240 

 

atcagccaca ctggaactga gacacggtcc agactcctac gggaggcagc agtggggaat      300 

 

attggacaat gggcgaaagc ctgatccagc catgccgcgt gtgtgaagaa ggtcttcgga      360 

 

ttgtaaagca ctttaagttg ggaggaaggg cagtaagtta ataccttgct gttttgacgt      420 



 

 

 

taccgacaga ataagcaccg gctaacttcg tgccagcagc cgcggtaata cgaagggtgc      480 

 

aagcgttaat cggaattact gggcgtaaag cgcgcgtagg tggtttgata agttggatgt      540 

 

gaaagccccg ggctcaacct gggaactgca tccaaaactg tctgactaga gtatggcaga      600 

 

gggtggtgga atttcctgtg tagcggtgaa atgcgtagat ataggaagga acaccagtgg      660 

 

cgaaggcgac cacctgggct aatactgaca ctgaggtgcg aaagcgtggg gagcaaacag      720 

 

gattagatac cctggtagtc cacgccgtaa acgatgtcga ctagccgttg ggatccttga      780 

 

gatcttagtg gcgcagctaa cgcattaagt cgaccgcctg gggagtacgg ccgcaaggtt      840 

 

aaaactcaaa tgaattgacg ggggcccgca caagcggtgg agcatgtggt ttaattcgaa      900 

 

gcaacgcgaa gaaccttacc aggccttgac atgcagagaa ctttccagag atggattggt      960 

 

gccttcggga actctgacac aggtgctgca tggctgtcgt cagctcgtgt cgtgagatgt     1020 

 

tgggttaagt cccgtaacga gcgcaaccct tgtccttagt taccagcacg ttaaggtggg     1080 

 

cactctaagg agactgccgg tgacaaaccg gaggaaggtg gggatgacgt caagtcatca     1140 

 

tggcccttac ggcctgggct acacacgtgc tacaatggtc ggtacaaagg gttgccaagc     1200 

 

cgcgaggtgg agctaatccc ataaaaccga tcgtagtccg gatcgcagtc tgcaactcga     1260 

 

ctgcgtgaag tcggaatcgc tagtaatcgt gaatcagaat gtcacggtga atacgttccc     1320 



 

 

 

gggccttgta cacacc                                                     1336 

 

 

<210>  28 

<211>  1335 

<212>  ADN 

<213>  Pseudomonas  aeruginosa 

 

<400>  28 

agtcgagcgg atgaagggag cttgctcctg gattcagcgg cggacgggtg agtaatgcct       60 

 

aggaatctgc ctggtagtgg gggataacgt ccggaaacgg gcgctaatac cgcatacgtc      120 

 

ctgagggaga aagtggggga tcttcggacc tcacgctatc agatgagcct aggtcggatt      180 

 

agctagttgg tggggtaaag gcctaccaag gcgacgatcc gtaactggtc tgagaggatg      240 

 

atcagtcaca ctggaactga gacacggtcc agactcctac gggaggcagc agtggggaat      300 

 

attggacaat gggcgaaagc ctgatccagc catgccgcgt gtgtgaagaa ggtcttcgga      360 

 

ttgtaaagca ctttaagttg ggaggaaggg cagtaagtta ataccttgct gttttgacgt      420 

 

taccaacaga ataagcaccg gctaacttcg tgccagcagc cgcggtaata cgaagggtgc      480 

 

aagcgttaat cggaattact gggcgtaaag cgcgcgtagg tggttcagca agttggatgt      540 

 

gaaatccccg ggctcaacct gggaactgca tccaaaacta ctgagctaga gtacggtaga      600 

 



 

 

gggtggtgga atttcctgtg tagcggtgaa atgcgtagat ataggaagga acaccagtgg      660 

 

cgaaggcgac cacctggact gatactgaca ctgaggtgcg aaagcgtggg gagcaaacag      720 

 

gattagatac cctggtagtc cacgccgtaa acgatgtcga ctagccgttg ggatccttga      780 

 

gatcttagtg gcgcagctaa cgcgataagt cgaccgcctg gggagtacgg ccgcaaggtt      840 

 

aaaactcaaa tgaattgacg ggggcccgca caagcggtgg agcatgtggt ttaattcgaa      900 

 

gcaacgcgaa gaaccttacc tggccttgac atgctgagaa ctttccagag atggattggt      960 

 

gccttcggga actcagacac aggtgctgca tggctgtcgt cagctcgtgt cgtgagatgt     1020 

 

tgggttaagt cccgtaacga gcgcaaccct tgtccttagt taccagcacc tcgggtgggc     1080 

 

actctaagga gactgccggt gacaaaccgg aggaaggtgg ggatgacgtc aagtcatcat     1140 

 

ggcccttacg gccagggcta cacacgtgct acaatggtcg gtacaaaggg ttgccaagcc     1200 

 

gcgaggtgga gctaatccca taaaaccgat cgtagtccgg atcgcagtct gcaactcgac     1260 

 

tgcgtgaagt cggaatcgct agtaatcgtg aatcagaatg tcacggtgaa tacgttcccg     1320 

 

ggccttgtac acacc                                                      1335 

 

 

<210>  29 

<211>  1335 

<212>  ADN 



 

 

<213>  Pseudomonas  aeruginosa 

 

<400>  29 

agtcgagcgg atgaagggag cttgctcctg gattcagcgg cggacgggtg agtaatgcct       60 

 

aggaatctgc ctggtagtgg gggataacgt ccggaaacgg gcgctaatac cgcatacgtc      120 

 

ctgagggaga aagtggggga tcttcggacc tcacgctatc agatgagcct aggtcggatt      180 

 

agctagttgg tggggtaaag gcctaccaag gcgacgatcc gtaactggtc tgagaggatg      240 

 

atcagtcaca ctggaactga gacacggtcc agactcctac gggaggcagc agtggggaat      300 

 

attggacaat gggcgaaagc ctgatccagc catgccgcgt gtgtgaagaa ggtcttcgga      360 

 

ttgtaaagca ctttaagttg ggaggaaggg cagtaagtta ataccttgct gttttgacgt      420 

 

taccaacaga ataagcaccg gctaacttcg tgccagcagc cgcggtaata cgaagggtgc      480 

 

aagcgttaat cggaattact gggcgtaaag cgcgcgtagg tggttcagca agttggatgt      540 

 

gaaatccccg ggctcaacct gggaactgca tccaaaacta ctgagctaga gtacggtaga      600 

 

gggtggtgga atttcctgtg tagcggtgaa atgcgtagat ataggaagga acaccagtgg      660 

 

cgaaggcgac cacctggact gatactgaca ctgaggtgcg aaagcgtggg gagcaaacag      720 

 

gattagatac cctggtagtc cacgccgtaa acgatgtcga ctagccgttg ggatccttga      780 

 

gatcttagtg gcgcagctaa cgcgataagt cgaccgcctg gggagtacgg ccgcaaggtt      840 



 

 

 

aaaactcaaa tgaattgacg ggggcccgca caagcggtgg agcatgtggt ttaattcgaa      900 

 

gcaacgcgaa gaaccttacc tggccttgac atgctgagaa ctttccagag atggattggt      960 

 

gccttcggga actcagacac aggtgctgca tggctgtcgt cagctcgtgt cgtgagatgt     1020 

 

tgggttaagt cccgtaacga gcgcaaccct tgtccttagt taccagcacc tcgggtgggc     1080 

 

actctaagga gactgccggt gacaaaccgg aggaaggtgg ggatgacgtc aagtcatcat     1140 

 

ggcccttacg gccagggcta cacacgtgct acaatggtcg gtacaaaggg ttgccaagcc     1200 

 

gcgaggtgga gctaatccca taaaaccgat cgtagtccgg atcgcagtct gcaactcgac     1260 

 

tgcgtgaagt cggaatcgct agtaatcgtg aatcagaatg tcacggtgaa tacgttcccg     1320 

 

ggccttgtac acacc                                                      1335 

 

 

<210>  30 

<211>  1336 

<212>  ADN 

<213>  Pseudomonas citronellolis 

 

<400>  30 

agtcgagcgg atgtagggag cttgcttctg gattcagcgg cggacgggtg agtaatgcct       60 

 

aggaatctgc ctggtagtgg gggacaacgt tccgaaagga gcgctaatac cgcatacgtc      120 

 



 

 

ctacgggaga aagtggggga tcttcggacc tcacgctatc agatgagcct aggtcggatt      180 

 

agctagtagg tggggtaatg gctcacctag gcgacgatcc gtaactggtc tgagaggatg      240 

 

atcagtcaca ctggaactga gacacggtcc agactcctac gggaggcagc agtggggaat      300 

 

attggacaat gggcgaaagc ctgatccagc catgccgcgt gtgtgaagaa ggtcttcgga      360 

 

ttgtaaagca ctttaagttg ggaggaaggg cagtaagtta ataccttgct gttttgacgt      420 

 

taccaacaga ataagcaccg gctaacttcg tgccagcagc cgcggtaata cgaagggtgc      480 

 

aagcgttaat cggaattact gggcgtaaag cgcgcgtagg tggtttggta agatggatgt      540 

 

gaaatccccg ggctcaacct gggaactgca tccataactg cctgactaga gtacggtaga      600 

 

gggtggtgga atttcctgtg tagcggtgaa atgcgtagat ataggaagga acaccagtgg      660 

 

cgaaggcgac cacctggact gatactgaca ctgaggtgcg aaagcgtggg gagcaaacag      720 

 

gattagatac cctggtagtc cacgccgtaa acgatgtcga ctagccgttg ggatccttga      780 

 

gatcttagtg gcgcagctaa cgcgataagt cgaccgcctg gggagtacgg ccgcaaggtt      840 

 

aaaactcaaa tgaattgacg ggggcccgca caagcggtgg agcatgtggt ttaattcgaa      900 

 

gcaacgcgaa gaaccttacc tggccttgac atgtccggaa ttctgcagag atgcgggagt      960 

 

gccttcggga atcggaacac aggtgctgca tggctgtcgt cagctcgtgt cgtgagatgt     1020 

 



 

 

tgggttaagt cccgtaacga gcgcaaccct tgtccttagt taccarcacg ttatggtggg     1080 

 

cactctaagg agactgccgg tgacaaaccg gaggaaggtg gggatgacgt caagtcatca     1140 

 

tggcccttac ggccagggct acacacgtgc tacaatggtc ggtacagagg gttgccaagc     1200 

 

cgcgaggtgg agctaatccc agaaaaccga tcgtagtccg gatcgcagtc tgcaactcga     1260 

 

ctgcgtgaag tcggaatcgc tagtaatcgt gaatcagaat gtcacggtga atacgttccc     1320 

 

gggccttgta cacacc                                                     1336 

 

 

<210>  31 

<211>  1336 

<212>  ADN 

<213>  Pseudomonas alcaligenes 

 

<400>  31 

agtcgagcgg atgagtggag cttgctccat gattcagcgg cggacgggtg agtaatgcct       60 

 

aggaatctgc ctggtagtgg gggacaacgt ttcgaaagga acgctaatac cgcatacgtc      120 

 

ctacgggaga aagcagggga ccttcgggcc ttgcgctatc agatgagcct aggtcggatt      180 

 

agctagtagg tgaggtaatg gctcacctag gcgacgatcc gtaactggtc tgagaggatg      240 

 

atcagtcaca ctggaactga gacacggtcc agactcctac gggaggcagc agtggggaat      300 

 

attggacaat gggcgaaagc ctgatccagc catgccgcgt gtgtgaagaa ggtcttcgga      360 



 

 

 

ttgtaaagca ctttaagttg ggaggaaggg cagtaagtta ataccttgct gttttgacgt      420 

 

taccaacaga ataagcaccg gctaacttcg tgccagcagc cgcggtaata cgaagggtgc      480 

 

aagcgttaat cggaattact gggcgtaaag cgcgcgtagg tggttcagca agttggaggt      540 

 

gaaatccccg ggctcaacct gggaactgcc tccaaaacta ctgagctaga gtacggtaga      600 

 

gggtagtgga atttcctgtg tagcggtgaa atgcgtagat ataggaagga acaccagtgg      660 

 

cgaaggcgac tacctggact gatactgaca ctgaggtgcg aaagcgtggg gascaaacag      720 

 

gattagatac cctggtagtc cacgccgtaa acgatgtcga ctagccgttg ggatccttga      780 

 

gatcttagtg gcgcagctaa cgcattaagt cgaccgcctg gggagtacgg ccgcaaggtt      840 

 

aaaactcaaa tgaattgacg ggggcccgca caagcggtgg agcatgtggt ttaattcgaa      900 

 

gcaacgcgaa gaaccttacc tggccttgac atgctgagaa ctttccagag atggattggt      960 

 

gccttcggga actcagacac aggtgctgca tggctgtcgt cagctcgtgt cgtgagatgt     1020 

 

tgggttaagt cccgtaacga gcgcaaccct tgtccttagt taccagcacg ttatggtggg     1080 

 

cactctaagg agactgccgg tgacaaaccg gaggaaggtg gggatgacgt caagtcatca     1140 

 

tggcccttac ggccagggct acacacgtgc tacaatggtc ggtacaaagg gttgccaagc     1200 

 

cgcgaggtgg agctaatccc ataaaaccga tcgtagtccg gatcgcagtc tgcaactcga     1260 



 

 

 

ctgcgtgaag tcggaatcgc tagtaatcgt gaatcagaat gtcacggtga atacgttccc     1320 

 

gggccttgta cacacc                                                     1336 

 

 

<210>  32 

<211>  1336 

<212>  ADN 

<213>  Pseudomonas nitroreducens 

 

<400>  32 

agtcgagcgg atgagaggag cttgctcctt gatttagcgg cggacgggtg agtaatgcct       60 

 

aggaatctgc ctggtagtgg gggataacgt tccgaaagga acgctaatac cgcatacgtc      120 

 

ctacgggaga aagcagggga ccttcgggcc ttgcgctatc agatgagcct aggtcggatt      180 

 

agctagttgg tgaggtaatg gctcaccaag gcgacgatcc gtaactggtc tgagaggatg      240 

 

atcagtcaca ctggaactga gacacggtcc agactcctac gggaggcagc agtggggaat      300 

 

attggacaat gggcgaaagc ctgatccagc catgccgcgt gtgtgaagaa ggtcttcgga      360 

 

ttgtaaagca ctttaagttg ggaggaaggg cattaaccta atacgttagt gttttgacgt      420 

 

taccgacaga ataagcaccg gctaacttcg tgccagcagc cgcggtaata cgaagggtgc      480 

 

aagcgttaat cggaattact gggcgtaaag cgcgcgtagg tggttcgtta agttggatgt      540 

 



 

 

gaaagccccg ggctcaacct gggaactgca tccaaaactg gcgagctaga gtacggtaga      600 

 

gggtggtgga atttcctgtg tagcggtgaa atgcgtagat ataggaagga acaccagtgg      660 

 

cgaaggcgac cacctggact gatactgaca ctgaggtgcg aaagcgtggg gagcaaacag      720 

 

gattagatac cctggtagtc cacgccgtaa acgatgtcaa ctagccgttg ggttccttga      780 

 

gaacttagtg gcgcagctag cgcattaagt tgaccgcctg gggagtacgg ccgcaaggtt      840 

 

aaaactcaaa tgaattgacg ggggcccgca caagcggtgg agcatgtggt ttaactcgaa      900 

 

gcaacgcgaa gaaccttacc tggccttgac atgctgagaa ctttccagag atggattggt      960 

 

gccttcggga actcagacac aggtgctgca tggctgtcgt cagctcgtgt cgtgagatgt     1020 

 

tgggttaagt cccgtaacga gcgcaaccct tgtccttagt taccagcacg taatggtggg     1080 

 

cactctaagg agactgccgg tgacaaaccg gaggaaggtg gggatgacgt caagtcatca     1140 

 

tggcccttac ggccagggct acacacgtgc tacaatggtc ggtacaaagg gttgccaagc     1200 

 

cgcgaggtgg agctaatccc ataaaaccga tcgtagtccg gatcgcagtc tgcaactcga     1260 

 

ctgcgtgaag tcggaatcgc tagtaatcgt gaatcagaat gtcacggtga atacgttccc     1320 

 

gggccttgta cacacc                                                     1336 

 

 

<210>  33 



 

 

<211>  1335 

<212>  ADN 

<213>  Pseudomonas mendocina 

 

<400>  33 

agtcgagcgg atgaggggag cttgctccct gatttagcgg cggacgggtg agtaatgtct       60 

 

aggaatctgc ctggtagtgg gggataacgt tccgaaagga acgctaatac cgcatacgtc      120 

 

ctacgggaga aagcagggga ccttcgggcc ttgcgctatc agatgagcct aggtcggatt      180 

 

agctagttgg tgaggtaatg gctcaccaag gcgacgatcc gtaactggtc tgagaggatg      240 

 

atcagtcaca ctggaactga gacacggtcc agactcctac gggaggcagc agtggggaat      300 

 

attggacaat gggcgaaagc ctgatccagc catgccgcgt gtgtgaagaa ggtcttcgga      360 

 

ttgtaaagca ctttaagttg ggaggaaggg cattaaccta atacgttagt gttttgacgt      420 

 

taccaacaga ataagcaccg gctaacttcg tgccagcagc cgcggtaata cgaagggtgc      480 

 

aagcgttaat cggaattact gggcgtaaag cgcgcgtagg tggttcgtta agttggatgt      540 

 

gaaagccccg ggctcaacct gggaactgca tccaaaactg gcgagctaga gtacggtaga      600 

 

gggtggtgga atttcctgtg tagcggtgaa atgcgtagat ataggaagga acaccagtgg      660 

 

cgaaggcgac cacctggact gatactgaca ctgaggtgcg aaagcgtggg gagcaaacag      720 

 

gattagatac cctggtagtc cacgccgtaa acgatgtcaa ctagccgttg gaatccttga      780 



 

 

 

gattttagtg gcgcagctaa cgcattaagt tgaccgcctg gggagtacgg ccgcaaggtt      840 

 

aaaactcaaa tgaattgacg ggggcccgca caagcggtgg agcatgtggt ttaattcgaa      900 

 

gcaacgcgaa gaaccttacc tggccttgac atgctgagaa ctttccagag atggattggt      960 

 

gccttcggga actcagacac aggtgctgca tggctgtcgt cagctcgtgt cgtgagatgt     1020 

 

tgggttaagt cccgtaacga gcgcaaccct tgtccttagt taccagcacc tcgggtgggc     1080 

 

actctaagga gactgccggt gacaaaccgg aggaaggtgg ggatgacgtc aagtcatcat     1140 

 

ggcccttacg gccagggcta cacacgtgct acaatggtcg gtacaaaggg ttgccaagcc     1200 

 

gcgaggtgga gctaatccca taaaaccgat cgtagtccgg atcgcagtct gcaactcgac     1260 

 

tgcgtgaagt cggaatcgct agtaatcgtg aatcagaatg tcacggtgaa tacgttcccg     1320 

 

ggccttgtac acacc                                                      1335 

 

 

<210>  34 

<211>  1336 

<212>  ADN 

<213>  Pseudomonas agarici 

 

 

<220> 

<221>  misc_feature 



 

 

<222>  (452)..(452) 

<223>  n is a, c, g, o t 

 

<220> 

<221>  misc_feature 

<222>  (1199)..(1199) 

<223>  n is a, c, g, o t 

 

<400>  34 

agtcgagcgg atgaagggag cttgctcccg gattcagcgg cggacgggtg agtaatgcct       60 

 

aggaatctgc ctggtagtgg gggacaacgt ttcgaaagga acgctaatac cgcatacgtc      120 

 

ctacgggaga aagcagggga ccttcgggcc ttgcgctatc agatgagcct aggtcggatt      180 

 

agctagttgg tgaggtaaag gctcaccaag gcgacgatcc gtaactggtc tgagaggatg      240 

 

atcagtcaca ctggaactga gacacggtcc agactcctac gggaggcagc agtggggaat      300 

 

attggacaat gggcgaaagc ctgatccagc catgccgcgt gtgtgaagaa ggtcttcgga      360 

 

ttgtaaagca ctttaagttg ggaggaaggg cattaaccta atacgttagt gttttgacgt      420 

 

taccgacaga ataagcaccg gctaactctg tnccagcagc cgcggtaata cagagggtgc      480 

 

aagcgttaat cggaattact gggcgtaaag cgcgcgtagg tggttggtta agttggatgt      540 

 

gaaatccccg ggctcaacct gggaactgca tccaaaactg gccagctaga gtagggtaga      600 

 

gggtggtgga atttcctgtg tagcggtgaa atgcgtagat ataggaagga acaccagtgg      660 



 

 

 

cgaaggcgac cacctggact catactgaca ctgaggtgcg aaagcgtggg gagcaaacag      720 

 

gattagatac cctggtagtc cacgccgtaa acgatgtcaa ctagccgttg ggaaccttga      780 

 

gttcttagtg gcgcagctaa cgcattaagt tgaccgcctg gggagtacgg ccgcaaggtt      840 

 

aaaactcaaa tgaattgacg ggggcccgca caagcggtgg agcatgtggt ttaattcgaa      900 

 

gcaacgcgaa gaaccttacc aggccttgac atccaatgaa tcttccagag atggaggagt      960 

 

gccttcggga acattgagac aggtgctgca tggctgtcgt cagctcgtgt cgtgagatgt     1020 

 

tgggttaagt cccgtaacga gcgcaaccct tgtccttagt taccagcacg tgatggtggg     1080 

 

cactctaagg agactgccgg tgacaaaccg gaggaaggtg gggatgacgt caagtcatca     1140 

 

tggcccttac ggcctgggct acacacgtgc tacaatggtc ggtacaaagg gttgccaanc     1200 

 

cgcgaggtgg agctaatccc ataaaaccga tcgtagtccg gatcgcagtc tgcaactcga     1260 

 

ctgcgtgaag tcggaatcgc tagtaatcgc gaatcagaat gtcgcggtga atacgttccc     1320 

 

gggccttgta cacacc                                                     1336 

 

 

<210>  35 

<211>  1336 

<212>  ADN 

<213>  Pseudomonas pseudoalcaligenes 



 

 

 

<400>  35 

agtcgagcgg atgaagggag cttgctcctg gattcagcgg cggacgggtg agtaatgcct       60 

 

aggaatctgc ctggtagtgg gggataacgt tccgaaagga acgctaatac cgcgtacgtc      120 

 

ctacgggaga aagcagggga ccttcgggcc ttgcgctatc agatgagcct aggtcggatt      180 

 

agctagttgg tgaggtaatg gctcaccaag gcgacgatcc gtaactggtc tgagaggatg      240 

 

atcagtcaca ctggaactga gacacggtcc agactcctac gggaggcagc agtggggaat      300 

 

attggacaat gggcgaaagc ctgatccagc catgccgcgt gtgtgaagaa ggtcttcgga      360 

 

ttgtaaagca ctttaagttg ggaggaaggg ctgtaggcta atatcctgcg gttttgacgt      420 

 

taccaacaga ataagcaccg gctaacttcg tgccagcagc cgcggtaata cgaagggtgc      480 

 

aagcgttaat cggaattact gggcgtaaag cgcgcgtagg tggttcgtta agttggatgt      540 

 

gaaagccccg ggctcaacct gggaactgca tccaaaactg gcgagctaga gtacggtaga      600 

 

gggtagtgga atttcctgtg tagcggtgaa atgcgtagat ataggaagga acaccagtgg      660 

 

cgaaggcgac tacctggact gatactgaca ctgaggtgcg aaagcgtggg gagcaaacag      720 

 

gattagatac cctggtagtc cacgccgtaa acgatgtcaa ctagccgttg gaatccttga      780 

 

gattttagtg gcgcagctaa cgcattaagt tgaccgcctg gggagtacgg ccgcaaggtt      840 

 



 

 

aaaactcaaa tgaattgacg ggggcccgca caagcggtgg agcatgtggt ttaattcgaa      900 

 

gcaacgcgaa gaaccttacc tggccttgac atgctgagaa ctttccagag atggattggt      960 

 

gccttcggga actcagacac aggtgctgca tggctgtcgt cagctcgtgt cgtgagatgt     1020 

 

tgggttaagt cccgtaacga gcgcaaccct tgtccttagt taccagcacg ttatggtggg     1080 

 

cactctaagg agactgccgg tgacaaaccg gaggaaggtg gggatgacgt caagtcatca     1140 

 

tggcccttac ggccagggct acacacgtgc tacaatggtc ggtacaaagg gttgccaagc     1200 

 

cgcgaggtgg agctaatccc ataaaaccga tcgtagtccg gatcgcagtc tgcaactcga     1260 

 

ctgcgtgaag tcggaatcgc tagtaatcgt gaatcagaat gtcacggtga atacgttccc     1320 

 

gggccttgta cacacc                                                     1336 

 

 

<210>  36 

<211>  1338 

<212>  ADN 

<213>  Pseudomonas  fluorescens 

 

<400>  36 

agtcgagcgg cagcacgggt acttgtacct ggtggcgagc ggcggacggg tgagtaatgc       60 

 

ctaggaatct gcctagtagt gggggataac gtccggaaac gggcgctaat accgcatacg      120 

 

tcctacggga gaaagtgggg gatcttcgga cctcacgcta ttagatgagc ctaggtcgga      180 



 

 

 

ttagctagtt ggtgaggtaa tggctcacca aggcgacgat ccgtaactgg tctgagagga      240 

 

tgatcagtca cactggaact gagacacggt ccagactcct acgggaggca gcagtgggga      300 

 

atattggaca atgggcgaaa gcctgatcca gccatgccgc gtgtgtgaag aaggtcttcg      360 

 

gattgtaaag cactttaagt tgggaggaag ggcagttacc taatacgtga ttgttttgac      420 

 

gttaccgaca gaataagcac cggctaactc tgtgccagca gccgcggtaa tacagagggt      480 

 

gcaagcgtta atcggaatta ctgggcgtaa agcgcgcgta ggtggtttgt taagttggat      540 

 

gtgaaagccc cgggctcaac ctgggaactg catccaaaac tggcaagcta gagtatggta      600 

 

gagggtggtg gaatttcctg tgtagcggtg aaatgcgtag atataggaag gaacaccagt      660 

 

ggcgaaggcg accacctgga ctgatactga cactgaggtg cgaaagcgtg gggagcaaac      720 

 

aggattagat accctggtag tccacgccgt aaacgatgtc aactagccgt tgggagcctt      780 

 

gagctcttag tggcgcagct aacgcattaa gttgaccgcc tggggagtac ggccgcaagg      840 

 

ttaaaactca aatgaattga cgggggcccg cacaagcggt ggagcatgtg gtttaattcg      900 

 

aagcaacgcg aagaacctta ccaggccttg acatccaatg aactttctag agatagattg      960 

 

gtgccttcgg gaacattgag acaggtgctg catggctgtc gtcagctcgt gtcgtgagat     1020 

 

gttgggttaa gtcccgtaac gagcgcaacc cttgtcctta gttaccagca cgttatggtg     1080 



 

 

 

ggcactctaa ggagactgcc ggtgacaaac cggaggaagg tggggatgac gtcaagtcat     1140 

 

catggccctt acggcctggg ctacacacgt gctacaatgg tcggtacaaa gggttgccaa     1200 

 

gccgcgaggt ggagctaatc ccataaaacc gatcgtagtc cggatcgcag tctgcaactc     1260 

 

gactgcgtga agtcggaatc gctagtaatc gcgaatcaga atgtcgcggt gaatacgttc     1320 

 

ccgggccttg tacacacc                                                   1338 

 

 

<210>  37 

<211>  1336 

<212>  ADN 

<213>  Pseudomonas putida 

 

<400>  37 

agtcgagcgg atgacgggag cttgctcctt gattcagcgg cggacgggtg agtaatgcct       60 

 

aggaatctgc ctggtagtgg gggacaacgt ttcgaaagga acgctaatac cgcatacgtc      120 

 

ctacgggaga aagcagggga ccttcgggcc ttgcgctatc agatgagcct aggtcggatt      180 

 

agctagttgg tggggtaatg gctcaccaag gcgacgatcc gtaactggtc tgagaggatg      240 

 

atcagtcaca ctggaactga gacacggtcc agactcctac gggaggcagc agtggggaat      300 

 

attggacaat gggcgaaagc ctgatccagc catgccgcgt gtgtgaagaa ggtcttcgga      360 

 



 

 

ttgtaaagca ctttaagttg ggaggaaggg cagtaagtta ataccttgct gttttgacgt      420 

 

taccgacaga ataagcaccg gctaactctg tgccagcagc cgcggtaata cagagggtgc      480 

 

aagcgttaat cggaattact gggcgtaaag cgcgcgtagg tggtttgtta agttggatgt      540 

 

gaaagccccg ggctcaacct gggaactgca tccaaaactg gcaagctaga gtacggtaga      600 

 

gggtggtgga atttcctgtg tagcggtgaa atgcgtagat ataggaagga acaccagtgg      660 

 

cgaaggcgac cacctggact gatactgaca ctgaggtgcg aaagcgtggg gagcaaacag      720 

 

gattagatac cctggtagtc cacgccgtaa acgatgtcaa ctagccgttg gaatccttga      780 

 

gattttagtg gcgcagctaa cgcattaagt tgaccgcctg gggagtacgg ccgcaaggtt      840 

 

aaaactcaaa tgaattgacg ggggcccgca caagcggtgg agcatgtggt ttaattcgaa      900 

 

gcaacgcgaa gaaccttacc aggccttgac atgcagagaa ctttccagag atggattggt      960 

 

gccttcggga actctgacac aggtgctgca tggctgtcgt cagctcgtgt cgtgagatgt     1020 

 

tgggttaagt cccgtaacga gcgcaaccct tgtccttagt taccagcacg ttatggtggg     1080 

 

cactctaagg agactgccgg tgacaaaccg gaggaaggtg gggatgacgt caagtcatca     1140 

 

tggcccttac ggcctgggct acacacgtgc tacaatggtc ggtacagagg gttgccaagc     1200 

 

cgcgaggtgg agctaatctc acaaaaccga tcgtagtccg gatcgcagtc tgcaactcga     1260 

 



 

 

ctgcgtgaag tcggaatcgc tagtaatcgc gaatcagaat gtcgcggtga atacgttccc     1320 

 

gggccttgta cacacc                                                     1336 

 

 

<210>  38 

<211>  34 

<212>  ADN 

<213>  Shewanella oneidensis 

 

<400>  38 

gcatacgccc tacgggggaa agagggggac tttc                                   34 

 

 

<210>  39 

<211>  34 

<212>  ADN 

<213>  Secuencia artificial 

 

<220> 

<223>  Secuencia distintiva degenerada del ADNr 16S de 

Shewanella con posiciones variables en la región 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, o t 

 

<220> 

<221>  misc_feature 

<222>  (30)..(30) 

<223>  n=a, c, g, o t 

 

<220> 

<221>  misc_feature 

<222>  (31)..(32) 

<223>  n=t o c 

 

<220> 

<221>  misc_feature 

<222>  (34)..(34) 

<223>  n=a o c 

 

<400>  39 

gcatacgccc tacgggggaa annnggggnn nntn                                   34 

 

 

<210>  40 



 

 

<211>  41 

<212>  ADN 

<213>  Shewanella oneidensis 

 

<400>  40 

tcggagtttg gtgtcttgaa cactgggctc tcaagctaac g                           41 

 

 

<210>  41 

<211>  41 

<212>  ADN 

<213>  Secuencia artificial 

 

<220> 

<223>  Secuencia distintiva degenerada del ADNr 16S de 

Shewanella con posiciones variables en la región 5 

 

 

<220> 

<221>  misc_feature 

<222>  (6)..(6) 

<223>  n=a o g 

 

<220> 

<221>  misc_feature 

<222>  (13)..(13) 

<223>  n=a , c o g 

 

<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> 

<221>  misc_feature 

<222>  (28)..(28) 

<223>  n=t o c 

 

<220> 

<221>  misc_feature 

<222>  (30)..(31) 

<223>  n=t o c 

 

<220> 

<221>  misc_feature 

<222>  (32)..(32) 

<223>  n=a o c 

 

<400>  41 



 

 

tcggantttg gtnncttnna cactggnntn nnaagctaac g                           41 

 

 

<210>  42 

<211>  96 

<212>  ADN 

<213>  Shewanella oneidensis 

 

<400>  42 

acaatggcga gtacagaggg ttgcaaagcc gcgaggtgga gctaatctca caaagctcgt       60 

 

cgtagtccgg attggagtct gcaactcgac tccatg                                 96 

 

 

<210>  43 

<211>  96 

<212>  ADN 

<213>  Secuencia artificial 

 

<220> 

<223>  Secuencia distintiva degenerada del ADNr 16S de 

Shewanella con posiciones variables en la región 8 

 

 

<220> 

<221>  misc_feature 

<222>  (8)..(8) 

<223>  n=c, g, o t 

 



 

 

<220> 

<221>  misc_feature 

<222>  (9)..(9) 

<223>  n=a, c, o g 

 

<220> 

<221>  misc_feature 

<222>  (10)..(11) 

<223>  n=a, g, o t 

 

<220> 

<221>  misc_feature 

<222>  (25)..(25) 

<223>  n=a o g 

 

<220> 

<221>  misc_feature 

<222>  (33)..(33) 

<223>  n=a o g 

 

<220> 

<221>  misc_feature 

<222>  (38)..(38) 

<223>  n=g o c 

 

<220> 

<221>  misc_feature 

<222>  (39)..(39) 

<223>  n=a, g, o t 

 



 

 

<220> 

<221>  misc_feature 

<222>  (48)..(48) 

<223>  n=t o c 

 

<220> 

<221>  misc_feature 

<222>  (51)..(51) 

<223>  n=c, g, o t 

 

<220> 

<221>  misc_feature 

<222>  (56)..(56) 

<223>  n=c, g, o t 

 

<220> 

<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>  43 

acaatggnnn ntacagaggg ttgcnaagcc gcnaggtnna gctaatcnca naaagnnngt       60 

 

cgtagtccgg atnggagtct gcaactcgac tccntg                                 96 

 

 

<210>  44 

<211>  1436 

<212>  ADN 

<213>  Pseudomonas stutzeri 

 

<400>  44 

agtcgagcgg atgaagagag cttgctctct gattcagcgg cggacgggtg agtaatgcct       60 

 

aggaatctgc ctgatagtgg gggacaacgt ttcgaaagga acgctaatac cgcatacgtc      120 

 

ctacgggaga aagcagggga ccttcgggcc ttgcgctatc agatgagcct aggtcggatt      180 

 

agctagttgg tgaggtaatg gctcaccaag gcgacgatcc gtaactggtc tgagaggatg      240 

 

atcagtcaca ctggaactga gacacggtcc agactcctac gggaggcagc agtggggaat      300 

 

attggacaat gggcgaaagc ctgatccagc catgccgcgt gtgtgaagaa ggtcttcgga      360 

 

ttgtaaagca ctttaagttg ggaggaaggg cattaaccta atacgttagt gttttgacgt      420 



 

 

 

taccgacaga ataagcaccg gctaacttcg tgccagcagc cgcggtaata cgaagggtgc      480 

 

aagcgttaat cggaattact gggcgtaaag cgcgcgtagg tggtttgtta agttgaatgt      540 

 

gaaagccccg ggctcaacct gggaactgca tccaaaactg gcaagctaga gtatggcaga      600 

 

gggtggtgga atttcctgtg tagcggtgaa atgcgtagat ataggaagga acaccagtgg      660 

 

cgaaggcgac cacctgggct aatactgaca ctgaggtgcg aaagcgtggg gagcaaacag      720 

 

gattagatac cctggtagtc cacgccgtaa acgatgtcga ctagccgttg ggatccttga      780 

 

gatcttagtg gcgcagctaa cgcattaagt cgaccgcctg gggagtacgg ccgcaaggtt      840 

 

aaaactcaaa tgaattgacg ggggcccgca caagcggtgg agcatgtggt ttaattcgaa      900 

 

gcaacgcgaa gaaccttacc aggccttgac atgcagagaa ctttccagag atggattggt      960 

 

gccttcggga actctgacac aggtgctgca tggctgtcgt cagctcgtgt cgtgagatgt     1020 

 

tgggttaagt cccgtaacga gcgcaaccct tgtccttagt taccagcacg ttaaggtggg     1080 

 

cactctaagg agactgccgg tgacaaaccg gaggaaggtg gggatgacgt caagtcatca     1140 

 

tggcccttac ggcctgggct acacacgtgc tacaatggtc ggtacaaagg gttgccaagc     1200 

 

cgcgaggtgg agctaatccc ataaaaccga tcgtagtccg gatcgcagtc tgcaactcga     1260 

 

ctgcgtgaag tcggaatcgc tagtaatcgt gaatcagaat gtcacggtga atacgttccc     1320 



 

 

 

gggccttgta cacaccgccc gtcacaccat gggagtgggt tgctccagaa gtagctagtc     1380 

 

taaccttcgg ggggacggtt accacggagt aattcatgac tggggtgaag tcgtaa         1436 

 

 



(Convention de La Haye du 50ctobre 1961)

1.   Country: United States of America

Tñis public document:
2.   has been signed by Colleen A.  Taylor

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

4.   bears the seal/stamp of Colleen A.  Taylors Notary Public,
Delaware

at Dover,  Delaware

the thirtieth day of April, A.D. 2013

by Secretary of State, Delaware Department of State

No. 0493775

Seal/Stamp:                                     10.   Signature:

Secretary of State



/ CL5094 PCT COLOMBIA

ASSIGNMENT CESION.

Robert    D.    FALLON;    Edwin    R.
HENDRICKSON; Scott Christopher JACKSON;
Sbaron Jo KEELER; Bethany C. REES; Abigail
K. LUCKRING

by means of this document assign to

E. I. du Pont de Nemours and Company

a corporation organized tmder the laws of

Delaware

domiciled in

1007 Market Street
Wilmington, Delaware 19898
United States of America

METHODS,  STRA1NS  AND  COMPOSITIONS
USEFUL FOR M1CROBIALLY ENHANCED OIL
RECOVERY: PSEUDOMONAS STUTZERI

so lar as tbe Republic of Colombia is concerned.

Place:   / ( 0q              U 5 tq

Robert D. FALLON

Scott Clu'istopher JACKSON

Bethany C. REES

(hereinafler referred to as the "ASSIGNEE".),
all my (our) rights, title and interest hi and to my
(ora')  invention  for  a  new  and  usefid
improvement entitled andas fiflly set forth and
described hi:

por medio de la presente cedo (cedemos) a

E. I. du Pont de Nemours and Company

una corporación organizada bajo las leyes de

Delaware

domiciliada en

1007 Market Street
Wilmiagton, Delaware 19898
Estados Unidos de América

(de ahora en adelante el "CESIONARIO".),
todos mis (nuestros) derechos, títalo e interés
sobre mi (nuestra) hwención tal como describe
en',

en lo que concierne a la Reptíblica de Colombia.

Lagar y fecha:

Edwin R. HENDRICKSON

Sharÿon Jo KEEÿER "

Abigail K. LUCKR1NG

t               ÿ       r     t                 TLEGALIZATION REQUIRED - NOTARÿi SIGNATURE/SEÿkL ON PAGE 2



United States of America               )
)

State of    -ÿ ¿j C,ÿ.,ÿ,c,./,ÿ- )
cou.ty of  /4 ÿÿ,J Cÿÿs L Lÿ))

SS.

Onthis  I tg"ÿ dayof &ÿrc,/ÿ_     ,20{5 ,personallyappeared

/@                          '               .,beforelne    ÿ2, t)¿.I,--L b, íZ-ÿ-'C(' ót'ÿ ;   ,ÿ /ÿ_ ¿'ÿ'ÿ4"v\ L// J /t'lC (2 </ ('/'cÿ

to me kalown and Nmmÿ to me to be the individual  described in and who executed the

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

,/

Notar3, Publie

COLL2::i.: .:.. :.;t', LO[-€

NOTi i:. ," ÿ1 USLfC
8TATE L F ;: '.AWAñE

iTly Commlsslorÿ Líÿ!:-.. ,:- :';r,,rÿry 25, 2014



,ÿ                                                                COLOMBIACL5094 PCT

ASSIGNMENT

Robert    D.    FALLON;    Edwin    R.
HENDRICKSON; Scott Cln.istopber JACKSON;
Sharon Jo KEELER; Bethany C. REES; Abigail
K. LUCKRING

by means ofthis document assign to

E. I. du Pont de Nemours and Company

a eorporation organized tmder tbe laws of

Delaware

domiciled in

CESION

por medio de la presente cedo (cedemos) a

E. I. du Pont de Nelnours and Company

una corporación organizada bajo las leyes de

Delaware

domiciliaria en

1007 Market Street
Wilmington, Delaware 19898
United States of America

1007 Market Street
Wihniugton, Delaware 19898
Estados Unidos de América

(hereinafler referred to as the "ASSIGNEE".),
all my (our) rights, title and interest in and to my
(our)  hwention  for  a  new  and  usefid
improvement entitled aud as fally set forth and
described in:

(de ahora en adelante el "CESIONARIO".),
todos mis (nuestros) derecbos, títalo e hlterés
sobre mi (nuestra) invención tal como describe
en:

METHODS,  STRAINS  AND  COMPOSITIONS
USEFUL FOR MICROBIALLY ENHANCED OIL
RECOVERY: PSEUDOMONAS STUTZERI

so lar as tlle Republic of Colombia is concerned.

Place Wÿ (ÿ,ÿ,3 lÿ''  0ÿÿ- ÿSCÿ

Date:  /2 ÆíÿOf¿L,.- ÿ4)/3

en lo que coneierne a la República de Colombia.

Lugar y fecha:

Robert D. FALLON

Scott Christopher JACKSON

Bethany C. REES

;ON

Sharon Jo KEELER

LEGALIZATION REQUIRED - NOTARY SlGNATURE/SEAL ON PAGE 2



United States of Ameriea

Slate of

)
)
)
)
)

SS.

r¢'

personally appeared

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

foregoing instmment, and who acknowledged to me that  he  executed the smne.

, ,.. ¿5¿ '.il.:ÿ'

Notary Public

•      F- ICOLLh h,/,. IAYLOR
NO]Al IY PUBLIO

t ,   i-iSTATE ÿ,,I D,: .AWARE
My 0ommlssion ÿ:<t}iÿt::; on January 25, 2014



'  CL5094 PCT                                                                                       COLOMBIA

ASSIGNMENT CESION

Robert    D.    FALLON;    Edwin    R.
HENDRICKSON; Scott Christopher JACKSON;
Sharon Jo KEELER; Bethany C. REES; Abigail
K. LUCKRING

by means ofthis document assign to

E. I. du Pont de Nemours and Company

a corporation organized under the laws of

Delaware

domiciled in

(hereinafler 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 andas fillly set forth and
described in:

METHODS,  STRAINS  AND  COMPOSITIONS
USEFUL FOR MICROBIALLY ENHANCED O1L
RECOVERY: PSEUDOMONAS STUTZERI

so far as the Republie of Colombia is concerned,

1007 Market Street
Wilmington, Delaware 19898
United States of America

por medio de la presente cedo (cedemos) a

E. I. du Pont de Nemours and Company

una corporación organizada bajo las leyes de

Delaware

domieiliada en

1007 Market Street
Wilmington, Delaware 19898
Estados Unidos de América

(de ahora en adelante el "CESIONARIO".),
todos mis (nuestros) derechos, título e interés
sobre mi (nnestra) invención tal como describe
en',

en lo que concieme a la Repfiblica de Colombia.

Lvgar y fecha:

Robert D. FALLON

1   Scott Chrisÿpher JÿKSONf

Edwin R. HENDRICKSON

Sharon Jo KEELER

Abigail K. LUCKRINGBethany C. REES

LEGALIZATION REOUIRED- NOTARY SIGNATURE/SEAL ON PAGE 2



United States of America

State of     ,T)ÿÿÿ( ÿÿ ÿ ÿÿ ÿÿ

County of

)
)
)
)
)

SS.

On this

before me            ,_ÿCÿ° ÿ ÿÿ" f'

,20 / ÿ , personally appeared

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

foregoing instntment, and who acknowledged to me that  he  executed the same.

Notary Publie

COLL[!i!N A. Ji',YLOFt
NOTA} i"," Iÿt./BLIO

8TATE O',: bÿ :1/',WARE
My Oommlssion {:xpiroÿ; ÿ,;1 ,lÿ!tuary 25, 2014



CL5094 PCT COLOMBIA

ASSIGNMENT .CESION.

Robert    D.    FALLON;    Edwin    R.
HENDRICKSON; Scott Christopher JACKSON;
Sharon Jo KEELER; Bethany C. REES; Abigail
K. LUCKRING     'b

by means ofthis document assign to

E. I. du Pont de Nemoars and Company

a corporation organized nnder the laws of

Delaware

domiciled fil

por medio de la presente cedo (cedemos) a

E. I. du Pont de Nemours and Company

una corporación organizada bajo las leyes de

Delaware

dmnieiliada en

1007 Market Street
Wihnington, Delaware 19898
United States of America

1007 Market Street
Wilmhÿgton, Delaware 19898
Estados Unidos de América

(hereinafter referred to as the "ASSIGNEE".),
all my (our) rights, title and interest in and to my
(our)  iavention  for  a  new  and  usefid
improvement entitled andas fiflly set forth and
described in:

(de ahora en adelante el "CESIONARIO".),
todos mis (nuestros) derechos, título e interés
sobre mi 0mestra) invención tal como describe
ell:

METHODS,  STRA1NS  AND  COMPOS1TIONS
USEFUL FOR MICROB1ALLY ENHANCED OIL
RECOVERY: PSEUDOMONAS STUTZERI

so lar as the Republic of Colombia is concerned.

Date: I-] (.)/9ÿ¿c.-é¢ .2-0 [Æ

en lo que coneierne a la República de Colombia.

Lugar y fecha:

Robert D. FALLON

Scott Clu'istopher JACKSON

Btctfianÿ, c. iíÉEÿ -

Edwin R. HENDRICKSON

Sharon Jo KEELER

Abigail K. LUCKRING

LEGALIZAT1ON REOUIRED - NOTARY SIGNATURE/SEAL ON PAGE 2



United States of America

State of     I-]ÿCÿÿcoCÿ':-ÿ

County of   ¡kÿÿ bO ÿ0-ÿ ÿ3-ÿ/.ÿo-

)
)
)
)
)

SS.

On this

before me

[ ti qAaday of   @.4ÿcÿ0.ÿ      ,201ÿ  , personally appeared

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.

Notary Public

COLI.ii[íN A, IAYLOFt
NO[A[iY ?UBL[O

STAT[- OF P Ii-I./'*,WARE
My Commlssion Expirÿts ,?ÿq ,laÿtJary 25, 2014



 

 

- APOSTILLA – 
 

(Convención de la Haya del 5 de Octubre 1961) 
 

1. País:     Estado Unidos de América  

 

- Este Documento Público 

 

2. Ha sido firmado por:  Colleen A. Taylor 

 

3. Actuando en su calidad de:  Notario Público del Estado de Delaware. 

 

4. Lleva el sello/timbre de:              Colleen A. Taylor, Notario Público, 

Delaware. 

Certifica 

5. En:   Dover, Delaware.  

                          

6. El día:  30 de abril de  2013. 

 

7. Por:   El Secretario de Estado, Delaware Departamento de Estado.  

 

8. Numero:   0493775 

    

9. Sello:                                             10. Firma:  

 

Firmado 

Secretario de Estado 

 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

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

 

En este día 11 del mes de abril del 2013, personalmente aparecieron ante mí 

Robert D. Fallon; Sharon Jo. Keeler; a quienes conozco y para mí son las 

personas_descritas y quienes ejecutaron el anterior instrumento, y quienes 

reconocieron ante mí que_él_(ellos)_ejecutó(aron) el mismo. 

 
 
 
 

     - firmado  - 
Notario Público 

 
COLLEEN A. TAYLOR 

NOTARIO PÚBLICO 
ESTADO DE DELAWARE 

Mi cargo expira el 25 de enero de 2014. 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

 

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

 

En este día 12 del mes de abril del 2013, personalmente aparecieron ante mí 

Edwin R. Hendrickson; Abigail K. Luckring a quienes conozco y para mí son las 

personas_descritas y quienes ejecutaron el anterior instrumento, y quienes 

reconocieron ante mí que_él (ellos) ejecutó(aron)  el mismo. 

 
 
 
 

     - firmado  - 
Notario Público 

 
COLLEEN A. TAYLOR 

NOTARIO PÚBLICO 
ESTADO DE DELAWARE 

Mi cargo expira el 25 de enero de 2014. 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

 

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

 

En este día 16 del mes de abril del 2013, personalmente apareció ante mí Scott 

Christopher Jackson a quien conozco y para mí es la persona_descrita y quien 

ejecuto el anterior instrumento, y quien reconoció ante mí que_él_ejecutó el 

mismo. 

 
 
 
 

     - firmado  - 
Notario Público 

 
COLLEEN A. TAYLOR 

NOTARIO PÚBLICO 
ESTADO DE DELAWARE 

Mi cargo expira el 25 de enero de 2014. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

 

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

 

En este día 17 del mes de abril del 2013, personalmente apareció ante mí 

Bethany C. Rees a quien conozco y para mí es la persona_descrita y quien 

ejecuto el anterior instrumento, y quien reconoció ante mí que_él_ejecutó el 

mismo. 

 
 
 
 

     - firmado  - 
Notario Público 

 
COLLEEN A. TAYLOR 

NOTARIO PÚBLICO 
ESTADO DE DELAWARE 

Mi cargo expira el 25 de enero de 2014. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

- Esta es una traducción fiel copia al documento enviado en pdf que se guarda en los 

archivos del traductor para futura referencia. Realizado en Bogotá D.C., el 22 de mayo 

de 2013 - 
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TRADUCCIÓN OFICIAL N° 2603081 al español de un documento escrito en inglés, efectuada
por Jaime Armando Garavito Burgos, c.c. N° 19.130.702 de Bogotá, Traductor e Intérprete Qficíal
inglés-español-inglés según Resolución N° 034 de enero 11 de 1983 expedida por el Ministerio
de Justicia de la República de Colombia

Traducción al español de legalizaciones en poder conferido por E.I. du Pont de Nemours and
Company

............................................................................................................

APOSTILLA

1°

2.

3,

4.

Pais:       Estados Unidos de América

Este documento público

Ha sido firmado por Patricia Panariello

Quien actúa en calidad de Notario Público del Estado de Delaware

Lleva el sello de Patricia Panariello, Notario Públíco, Delaware

Certificado

En Dover, Delaware

El séptimo día de marzo 2008 A.D.

• 1  ....

.F¢C.

Y     ..     • ÿ ÿ., ::, ÿÿ. ',rITO B.

• , ,p ,,-t+ :ÿJl'lt'lJ'l'

Por el Secretario de Estado, Departamento de Estado de Delaware

8.   N° 0345347

9.

10.

Sello (Aparece adherido sello dorado)

Firma (firmado) Harriet Smith Windsor, Secretario de Estado

[No se traduce texto del poder por estar en inglés y en español]

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

CERTIFICACIÓN NOTARIAL
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TRADUCCIÓN OFICIAL N° 2603081 al español de un documento escrito en inglés, efectuada
por Jaime Armando Garavito Burgos, c.c. N° 19.130.702 de Bogotá, Traductor e Intérprete Oficial
inglés-español-inglés según Resolución N° 034 de enero 11 de 1983 expedida por el Ministerio
de Justicia de la República de Colombia

El 26 de febrero de 2008 el suscrito Notario

2.

3°

4.

5°

6.

DA FE

Que Miriam D. Meconnahey, mayor y domiciliada en 1964 Lakeview

Road, Wilmington, DE 19805, suscribió de su puño y letra el docurnento

que antecede.

Que conozco personalmente al otorgante y que éste tiene capacidad legal

para el otorgamiento.

Que el otorgante ha suscrito el referido documento en su carácter de

Subsecretario - Junta de Patentes de la persona jurídica E.I. du Pont

de Nemours and Company

Que la persona jurídica E.I. du Pont de Nemours and Company tiene

sede en 1007 Market Street, Wilmington, Delaware 19898 Estados

Unidos de América, está legalmente constituida, que tiene existencia

legal actual y que el acto para el cual se otorga el poder está

comprendido entre los que constituyen su objeto social.

Que el otorgante tiene efectivamente la representación que ostenta y que

ésta es legitima.

Que he basado las certificaciones 3, 4 y 5 anteriores en los siguientes

documentos auténticos que al efecto se me exhibieron y que menciono

específicamente con expresión de sus fechas y de su origen o

procedencia:

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

12, 2006.

;»  . -.



TRADUCCIÓN OFICIAL N° 2603081 al español de un documento escrito en inglés, efectuada
por Jaime Armando Garavito B urgos, c.c. N° 19.130.702 de Bogotá, Traductor e Intérprete Oficial
inglés-español-inglés según Resolución N° 034 de enero 11 de 1983 expedída por el Ministerio
de Justicia de la República de Colombia

[Firmado] Patricia Panariello, Notario Público

[Aparece adherido sello dorado]
............................................................................................................

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

para su confrontación.

ime Armando Garavito Burgos
c.c.   N° 19.130.702 de Bogotá

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

BOGDM5 # 107285
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(Convention de La Haye du 50ctobre 1961)

I.   Country" United States of America

This public document"
2.   has been signed by Patricia Panariello

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

6.   the seventh day of March, A_D.  2008

.«-
«

Department of State

10.   Si gna ture :

--  Seÿ:ÿretary of Stal:e
• ..: .ÿ.« .,"    »ÿ

5.   at Dover e  Delaware

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

/.

..:::.,¿' F::'

::;;7i7{i



POWER OF ATTORNEY

The undersigned.

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

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

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

1007 Market Street
Wilmington, Delaware 19898 US

declares that it hereby grants to

ALVARO CORREA-ORDOÑEZ and/or
OLGA GEORGETTE OTERO and/or
RICARDO METKE and/or
JUAN PABLO CONCHA

with domicile at Av. 82 No. 10 - 62, 6Th floor, ofBogotá D.
C., Colombia, a full and sufficient power of attomey to obtain
the protection of my (our) industrial property and against the
unfair competition, for which purpose I (we) authorize the said
attomeys 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 conceming the following: a)
Obtainment of patents, utility models, industrial designs,
integrated circuits, layout-designs and vegetal varieties; flae
registration of trademarks, denominations of orígin, cornmercial
names, trade emblems, slogans and domaín 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, ínfringement, granting of licenses, writ mandamus,
the protection of trade secrets, and in general the civil, penal, ah
administrative processes relating to those ríghts. And that in all
the above matters they may substitute fllis Power of Atÿorney,
compromise, conciliate, admit the facts of the case, desist,
cancel, receive, resign, and ratify acts done by representatives
without a power of attorney.

PODER DE ABOGADO

La abajo firmada,

E.I. Du Pont de Nemours and Companyl
domiciliaria en

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

Done and subscribed inÿ.Zÿ.4"ÿ.ÿc4,€._ .2)€--- tJÿJ(

R',
On the     cÿ   dar off.ÿ.ÿ$ztÿ!ÿ of 2008

/

Signature of the person issuing the Power

1007 Market Street
Wilmington, Delaware 19898 US

declara por el presente que otorga a

ALVARO CORREA-ORDOÑEZ Y/Oi::
OLGA GEORGETTE OTERO y/o 'ÿÿ!
RICARDO METKE y/o

2:::.,

!)
: ,:.;

:i:2
.:-'V.
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)  ?:¿;:!:#!: !
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:=íh/: ":....  .,:ÿí:ÿ.'.

: .::i;'..:;2A' "L

JUAN PABLO CONCHA       i.    :ÿÿ:ii:: ..ÿ,,.,,.,,i;..
con domicilio en la Av. 82 No. 10 - 62 Piso 6 en Bogotá D. ÿ;ii.." "':":-""" '

Colombia, poder especial anaplio y suficiente, para::Obtener,.?l"í ÿ!'.ÿ%::ÿ'3.,.ÿ:
protección de mi (nuestra) propiedad industrial y:'; contra'!]'a
competencia desleal, a cuyo efecto autorízo (amos) a!los diclios  ":;'""?:!:  ....• : '" :,¿lh';, '
apoderados para que me (nos) representen ante oJalesquierÿ  «;t.:;,?;.
autoridades o personas, ejerzan o no jurisdicción especialmeñtÿ  ' ÿ!:ÿ;";';"::'

ante las del orden administrativo, contencioso-admifiÿstrativ0:¿{ÿ .::,::i;i;i}:';ÿ'i.ÿ.
judicial, así como los tribunales de arbitramento, ÿen todo¿i6 =:'ÿ"'':
concerniente a los siguíentes asuntos: a) Obtención de paten(ÿs. : :iÿÿitÿ¿:
.......  :c       : ÿ.

de  mvencmn,  modelos  de  utlhdad,  diseños  industriales,  'ÿ,::.x.ÿ.::..:
esquemas de h'azado de circuítos integrados y ÿvariedadÿs ;ÿ!,ÿ.«:
vegetales; el registro de marcas, denominaciones .'de origeñ,¿ ':i«:;"!2}'iÿiíÿ!(

nombres comerciales, enseñas, lemas comerciales y nombres :de. --'..ÿ.ÿ':,ÿ :.:

dominio;  su  renovación,  traspaso,  cambio  de  nombre"ÿ=:ÿ.   ÿ;ÿ.i,iÿi,¿-£
domicilio, cancelación voluntaria; y el registro de licencias }dÿ¿

.2   . ,.  ':.f..
uso de esos derechos; b) Los procesos para la proteccton del:.  ..:,.,!:'!-);;¢::-.

consumidor, competencia desleal, oposiciones cancelacionÿsÿ:.,  i:..":;.ii;:::":
nulidades,  medidas  cautelares,  infracciones  conÿesíón !.dÿ  .-,::iÿ,:í,:x?'ÿ-:
licencias, la tutela, la protección de secretos industfiales,:y ;:eh: ""'"ÿ:"::'":'"

;:2..ÿ:'ÿ?i;:'
general procesos civiles, penales, administrativos re]acionad¿ÿs- :
con estos derechos. Y para que en todos los asuiitfos .arribhL ;
determinados, puedan sustituir este mandato, transigiri('coií6iliÿi';"
admitir los hechos del caso, desistir, cancelar, recibir,)'enüncíar,
y ratificar los actos de agentes oficiosos.           ÿ      : ÿ,::"

•       • 2):.
Igualmente, ratífico todo lo actuado hasta el momento en lÿs

.:.    .  ::,
mismos asuntos, por cualquiera de los mencionados apoderados
en representación de ésta sociedad.                       :ÿ!:ÿ:ÿ

Dado y firmado en

A los días del mes de               de 2008

Firma de la persona que firma el Poder

"ÿ:.,:
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• .'t:,'.ÿ 24,,W';



On this

2008

NOTARIAL CERTIFICATION

!i;¿-/¢ÿ day of " .QÿcA_(ÿ

, the undersigned Notary

CERTIFIES
1.  That  MMamD, Meconnahey

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

set Iris hand on the foregoing document.

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

Assistant Secretary - Patent Board

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

Company

4.  That the judicial person   E, I. duPont de Nemours and

Company
having its home office in

1007 Market Street, Wilmington, Delaware 19898 USA

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

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

6.  That I have based certifications 3, 4 and 5 above on the
following authentic documents for such pmpose 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.

j
"    ¿íd   "

Patricia Panariello, Notary Public

\: "ÿ ÿ' ~  "" ":'.-; ' -i '  "?,..'_  " "  .....  .ÿ
.,... _}  L,.   -    --_ :;.--:E _ : "-2

• ";  ....  ... z ,ÿ,,:,ÿ,.¿ .ÿÿ.,,tÿÿ,,,..
-,  .........  ::..;ÿ.S.,E'ÿíÿÿ ";ÿ"k @"ÿ ":, " ,":  ......  ÿ ,j

.,I  ,  -_  _

z 7 ::_"?':   _2-
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3.  That the grantor has executed the foregoing document as

El Notario Público

• : .::?.'ÿ,-..... ÿÿÿ:

,.:2  ::;-?t,,iÿk.

• :iÿ;ii;'.ii(.
",ii- I,@:, :

..:;:-'J 7.;'i:.:.
i"-

%:
CERTIFICACION NOTARIAL        ;;?ÿ

A los                     días del mes de     '       i '  ¿-::.:!:i2,,,ÿÿÿ':.

de 2008   , el suscrito Notario                            >...,-.1>:

1  Que            DA FE                     . iiÿ.ÿÿii;!ÿ.J:
:1; .'..ÿÿ.,,f:.

mayor y domiciliado en                                :L./,,:ÿ:ÿ:

suscribió de su puño y letra el documento que.antecede':.:
""i'! ' ,GI?:"

2.paraQUe c°n°zc° al °t°rgante Y que éste tiene capacidad legal ii!iiiÿiiiiiel OtOl'gamiento.                            :ÿ:ÿii:..ÿ:

Que el otorgante ha suscrito el referido documento e;i:su  !ÿ:'.:.
carácter de

+ ii'/(
., ..

-,    :.,t «-ÿ¢,?L...
de la persona jurídica  E.I. duPont de Nemoursii'.i:  :;¿:-'b!.

and Company  "     ÿ)ÿ¿!!  >iÿÿ;,;ÿ,í,:':• "-f !.5%",

Que la persona jurídica   E.I. duPont de NemouiJ:ÿ":  ÿ.:E::.i,",:  .....
%?.:i:i;q-2. "

and Company i''     !J::!.  ::::':iÿ::V";; ..
cola sede ell                                  .        :';5i.   ,..):...,ÿ?;;,.:

...    :".)..,)ÿ ,-ÿ.:
..2    '%.- ,- ":

..).: ..
• :...

está legalmente constituida, que tiene exis.tencia iÿÿal   i:..
actual y que el acto para el cual se otorga el poder;@tá
comprendido entre los que constituyen su objeto socia.[ÿi.:

Que el otorgante tiene efectivamente la rer.         " ;::"

ostenta y que ésta es legitima.                    ÿ-ÿ::(ÿ:i

Que he basado las certificacíones 3, 4 y 5 antei'iores eii':.ios
siguientes   documentos auténticos que al ÿ.fecto sefñae
exhibieron y que menciono específicamente con expreslon :
de sus fechas y de su origen o procedencia:         :!!:i;'   •

.:-

+ ÿi'ÿÿii!?:
::;:  .ÿ:',..ÿ.?,,::I::....A..

•      ..:.::  .ÿí:-:,ÿ;¢.!;,.
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PCT/US11/58729 

PATENTE 

EN LA OFICINA DE MARCAS Y PATENTES DE LOS ESTADOS UNIDOS 

EN LA SOLICITUD DE: 

ROBERT D. FALLON et al. 

CASO No.:  CL5094USNA   SOLICITUD No.: 

CONFIRMACIÓN No:   UNIDAD DE GRUPO TECNICO: 

EXAMINADOR:    PRESENTADA: 

PARA: MÉTODOS, CEPAS Y COMPOSICIONES UTILES PARA LA 

RECUPERACIÓN MICROBIALMENTE MEJORADA DEL PETROLEO: 

PSEUDOMONAS STUTZERI  

DECLARACION DEL DEPÓSITO DEL CULTIVO BIOLÓGICO 

Via EFS-Web 

Comisionado para patentes 

P.O. Box1450 

Alexandria, VA 22313-1450 

Señor: 

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 biológicos 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 Depósitos de Microorganismos para 

el propósito de Procedimientos de patentes [“El Tratado”]; 

c) Se adjunta una copia del recibo emitido de acuerdo con las Reglas del 

Tratado 7.3 y 10.2; y  

Identificación del   Número de acceso  Fecha del depósito                

 depositante del organismo de depósito Internacional  

Pseudomonas stutzeri BR5311  PTA-11283  Septiembre 9, 2010 

Pseudomonas stutzeri 89AC1-3  PTA-11284  Septiembre 9, 2010 

 

 

a) Todas las restricciones sobre la disponibilidad al público del cultivo serán 

removidas irrevocablemente luego del otorgamiento de la patente 

Estadounidense a la solicitud antes identificada. 

 

PCT/US11/58729 

Caso No.: CL5094USNA 

Declaración del Depósito de Cultivo Biológico    Pág. 2 

 

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 Depósito 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

CERTIFICADO DE DEPÓSITO BAJO BUDAPEST 

RECONOCIMIENTO INTERNACIONAL DE DEPÓSITOS DE 

MICROORGANISMOS PARA EL PROPÓSITO DE PROCEDIMIENTOS DE 

PATENTES 

FORMA INTERNACIONAL 

RECIBO EN EL CASO DE UN DEPOSITO ORIGINAL EMITIDO DE 

ACUERDO CON LA REGLA 7.3 

Y DECLARACIÓN DE VIABILIDAD EMITIDA DE ACUERDO CON LA REGLA 

10.2 

La American Type Culture Collection (ATCC®) ha recibido su depósito de 

semillas/cepas relacionadas con la presentación de una solicitud de patente. La 

siguiente información 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 & Co 

Fecha de Recepción de las semillas/cepas por ATCC®:  Septiembre 8, 2010 

Referencia Identificación      Designación del Depósito  Cantidad   

 del Depositante          de Patente ATCC®   Recibida 

Pseudomonas stutzeri BR5311   PTA-11283     25 frascos 

Pseudomonas stutzeri 89AC1-3   PTA-11410     25 frascos 



 

 

La ATCC® entiende que: 

1. El depósito de estas semillas/cepas no le otorga licencia a ATCC®, ni 

expresa ni implícita, para infringir la patente, y nuestra entrega de estas 

semillas/cepas a terceros no les otorga a estos una licencia, ni expresa 

ni implícita, para infringir la patente. 

2. Si el depósito muriera o fuera destruido durante el término efectivo de 

vida de la patente, será su responsabilidad remplazarlo con material 

viable. También será su responsabilidad suministrar una cantidad 

suficiente para su distribución durante el término del depósito. ATCC® 

distribuirá y mantendrá el material durante 30 años o 5 años según la 

solicitud más reciente para el depósito, el que sea más largo. Los 

Estados Unidos y muchos otros países son signatarios del Tratado de 

Budapest.   

Antes del otorgamiento de una Patente Estadounidense, la ATCC® está de 

acuerdo en considerar un cargo por una vez por el servicio, no distribuir estas 

semillas/cepas o cualquier información relacionada con estas o su depósito 

excepto por instrucción 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 estarán disponibles para su distribución 

al público sin restricciones. Les informaremos de las solicitudes de 

semillas/cepas durante 30 años a partir de la fecha del depósito.  

 

El depósito fue probado el 7 de octubre 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®: 

Latha Ramakrishnan 



 

 

Firmado digitalmente por Latha Ramakrishnan (Letra pequeña ilegible) 

 

ATCC® Depositaria para patente   Octubre 8, 2010 

       Fecha 

Ref: Expediente o caso No.: CL5094 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 





 
 

  
10801 University Boulevard • Manassas, VA 20110-2209 USA • Telephone: 703-365-2700 • FAX:  703-334-2932 

 
 
 BUDAPEST TREATY ON THE INTERNATIONAL RECOGNITION OF 
 THE DEPOSIT OF MICROORGANISMS 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 
  
To: (Name and Address if Depositor or Attorney)   
 
E.I. du Pont de Nemours and Company 
ATTN: Robert S. Scott 
DuPont Experimental Station 
E-301/317, 200 Powder Mill Road 
P.O. Box 80301 
Wilmington, DE  19880-0301 
 
Deposited on Behalf of:  E.I. du Pont de Nemours and Company 
 
 
Date of Receipt of Culture by the ATCC®:  December  04, 2007 
 
Identification Reference by Depositor:                             ATCC® Patent Deposit Designation: 
 
Shewanelia putrefaciens     LH4:18               PTA-8822 
Pseudomonas stutzeri   LH4:15   PTA-8823 
 
The deposit was received by this International Depository Authority and has 
been accepted.   
 
The strain will be made available if a patent office signatory to the Budapest Treaty certifies one's right to 
receive, or if a U.S. Patent is issued citing the strain, and ATCC® is instructed by the United States Patent & 
Trademark Office or the depositor to release said strain. 
 
If the deposit should die or be destroyed during the effective term 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 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 signatory to the 
Budapest Treaty. 
 
We will inform you of requests for the strain for 30 years from date of deposit. 
 
The deposit was tested December 18, 2007 and on that date, the culture was viable. 
 
International Depository Authority:  American Type Culture Collection, Manassas, VA, USA 
 
Signature of person having authority to represent ATCC®:  
 
 
__________________________________________                                       Date: December 19, 2007  
 ATCC Patent Depository 
 
cc: Chris Lhulier 
Case or Docket No. CL4043: CL4096 
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ATCC 

10801 University Boulevard- Manassas, VA 20110-2209 USA – Teléfono 703-365-

2700 – FAX: 703-334-2932 

TRATADO DE BUDAPEST SOBRE EL RECONOCIMIENTO INTERNACIONAL 

DEL DEPÓSITO DE MICROORGANISMOS PARA PROPÓSITOS DEL 

PROCEDIMIENTO DE PATENTES 

FORMATO INTERNACIONAL 

RECIBO EN EL CASO DE UN DEPÓSITO ORIGINAL EMITIDO SEGÚN LA 

REGLA 7.3 Y DECLARACIÓN DE VIABILIDAD EMITIDA SEGÚN LA REGLA 10.2 

Para: (Nombre y dirección del Depositante o Abogado) 

E.I. du Pont de Nemours and Company 

ATT: Robert S. Scott 

DuPont Experimental Station 

E-301/317,200 Powder Mill Road 

P.O. Box 80301 

Wilmington, DE  19880-0301 

Depositado a nombre de: E.I. du Pont de Nemours and Company 

 

Fecha de recepción del cultivo por la ATCC®: Diciembre 4, 2007 

Referencia de identificación por el Depositante   Designación del depósito de patente 

       ATCC® 

Shewanelia putrefaciens LH4:18   PTA-8822 

Pseudomonas stutzeri  LH4:15   PTA-8823 

El depósito fue recibido por esta Autoridad Depositaria Internacional  y ha sido aceptado. 

La cepa estará disponible si una oficina de patentes signataria al derecho de recibir del Tratado de 

Budapest, o si una patente Estadounidense ha sido emitida la cual cita la cepa, y la ATCC® ha 

recibido instrucciones de la Oficina de Patentes y Marcas de los Estados Unidos o del depositante 

para liberar dicha cepa. 



Si el depósito muere o es destruido durante el término efectivo de la patente, será su 

responsabilidad el remplazarlo con material viable. También será su responsabilidad suministrar 

una cantidad suficiente para  su distribución durante el término del depósito, el que sea más largo. 

Los Estados Unidos y muchos otros países son signatarios del Tratado de Budapest. 

Usted será informado de las solicitudes que se hagan para la cepa durante los 30 años siguientes 

a la fecha del depósito. 

El depósito fue verificado el 18 de diciembre de 2007 y en esa fecha, el cultivo se encontró viable. 

Autoridad Depositaria Internacional:  American Type Culture Collection, Manassas, VA, USA 

 

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

 

Roxane Collins  Firmado digitalmente por Roxane Collins 

  DN: cn=Roxane Collins, o-ATCC, ou=IP, Licenciamiento y 

  Servicios, email=rcollins@atcc.org, c=US   Fecha: 19 de diciembre de 2007 

  Fecha: 2007.12.20  12:00:56 – 05’00’ 

Depositario de Patentes de la ATCC 

Cc: Chris Lhulier 

Caso o Expediente No. CL4043: CL4096 

 

  

mailto:email=rcollins@atcc.org

