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CAPITULOI

Marcotedrico

RESUMEN
Las arqueas y bacterias hal6filas se consideran microorganismos extremdofilos
debido a que habitan sitios con altas concentraciones de sal (NaCl, MgCl, KCI) que
van de un 5 a 30%, estos producen diversos compuestos quimicos que se han
empleado con éxito en el &rea de médica, farmacéutica, industrial, biotecnoldgica,
alimenticia y recientemente en el area agricola. El objetivo del presente estudio fue
caracterizar bacterias y arqueas hal6filas, aisladas de la salinera de Salina del
Marqués, Mpio. Salina Cruz Oaxaca, México, con capacidad para capturar NaCl en
medio de cultivo liquido. Las bacterias y arqueas hal6filas fueron seleccionadas de
acuerdo a su efectividad para capturar NaCl mediante técnicas de espectroscopia
de emision por plasma de acoplamiento inductivo (ICP-OES) y el método de Mohr.
Seidentificaron bioquimica y molecularmente. El andlisis de las evaluaciones de las
cepas bacterianas arrojé que obtuvieron mayor efectividad para capturar iones Na*
fueron la B2 con 26398.09 ppm, seguida de B7 con 22616.95 y B9 20561.60 en
medios liquidos con 20% de NaCl. En cuanto a las arqueas, se obtuvo que A2 tuvo
un consumo de 20477.39 ppm, A3 con un consumo de 22775.59 ppmy A9 22035.99
ppm en medios liquidos con 25% de NaCl. Con respecto al método de Mohr las
bacterias que capturaron mayor porcentaje de NaCl en el medio liquido con 20% de
NaCl fueron las cepas B4y B5 con un porcentaje 4.53%, seguidas de B9 y B10 con

4.25% de NaCl; en cuanto a las arqueas que capturaron mayor porcentaje de NacCl



en medio liquido a 25% de NaCl fueron las cepas: Al, A2 y A8 con 3.31%, seguidas
de A3, A5 A6 y A7 con 2.92% de NaCl. Las bacterias fueron identificadas como
Virgibacillus salarius y V. marismortui. De acuerdo al andlisis filogenético las
arqueas pertenecen al género Halorubrum chaviator y H. distributum. Las especies

identificadas mostraron capacidad para capturar NaCl in vitro por lo que su uso

podria tener éxito para la biorremediacion de suelos salinos.

Palabras clave: Bacterias halofilas, arqueas haléfilas, Método Mohr, Espectroscopia
de emision por plasma de acoplamiento inductivo (ICP- OES), Virgibacillus,
Halorubrum
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INTRODUCCION

Las bacterias y las arqueas pertenecen a distintos dominios, las bacterias
pertenecen al dominio de Bacteria y las arqueas al dominio Archaea, esta division
se basé en el uso del ARNr 16s como marcador (Woese, 1977). Entre los dos grupos
existen importantes diferencias morfolégicas, anatdomicas, bioquimicas vy

moleculares.

Existen bacterias y arqueas que se denominan haléfilas por su capacidad para
crecer y desarrollarse en ambientes (suelo y agua) con altas concentraciones de
sales como cloruro de sodio, magnesio y calcio. Las bacterias haléfilas fueron
clasificadas por Kushner (1978) de acuerdo a su capacidad de tolerar diferentes
niveles de sal, especificamente NaCl. Fueron clasificadas como: halotolerantes
(<2%), moderadas (>15%) y extremas (>25%). Las arqueas se clasifican como
microorganismos extremos porque pueden desarrollarse en habitats hipersalinos

(>30% de NaCl) (Messeguer, 2004).

Diversos estudios han reportado la presencia de bacterias y arqueas haléfilas en
ambientes salinos: en Espafia se reportaron los géneros bacterianos Spiribacter,
Halomonas, y de géneros de arqueas a: Halobacterium (Ventosa, 2014; Sanchez-
Porro et al., 2003), en EEUU se report6 el género bacteriano Streptomyces (Manam
et al., 2005), en la India reportaron a la arquea Kokuria (Kumar and Jadeja, 2018),

en Israel a la arquea del género Haloarcula (Ventosa, 2019).

En México, se han realizado pocos estudios con estos microorganismos y han sido

reportados de estados como Sonora, Coahuila, México y Baja California. Se han
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aislado bacterias haléfilas pertenecientes a los géneros de Salinococcus,
Halomonas, Nocardiopsis, Halococcus, Haloquadratum (Coronado et a., 2018,
Castro-Pifia et al., 2011) y arqueas de los géneros Haloarcula, halobacterium,

Methanosarcina (Rosas, 2017; Castro- Pifia et al, 2011, Tamez, 2009).

El género bacteriano Virgibacillussalariusy V. marismortui solo han sido reportados
en la India y el mar muerto, respectivamente (Arahal et al., 1999; Hua et al., 2008).
La arquea perteneciente al género Halorubrum distributum se reportdé que fue
aislada en suelos salinos del continente africano (Kamekura and Dyall-Smith, 1995),
la arquea H. chaviator en 2009 se reportd su aislamiento en Grecia, Australia,
Naxos, Baja California (Mancinelli et al, 2009). Los géneros antes mencionados a

excepcion de H. chaviator, no se han reportado en México.

Actualmente se ha puesto especial atencién al estudio de arqueas y bacterias
hal6filas dada su capacidad para producir enzimas, proteinas, biosurfactantes,
pigmentos y otras moléculas con propiedades benéficas en la industria petrolera,
alimenticia, médica, cosmética y dltimamente agricola (Bonfa et al.,2011; Yadav et

al., 2015; Leal- Ferrandez, 2017; Gontia-Misrha et al., 2017).

En 2006 Sanchez-Leal y Arguello- Arias reportaron a cuatro especies de bacterias
halbfilas débiles (Agrobacterium tumefasciens, Vibrio alginolyticus, V. metschnikovii,

Flavimonas oryzihabitans) capaces de capturar iones sodio en medio de cultivo

liquido.

La perspectiva del uso de las bacterias y arqueas haléfilas en el area agricola es

prometedora y factible, asilo demuestran Arora et al., (2016) en la India evalué dos
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cepas bacterianas en cultivos de maiz y trigo obteniendo como resultado la

reduccién de sales en el suelo y la promocion de crecimiento vegetal.

Por su parte Orhan (2016) en Brasil evaludé cepas hal6filas tomando en cuenta dos
variables CE y el pH como indicadores de salinidad del suelo al igual que la
investigacion anterior, las cepas lograron reducir la salinidad del suelo tomando los

dos parametros antes mencionados.

Kearl et al., (2019) evalu6 diferentes cepas hal6filas inoculandolas en alfalfa
sembrada en suelo salino. Con esta investigacion descubrieron la capacidad del
inoculo para establecerse como enddéfito a la par que estos microorganismos

evaluados mejoran el crecimiento de la alfalfa en los suelos salinos.

En cuanto a arqueas se refiere Yadav et al., (2017) mencionan que las arqueas
poseen atributos como la solubilizacion de fosforo, fijacion de nitrégeno, produccion
de sideroforos, produccion de acido indol acético. Entre las arqueas que poseen
varios de estas propiedades se encuentran los géneros: Natrialba, Natrimena,

Halolamina, Halosarcina, Halobacterium, Haloarcula, etc.

Al afio siguiente Yadav y Saxena (2018) sugieren que las arqueas gracias a los
diversos compuestos que producen podrian ser usados como biofertilizantes en
suelos salinos como alternativa para una agricultura sustentable. Mahadevaswamy
y Nagaraju (2018) comparten la misma opinién acerca de estos microorganismos
halofilos y su aplicacién en la agricultura para la disminucion de salinidad y la

promocién de crecimiento vegetal.
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En el estado de Oaxaca, especfficamente en la regién de la Costa e Istmo de
Tehuantepec, existe una superficie importante que abarca aproximadamente
115.10 hectareas de suelo salino (Robles et al., 1999). Esta zona fue detectada con
problemas de salinizacion afios atras, debido a este problema ha perdido fertilidad;
por esta razon es necesario encontrar alternativas para biorremediarlos. El empleo
de bacterias y arqueas haléfilas puede constituir una estrategia prometedora para
recuperar la fertilidad de los suelos. En este contexto, se plantean los siguientes

objetivos.

OBJETIVO GENERAL
Identificar bacterias y arqueas hal6filas; aisladas de las salineras de Salinas del

Marquez, Salina Cruz, Oaxaca con propiedades para capturar y disminuir NaCl en

medios de cultivo liquido.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Aislar, purificar y preservar colonias de bacterias y arqueas haldfilas de
recolectadas en las salineras de Salinas del Marquez

2. Evaluar mediante el método de Mohr la capacidad de los microorganismos
para disminuir la cantidad de NaCl en dos medios de cultivo liquido
inicialmente concentrados a 20% y 25% de NacCl.

3. Evaluar mediante la técnica de ICP- OES, la capacidad de los
microorganismos, para disminuir la cantidad de NaCl en dos medios de

cultivo liquido inicialmente concentrados a 20% y 25% de NacCl.
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4. Caracterizar bioquimica y molecularmente las cepas de bacterianas y

arqueas haldfilas con capacidad de disminuir la concentracion de NaCl en

medios liquidos.

HIPOTESIS

e En las salineras de Oaxaca se encontraran cepas bacterianas y arqueas
haléfilas con capacidad para disminuir la concentracion de NaCl en medio de

cultivo liquido.

REVISION DE LITERATURA

BACTERIAS

1. AMBIENTES SALINOS

La mayoria de ambientes salinos son desconocidos con respecto a la utilidad de los
mismos. Sin embargo, pese a las condiciones poco amigables e imposibles de
tolerar para muchos organismos vivos, la naturaleza ha permitido la coexistencia de
grupos de microorganismos capaces de tolerar, crecer y desarrollarse bajo estas
condiciones salinas y totalmente adversas para la mayoria de microorganismos
existentes. A estos microorganismos se les conoce como microorganismos halofilos

o comunmente llamados también amantes de la sal (Millet, 2011).
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Figura 1. Ambientes salinos (www.cyd.conacyt.gob.mx)
La vida en estos ambientes salinos es compleja debido al exceso de sales
presentes, es decir, por arriba del 15% de sales, lo que da lugar a un estrés muy
fuerte. Pese a estas condiciones los microorganismos han sido capaces de generar
mecanismos que les permitan subsistir a estos ambientes extremos (Cadena-

Rodriguez, 2014; Kushner, 1978).

Los ambientes salinos que se conocen en el mundo (por mencionar algunos) son:
el mar muerto, salineras espariolas (Santa Paola, Huelva, Cadiz, Mallorca), algunos
Lagos de Mongolia Interior (China), zonas aridas de Iran, Lago salado Ekho
(Antartida), suelos de Kuwait, Xinjiang (China), Valle de la muerte (California)
Salineras Guerrero Negro (Baja California Sur) (Ramirez et al., 2006; Ventosa,

2010; Taméz- Hidalgo, 2009).
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2. DIVERSIDAD MICROBIANA

La mayoria de microorganismos extremos pertenecen al mundo microbiano, dada
su capacidad de desenvolverse en muchas formas de vida que los demas
organismos no son capaces de tolerar, tal es el caso de los microorganismos
hal6filos lo cuales son capaces de tolerar y desarrollarse en ambientes hipersalinos

(Roohi etal., 2012).

El estudio de los microorganismos hal6filos dio inicio hace ya cerca de un siglo y
aungue actualmente se sabe de la existencia de gran variedad de microorganismos,
solo se ha estudiado un pequefio porcentaje de los mismos. Estos microorganismos
se encuentran en los tres dominios de la vida: Archaea, Bacteria y Eukarya. Los
microorganismos halofilos se clasifican de acuerdo al porcentaje de salinidad que
posee el ambiente en el que habite. Las bacterias haléfilas se encuentran presentes
en diversos habitats ecolégicos y ambientes marinos tales como lagos, salineras,
estanques de evaporacion, desiertos, etc (Meseguer, 2004; Gupta et al., 2014,

Ventosa et al.,2015; Gontia-Mishra et al., 2017; Yadav et al., 2015).

2.1 CARACTERISTICAS DE LAS BACTERIAS HALOFILAS

Estos microorganismos pueden presentar morfologias como: cocos, bacilos y
formas raras. La mayoria de ellos son aerobios estrictos y pocas especies son
anaerobias, algunos otros son quimiorganotrofos utilizan la luz para obtener
energia. Se desarrollan éptimamente en pH alcalinos y neutros. Algunas especies

tienen bacteriorrodopsina y otras son coloreadas por os carotenoides que producen,
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algunas especies pertenecen al grupo de las gram positivas y otras a las gram

negativas?.

Las bacterias hal6filas poseen pared celular compuesta por peptidoglucano, con la
cual soportan altas presiones, impiden la lisis celular. Algunas caracteristicas las
comparten con el dominio Archaea, por ejemplo: su organizacién celular es
procariotico y ambos dominios no poseen envoltura celular. Las bacterias hal6filas
poseen fosfolipidos de la membrana plasmatica no ramificados (Garzon-Pinto,

2017; Madigan et al., 2015).

2.2 CLASIFICACION DE LAS BACTERIAS HALOFILAS

Las bacterias hal6filas se caracterizan por resistir altos niveles de sal, se clasifican
de acuerdo a su capacidad de tolerancia a los niveles de salinidad en los que crecen
y se desarrollan de acuerdo a Kushner (1978), quien clasificd a los microorganismos
desde halofilos débiles, moderados y extremos (0.2-0.5 M, 0.5-25 My 2.5- %.2 M

de NaCl respectivamente).

thttps://www.diversidadmicrobiana.com/index.php?option=com_content&view=article&id=250& ltemi
d=276
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Haléfilos Concentraciones
de NaCl
Haléfilos Extremos Arriba de 20 %
Halofilos Moderados Arriba de 1020 %
Halofilos Débiles 0.5-10%
Halotolerantes Toleran la salinidad

Figura 2. Clasificacion de los microorganismos haléfilos en base

a la realizada por Kushner (Ramirez et al., 2006)

Estos microorganismos crecen optimamente a 50°C, un pH de 7.2 y por supuesto
en altos niveles de sal. Este grupo de microorganismos poseen gran potencial de

aplicacion por todos los compuestos que producen y por su tolerancia a diversos

compuestos (Kaleem et al., 2015).
2.3 MECANISMOS DE ADAPTACION

Para adaptarse y sobrevivir a las condiciones salinas las bacterias hal6filas han
desarrollado mecanismos que les permiten mantenerse sininconvenientes en estos

ambientes. Entre estos mecanismos se encuentran dos:

a) Salt in: Se caracteriza por acumular en el citoplasma iones inorganicos,
principalmente K*y CI, con lo que se forman moléculas de KCI, por ello, por
cada tres moléculas de KCI que acumulen en el citoplasma, dos ATP se
hidrolizan haciendo que esta estrategia sea mas eficiente que el siguiente

mecanismo. Este mecanismo permite tener ciertas modificaciones
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fisioldgicas necesarias para proteger las funciones metabdlicas y reguladoras
de los microorganismos (Gontia-Mishra et al., 2017; Ramirez et al., 2006).
b) Salt out: En este mecanismo la estrategia consiste acumular compuestos
organicos de bajo peso molecular y con ello equilibrar su potencial osmotico
sin que estos interfieran con su metabolismo. A estos compuestos organicos
de bajo peso molecular se les denomina solutos compatibles, entre ellos se
encuentra el glicerol, aminoacidos, azlcares, ectoina, etc. Estos solutos
pueden sintetizarse si estan presentes en el medio y pueden ser absorbidos

por los organismos (Gontia- Mishra et al., 2017; Ramirez et al., 2006).

Algunos microorganismos hald6filos son capaces de producir proteinas acidas que

pueden llegar a funcionar en ambientes salinos (Yadav et al., 2015).
2.4 COMPUESTOS PRODUCIDOS POR LAS BACTERIAS HALOFILAS

Las bacterias hal6filas son capaces de producir diversos compuestos que son
aplicados a diversas areas de investigacion y econémicas. Estas son capaces de
producir diversos enzimas como: proteasas, lipasas, amilasas, nucleasas; asi como
pigmentos de diversa naturaleza. Asi mismo tienen actividad antimicrobiana y

biosurfactante (Ventosa etal., 1998; Yadav et al., 2015; Gontia-Misrha et al., 2017).

Enzimas: Estas se clasifican en tres categorias de acuerdo a las actividades que

realizan (Ventosa et al., 1998).

a) Enzimas intracelulares: No estan expuestas a la concentracion de sales del

medio en el que se encuentre la bacteria, pero distinguen el ambiente
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intracelular en su mayoria caracterizado por la presencia de iones y de
solutos osmaticos organicos.

b) Enzimas unidad a la membrana: En estas se incluyen las proteinas de
transporte que interactian con el medio interno y externo.

c) Enzimas extracelulares: Estas estan expuestas directamente a la

hipersalinidad del medio.

Estas enzimas tienen diversas aplicaciones potenciales en muchas areas como la
alimentaria, industrial, entre otras. Entre ellas se mencionan a las proteasas: estos
compuestos podrian tener diversas aplicaciones dada su alta estabilidad a la
hipersalinidad y/o tolerancia a solventes organicos, las lipasas: estas son de las
enzimas hidroliticas mas importantes con gran potencial para su aplicacion, se han

encontrado en bacterias moderadas y exiremas (Yadav etal., 2015).

Proteinas de estrés: Son proteinas que aceleran la division celular, se producen de
acuerdo a la concentracion de sales del medio de estos microorganismos, si la
concentraciéon es baja se inhibe la sintesis de proteinas y la absorcién de

aminoacidos en los microorganismos (Hipkiss et al.,1980; Ventosa et al. 1998).

Pigmentos: Los microorganismos haléfilos producen productos naturales como son
los pigmentos, los cuales dan colores caracteristicos em ambientes hipersalinos
(rojo, naranja), los cuales son producidos por el B- caroteno, salinixantina,

bacterioruberina (EI-Banna Aa et al.,2012; Jehlicka et al., 2013).

Actividad microbiana: Se han realizado ensayos a partir de extracto crudo de

proteinas de las bacterias haldfilas y con ellos se demuestra su capacidad de
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producir metabolitos con actividad antibacterianos y antifingicos (Todkar et al.,

2012).

Biosurfactantes: Estos son compuestos bioldgicos de superficie activa, son
anfiflicos producidos en ocasiones en superficies de células de estos
microorganismos 0 excretados extracelularmente por ellos. La amplia gama de
diversidad estructural en biosurfactantes pueden ser usados en las industrias
farmacéduticas, alimentarias, cosméticas y en la agricultura (Gontia-Misrha et al.,

2017).

2.5 APLICACIONES BIOTECNOLOGICAS

Las bacterias haléfilas han tenido gran impacto dadas las diversas propiedades que
poseen y los beneficios que aportan a varias areas. Las bacterias haldfilas tienen
un potencial para tratar aguas residuales (Mau et al., 2012); para produccién de poli-
B- hidroxialcanoatos (PHA), un poliéster que puede dar origen a biopolimeros como

posible reemplazo de los plasticos de origen petroquimico (Guzman et al., 2017).

Asi mismo tienen potencial para degradar hidrocarburos convirtiendose en una
alternativa para biorremediar sitios contaminados por los mismos (Selvarajan et al.,
2017), también tienen gran impacto en la aceleracion de procesos de fermentacion
(industria biotecnoldgica), para la produccion de enzimas hidroliticas y usarlas como

biocatalizadores (Guo- Qiang and Xiao- Ran, 2018; Ouyang et al, 2018; Coronado-

Corral et al., 2018).

Akcay and Kaya (2019) demostraron que las bacterias haléfilas son una alternativa

para biorremediar ambientes marinos contaminados por compuestos halogenados
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que causan toxicidad y recalcitrancia; asi como para biorremdiar suelos con altas

concentraciones de metales pesados (Abdel-Razik et al., 2020).

ARQUEAS
1. AMBIENTES SALINOS

Existen microorganismos que se les denominan extremos por su capacidad de
adaptarse, crecer y desarrollarse en ambientes que pudieran no ser los mas idéneos
para otros organismos y microorganismos. Estos han desarrollado mecanismos
especificos para sobrevivir a ambientes, tal es el caso de las arqueas, los cuales
son considerado extremos y ancestros de los microorganismos que hoy dia

conocemaos.

Figura 3. Principales habitats de las arqueas halofilas

(dominioarchaeas.wordpress.com)

Las haloarqueas se desarrollan en ambientes con altas concentraciones de sal
haciéndose de este Ultimo dependiente para su crecimiento 6ptimo y su estabilidad
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estructural. Las arqueas se encuentran en abundancia en salinas y lagos
hipersalinos (Mar Muerto, las Salinas de Santa Paola, etc). Las concentraciones en

las que crecen son extremas ya que sobre pasan del 25 o 30% de NaCl (Leal-

Ferrandez, 2017).

2. DIVERSIDAD MICROBIANA

Los microorganismos que se encuentran dentro del grupo conocidos como halofilos,
son las haloarqueas, bacterias, hongos, actinomicetos. Las haloarqueas son los
microorganismos menos conocidos que habitan en el suelo y fueron clasificadas por

primera vez en 1977 por Woese y Fox y se establecié su dominio en 1990.

BACTERIA ARCHAEA EUKARYA

g,  MaCTOOIgan=mos

Miorosporidkis

Figura 4. Arbol filogenético de la vida (Madigan et al., 2015)

Las haloarqueas son capaces de tolerar no solo las altas concentraciones de sal,
sino también altas temperaturas (poco mas de 60°C), el contenido de oxigeno suele

ser bajo por la nula solubilidad del mismo en este tipo de medios saturados, sin
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embargo, son tan extremas que pueden desarrollarse sin problemas (Montalvo-

Rodriguez et al., 2000).
2.1 CARACTERISTICAS DE LAS HALOARQUEAS

Las arqueas presentan una morfologia celular similar a las bacterias, pero no en
todos los casos, dado que también se han descrito morfologias totalmente
diferentes a las ya conocidas, es decir, formas cuadradas planas o ameboides, las

cuales son exclusivas de este dominio (Vargas y Villazante, 2014).

La pared celular de las arqueas estd compuesta por una capa superficial
paracristalina o también llamada capa S, la cual esta formada por un
entrelazamiento de proteinas y glicoproteinas, esta capa tiene contacto directo con
el medio externo (Madigan et al., 2015). En su pared celular de las arqueas no esta
presente el peptidoglucano, lo que las hace resistentes a las lisozimas y a la
penicilina. Otra diferencia importante de resaltar entre este dominio y las bacterias
es la presencia de lipidos de membrana con enlaces éter en vez de éster (Delgado

2015).
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Figura 5. Microfotografia con el microscopio electrénico de
barrido que muestra arqueas de forma cuadrada

(dominioarchaeas.wordpress.com)

Las haloarqueas producen pigmentos rojizos llamados bacteriorruberinas, debido a
los carotenoides que se encuentran en las membranas de estas especies, pero, ho
todas son pigmentadas, algunas otras se presentan en colonias blanquecinas
(Madigan et al., 2015). Estos microorganismos halofilos pertenecen al grupo gram
negativos, son aerobias estrictas, sutemperatura éptima de crecimiento es de 37°C,
se reproducen mediante fision binaria. En cuanto a su ADN, posee un elevado
contenido de guanina y citosina, gracias a ello las células se estabilizan aun en
presencia de altas concentraciones de cationes en su citoplasma (Garzon-Pinto,

2017).
2.2 CLASIFICACION DE LAS ARQUEAS

Este dominio esta constituido por cinco filos que poseen especies descritas de
cepas aisladas. Los filos que poseen mayor nimero de especiesson Crenarchoeota

y Euryarchaeota, pero se han realizado investigaciones las cuales arrojan el
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descubrimiento de cepas no cultivadas que presentan caracteristicas diferentes a

las demas (Nunoura etal., 2011).

La clasificacién taxon6mica de las arqueas se realizO basado en caracteristicas
fenotipicas y con ayuda de herramientas moleculares (gen 16S y otro gen
housekeepingcomo elrpoB) (De la Haba etal., en prensa). Actualmente las arqueas
se dividen en cincos filos: Thaumarcheota, Nanoarcheota, Koraarcheota,
Euryarchaeota y Crenarchaeota; dentro de estos filos se distinguen cuatro grupos:
haloarqueas, arqueas hipertermdfilas, acidoéfilas y metandégenas (Garzon-Pinto,

2017).

2.3 MECANISMOS DE ADAPTACION

Las haloarqueas han desarrollado mecanismos que les permiten crecer y
desarrollarse 6ptimamente. Oren (2008) menciona que las haloarqueas extremas y
halotolerantes son capaces de usar energia para excluir iones de Na* (sodio),

mantener una equimolaridad osmética con el exterior.

Una de las estrategias que usan las haloarqueas y por la mayoria de
microorganismos haléfilos se caracteriza por acumular en su citoplasma solutos
compatibles que impiden la pérdida de agua intercelular y evitan efectos
perjudiciales a las células, estos son obtenidos del ambiente externo, entre los mas
conocidos incluyen a la glicina, betaina, ectoina, B-aminoacidos (Oren, 2008; Leal-

Ferrndndez, 2017; Amoozegar et al., 2017; Mancinelli, 2005).

La segunda estrategia de adaptacion y considerada radical, destaca que iones de

K+ (potasio) y Na+ son acumulados en el citoplasma en concentraciones
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equivalentes al medio exterior, a la par que fungen como solutos principales

(Mancinelli, 2005; Kletsin, 2007).

2.4 COMPUESTOS PRODUCIDOS POR LAS HALOARQUEAS

Las haloarqueas producen diversos compuestos como enzimas, liposomas,

prote inas, entre otros.

Liposomas: Son vesiculas compuestas por bicapas lipidicas intercaladas con partes
acuosas, estas tienen la capacidad de captar gran variedad de compuestos. Los
liposomas tienen aplicaciones biotecnolégicas, poseen gran eficiencia para la
encapsulacion y transportacion de diferentes sustancias y principios activos

(Cavicchioli, 2006; Pérez, 2014).

Proteinas: Las haloarqueas producen proteinas aplicadas a diversas areas (médica,
alimenticia, bioeléctrica) debido a su capacidad, entre ellas antimicrobiana, existen
estudios que corroboran su efectividad para disminuir el crecimiento de la linea
celular del cancer de colon. Algunas otras proteinas son usadas para la
fermentacion de alimentos, la produccion de proteinas recombinantes, la
construccion de celdas fotovoltaicas, elaboracion de discos de almacenamiento de
alta capacidad, procesos de biorremediacion, etc (Botella, 2016, de la Haba et al.,

en prensa; Reyes-Martinez y Zabaleta, 2005; Amoozegar et al., 2017).

Enzimas: Las enzimas producidas por las haloarqueas son denominadas
extremoenzimas, dado que pueden estar activas cataliticamente en condiciones
extremas (salinidad, pH, presion) y son de gran utilidad para su aplicacion en

industrias (Alquéres et al., 2007). Las arqueas tienen la capacidad de producir
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enzimas hidroliticas extracelulares frecuentemente son termo- y alcalitolerantes, las

cuales pudieran aplicarse a diversas areas (Enache et al., 2014).

Carotenoides: De acuerdo a la presencia de oxigeno y su estructura organica, se
dividen en dos grupos: el primero denominados carotenos, estan compuestos por
compuestos de carbono e hidrégeno (licopeno y B- caroteno). El segundo grupo se
denomina xantofilas, se caracterizan por que es su estructura se encuentra presente
el oxigeno y pueden contener grupos funcionales carbonilo, epoxi, hidroxilo, metoxi
o acido carboxilico (luteina, cantaxantina, zeaxantina, violxantina, capsorrubina y
astantina). Entre sus aplicaciones se resalta su uso como colorantes y diferentes
otros ingredientes en la industria alimenticia y cosmética. También tienen
actividades antioxidantes que estimulan el sistema inmune, se usan como agentes
antitumorales y enla prevencion de enfermedades cardiacas (Hosseini and Shariati,
2009; Alvarado et al., 2005; Walter and Strack, 2011; Christaki et al., 2013; Waditee-

Sirisattha et al., 2016).

2.5 APLICACIONES BIOTECNOLOGICAS

Se han reportado que las arqueas hal6filas son capaces de producir biosurfactantes
en condiciones hipersalinas ya que estas crecen en un medio que va por encima
del 15% de NaCl, se reportaron dos cepas que pertenecen al género Haloarculay
al género Halovivax. Debido a su alta estabilidad de las emulsiones podrian usarse
para la movilizacion de petréleo crudo, control de contaminaciéon del mismo,

biorremediacion del petrdleo/ arena (Kebbouche-Gana et al., 2009).
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En 2012 (Yildiz et al.,) caracterizaron cepas de arqueas haléfilas de una mina de sal
en Anatolia (Turquia) mediante un enfoque polifasico y usando el método
taxonémico de analisis secuencial del 16S rRNA, se encontr0 que los aislados

pertenecen alos géneros de Halobacterium, Halo-coccus, Haloarculay Halorubrum.

Bonfa et al.,, (2012) reportd dos géneros: Haloarchaegenus y haloferax con
capacidad de degradacion de hidrocarburos aromaticos mixtos, por ello se sugiere
que el uso de estos microorganismos para la biorremediacion de ambientes

hipersalinos contaminados es posible

En 2013 se reconocié a una haloarquea aislada de heces fecales, como un nuevo
miembro del género Haloferax, al cual se le denomin6 Haloferax massilensis sp.
nov. Siendo estd considerada la primera especie de haloarquea asociada a

humanos (Khelaifla and Raoult, 2016).

Se reportaron cepas que pertenecen el género Natridema con capacidad de
producir compuestos antimicrobianos, debido a que las cepas presentan el gen de
codificacion de halocina C8, con ello se confirm6 que la mayoria de las haloarqueas
podria estar influenciada por la produccién de este compuesto para competir y

sobrevivir en estos ambientes salinos (Quadri et al., 2016).

Wehking et al., (2018) mencionan la presencia de estos microorganismos en el aire,

como parte del microbioma atmosférico, se afirma que estos microorganismos

podrian ser aplicados como bioaerosoles.

Por otro lado, en la Costa Peninsular de la India, se aislé una cepa de haloarquea

caracterizada como Halomona uthahensis, esta cepa posee actividad microbiana
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significativa contra E. coli, Klebsiella sp., Enterobacter sp. y Proteus vulgaris

(Murugan et al., 2018).

CAPACIDAD DE LAS BACTERIAS Y HALOFILAS PARA CAPTURAR SODIO IN VITRO

La capacidad de las bacterias haléfilas para capturar sodio in vitro fue evidenciada
por Sanchez- Leal y Arguello- Arias (2006), mediante la técnica de espectroscopia
de absorcion atdmica, es el Unico estudio que se tiene como referencia para
evidenciar la capacidad de las bacterias halofilas para capturar iones de sodio in
vitro. Las cepas evaluadas fueron: Agrobacterium tumefasciens, Flavimona
oryzihabitans, Vibrio alginolyticus y Vibrio metschnikovii, estas se encuentran
clasificadas como haléfilas débiles. Hasta el momento no se ha registrado algun

reporte que cuantifique la captura de sodio por arqueas haléfilas.
CINETICADE CRECIMIENTO, McFARLAND

El crecimiento de los organismos se basa en técnicas de andlisis microbiolégicos
gue requieren de tiempo para revitalizar las células y realizar el recuento de las
mismas a través de las unidades formadoras de colonias (UFC) en determinado
tiempo, esta actividad se lleva a cabo mediante diversas técnicas, una de ellas de

manera visual con la escala de McFarland (Fiallos- Nufiez, 2017).

La escala de McFarland consiste en una serie de tubos que contienen una
suspension de un precipitado fino que se asemejan a las suspensiones bacterianas
en opacidad. La suspension que los tubos contienen es un precipitado de sulfato de
bario que surge de mezclar cloruro de bario y &cido sulfirico, estos compuestos se

mezclan en diferentes cantidades para obtener diez estandares con diferente
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turbidez, misma que se relaciona con el nimero de células de acuerdo a cada

estandar (McFarland, 1907; Fiallos- Nufiez, 2017).

Estos estandares de McFarland son usados como patrones para la preparacion de
suspensiones con microorganismos. La turbidez es definida como la reduccién de
la transparencia de un liquido causada por la presencia de otro compuesto no
disuelto. La turbidez puede verse afectada por las sustancias presentes en la

muestra que absorban luz (INEN, 2013).

Uno de los primeros usos de esta técnica fue para el calculo de poblaciones
bacterianas al preparar vacunas, estos calculos se basaron en el fundamento de
McFarland el cual indica que en donde la turbidez aproximada de una suspension
bacteriana es equivalente a los recuentos en placa de la suspension (Becton &

Dikinson, 2015).

METODO DE MOHR

1. Fundamento de la técnica

Es considerada una de las técnicas volumétricas mas antiguas que involucra la
titulacion de cloruros y bromuros usando como indicador al cromato de potasio
(Chavez, 2006). EI método de Mohr se usa Para la determinacion de cloruros/sal de
mesa (NaCl) en disoluciones neutras y libres de fosfatos, en esta técnica el agente
precipitante es AgNOS3, por lo cual a este tipo de titulacién se le conoce como
método argento métrico. Con respecto al método visual del punto final, se basa en
un viraje o cambio de color y la aparicion o desaparicion de turbidez en la solucién

(Pearson, 1976; Monzén, 2014).
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Los métodos por titulacion incluyen un grupo de métodos analiticos que se basan
en determinar la cantidad de reactivo de concentracidon conocida que requiere para
gue reaccione completamente el analito en una medicién de volumen (Ray, 1998;

Molina y Torres, 2008)

De acuerdo a Pearson (1976) los cloruros de determinan mediante una reaccién de
nitrato de plata AgQNO3 o nitrato de mercurio I Hg (NO3)2. Para realizar el andlisis
de alimentos, se usa la titulacién directa con AgNO3 y el método visual del punto

final (Método de Mohr).
2. Principales usos

La titulacidén por el método de Mohr se usa para determinar la presencia de cloruros
y/lo bromuros presentes en agua, alimentos y suelos (Chavéz, 2006; Morzén, 2014;
Carrasquero y Castillo, 2002). También es muy comudn que se use para determinar
el contenido de cloruros presentes en los materiales para construccién, con
frecuencia lo realizan los laboratorios dedicados al estudio y control de calidad de

los materiales de construccion?.

ESPECTROSCOPIA DE EMISION POR PLASMA DE ACOPLAMIENTO

INDUCTIVO (ICP- OES)

1. Fundamento tedérico

La técnica de espectroscopia de emision por plasma de acoplamiento inductivo

(ICP-OES), es una de las técnicas mas usadas a nivel mundial (Jiménez et al.,

2 http://materconstrucc.revistas.csic.es
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2020). Mediante esta técnica es posible determinar de manera cuantitativa la
mayoria de los elementos de la tabla peridédica a nivel traza a partir de disoluciones

acuosas?

La muestra debe estar en forma liquida para ser transportada por medio de una
bomba peristaltica hasta un nebulizador en donde seréa transformada en aerosol con
ayuda del gas Argén. De esta forma es conducido a la zona de ionizacién en donde
se encuentra un plasma que llega a alcanzar temperaturas de hasta 8000 K, en
estas condiciones los atomos presentes en las muestras son ionizados, al hacerlo,

emiten radiaciones de longitud de onda que es caracteristica de cada elemento

(Jiménez et al., 2020).

Figura 6. Equipo de ICP-OES (Laboratorio UNSIJ Oaxaca)

3https://sstti.ua.es/es/instrumentacion-cientifica/unidad-de-analisis/es pectroscopia-de-emision-por-
plasma-de-acoplamiento-inductivo.html
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1. Principales usos

Esta técnica puede aplicarse en la agricultura (determinacion de metales y posibles
contaminantes, fertilizantes, material vegetal, alimentos), medicina (determinacion
de elementos toxicos en muestras de sangre, orina, heces, leche materna, tejidos),
muestras geoldgicas (andlisis de sedimentos y rocas para determinar su
procedencia) en agua (determinacibn de metales y contaminantes en aguas

continentales, potables, vertidos, salmueras y aguas de mar) (Jiménez et al., 2020)

Existen diversos reportes en las que se ha aplicado esta técnica. Bezerra et al.,
(2006) realizé un estudio en una refineria de petréleo en la que determind la

cantidad de trazas de Cd, Cr, Cu, Mn, Ni y Pb presentes en este sitio.

También se ha usado para determinar la presencia de metales pesados en la
industria textil, en petrdleo crudo, en geles compuestos de nanoparticulas como
agentes de extraccion de iones de metales pesados del agua (Rezié & Steffan,
2007; Poirier et al., 2016; Kazem et al., 2017). Fathabad et al., (2018) reporto la

presencia de metales pesados en frutas procesadas los cuales fueron cuantificados

mediante esta técnica.
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CAPITULOII.

Caracterizacion e identificacion de arqueas halofilas con
capacidad paracapturar NaCl in vitro.

RESUMEN
Las arqueas haldfilas se clasifican como microorganismos extremos o
poliextremofilos debido a que crecen y se desarrollan en ambientes salinos (> 30 %
de NaCl) y en altas temperaturas (> 50 °C). Las propiedades biologicas y
metabdlicas de las arqueas se han utilizado con éxito en el area médica, alimenticia,
petrolera y Ultimamente en el sector agricola. El objetivo de esta investigacion fue
caracterizar e identificar arqueas hal6filas con capacidad para capturar NaCl en
medio de cultivo liquido con 25% de NaCl. Las arqueas se aislaron de sedimento
sélido y salmueras recolectados de Salinas del Marqués, Oaxaca, en 2018. Se
obtuvieron 10 aislados fenotipicamente diferentes. Se evalué su capacidad para
capturar iones Na+ y NaCl en medios de cultivo liquidos empleando las técnicas de
espectroscopia de emision optica (ICP) y el método de Mohr, respectivamente. Las
mediciones se hicieron alas 0y 72 h por triplicado. Mediante ICP se demostro que
tres cepas de arqueas lograron capturar en su interior entre 2.0 a 2.3 % de NaCl
después de permanecer 72 h en el medio de cultivo liquido. Mediante el método de
Mohr se demostré que tres cepas capturaron mas del 3.0 % de NaCl después de
permanecer 72 en el medio de cultivo liquido. Las tres cepas de arqueas que
tuvieron mejor efecto en ICP se identificaron molecularmente. Las tres cepas
pertenecen al grupo de las Gram negativas. Molecularmente se identificaron como
Halorubrum distributum (dos cepas) y H. chaviator. Esta investigacion reporta por

primera vez para México a la especie de H. distributum. Asi mismo, este trabajo
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constituye el primer reporte donde se evidencia que H.distributum y H. chaviator son
especies de arqueas capaces de capturar NaCl in vitro; estos microorganismos
pueden constituir una alternativa viable para estudios futuros de desalinizacion de

suelos agricolas.

Palabras clave: Arqueas haldfilas, Halorubrum distributum, H. chaviator,
Espectroscopia de emision por plasma de acoplamiento inductivo (ICP- OES),
Método de Mobhr.

INTRODUCCION

Las arqueas se consideran microorganismos extremos o poliextremofilos dado que
pueden crecer y desarrollarse adecuadamente en ambientes hipersalinos (> 30 %

de NaCl) con altas temperaturas (> 50 °C) y baja concentracion de oxigeno (Leal-

Ferrandez, 2017; Madigan et al., 2017; Garzon-Pinto, 2017).

La clasificacion de arqueas se ha realizado principalmente mediante analisis
moleculares del gen ARNrl6S y otros genes housekeeping como el rpoB. Las
arqueas se agrupan en cinco filos, dentro de los cuales se resaltan cuatro: haléfilas,

hipertermofilas, metandgenas y acidoéfilas (De la Haba et al., en prensa; Garzén-

Pinto, 2017).

La presente investigacién se enfoca al estudio de arqueas hal6filas por lo que se
resaltara la importancia de éstas. Las haloarqueas pueden presentar una morfologia
similar a las bacterias, aunque en ocasiones presentan formas ameboides,
cuadradas o planas las cuales son exclusivas de este dominio (Vargas y Villazante,
2014). En la pared celular de las arqueas no se encuentra presente el
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peptidoglucano, razén por la cual son resistentes a las lisozimas y a la penicilina
(Delgado, 2015). Todas las arqueas son Gram negativos y aerobias estrictas. En
cuanto a su ADN, posee un elevado contenido de guanina y citosina, gracias a ello
las células se estabilizan aun en presencia de altas concentraciones de cationes en

su citoplasma (Garzén-Pinto, 2017).

Diversos géneros de arqueas haldfilas se han aislado de diferentes partes del
mundo, por ejemplo, el género Natronobacterium se aislé en Kenya (Mwatha, and
Grant, 1993), Halobacterium en Antartica (Franzamman et al., 1988), Haloarcula en

Japén (Takashina et al., 1990), Halobacterium en el Mar Muerto (Oren, 1983) y

Halorhabdus en EEUU (Waing et al., 2000).

El interés por estudiar las arqueas haléfilas, se debe principalmente a la diversidad
de compuestos que producen: enzimas, proteinas, lipidos, carotenoides, etc.
(Alguéres et al.,, 2007, 2009; Botella, 2017; Hosseini and Shariati). Estos
compuestos se han empleado en diferentes &reas petrolera, médica, industrial,
alimenticia y agricola (Kebbouche-Gana et al., 2009; Murugan et al., 2018, Bonfa et

al., 2012).

Se ha reportado que el género Halobacterium es capaz de producir proteasas para
hidrolizar proteinas con potencial para el area alimenticia (Singh and Kumar-Singh,
2018). Kaur et al., (20006) evalud las estrategias de adaptacion de Halobacterium
en ambientes con altas concentraciones de metales pesados (Mn, Co, Fe, Ni, Cuy
Zn) como posibles biorremediadores de ambientes con esta problemética. Por su

parte Abbes et al., (2013) extrajo carotenoides del género Halobacterium halobium
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para evaluarlos y comprobar sus propiedades anticancerigenas, antioxidantes,

inductoras de apoptosis y antiproliferativas.

Las arqueas del género Haloferax, Halobacterium, y Halococcus son capaces de
biodegradar carburos por lo que podrian contribuir a la biorremediacion de
ambientes contaminados por petrleo (Al-Mailen et al., 2010); son capaces de
metabolizar compuestos aromaticos para su potencial uso en la biorremediacion
(Cuadros-Orellana et al.,, 2006). Las arqueas podrian ser aplicadas al area
biomédica por su capacidad de producir halocina L3 para inhibir el crecimiento de

células cancerigenas (Leal-Ferrandez, 2017).

En cuanto al area agricola, Bonete et al., (2015); Yadav et al., (2017); afirman que
por su capacidad de tolerar ambientes extremos las arqueas del género Haloferax
son buenos agentes para el tratamiento de aguas residuales. Las arqueas de los
géneros Natrialba, Halolamina, Halosarcina, Natrinema, Haloarcula, Halostagnicola,
Halobacterium, Haloferax, Haloterrigena, Natronoarchaeum, Halococcus poseen
potencial para la biorremediacién de suelos salinizados, debido a la produccién de
acidos organicos que consiguen solubilizar fosfatos y disminuyen el nivel de pH.
Taffner et al., (2018) reportaron que las arqueas haléfilas tienen potencial para
interactuar con plantas y aportar diferentes beneficios tales como: la promocién de
crecimiento vegetal, el suministro de nutrientes, proteccion contra el estrés abiético

(sobre todo osmético) e incluido el proceso de fijacion de Ny COz.

En el estado de Oaxaca, existen dos regiones con alto potencial en la produccién
agricola; estas son el Istmo de Tehuantepec y la Costa. Sin embargo, debido al uso

agua inadecuada para riego, extensas areas agricolas y de pastoreo de estas
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regiones se han vuelto salino-sédicos (Robles et al, 1999; Sanchez- Bernal, 2012)
por lo que han dejado de Utiles para el area agropecuaria. En este contexto, sin

duda es importante intervenir con estrategias factibles para recuperar su fertilidad.

Por otro lado, en el estado de Oaxaca existen ambientes hipersalinos, tal es el caso
de las lagunas-salineras ubicadas en Salinas del Marques (95°12*33” W, 16°11*,
11" N) Salina Cruz, Oaxaca., donde habitan arqueas haldfilas que pueden tener
propiedades biotecnoldgicas referidas a la disminucion de sales en el sustrato que
se coloquen; esta propiedad se puede aprovechar para la biorremediacion de suelos
salinos. Hasta el momento no se hay reportes sobre el hallazgo de arqueas hal6filas

en ambientes hipersalinos del estado de Oaxaca.

En México solo existe un estudio sobre arqueas hal6filas; en este se reportaron los
géneros de Halogeometricum, Halobacterium y Haloarcula aislados de la Salinera
de Guerrero Negro en Baja California; sin embrago, no se estudiaron sus
propiedades biotecnoldgicas (Tamez, 2009). En el mundo no existen estudios que
documenten la capacidad de las arqueas para capturar NaCl en medio de cultivo
nutritivo liquido. Por lo que el objetivo del presente trabajo fue caracterizar e
identificar arqueas haléfilas para determinar su capacidad para capturar NaCl in

vitro.

MATERIALES Y METODOS

Sitio de estudio y colecta de muestras.

El trabajo de campo se realizd en el area salinera de la localidad de Salinas del

Marqués (N 15° 53' 49", O 96° 56' 16" y 15.897 msnm) perteneciente al Municipio
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de Salina Cruz, Oaxaca, México, en 2018. En este sitio se seleccionaron tres
lagunas-salineras siguiendo un patron de muestreo en triangulo, cada laguna
representd un vértice y entre cada una hubo una distancia promedio de 1.0 km. Las
lagunas seleccionadas fueron: El Playon (16°09°53” N 95°13°49” W, altitud 1.95 m),
El Cristalino (16°10°11” N 95°13°39” W, altitud 2 m) y Las Carmelitas (16°10°04” N,

95°13°34” W, altitud 1.95 m) (Figura 1).

En cada laguna se seleccionaron cinco puntos de muestreo siguiendo un patron en
zig-zag; en cada punto primeramente se eliminé la capa superficial constituida de
sal compactada de aproximadamente 5 cm de espesor; debajo de ésta se encontro
un estrato de residuos solidos (localmente denominado zapatilla) combinado con

agua salina (salmuera). En cada uno de los cinco puntos se tom6 una muestra de

1.0 kg de sustrato solido y 500 ml de salmuera.

Finalmente, las cinco muestras de residuos solidos se mezclaron perfectamente y
de ahi se tom6 una muestra compuesta de 1.0 kg. EI mismo procedimiento se realizd
para las sub-muestras de salmuera. Las muestras finales se guardaron en frascos
de plastico transparente y se transportaron al Laboratorio de Fitopatologia del
CIDIR Unidad Oaxaca — IPN en una hielera a temperatura ambiente (25 + 2 °C).
En todos los sitios muestreados se midi6 el pH, conductividad eléctrica y

temperatura con un pH-metro Hanna, Instruments HI98130.
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Figural Recolecta de sedimento sélido y salmuera en tres lagunas de

Salinas del Marqués, Mpio. de Salina Cruz, Oaxaca; México; 2018.

Aislamiento de arqueas haldéfilas

Se realiz6 de acuerdo a la metodologia propuesta por Hoben y Somasegaran
(1982). Se tomo 1.0 g de sedimento solido y se colocé en 9 mL de agua destilada
estéril; a partir de esta solucién madre se realizaron diluciones seriadas de 1x10-1
hasta 1x10-4. Para el aislamiento en la salmuera se usé el mismo procedimiento (1.0
mL de salmuera en 9 mL de agua destilada estéril) de cada dilucién se tomaron 100
ul y se inoculdé sobre medio de cultivo nutritivo sélido adicionado con 25% de NaCl

(Leal-Ferrandez, 2017) (Anexo 2). Este procedimiento se hizo por triplicado.

Todas las colonias de arqueas aisladas se cultivaron en medio de cultivo solido
concentrado a 25 % de NaCl y se incubaron a una temperatura de 42 °C durante 48
h. Las colonias que crecieron bajo estas condiciones se agruparon de acuerdo a
sus caracteristicas fenotipicas (diferencia en color, tamafio, forma y velocidad de

crecimiento de la colonia en la placa).
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La purificacién de colonias seleccionadas se realiz6 mediante la técnica de estriado
fino sobre medio de cultivo solido con 25 % de NaCl e incubandolas a 42 + 1 °C
durante 24 h (Leal-Ferrandez, 2017) (Figura 2). Las colonias resultantes se

conservaron en viales con glicerol.

Figura 2 Siembra y purificacion de arqueas mediante la técnica de
rayado fino sobre medio de cultivo nutritivo soélido
adicionado con 25 % de NaCl.

Evaluacion de la eficiencia de las arqueas hal6filas para capturar NacCl.

Bioensayos in vitro
Método de Mohr

Para este bioensayo se consideraron dos tratamientos para cada una de las 10
cepas de arqueas a evaluar; cada tratamiento tuvo tres repeticiones. Tratamiento 1
(T1): En 10 mL de medio de cultivo nutritivo liquido concentrado a 25 % de NaCl,

contenido en un tubo de ensayo 15 mL, se inocularon 300x10° cél/mL de una cepa
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de arquea; inmediatamente después del proceso de inoculacién (tiempo cero) el
medio liquido se centrifugd a 3000 rpm durante 10 min en una centrifuga marca
Hermle Benchmark Z-206-A. El sobrenadante se conservo y la fase solida (pellet de
las arqueas) se desechd. Tratamiento 2 (T2): Se disefi6 de manera similar al T1, la
diferencia radicé en que las arqueas inoculadas permanecieron en el medio de

cultivo liqguido durante 72 h a 42 °C y oscuridad constante.

La titulacidén por precipitacion se realizé de acuerdo a la metodologia propuesta por

Skoog et al., (2014). En un matraz Erlenmeyer de 250 mL se agregaron 5 mL del

(PM NaCl)(M AgNO*)(mL deAgNO? gastados en blanco —ml deAgN0O®gastados en muestra) 1

%NaCl = 5

00

medio de cultivo liquido centrifugado y se le agregaron 2.0 mL de cromato de potasio
al 0.5 % (compuesto que actué como indicador) (Fig. 3A) y una solucién de nitrato
de plata a 0.2 N que fue el agente titulante (Fig. 3B). Al mismo tiempo, una bureta
de 25 mL se llend con la solucion de nitrato de plata 0.2 N, la solucién se fue
liberando y agregando al contenido del matraz Erlenmeyer (Fig. 3C); el proceso se
detuvo una vez que se logré el vire de color de la solucion a titular que pasé de
amarillo (color original del medio) a rojo ladrillo (Fig. 3D). Se registré la cantidad
(mL) de la solucion de nitrato de plata para lograr el vire. El porcentaje de NaCl en

el medio de cultivo experimental se estimé mediante la ecuacion:
De donde:

PM NaCl: Peso molecular de NaCl

M AgNO?3: Molaridad de la solucién de nitrato de plata
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El experimento descrito se realiz6 en el Laboratorio de Quimica, de la Benemérita

Universidad de Puebla (BUAP).

Figura 3. Técnica Método de Mohr. A) Adiciéon de cromato de potasio a la
muestra atitular. B) Agregacion de la solucién de nitrato de plata para
la titulacién de la muestra. C) Formacién de fléculos conforme la
adicion de la solucidn de nitrato de plata. D) Titulacion completa con

el vire a rojo ladrillo
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Anélisis estadistico

Los resultados obtenidos se sometieron a un analisis de varianza (ANOVA) y prueba
de medias Tukey (P <0.05) mediante un disefio completamente aleatorio. Se utilizd

el paquete estadistico SAS version 9.0.

Espectroscopia de emision por plasma de acoplamiento inductivo (ICP-OES)

Para este bioensayo se consideraron dos tratamientos para cada cepa a evaluar,
cada tratamiento tuvo tres repeticiones. Tratamiento 1 (T1): En 10 mL de medio de
cultivo nutritivo liquido, concentrado a 25 % de NaCl, contenido dentro de un tubo
de 15 mL se inocularon 600x106 cél/mL de una cepa de arquea; inmediatamente
después del proceso de inoculacion (tiempo cero) el medio liquido se centrifugo a
3000 rpm durante 10 min en una centrifuga Hermle Benchmark Z-206-A. El
sobrenadante se desechd y la fase solida (pellet de arqueas) se conservo.
Tratamiento 2 (T2): Se disefi6 de manera similar al T1, la diferencia radicé en que
las arqueas inoculadas permanecieron en el medio de cultivo liquido durante 72 h a
42°C y oscuridad constante. Posteriormente se estim6 la cantidad de cél/mL
mediante la escala de McFarland. El pellet de cada cepa se coloc6é en un matraz de
bola y se mezcl6 con 4.0 mL de &cido nitrico, 4 mL de &cido sulfirico, 1.0 mL de
acido clorhidrico y 1.0 mL de peroxido; inmediatamente después, el matraz se
coloc6 en una parrilla de biodigestion donde estuvo durante 25 min a una

temperatura de 35 °C (Figura 4A 'y 4B).

Posterior a este proceso, se agregaron 5 mL de agua desionizada para obtener un

volumen total de 10 mL en cada tubo por cada cepa. La cuantificacion de iones Na+
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presentes en la solucion se realizd con el equipo ICP Perkin EImer OPTIMA 7000
DV (Fig. 4D); mediante un capilar del equipo, se tomd una muestra de cada tubo
hasta que el equipo detecto los iones y la computadora completd el registro de cada
lectura, los datos registrados fueron adimensionales (Fig. 4E). El resultado de este
experimento sirvié para seleccionar tres cepas que mostraron mayor eficiencia en
la captura de iones Na* en medio de cultivo nutritivo liquido; las cepas seleccionadas

se caracterizaron bioquimica y molecularmente.

Este experimento se realizd6 en el Laboratorio Ambiental de la Universidad de la

Sierra Juarez del estado de Oaxaca (UNSW).
Analisis estadistico

Los resultados obtenidos se sometieron a un analisis de varianza (ANOVA) y
pruebas de medias Tukey (P <0.05) mediante un disefio experimental factorial
aleatorio, donde el factor A fue el tiempo, y el factor B las cepas. Se usé6 el paquete

estadistico SAS version 9.0.
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Figura 4. Técnica de espectroscopia de emision por plasma. A) Preparacion de

las muestras con los acidos y peréxido. B y C) Biodigestion de las
muestras en la parrilla. D) Lectura de las muestras en el equipo de

ICP. E) Captura de datos de las lecturas de iones Na+ capturados

58



Caracterizacion de arqueas halofilas
Cinética de crecimiento

La cinética del crecimiento de arqueas se realiz6 mediante la técnica usada por
Jurado - Gamez y Guzman - Insuasty (2015). En un matraz Erlenmeyer de 250 mL
se colocaron 40 mL de medio de cultivo nutritivo liquido concentrado a 25 % de
NaCl; este sustrato se inoculé con 150 x 10° cél/mL de una cepa de arquea; y se
incubo a 42 °C durante 24 h en oscuridad constante. Posteriormente se tomaron 4.0
mL de esa solucién, se pusieron en otro matraz con la misma cantidad de medio (40
mL) y se incubd en las mismas condiciones que el primero (Jurado-Gamez y

Guzmén- Insuasty, 2015).

De la dltima solucion, se tomé 1.0 mL y se colocO en una celda para
espectrofotometria; la celda se introdujo en un espectrofotdmetro de doble haz Zuzi
modelo 4260/50, UV-Vis 190-1100 nm donde se registraron datos de absorbancia
a una longitud de onda de 580 nm. Con los datos obtenidos se pudo observar el
comportamiento de las arqueas hal6filas en un medio salino con 25 % de NaCly se

generaron las respectivas curvas de crecimiento de cada cepa.
Caracterizacion bioquimica

Tinciéon de Gram

Sobre un portaobjetos se coloc6 una gota de colorante primario cristal violeta y se
agrego una muestra de una cepa de una arquea. Luego se agreg6 una gota de lugol,
se flamed con ayuda de un mechero, se agregé una gota de una mezcla de alcohol-

acetona, se lavo con agua corriente y se adicion6 safranina para tefiir a las arqueas
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que no pudieron retener el complejo cristal violeta-yodo (LOpez- Jacome et al.,

2014).

Pruebas bioquimicas

Las pruebas bioquimicas que se realizaron de acuerdo a Fernandez- Jeri et al.,

(2007):

a)

b)

Prueba de fermentacion: Se usé un medio de cultivo base de acuerdo a Hugh
y Leifson (1953) (Anexo 3a). Dentro de tubos de ensayo se prepararon 10
mL de medio de cultivo estéril, se dejo solidificar durante 2 hy posteriormente
se inoculd una muestra de una cepade una arquea; el procedimiento se hizo
por triplicado. La evidencia si hubo o no fermentacién se observd con el
cambio de color del medio a amarillo dando lugar a un resultado positivo; si
no hubo cambio de color del medio denot6 un resultado negativo.
Fermentacion de Carbohidratos: Se us6 el medio caldo base rojo de fenol
liquido (Anexo 3b), en cuanto a los carbohidratos se usaron: dextrosa,
sacarosa, manitol y lactosa. Se preparé medio de cultivo liquido en tubos de
15 mL, tres repeticiones por cada carbohidrato usado, se dejé enfriar el medio
durante 3 hy luego se agregé a cada tubo 150x106 cél/mL de cada cepa; los
tubos se incubaron durante 24 h a 37 °C. Para su interpretacion se observo
si el medio cambio de color de rojo a amarillo, el cambio de color correspondi6
a una prueba positiva, los tubos con un color rojo rosado dieron lugar a una
prueba negativa.

Hidrolisis de almidén: El medio de cultivo (anexo 3c) se colocd en pico de

flauta durante 2 h para dejarlo solidificar y posteriormente con ayuda de un
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asa bacteriologica se procedié a barrer el cultivo de cada cepa en los tubos
e incubarlo 24 h a 37°C, posterior a la incubacion a cada tubo se le agrego
gotas de lugol para denotar si fue positiva 0 negativa; si la coloracién café
desaparecia sobre el barrido de la cepa en el medio la prueba era positiva,
pero si no desaparecia y se mantenia la prueba era negativa.

d) Agar Mc Conkey: Se preparo agar Mc Conkey comercial (anexo 3d), se dejo
solidificar durante 3 h y luego las cepas fueron estriadas por triplicado. Su
interpretacion se basoé en la coloracion de las colonias, si estas aparecian
incoloras la prueba se denoté negativa y si aparecen con coloracion rosa la

prueba se denoto positiva.

Caracterizacion molecular

Extraccion de ADN

La extraccion de ADN de los aislados de arqueas purificados se realiz6 mediante la
técnica de Fenol-Cloroformo (Sambrook & Russell, 2001) la cual se describe a

continuacion:

Las colonias de arqueas se suspendieron en 500 ul de tampdn de extraccion
precalentado a 65 °C; al momento de la extraccion se adicion6 0.2 % de
B-mercaptoetanol y 50 ug de proteinasa Ky se incub6 a 60 °C por 30 min agitandolo
ocasionalmente. Después se agrego un volumen de fenol-cloroformo-AlA (25:24:1)
y se mezclé por inversién para formar una emulsion; se centrifugé a 12,000 rpm
durante 5 min a 4°C; y la fase acuosa se transfirio a un tubo nuevo. Posteriormente

ala fase acuosa transferida se le adiciond isopropanol frio al 100 % (2/3 volimenes),
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se mezcld por inversién y se conservo a -20 °C por 2 h; después se centrifugd a
12,000 rpm por 5 min a 4 °C, se descarto el isopropanol y el sedimento se lavd con
2 mL de tampodn de lavado (dos veces) y se resuspendid. Se centrifugé a 12000 rpm
por 5 min a 4 °C después de cada lavado, posteriormente se eliminé el
sobrenadante y se dejé secar el precipitado a temperatura ambiente. Luego el ADN

se resuspendié en 500 ul de tampdn TE.

Reaccion en cadenade la polimerasa (PCR)

La amplificacion del fragmento del gen 16s rARN se llevd a cabo mediante la
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) con el par de cebadores especfficos
para arqueas (Bahram etal., 2019): SSU1ArF 5’- TCCGGTTGATCCYGCBRG -3’y

806rB 5’- GGACTACNVGGGTWTCTAAT -3'.

El amplicon generado fue de 806 pb, el volumen final de la reaccion que se uso para
realizar la PCR se indica en el cuadro 1; la amplificacion se realizd en un
termociclador marca BioRad con las condiciones indicadas en el cuadro 2 (Taméz,
2009). El marcador de peso molecular fue 1Kb+ (Invitrogen, Carlsbad, CA. USA), la
mezcla de reaccion sin ADN fue usado como blanco. Los productos obtenidos se
visualizaron en un gel de agarosa a 1.0 %, la electroforesis se corrio a 80 V / 400
mA durante 40 minutos (Taméz, 2009). Los productos de PCR obtenidos fueron
enviados a secuenciacion con la empresa Macrogen (Geumcheon-gu, Seoul,

Korea).
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Cuadro 1. Volumen final de

reaccion para realizar la PCR

Compuesto uL
Amortiguador 25
MgCI2 3.0
H20 16.4
dNTP’s 0.5
Primer delantero 0.2
Primer reverso 0.2
Taq 0.2
ADN 2
Volumen final 25

Cuadro 2. Condiciones de para realizar la PCR

95°C 3 min
95°C 40 s
55°C 40 s
72°C 2 min
72°C 6 min

1 ciclo

} 30 ciclos

1 ciclo

Andlisis de secuencias

Con los resultados de las secuencias, se procedié a comparar las mismas en el

banco de genes NCBI (National Center for Biotechnology Information) y se

analizaron mediante el programa BLAST, el cual encuentra regiones de similitud

entre secuencias biolégicas y las compar6 con las secuencias de nucleétidos o

proteinas con las bases de datos existentes y calculd la importancia estadistica para

determinar el género y especie al que pertenecen los aislados de arqueas.
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RESULTADOS

Parametros quimicos del sedimento solido muestreado en las salineras

Los valores de pH, temperatura, CE y parametros quimicos del sedimento sélido

recolectado en tres lagunas salineras se muestran en el cuadro 3.

Aislamiento de arqueas haldéfilas
De los tres sitios muestreados (lagunas- salineras) se obtuvo un total de 194
colonias, las cuales se aislaron de sedimento sélido y salmuera, en el Cuadro 4 se

muestra el nUmero de colonias aisladas por laguna y por tipo de muestra.

Primer criterio de seleccidén de colonias de arqueas
De las 194 colonias de arqueas que se cultivaron en medio de cultivo nutritivo sélido
adicionado con 25 % de NaCl sélo se desarrollaron 125 colonias. Estas pasaron al

segundo criterio de seleccion.
Segundo criterio de seleccion

Las 125 colonias de arqueas se concentraron en 5 en grupos de acuerdo a sus
caracteristicas fenotipicas (Cuadro 5). De cada grupo se eligieron dos cepas para
los bioensayos posteriores. Las cepas se denominaron como Al, A2, A3, A4, A5,

A6, A7, A8, A9y Al0.
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Cuadro 3.  Valores de pH, temperatura, CE y parametros quimicos del sedimento sélido recolectado en tres lagunas
de Salinas del Marqués, Oaxaca.

Sitio pH T° CE CO3? HCOz Cl- NOz™  SOa? K+ Cazt  Mg?% Na* RAS PSI Sales

mmhos/cm™ b solubles
(dsm™)
megq/L meq/L (dSm™)
(cmoles/L™) (cmoles/L™)

Carmelitas 76 55 78 T 6.4 49829 0.4 9702 109 61 962 4826 213 76 779

Cristalino 7.1 53 89 T 6.4  5536.5 0.8 667.0 203 20 1717 4270 145 68 890

Playén 7.4 56 95 T 9.1 49829 0.7 1452 177 37 2136 2786 84 55 946

** Diferencia entre suma de cationes y aniones. CE Conductividad eléctrica. T° Temperatura. T Alto contenido de carbonatos. CO32 Carbonatos,
HCO? Bicarbonatos. Cl- Cloruro. NO32 Nitratos. SO4?- Sulfatos. K+ potasio. Ca?* Catién calcio, Na* Sodio. RAS Relacién de adsorcion de sodio. PSI
Porcentaje de sodio intercambiable.

Cuadro 4. Numero de colonias de arqueas aisladas del sedimento sélido y

salmuera de tres lagunas-salineras ubicadas en Salina Cruz, Oaxaca.

Sitio (laguna) No. de colonias aisladas de  No. de colonias aisladas de
sedimento salmuera
El Playén 23 24
El Cristalino 41 35
Las Carmelitas 35 36
Total 99 95
Total 194
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Cuadro 5. Colonias de arqueas haldfilas agrupadas de acuerdo a sus

caracteristicas fenotipicas

Caracteristicas de las colonias

Grupo Color Tam Forma Elevacion Sup Borde
(cm)

1 Rojo 0.5 Irregular Plana Rugosa Ondulado

2 Naranja 0.2 Circular Plana Lisa Entero

3 Rojo claro 0.7 Irregular Plana Lisa Ondulado

4 Naranja claro 0.55 Irregular Plana Rugosa Ondulado

5 Vino 0.4 Circular Plana Lisa Entero

Tam: tamafo. Sup: Textura de la superficie de la colonia

Eficiencia de las arqueas hal6filas para capturar NaCl. Bioensayos in vitro.
Titulacién por precipitacion por el método de Mohr

Las cepas Al, A2y A8 fueron las que capturaron mayor porcentaje de NaCl después
de 72 h; después de ese tiempo, las cepas lograron disminuir el porcentaje de NacCl
en 3.3 % con respecto a la hora cero. Las cepas Al, A2 y A8 estadisticamente
fueron iguales (p < 0.05), pero se diferenciaron estadisticamente (p < 0.05) con el
resto de las cepas que disminuyeron la cantidad de sal en el medio de cultivo en un
intervalo de 2.5a 2.9 % (Cuadro 6 y 7; Figura 5). La R? que indica el andlisis denota
que el modelo se ajusta en un 95%, y el valor de coeficiente de variacion (9.31)

indica que la dispersion de los datos es baja.
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Cuadro 6. NaCl (medido en porcentaje) en medio de cultivo nutritivo liquido

(inicialmente con 25 % de NaCl) inoculado con cepas de arqueas

halofilas. Las estimaciones se realizaron mediante el método de Mohr

alas cero y 72 h después de la inoculacion.

Cepa NaCl alas cero h NaClalas 72 h Porcentaje
(%) (%) reducido (%)
Al 25 21.69 3.3
A2 25 21.69 3.3
A3 25 22.08 29
A4 25 22.27 2.7
A5 25 22.08 29
A6 25 22.08 2.9
A7 25 22.08 2.9
A8 25 21.69 3.3
A9 25 22.46 2.5
Al10 25 22.46 2.5
Cuadro 7. ANOVA referente a la cantidad de NaCl en medio de cultivo
nutritivo liquido (inicialmente con 25 % de NacCl) inoculado con
cepas de arqueas haldfilas.
Fuente DF Suma de cuadrados Cuadrado delamedia F-Valor Pr>F
Modelo 10 26.02984091 2.60298409 41.83 <.0001
Error 22 1.36890000 0.06222273
Total 32 27.39874091
corregido
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Figura 5. Comparacién de medias (Tukey, 0.05) de la cantidad de NaCl
presente en medio de cultivo nutritivo liquido a las 72 h después de
haber sido inoculado con cepas de arqueas haldfilas. Letras
diferentes sobre las barras indican diferencia estadisticamente

significativa (Tukey, 0.05).

Espectroscopia de emision por plasma de acoplamiento inductivo (ICP-OES)

Las arqueas que mayor cantidad de iones Na* capturaron del medio de cultivo
nutritivo liquido fueron las cepas A3 y A9 con una captura promedio de 22,776 y
22,036 ppm de Na* respectivamente después de 72 h. Estas cepas consiguieron
disminuir mayor porcentaje de Na* en comparacion con las demas cepas. El analisis
estadistico mostré que no existe diferencia significativa entre las 10 cepas de

arqueas (p > 0.05) (cuadro 8 y figura 6).
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Cuadro 8. ANOVA de la captura de Na+ al interior de las arqueas

halofilas a las ceroy 72 h.

Fuente

DE Sumade Cuadrado de la F

cuadrados media Valor Pr>F
Modelo 9 0.11502415 0.01278046 0.79 0.6284
Error 20 0.32329917 0.01616496
Total 29 0.43832332
corregido
ppm lones Na* capturados por arqueas haléfilas
25000
T F
el ca B8 c3 B e
. 20000 & ,
©
Z 15000 H
(O]
s
= 10000
Q.
o
5000
0
A3 A9 A5 A8 A10 A2 A6 A4 A7 Al
Cepas de arqueas
Figura 6. Comparacion de medias (Tukey, 0.052) de las ppm de Na*

presentes en el interior de las arqueas a las 72 h después de
haber sido inoculadas en medio liquido. Letras iguales sobre
las barras indican que no existe diferencia estadisticamente

significativa (Tukey, 0.05).
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Cuadro 9. lones Na+ (ppm) cuantificados al interior de las arqueas haldfilas. Las
estimaciones se realizaron mediante la técnica de ICP-OES alas cero

y 72 h después de la inoculacion.

Cepa Na+alasceroh(ppm) Na+alas 72h (ppm) Na+ reducido (ppm)

Al 20506.25 15457.70 -5048.5
A2 11976.79 20477.39 8500.6
A3 17750.98 22775.59 5024.6
A4 19365.66 18652.78 -712.8
A5 18342.57 20765.48 2422.9
A6 15885.77 18911.04 3025.2
A7 19020.29 16959.56 -2060.7
A8 18309.06 20746.89 2437.8
A9 16805.15 22035.99 5230.8
Al0 18245.93 20611.19 2365.2

Los datos biolégicos que arrojo la técnica ICP- OES (cuadro 10) se tomaron en
cuenta para seleccionar las tres cepas con mayor efecto biolégico para
caracterizarlas bioquimica y molecularmente.

Caracterizacion de arqueas halofilas

Cinética de crecimiento

Cepa A2. La fase de latencia se observo durante las 2 primeras h; posteriormente
inicio la fase exponencial que dur6é 13 h; la fase estacionaria inicio después de las

16 h (Figura 7A).

Cepa A3. Se observa que su fase exponencial inicio enla h 2, su fase estacionaria

inicia 10 horas después y se mantiene casi constante su crecimiento en las

siguientes horas de lectura. (Figura 7B).

Cepa A9. La fase exponencial de la cepa iniciaala hora 2,y se mantiene asi durante

las siguientes 14 h restantes (Figura 7C).
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Figura 7.
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Cinética de crecimiento de tres cepas de arqueas haldfilas.
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Caracterizacion Bioquimica

Tincién de Gram y pruebas bioquimicas

De acuerdo a la prueba de tincibn de Gram las cepas A2, A3 y A9 fueron
gramnegativas. Referente a las pruebas bioguimicas las cepas A2 y A9 presentan
similitud en su respuesta a agar MacConkey y en la fermentacion de carbohidratos,
especificamente sacarosa, lactosa y manitol. La cepa A3 mostrO una respuesta
diferente a las otras dos cepas en las pruebas. En la prueba que coincidieron las
tres cepas fue en la de 6xido-fermentacion ya que no presentaron crecimiento aun

después de haberlas dejado incubadas por 20 dias mas (Cuadro 11).

Cuadro 11. Caracterizacion bioquimica de tres cepas de arqueas haldfilas.

CEPAS
Pruebas bioquimicas
A2 A3 A9
Tincién de Gram - - -
Reaccion de la catalasa - - +
Agar MacConkey + - +
Hidrdlisis de almidén - + -
Oxidacién-fermentacion
Sellados (tapa) / / /
Sellados (cera) / / /
Fermentaciéon de carbohidratos
Dextrosa + - -
Sacarosa + - +
Lactosa + - +
Manitol + - +

+ Positivo. — Negativo. / No hubo respuesta
Caracterizacion molecular
Las cepas A2 y A9 fueron identificadas como Halorubrum distributum; las

secuencias analizadas tuvieron una similitud de 97.54 % con la secuencia de H.
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distributum con nimero de acceso HM179196 1 (649 pb) depositada en el NCBI. La
cepa A3 se identificé como a H. chaviator, las secuencias analizadas tuvieron una
similitud de 99.86 % con la secuencia de H. chaviator con nimero de acceso

MF150842 1 (694 pb) (figura 8).
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MW175513 1 Ferroplasma acidarmanus 165
MG558491 1 Halorubrum califerniense 165
D63786 1 Halorubrum trapanicum 16S
MN000429 1 Halorubrum trapanicum 165
HQ455800 1 Halorubrum cibarium 16S
LN&49870 1 Halorubrum litoreum 165

NR 112867 1 Halorubrum ejinarense 165
KUZ01278 1 Halorubrum sodomense 163

NR 113486 1 Halorubrum tebenquichense 165
KY129965 1 Halorubrum tetrestre 165

NR 115951 1 Halcrubrum arcis 165

NR 118649 1 Halorubrum coriense 165
EF488827 1 Halorubrum africanae 165
rC‘.(Jntig A3
LMF150842 1 Halorubrum chaoviator 165
KX351854 1 Halorubrum xinjiangense 165
KY411789 1 Halorubrum xinjiangense 16S
r(:c:.mtig A2 )
Contig A9
¢|M179196 1 Halorubrum distributum 165 )
KM257950 1 Halorubrum lacusprofundi 165
MN713332 1 Halorubrum tibetense 165
MN713735 1 Halorubrum alkaliphilum 165
MN712657 1 Halorubrum luteum 16S

MN713125 1 Halorubrum gandharaense 16S
NR 115006 1 Halorubrum aquaticum 165
KX150521 1 Halorubrum aethiopicum 165
MN713259 1 Halorubrum rubrum 165
MG097855 2 Halorubrum glutamatedens 165
NR 113490 1 Halorubrum vacuolatum 165
NR 115946 1 Halorubrum cibi 165
DQ138366 1 Halorubrum constantinense 165
MwW130251 1 Halorubrum depositum 165
KJ644187 1 Halorubrum yunnangnse 165
NR 146013 1 Halorubrum rutilum 16S
MW132417 1 Halorubrum orientale 165

NR 151876 1 Halorubrum pallidum 165
KF680552 1 Halorubrum laminariae 165
HM063851 1 Halorubrum salinum 165

NR 134056 1 Halorubrum salinum 165
KX376707 1 Halorubrum trueperi 165
HQ659127 1 Halorubrum aidingense 165
MN712979 1 Halorubrum kocurii 165
MK862652 1 Halorubrum lipolyticum 168
MKB62675 1 Halorubrum halophilum 183
EF077634 3 Halorubrum jeotgali 165
KX376720 2 Halorubrum amylolyticum 165
MG601803 1 Halorubrum saccharovorum 165
NR 135870 1 Halorubrum persicum 165

Arbol filogenético de consenso basado en inferencia bayesiana de

Halorubrum con distancias genéticas. Escala= 0.01
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DISCUSION

De las muestras de suelo de las lagunas- salineras, en cuanto a la CIC (Capacidad
de intercambio catiénico), valor que hace referencia a la capacidad de retencién de
nutrientes, es decir, un indicador directo de la fertilidad de suelos, se observd que
las tres muestras de suelo analizadas no presentan alta CIC, lo cual indica que su
capacidad de retencion de nutrientes es muy baja y por tanto su nivel de fertilidad
es bastante bajo (Millet, 2011). Referente al contenido total de sales presentes en
las muestras de los sitios, los andlisis reflejaron que todas las muestras de suelo,

debido a sus valores de pH, CE, PSI pertenecen al grupo de suelos salinos-sédicos.

A partir de las muestras de las lagunas-salineras de las Salinas del Marqués, se
aislaron cepas de arqueas hal6filas que de acuerdo con la clasificacion realizada
por Kushner (1985) pertenecen al grupo de las haldfilas extremas por crecer

Optimamente en concentraciones >25% de NaCl.

Con respecto a la cuantificacion de sodio que son capaces de reducir en el medio
de cultivo liquido, Sanchez-Leal y Arguello-Arias (2006) utilizaron la técnica de
espectroscopia de absorcién atébmica para cuantificar el sodio capturado por

bacterias. Es importante destacar que este es el primer reporte sobre la capacidad

de arqueas para capturar sodio y NacCl in vitro.

En esta investigacion se usaron dos técnicas: Método de Mohr y la técnica de
Espectroscopia de emision por plasma de acoplamiento inductivo (ICP- OES). Cabe
destacar que ambas técnicas realizadas no se han reportado para la cuantificacién
de captura NaCly tampoco para cuantificar iones sodio en medios de cultivo liquido.

Con el método de Mohr los resultados biolégicos arrojaron que las cepas Al, A2y
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A8 capturaron 3.3% de NaCl, seguidas de las cepas A3, A5, A6 y A7 con un

porcentaje de captura de 2.9% de NaCl.

La técnica de Espectroscopia de emision por plasma de acoplamiento inductivo que
las cepas A3 y A9 fueron las cepas que estadisticamente capturaron mayor
porcentaje de Na* al interior de sus ceélulas, aunque el analisis estadistico de las
cepas de arqueas mostré que no hubo diferencias en la eficiencia de captura de Na*
entre las cepas evaluadas, los resultados bioldégicos mostraron que si hubo
diferencias en la captura de este elemento quimico. Es importante mencionar que
aun cuando se tuvieron resultados negativos, es decir, la captura de iones fue mayor
a las cero horas que a las 72 horas, esto debido a que no todas las arqueas son
capaces de capturar sodio, es decir, solo lo utilizan para mantener su equilibrio
osmotico y sobrevivir (Oren, 1994). Con estos resultados obtenidos se podria
pensar en su posible uso para biorremediar suelos salinizados. Las cepas
seleccionadas para la caracterizacion bioquimica y moléculas se eligieron mediante
la técnica de ICP- OES, dado que se consider6 de las dos técnicas la mas exacta,

por ello las cepas seleccionadas fueron A2, A3y A9.

Referente a las cinéticas de crecimiento, en las figuras presentadas, se puede
observar que las cepas A2 y A9 presentan una cinética similar, esto por que
pertenecen a la misma especie de H. distributum de acuerdo a la caracterizacion
molecular, por otro lado, la cepa A3 presenta un aumento de biomasa mas lento
que las otras dos cepas. Taméz (2009) en su estudio de arqueas haldfilas obtuvo

cinéticas similares a la cepa A3, y algunas con poca estabilidad en el aumento de

76



biomasa con respecto al tiempo, dado que subian y bajaban las lecturas de la

densidad optica.

Con respecto a la caracterizacion bioquimica, la tincion de Gram corrobora que, en
efecto, todas las cepas se encuentran dentro del grupo de Gram negativas (Garzon-
Pinto, 2017; Leal- Ferrandez, 2017). Las pruebas bioquimicas realizadas se
descartaron los resultados obtenidos, debido a que, de acuerdo a investigaciones
anteriores, las arqueas solo se identifican mediante el uso de marcadores
moleculares, por tanto, aun cuando se hayan obtenido resultados no se podrian
comparar con investigaciones o alguna base de datos establecida puesto que no

existen. (Tamez, 2009; Garzon- Pinto, 2017; Leal- Ferrandez, 2017).

La caracterizaciéon molecular de las cepas A2, A3y A9 se llevd acabd usando la
subunidad pequefia del gen 16S ribosomal, mediante el cual se confirmd que las
cepas pertenecen al Dominio Archaea. Este andlisis molecular mostrd que las cepas
pertenecen al género Halorubrum, este género ya ha sido reportado en México (Baja
California), al igual que en suelos y lagos salinos de Rusia (Zvyagintseva & Tarasov,
1987) Australia, Naxos y Grecia (Mancinelli et al., 2009); lo que lleva a pensar que

las Salinas del Marqués sigue siendo un sitio con mucha diversidad que ofrecer.

En cuanto a la caracterizacion molecular, dicho andlisis demostré que las cepas A2
y A9 pertenecen al género Halorubrum distributum el cual se caracteriza por ser
considerada como un microorganismo extremo, en 1987 (Oren et al.,) Zvyagintseva
y Tarasov describieron un nuevo tipo de arquea haléfila extrema aislada de suelo
salino ruso, la cual fue considerada miembro de la familia Halobacteriaceae y una
nueva especie Halobacterium distributus.
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En 1995 Kamekura y Dyall-Smith determinaron las secuencias completas de genes
gue codifican ARNr 16S, y mediante los andlisis realizados proponen dos géneros
nuevos entre ellos Halorubrobacterium distributum. Un afio mas tarde Oren y
Ventosa (1996) reportan que en una reunion abierta el subcomité de taxonomia de
Halobacteriaceae propusieron que Halorubrobacterium distributum se reclasificara
como Halorubrum distributum comb. nov. En 1997 (Oren et al.,) se confirmé la
designacion de Halorubrum distributum. Infante-Dominguez et al., (2020) en un
estudio comparativo reciente entre cuatro especies de Halorubrum (distributum,
terrestre, arcis y litoreum) mediante un andlisis filogenético las cuatro cepas
pertenecientes al género Halorubrum demostré que pertenecen a la misma especie,
por lo cual se propuso una descripcion modificada de H. distributum incluidas las

caracteristicas de las otras especies

Con respecto a la cepa A3, esta pertenece al género Halorubrum chaviator,
Tomlinson y Hochstein (1976) con su estudio muestran diversas propiedades de
este microorganismo extremo, sugieren se designe como una nueva especie
Halobacterium saccharovorum. Este género fue propuesto para acomodar las
especies de Halobacterium saccharovorum, sodomense, trapanicum vy
lacusprofundi (McGenity y Gran, 1995). Se ha aislado de Baja California, México,
Australia, Naxos y Grecia (Mancinelli et al., 2009)., recientemente fue asignado a la
familia Halorubraceae la cual no hace mucho se encuentra descrita dentro de los

Haloferacales (Dominio Archaea; Gupta et al., 2016).
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CAPITULO I,

Caracterizacion e identificacion de bacterias hal6filas con
capacidad paracapturar NaCl in vitro

RESUMEN

Entre las propiedades de las bacterias hal6filos se encuentra la capacidad para
reducir la cantidad de sales presentes en su habitat; esta propiedad se puede
aprovechar para biorremediar suelos agricolas salinos. El objetivo del presente
estudio fue caracterizar e identificar bacterias halofilas para determinar su
capacidad para capturar NaCl in vitro. En la localidad de Salinas del Marques,
Oaxaca en 2019, se recolectaron muestras de sedimento sélido y salmuera. Las
bacterias se aislaron en medios de cultivo nutritivos a una concentracion del 20%
de NaCl; se incubaron a 35°C durante 6 dias, en oscuridad constante. Se
seleccionaron 10 cepas que fueron evaluadas mediante espectroscopia de emision
Optica y el método de Mohr en medios de cultivo liquidos con 20% de NaCl de
concentracion inicial, en ambas técnicas se evaluaron alas ceroy 72 h. Las cepas
bacterianas que tuvieron mayor efecto en la captura de iones sodio al interior de sus
células fueron: la bacteria B2 con 2639.09 ppm, B7 con 22616.95 ppm y B9 con
20.561.60 ppm. Las cepas que tuvieron mayor efecto para capturar NaCl del medio
de cultivo liquido fueron: la bacteria B4 con un porcentaje de 4.53%, seguida de la
cepa B5 con el mismo porcentaje y la cepa B6 con 4.27%. Las tres cepas que
tuvieron mayor efecto en la técnica de espectroscopia de emision Optica se
analizaron molecularmente mediante el gen 16S, los resultados de estos andlisis
mostraron que las cepas pertenecen al mismo género, pero diferente especie. La
cepa B2 y B9 pertenecen a la especie de Virgibacillus marismortui y la cepa B7
pertenece a la especie V. salarius. Las especies encontradas no han sido

reportadas en México.

Palabras clave: Bacterias hal6filas, V. marismortui, V. salarius, espectroscopia de

emision Optica, método de Mokr.
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INTRODUCCION

Las bacterias haléfilas son microorganismos que habitan y se desarrollan en
ambientes con altas concentraciones de sales (NaCl, KCI, MgCl, MgSO4) y
temperaturas que oscilan entre los -5°C a 35°C (Ali et al., 2016). En 1987, Doon J.
Kushner a quien se considera padre de la clasificacion de microorganismos
haldfilos, los clasifico de acuerdo al nivel de tolerancia al NaCl y las categoriz6 como:
halotolerantes (1-5% NaCl), moderados (6-15% NaCl) y extremos (15- 30% NaCl)

(Yadav et al., 2015).

El dominio Bacteria esta actualmente subdividido en 28 filos que agrupa bacterias
haléfilas moderadas y extremas (De la Haba et al., 2011) aisladas de lagos y suelos
salados. Por citar algunos estudios; en Holanda se reportd6 a Halomona elongata
(Vreeland et al., 1980), en Nauru, Bacillus halophilus (Onishi etal., 1983); en Espafia
se reportaron  géneros  pertenecientes a: Halomonas, Salibacillus,
Chromohalobacter, Bacillus, Marinococcus y Salinivibrio. (Sanchez-Porro et al.,
2003); en Iran se reportaron géneros como Virgibacillus, Salicola, Halovibrio,
Halomonas, Bacillu, Oceanobacillus, Halobacillus, Thalasobacillus, Gracilibacillus,

Piscibacillus y Salinococcus (Rohban et al, 2009).

En México se han aislado bacterias haléfilas del género Bacillus en Sonora
(Coronado et al, 2018), los géneros Salinicoccus, Halomonas 'y Nocardiopsis en el
Edo. De México (Rosas-Ramirez, 2017)y el género Halomonaen Coahuila (Castro-

Pifa et al, 2011).

Diversos estudios destacan la importancia de las bacterias haldfilas. Estos

microorganismos producen gran diversidad de enzimas, proteinas, biosurfactantes,
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pigmentos, solutos, etc., que tienen aplicacion practica en el area: farmacédutica,
cosmeética, petrolera, alimenticia y agricola (Yadav et al., 2015; Gontia- Misrha et

al., 2017; Yadav, 2018; Ramirez et al, 2006).

En el area petrolera se han usado para acelerar y aumentar la eficiencia de
bioprocesos permitiendo un ahorro de energia y agua (Chen and Jiang, 2018); en
la industria biotecnoldgica las bacterias haléfilas se usan para acelerar procesos de
fermentacion (Outyang et al., 2018) y para el tratamiento de aguas residuales (Mau
et al, 2011). Se ha comprobado la capacidad de algunas cepas haldfilas (Kokuria
sp, Kurthia sp y Halococcus sp) para producir biosurfactantes (Sarafin etal., 2014).
Por otro lado, Selvarajan et al., (2017) afirman que las bacterias hal6filas tienen
potencial para degradar hidrocarburos y su capacidad para producir poli-B-
hidroxialcanoatos (PHA) lo que podria convertirse en un reemplazo de los plasticos

de origen petroquimico (Guzman et al., 2017).

En cuanto al area agricola, Orhan (2016), Kearl et al., (2019) y Rodriguez et al.,
(2019) afirman que las bacterias hal6filas de las especies de Z. halotolerans, S.
succinus, B. gibsonii, O. oncorhynchi, Thalossobacillus sp, Halomonas sp y Bacillus
sp, Salinivibrio sp, Pseudomonas haldéfila, Marinococcus sp y Salinococcus sp
tienen propiedades que podrian contribuir a reducir la concentracion de sal del suelo
en presencia de 1% de NaCl (Kearl et al., 2019) y 200mM de NaCl (Orhan, 2016)
asi como una reduccion de la CE del suelo del 5.2 dS/m a valores menores a >0.1
dS/m (Rodriguez et al., 2019), por tanto, proponen que podrian ser usadas para

recuperar suelos salinizados ya que también promueven el crecimiento vegetal.
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En el Istmo de Tehuantepec, Oaxaca, existen dos regiones con alto potencial en la
produccién agricola, una de ellas es el Istmo de Tehuantepec y la otra la Costa. Sin
embargo, debido al uso agua inadecuada para riego, extensas areas de estas

regiones se han vuelto salino-sddicos (Robles et al, 1999; Sanchez- Bernal, 2012).

En este contexto, sin duda es importante intervenir con estrategias factibles para
recuperar su fertilidad. Por otro lado, en de Oaxaca existen ambientes hipersalinos,
tal es el caso de las lagunas-salineras ubicadas en Salinas del Marques (95°12*33”
W, 16°11*, 117 N) Salina Cruz, Oaxaca., donde habitan bacterias haléfilas que
pueden tener propiedades biotecnolédgicas referidas a la disminucion de sales en el
sustrato que se coloquen; esta propiedad se puede aprovechar para la
biorremediacion de suelos salinos. Hasta el momento no se hay reportes sobre el

hallazgo de bacterias hal6filas en ambientes hipersalinos del estado de Oaxaca.

La mayoria de estudios realizados en México se han enfocado al aislamiento y
caracterizacion de bacterias encontradas en ambientes salinos (Castro-Pifia et al.,
2011; Delgado-Garcia et al., 2013; Gonzalez- Hernandez y Pefia, 2002), otros mas
estan enfocados a los compuestos que producen y a las posibles areas de

aplicacion (Coronado et al., 2018, Rosas, 2017).

Sanchez y Arguello (2006) realizaron un estudio en el que evaluaron la capacidad
de las bacterias para capturar sodio in vitro mediante la técnica de absorcion
atomica. Hasta el momento no hay reportes sobre el uso de las técnicas propuestas
en la presente investigacion. El objetivo de la presente investigacion fue caracterizar
e identificar bacterias hal6filas para determinar su capacidad para capturar NaCl in
vitro.
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MATERIALES Y METODOS

Sitio de estudio y recolecta de muestras.

El trabajo de campo se realizd en el area salinera de la localidad de Salinas del
Marqués (N 15° 53'49", O 96° 56' 16" y altitud 15 msnm) perteneciente al Municipio
de Salina Cruz, Oaxaca, México, en 2018. En este sitio se seleccionaron tres
lagunas-salineras siguiendo un patron de muestreo en triangulo, cada laguna
representd un vértice y entre cada una hubo una distancia promedio de 1.0 km. Las
lagunas seleccionadas fueron: El Playon (16°09°53” N 95°13°49” W, altitud 1.95 m),
El Cristalino (16°10°11” N 95°13°39” W, altitud 2 m) y Las Carmelitas (16°10°04” N,

95°13°34” W, altitud 1.95 m) (Figura 1).

-%j"‘

Figura 1 Recolecta de sedimento sélido y salmuera en las lagunas salineras de

Salina Cruz, Oaxaca; 2018.

Al interior de cada laguna se seleccionaron cinco puntos de sub- muestreo siguiendo
un patrén en W. En cada punto se elimin6é una capa superficial de aproximadamente

5 cm de espesor, constituida de sal compactada; debajo de ésta se encontr6 un
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estrato de residuos solidos (localmente denominado zapatilla) combinado con agua
salina (salmuera). En cada uno de los cinco puntos se tomé una muestra de 1.0 kg

de sustrato sdlido y 500 ml de agua salina.

Finalmente, las cinco muestras de residuos solidos se mezclaron perfectamente y
de ahi se tom6 una muestra compuesta de 1.0 kg. EI mismo procedimiento se realizd
para las muestras de agua salina. Las muestras finales se guardaron en frascos de
plastico transparente y se transportaron al Laboratorio de Fitopatologia del CIIDIR

Unidad Oaxaca — IPN en una hielera a temperatura ambiente (25+2°C).

En todos los sitios muestreados se midido el pH, conductividad eléctrica y

temperatura con un pH-metro Hanna, Instruments HI98130 (Figura 2).

Figura 2 Registro de pH, CE y temperatura de la salmuera en los puntos de
muestreo en las lagunas salineras
Aislamiento de bacterias halofilas

Se realiz6 de acuerdo a la metodologia propuesta por Hoben y Somasegaran

(1982); para lo cual se tom6 1.0 g de sedimento sélido y se colocé en 9 mL de agua
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destilada estéril; a partir de esta solucion madre se realizaron diluciones seriadas
de 1x10! hasta 1x10*“. Para el aislamiento en la salmuera se usé el mismo
procedimiento (1.0 mL de salmuera en 9 mL de agua destilada estéril) de cada
dilucién se tomaron 100 pl y se inoculd sobre medio de cultivo nutritivo sélido
adicionado con 20% de NaCl (Meyer) (Castro-Pifia et al, 2011) (Anexo 1). Este

procedimiento se hizo por triplicado.

Del universo de colonias bacterianas que se desarrollaron sobre el medio de cultivo
se aislaron aquellas que se diferenciaron fenotipicamente (diferencia en color,
tamafo, forma y velocidad de crecimiento de la colonia), estas se sometieron a una
segunda seleccion que consistio en cultivarlas en medio de cultivo solido

concentrado al 20% de NaCl; se conservaron solo aquellas que crecieron y se

desarrollaron en este sustrato.

La purificacién de colonias seleccionadas se realizé mediante la técnica de estriado
fino sobre medio de cultivo solido con 20% de NaCl e incubandolas a 37+1°C
durante 24 h (Castro-Pifia et al., 2011). Las colonias resultantes se conservaron en

viales con glicerol.

Evaluacion de la eficiencia de las bacterias hal6filas para capturar NaCl.
Bioensayos in vitro.

Titulacion por precipitacion por el método de Mohr

Para este bioensayo se consideraron dos tratamientos para cada una de las 10
cepas bacterianas a evaluar; cada tratamiento tuvo tres repeticiones. Tratamiento 1
(T1): En 10 mL de medio de cultivo nutritivo liquido concentrado al 20% de NaCl,

contenido en un tubo de ensayo de 15 mL, se inocularon 300x10° cel/mL de una
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cepa bacteriana; inmediatamente después del proceso de inoculacion (tiempo cero)
el medio liquido se centrifugé a 3000 rpm durante 10 min en una centrifuga marca
Hermle Benchmark Z-206-A. El sobrenadante se conservo y la fase solida (pellet
bacteriano) se desechd. Tratamiento 2 (T2): Se disefio de manera similar al T1, la
diferencia radico en que las bacterias inoculadas permanecieron en el medio de

cultivo liquido durante 72 h a 42°C y oscuridad constante.

La titulacidén por precipitacion se realizé de acuerdo a la metodologia propuesta por
Skoog et al., (2014). En un matraz Erlenmeyer de 250 mL se agregaron 5 mL del
medio de cultivo liquido centrifugado y se le agregaron 2.0 mL de cromato de potasio
al 0.5% compuesto que actué como indicador y una solucion de nitrato de plata a
0.2 N que fue el agente titulante (Fig. 3A). Al mismo tiempo, en una bureta de 25
mL se llend con la solucién de nitrato de plata 0.2 N (Fig. 3B), esta se fue liberando
y agregando el contenido del matraz Erlenmeyer (Fig. 3C), el proceso se detuvo una
vez que se logro el vire, del color de la solucién a titular que paso de amarillo (color
original del medio) a rojo ladrillo (Fig. 3D). Se registro la cantidad (mL) de la solucion
de nitrato de plata para lograr el vire. El porcentaje de NaCl en el medio de cultivo

experimental se estimé mediante la ecuacion:

(PM NaCl)(M AgNO*)(mL deAgNO® gastados en blanco — ml deAgN0O®gastados en muestra) 1

00
2

%NaCl =

De donde:

PM NaCl: Peso molecular de NaCl
M AgNO?3: Molaridad de la solucién de nitrato de plata
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El experimento descrito se realizd en el Laboratorio de Quimica, de la Benemérita

Universidad de Puebla (BUAP).

Figura 3. Técnica Método de Mohr. A) Adiciéon de cromato de potasio a la
muestra atitular. B) Agregacion de la solucién de nitrato de plata para
la titulacién de la muestra. C) Formacion de floculos conforme se
afadio la solucion de nitrato de plata. D) Titulacion completa con el

vire a rojo ladrillo
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Anélisis estadistico

Los resultados obtenidos se sometieron a un analisis de varianza (ANOVA) y prueba
de medias Tukey (P < 0.05) mediante un disefio experimental completamente

aleatorio. Se uso el paquete estadistico SAS version 9.0.

Espectroscopia de emision Optica de plasma acoplado inductivamente (ICP-

OES)

Para este bioensayo se consideraron dos tratamientos para cada cepa a evaluar,
cada tratamiento tuvo tres repeticiones. Tratamiento 1 (T1): En 10 mL de medio de
cultivo nutritivo liquido, concentrado a 20% de NaCl, contenido dentro de un tubo de
15 mL se inocularon 600x10¢ cel/mL de una cepa bacteriana; inmediatamente
después del proceso de inoculacion (tiempo cero) el medio liquido se centrifugo a
3000 rpm durante 10 min en una centrifuga Hermle Benchmark Z-206-A. El
sobrenadante se deseché y la fase solida (pellet bacteriano) se conservo.
Tratamiento 2 (T2): Se disefi6 de manera similar al T1, la diferencia radic6 en que
las bacterias inoculadas permanecieron en el medio de cultivo liquido durante 72 h
a 42°C y oscuridad constante. Posteriormente se estimd la cantidad de cel/mL
mediante la escala de McFarland. El pellet bacteriano de cada cepa del medio
liquido se coloc6 en un matraz de bola y se mezcldé con 4 mL de acido nitrico, 4 mL
de &cido sulfarico, 1.0 mL de acido clorhidrico y 1.0 mL de peroxido (Fig. 4A),
inmediatamente después, el matraz se colocé en una parrilla durante un lapso de

25 min a una temperatura de 35°C (Fig. 4B, 4C).
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Posterior a este proceso, se agregaron 5 mL de agua desionizada para obtener un
volumen total de 10 mL en cada tubo por cada cepa. La cuantificacién de los iones
se realizd con el equipo ICP Perkin Elmer OPTIMA 7000 DV (Fig. 4D), mediante un
delgado conducto delmismo, se tomd una muestra de cadatubo hasta que elequipo
detecto los iones y la computadora completd el registro de cada lectura, los datos
registrados fueron adimensionales (Fig. 4E). El resultado de este experimento sirvio
para seleccionar tres cepas que mostraron mayor eficiencia en la captura de iones
Na* en medio de cultivo nutritivo liquido; las cepas seleccionadas se caracterizaron

bioquimica y molecularmente.

Este experimento se realiz6 en el Laboratorio Ambiental de la Universidad de la

Sierra Juarez del estado de Oaxaca (UNSW).
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Figura 4. Técnica de espectroscopia de emision por plasma. A) Preparacion de

las muestras con los acidos y peréxido. B y C) Biodigestion de las
muestras en la parrilla. D) Lectura de las muestras en el equipo de

ICP. E) Captura de datos de las lecturas de iones Na capturados

Analisis estadistico

Los resultados obtenidos se sometieron a un andlisis de varianza (ANOVA) y

pruebas de medias Tukey (P <0.05) mediante un disefio experimental factorial

96



aleatorio, donde el factor A fue el tiempo, y el factor B las cepas. Se uso el paquete

estadistico SAS version 9.0.

Caracterizacion de las bacterias hal6filas

Cinética de crecimiento

La cinética del crecimiento bacteriano se determiné siguiendo la técnica usada por
Jurado- Gamez y Guzman- Insuasty (2015). En un matraz Erlenmeyer de 250 mL
se colocaron 40 mL de medio de cultivo nutritivo liquido concentrado a 20% de NacCl;
en este sustrato se inocularon 150x10° cél/mL de una cepa bacteriana de 24 h de
edad; y se incubd a 42°C durante 24 h en oscuridad constante. Posteriormente se
tomaron 4.0 mL de esa solucion, se pusieron en otro matraz con la misma cantidad
de medio (40 mL) y se incubaron en las mismas condiciones que el primero (Jurado-

Gamez y Guzman- Insuasty, 2015).

De la dltima solucion, se tomé 1.0 mL y se colocé en una celda para
espectrofotometria; la celda se introdujo en un espectrofotometro de doble haz UV -
Vis, modelo 4260/50 marca Zuzi. El equipo se programo para leer la absorbancia
de la muestra a una longitud de onda de 625 nm de acuerdo a Jurado- Gamez y
Guzman- Insuasty (2015). Con los datos obtenidos se construyeron curvas de

crecimiento de cada cepa.

Caracterizacion bioquimica

Tincion de Gram

Se agreg6 una gota del colorante primario cristal violeta sobre un portaobjetos,

posteriormente, se tomo6 una muestra de la cepa bacteriana y con ayuda de un asa
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bacterioldgica se monté sobre el colorante. Luego se agrego6 lugol, inmediatamente

después se flamed con ayuda de un mechero, en seguida, se agregdé una mezcla

de alcohol-acetona sobre la muestra, se lavd con agua corriente y luego se coloco

safranina para tefiir las bacterias que no pudieron retener el complejo cristal violeta-

yodo (Lépez- Jacome et al., 2014).

Pruebas bioquimicas

Las pruebas bioquimicas que se realizaron de acuerdo a Ferrdndez- Jeri et al.,

(2007) fueron:

a)

b)

Prueba de fermentacion: Se us6 un medio de cultivo base de acuerdo a Hugh
y Leifson (1953) (Anexo la). Se prepard medio solido en tubos de 15 mL con
10 mL de medio por tubo, el cual se dej6 solidificar durante 2 h y
posteriormente se usaron. Con un asa bacteriolégica se tom6 una muestra y
se punzé el medio para colocar la muestra de cada cepa, se realizd por
triplicado. La evidencia si hubo o no fermentacién se observo con el cambio
de color del medio a amarillo dando lugar a un resultado positivo, si el color
permanecia se denoté como negativo el resultado.

Fermentacion de Carbohidratos: Se us6 el medio caldo base rojo de fenol
liquido (Anexo 1b), en cuanto a los carbohidratos se usaron: dextrosa,
sacarosa, manitol y lactosa. Se preparo medio de cultivo liquido en tubos de
15 mL, tres repeticiones por cada carbohidrato usado, se dejé enfriar el medio
durante 3 hy luego se agreg6 a cada tubo 150x10° cél/mL de cada cepa; los
tubos se incubaron durante 24 h a 37°C. Para su interpretacion se observo

si el medio cambio de color de rojo a amarillo, el cambio de color correspondio
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d)

a una prueba positiva, los tubos con un color rojo rosado dieron lugar a una
prueba negativa.

Hidrolisis de almidon: EI medio de cultivo (anexo 1c) se coloc6 en pico de
flauta durante 2 h para dejarlo solidificar y posteriormente con ayuda de un
asa bacteriologica se procedi6 a barrer el cultivo de cada cepa en los tubos
e incubarlo 24 h a 37°C, posterior a la incubacion a cada tubo se le agrego
gotas de lugol para denotar si fue positiva 0 negativa; si la coloracién café
desaparecia sobre el barrido de la cepa en el medio la prueba era positiva,
pero si no desaparecia y se mantenia la prueba era negativa.

Agar Mc Conkey: Se preparo agar Mc Conkey comercial (anexo 1d), se dejo
solidificar durante 3 h y luego las cepas fueron estriadas por triplicado. Su
interpretacion se basé en la coloracién de las colonias, si estas aparecian
incoloras la prueba se denotd negativa y si aparecen con coloracion rosa la

prueba se denotd positiva.

Caracterizacion molecular

Extraccion de ADN

Para realizar la extraccion del ADN de las bacterias se usO el kit Dynabeads DNA
DIRECT Universal Kit (Invitrogen, Oslo, Noruega) de acuerdo con las instrucciones

del fabricante, las cuales indican lo siguiente:

Se agreg6 1 unidad (200 ul) de Dynabeads DNA Direct Universal completamente

suspendido en una sola accion de pipeteo rapido, después se incubd durante 5 min

a temperatura ambiente, para la lisis de la muestra y formacién del complejo ADN/
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Dynabeads. Con un iméan se retir6 el lisado y se afiaden 200 ul de tampoén de lavado.
Se lavo dos veces con el iman para eliminar los contaminantes que inhiben la PCR,
se eliminé todo el tampon entre cada lavado. Por ultimo, se resuspendio el complejo

DNA / Dynabeads en 20-40 pul de resuspension de tampon.

Reaccion en cadenade la polimerasa (PCR)

Para la amplificacién del fragmento del gen 16s rARN se llevd a cabo mediante la
Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) usando el siguiente par de cebadores

especificos para bacterias:
fD1 5 - CCGAATTCGTCGACAACAGAGTTTGATCCTGGCTCAG - 3’

rD1 5 - CCCGGGATCCAAGCTTAAGGAGGTGATCCAGCC -3’

El amplicdn generado fue de 1500 pb, el volumen final de la reaccidon que se uso
para realizar la PCR se indica en el cuadro 1 (Irshad et al., 2014); la amplificacion
se realiz6 en un termociclador marca BioRad con las condiciones indicadas en el
cuadro 2 (Roohi et al., 2012). EI marcador de peso molecular fue 1Kb+ (Invitrogen,
Carlsbad, CA. USA), la mezcla de reaccién sin ADN fue usado como blanco Los
productos obtenidos se visualizaron en un gel de agarosa de 1.0%, la electroforesis
se corrié a 80 V/ 400 mA durante 40 minutos (Tamez, 2009). Los productos de PCR
obtenidos fueron enviados a secuenciacion con la empresa Macrogen

(Geumcheon-gu, Seoul, Korea).

100



Cuadro 1. Volumen final de

reaccion para

PCR
Compuesto ulL
Tampon 10X 2.5
DMSO al 100% 2.0
H20 16.4
dNTP’s 2.0
Primer 0.2
delantero
Primer reverso 0.2
Taq 0.25
ADN 1

Volumen final 25

Cuadro 2. Condiciones de reaccion para

PCR
94°C 2 min 1 ciclo
94°C 1 min } 30 ciclos
72°C 1.5 min
72°C 5 min 1 ciclo

Anéalisis de secuencias

Con los resultados de las secuencias, se procedié a comparar las mismas en el
banco de genes NCBI (National Center for Biotechnology Information) y se
analizaron mediante el programa BLAST, el cual encuentra regiones de similitud
entre secuencias bioldgicas y las compard con las secuencias de nucleétidos o
proteinas con las bases de datos existentes y calculé la importancia estadistica para

determinar el género y especie al que pertenecen los aislados bacterianos.
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Parametros fisico- quimicos de los suelos colectados

Salineras

El suelo colectado de las lagunas- salineras, se envid a analizar al Colegio de
Postgraduados, los parametros considerados para el analisis de los suelos fueron:
la capacidad de intercambio cationico (CIC), pH, CE, porcentaje de sodio
intercambiable, relacion absorcion de sodio y sales totales presentes en el suelo.
Con ello se determiné el nivel de salinidad que poseen las lagunas-salineras y se
determind el grupo de suelo al cual pertenece (Kochba et al., 2004; Mueller et al.,

2004; Shukla et al., 2004).

RESULTADOS

Caracteristicas de las lagunas muestreadas

Las lagunas salineras presentaron pH neutro y temperaturas mayores a 50°C al

momento de realizar la recoleccién de muestras (Cuadro 3).

Aislamiento de las bacterias hal6filas

Delos tres sitios muestreados (Lagunas-salineras) se obtuvieron 124 colonias
bacterianas, las cuales se aislaron de sedimento sélido y salmuera, en el cuadro 4

se muestra el nimero de colonias aisladas por laguna y por tipo de muestra.

Primer criterio de seleccién de colonias bacterianas

Las 124 colonias bacterianas se concentraron en 10 en grupos de acuerdo a sus

caracteristicas morfoldgicas indicadas en el cuadro 5.
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Segundo criterio de seleccidn

De cada grupo se eligio una colonia tipo y se cultivaron en medio de cultivo nutritivo sélido adicionado con 20% de NacCl,

con ello se verificd que las colonias crecieran sin problemas en la concentracion antes mencionada. Las 10 cepas elegidas

fueron denotadas como B1, B2, B3, B4, B5, B6, B7, B8, B9y B10.

Cuadro 3.  Valores de pH, temperatura, CE y parametros quimicos del sedimento sélido recolectado en tres lagunas
de Salinas del Marqués, Oaxaca.
Sitio pH T° CE HCOs Cl- NOs™ SO  K* CaZ  MgZ* Na* RAS PSI  Sales
mmhos/cm™ e solubles
(dsm™)
meq/L meq/L (dSm™)
(cmoles/L™) (cmoles/L™)
Carmelitas 7.6 55 78 6.4  4982.9 0.4 9702 109 61 962 4826 213 76 779
Cristalino 7.1 53 89 T 6.4  5536.5 0.8 667.0 203 20 1717 4270 145 68 890
Playén 7.4 56 95 9.1 49829 0.7 1452 177 37 2136 2786 84 55 946
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Cuadro 4. Numero de colonias de arqueas
aisladas del sedimento sdlido y
salmuera de tres lagunas-salineras

ubicadas en Salina Cruz, Oaxaca.

N No. de colonias No. de colonias
Sitio (laguna) aisladas de aisladas de
sedimento salmuera
El Playén 22 11
El Cristalino 31 18
Las Carmelitas 33 9
Total 86 38
Total 124
Cuadro 5. Numero de colonias de bacterias halofilas aisladas del

sedimento sélido y salmuera de tres lagunas-salineras

ubicadas en Salina Cruz, Oaxaca.

Caracteristicas de las colonias

Grupo Color Tam  Forma Elevacion Sup Borde
(cm)

1 Blanco 0.35 Irregular  Convexa Rugosa Ondulado

2 Crema 0.2 Irregular Plana Lisa Ondulado

3 Rosa 0.5 Irregular  Convexa Lisa Ondulado

4 Naranja 0.4 Irregular  Convexa Rugosa Ondulado
5 Crema 04 Circular Plana Lisa Entero
6 Blanco 0.5 Circular Plana Lisa Entero
7 Amarillo 0.2 Circular  Convexa Rugosa Entero
8 Amarillo 0.6 Irregular Plana Rugosa Entero
9 Blan/Crem 0.25 Circular Plana Lisa Entero
10 Naranja 0.1 Circular  Convexa Lisa Entero

Tam: tamafo. Sup: Textura de la superficie de la colonia
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Evaluacion de la eficiencia de las bacterias halofilas para capturar NaCl.

Bioensayos in vitro.
Titulacién por precipitacion por el método de Mohr

Los resultados obtenidos muestran que las cepas B4, B5 disminuyeron 4.53%
respecto a la hora cero (cuadro 6). Sin embrago estas cepas fueron
estadisticamente iguales (p>0.05) con las demas cepas que disminuyeron un

intervalo de 3.6 a 3.9% (cuadro 7y figura 5).

La R? que indica el analisis denota que el modelo se ajusta en un 91%, y el valor de
coeficiente de variacion (12.13) indica que la dispersion de los datos evaluados es

considerable.

Cuadro 6. Cantidad de NaCl (medido en porcentaje) en medio de cultivo nutritivo
liquido (inicialmente con 20 % de NaCl) inoculado con cepas de
bacterias haldfilas. Las estimaciones se realizaron mediante el

método de Mohr a las cero y 72 h después de la inoculacion.

Cepa Porcentaje (%) de Porcentaje (%) de Porcentaje (%)
NaClalasceroh NaCl a las 72 h reducido

después de la

inoculacion
Bl 20 16.32 3.68
B2 20 16.6 3.40
B3 20 16.32 3.68
B4 20 15.47 4.53
B5 20 15.47 453
B6 20 15.73 4.27
B7 20 16.03 3.97
B8 20 16.32 3.68
B9 20 15.75 4.25
B10 20 15.75 4.25
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Cuadro 7. ANOVA referente a la cantidad de NaCl en medio de cultivo
nutritivo liquido (inicialmente con 20 % de NaCl) inoculado

con cepas bacterianas haldfilas.

Fuente DF Sumade Cuadradode F-Valor Pr>F
cuadrados la media

Modelo 9 4.23866667 0.47096296 2.17 0.0712

Error 20 4.33500000 0.21675000

Total 29 8.57366667

corregido

Modelo 9 4.23866667

%NaCl Capturado por Bacterias Halofilas

R

%NaCl Capturado
¢ = N w A
g =L 00N 00w b~ o1a

o

T

B4 B5 B6 B0 B9 B10 B7 Bl B8 B3 B2 BT

o

Cepas Bacterianas

Figura 5. Comparacion de medias (Tukey, 0.05) de la cantidad de
NaCl presente en medio de cultivo nutritivo liquido a las 72
h después de haber sido inoculado con cepas de bacterias
hal6filas. Letras iguales sobre las barras indican que no

existe diferencia significativa (Tukey, 0.05).
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Espectroscopia de emisién dptica de plasma acoplado inductivamente (ICP-

OES)

Las bacterias que mayor cantidad de iones Na* capturaron del medio de cultivo

nutritivo liquido fueron las cepas B2 y B4 con una captura promedio de 26,398 y

25,281 ppm de Na* respectivamente después de 72 h. Estas cepas consiguieron

disminuir mayor porcentaje de Na* en comparacion con las demas cepas. El analisis

estadistico mostré que no existe diferencia significativa entre las 10 cepas de

arqueas (p > 0.05) (cuadro 8 y figura 6).

La R2 obtenida denota que el modelo solo se ajusta en un 58% y el coeficiente de

variacion (17.89) indica una dispersion de datos considerada.

Cuadro 8. ANOVA de la captura de Na+ al interior de las bacterias hal6filas
alasceroy 72 h.
Fuente DE Sumade Cuadrad(_)de la E-Valor Pr>E
cuadrados media
Modelo 9 169202277.5 18800253.1 2.15 0.0742
Error 20 175051430.3 8752571.5
Total 29
corregido 344253707.8
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ppm lones Na* capturados por bacterias

halofilas
30000
25000 T
20000 a2l s O
15000

10000

ppm lones Na+

5000

B2 B4 B8 B6 B7 Bl B9 B3 B10 B5
Cepas bacterianas

Figura 6. Comparacion de medias (Tukey, 0.05) de las ppm de Na*
presentes al interior de las bacterias haldfilas a las 72 h.
Letras iguales sobre las barras indican que no existe

diferencia significativa (Tukey, 0.05).

Con los datos biologicos que arrojo la técnica de ICP-OES (cuadro 9) se eligieron
las cepas B2, B7 y B9 para continuar con el proceso de caracterizacion de las

mismas, dado que los analisis estadisticos no fueron significativos.

108



Cuadro 9. lones Na+ (ppm) cuantificados al interior de las arqueas hal6filas. Las
estimaciones se realizaron mediante la técnica de ICP-OES a las cero
y 72 h después de la inoculacion.

Cepa Na+ a las cero h Na+ a las 72 h reducido

(ppm) (ppm) (ppm)

Bl 18328.96 21614.86 3285.90

B2 19209.56 26398.09 7188.53

B3 21578.94 20251.80 -1327.14

B4 21423.91 25281.35 3857.44

B5 21013.88 18238.06 -2775.82

B6 22544.94 22840.34 295.40

B7 17258.00 22616.95 5358.95

B8 19496.03 23110.98 3614.95

B9 16656.80 20561.60 3904.80

B10 20404.58 19854.64 -549.95

Caracterizacion de bacterias hal6filas

Cinética de crecimiento

La cepa B2 a la hora uno sali6 de su fase de latencia, de la hora 2 inicié su fase

exponencial y se mantuvo asi durante 12 horas mas (figura 7A). La cepa B7 en la

hora uno inicio su fase exponencial de manera inestable la cual la mantuvo asi por

14 horas (figura 7B). Con respecto a la cepa B9 su fase de latencia se dio durante

4 horas, posteriormente ala hora 5 inicio con la fase exponencial la cual se extendié

durante 11 horas (figura 7C).
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Cinética de crecimiento de tres cepas bacterianas
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Caracterizacion bioquimica
Tincion de Gram y pruebas bioquimicas

La tincion de gram mostré que las tres cepas B2, B7 y B9 fueron gram positivas.
Con respecto a las pruebas bioquimicas las tres cepas presentan similitud en su
respuesta a agar MacConkey, en la fermentacion de los carbohidratos: dextrosa, y
lactosa; también en la prueba de oxidacién fermentacion las tres cepas no

presentaron crecimiento aun después de dejarlas por 22 dias mas (cuadro 11)

Cuadro 11. Caracterizacion bioquimica de tres cepas de arqueas haldfilas.

CEPAS
Pruebas bioquimicas
B2 B7 B9
Tincion de Gram + + +
Reaccioén de la catalasa + - +
Agar MacConkey + + +
Hidrdlisis de almidon - + +
Oxidacion-fermentacion
Sellados (tapa) / / /
Sellados (cera) / / /
Fermentacion de carbohidratos
Dextrosa + + +
Sacarosa + + -
Lactosa + + +
Manitol + + -

+ Positivo. — Negativo. / No hubo respuesta
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Caracterizacion molecular

La cepa B2 fue identificada como Virgibacillus marismortui, las secuencias
analizadas tuvieron una similitud de 99.73% con la secuencia de V. marismortui con
nimero de acceso MF183245 1 (1563 pb). La cepa B7 fue identificada como V.
salarius, las secuencias tuvieron una similitud de 95.42% con la secuencia de V.

salarius con nimero de acceso MN148621 1 (1505 pb) (figura 8).

La cepa B9 presentd dificultades para determinar a qué especie del género
Virgibacillus pertenece, debido a que las distancias genéticas entre las secuencias
problema y las secuencia de Virgibacillus salarius y Virgibacillus marismortui son
semejantes. Para ello se realiz6 un andlisis con inferencia bayesiana, de maxima
parsimonia y maxima verosimilitud en diferentes ocasiones (no adjuntos), sin
embargo, ningln método permitid la determinacion de la especie a la que pertenece.
Con el objetivo de encontrar otra alternativa, se realizé un analisis de sustitucion de
nucledtidos encontrando que las secuencias en estudios y las secuencias
depositadas en la base de datos de NCBI son exactamente iguales para la region
de amplificacion, a excepcion de Virgibacilus olivae que tiene una base que la
diferencia. Se realizd un andlisis de las secuencias completas (Figura 9) y existe la
posibilidad de diferenciar con ampliaciones con mayor cobertura para 16S o buscar

algun gen diferente.
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ree scale: U1 M

- = =AY 283264 1 Lactobacillus iners 165
=~ -NR 116106 1 Virgibacilus arcficus 165
100 L ---NR 145785 1 Virgibacillus favescens 165
100 ===AY 373323 1 Virgihacilus proamii 165
===LC153063 1 Virgbacilus paniothenticus 165
— 100 100 == =KG22389 1 Virgibacilus dokdonensis 165
100 == =hN381184 1 Vingibacilus chiguensis 165
— == =NR 112738 1 Virgibacillus siamensis 165
100 |_|: == =MT373461 1 Virgibacilus necropolis 165
05 ===NR 147389 1 Virgibacillus dakarensis 165
== =KLI¥55604 1 Virgibacillus zhanjiangensis 165
100 % T:---NR 16615 1 Vigihacilus byunsanensis 165
76 == =MR 116658 1 Virgitacillus foralks 185
100 ===NR 116791 1 Virgibacilus subterraneus 165
0 a9 == =R 116803 1 Virgibarillus salines 165
== =MN100083 1 Virgibacilus halodenitrificans 162
===NR 108710 1 Virgibacillus alimentarius 165
58 ?': ===NR 163376 1 Virgibacillus ainsalahensis 165
Bh gl _: == =MR 108860 1 Virgibacillus habstolerans 165
100 == =NH 156054 1 Virgibacillus jeoigali 165
== = JOf80032 1 Virgibacilus albus 165
100 |_|: == =KC843366 1 Virgibacillus koreensis 165
86 === 144711 1 Virgibacillus senegalensis 165
— -==AB243833 1 Virgibacilus halophilus 165
5 100 - MTT60171 1 Virgibacills sl 165
= ==LC041847 1 Virgibacillus kapii 165
100 == =KUB55658 1 Vingibacilus salexigens 165
56 32 == =NR 144700 1 Virgibacillus massiliensis 165
100 == =NR 165697 1 Virgibacillus kimchi 165
100 ===MhR 042743 1 Virgibacillus sediminis 165
100 100 ===NH 115848 1 Virgibacillus xinjiangensis 165
== =R 042744 1 Virgibacillus kekensis 165
fCHM179216 1 Virgibacilus olivae 165 )
57 I B9 01 1100r
1 |_|: =4~KJ938475 1 Virgibacilus marismaorui 165
100 7 = AMK342523 1 Virgibacillus salarius 165
=4=82 01 1100r
13 —5: -MF321845 1 Vingbacillus marismorii 165
0 _|: ---B2fD1rD1
g == =B 0101
0 { ===B7 01 rD1
5 =k =MT275708 1 Virgibacillus salarus 165
0 = =B7 01 1100r
T'E ===MN148621 1 Virgibacillus salanus 165
7 == =MNA4350T 1 Virgibacilus marsmortui 165
Figura 8. Arbol filogenético de consenso basado en inferencia bayesiana

de Virgibacillus con distancias genéticas y andlisis de sustitucién

de nucledtidos. Escala= 0.01.
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' | TRV ST
MACATTCATAACCER S ARAOCC - CTMTH UJ IATAC’TITC TTCCATACCACAACTT:MAC
CEATECETACOCACCTOA AT OATC:CTACACTSSCACTACACACCCCCACACTOCTAC COALCALC
B CTOTTTTCACAARACAA-TEOCTTCARATAC 0 CAOCTT ACCCTACCTCACGAAAR0OXE
OO TORTTTAACTCTCATETCARA:CCCAC CTTAMCCETCCACCCORATTECAAMCTCCA ACTT
B ACTOTOT O TAACTACECTCACSTCCAARCCETCECACCEAMCAC ATTACATACGETEATACT
TG LT oG ATAGECCOLCARLECTCAARCTCARAACARTTOAGECECoCCRECACARECLSTECACCAT:T
“SATTREARACARAGTEAGAEExt e il hnbittETOETRUCCTRE e TRRTRAEATELTERETILETRRE AN

Figura 9. Analisis de sustitucion para identificar

diferencias.

DISCUSION

De las muestras de suelo de las lagunas- salineras, en cuanto a la CIC (Capacidad
de intercambio catiénico), valor que hace referencia a la capacidad de retencion de
nutrientes, es decir, un indicador directo de la fertilidad de suelos, se observo que
las tres muestras de suelo analizadas no presentan alta CIC, lo cual indica que su
capacidad de retencion de nutrientes es muy baja y por tanto su nivel de fertilidad
es bastante bajo (Millet, 2011). Referente al contenido total de sales presentes en
las muestras de los sitios, los andlisis reflejaron que todas las muestras de suelo,

debido a sus valores de pH, CE, PSI pertenecen al grupo de suelos salinos-sédicos.
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A partir de las muestras de las lagunas-salineras de las Salinas del Marqués, se
aislaron cepas bacterianas hal6filas que de acuerdo con la clasificacién realizada
por Kushner (1987) pertenecen al grupo de las hal6filas moderadas por crecer

Optimamente en 20% de NacCl.

Referente a la cuantificacion de sodio que son capaces de capturar en medio de
cultivo liquido, Sanchez-Leal y Arguello-Arias (2006) utilizaron la técnica de
espectroscopia de absorcién atomica. Para esta investigacién, se usaron dos
métodos para cuantificar la captura de NaCl por parte de las cepas halofilas, el
método de Mohr y la espectroscopia de emision por plasma. En cuanto al empleo
de las técnicas usadas en esta investigacion, no se tiene ningun reporte sobre su

uso para cuantificar la captura de NaCl por parte de microorganismos.

Con el método de Mohr se obtuvieron dos cepas que biolégicamente tuvieron mayor
efecto que las demas, la cepa B4 y B5 ambas con una captura de 4.53% seguidas
de la cepa B6 con una captura de 4.27% de NaCl. Por otro lado, con la técnica de
Espectroscopia de emisién por plasma de acoplamiento inductivo (ICP-OES) las
cepas B2 y B4 tuvieron estadisticamente mayor efecto para capturar Na* en su
interior después de 72 h, con respecto a las otras cepas. Cabe destacar que en el
estudio de Sanchez-Leal y Arguello-Arias (2006) se evaluaron cepas bacterianas
consideradas como haldfilas débiles, en esta investigacion se evaluaron cepas

hal6filas moderadas que toleran un 20% de NacCl.

Con los resultados bioldgicos de ICP-OES se comprueba la capacidad que tienen
las bacterias halofilas para capturar sodio, aunque biologicamenten se obtuvieron

resultados muy prometedores con las cepas B2, B7 y B9, también se obtuvieron
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resultados que muestran que las cepas no son eficientes para capturar Na+, como
es el caso de B3, B5 y B10, las cuales no pudieron capturar iones como se
esperaba, esto debido a que muchos de estos microorganismos (bacteris y arqueas)
solo usan la salinidad para su equilibrio osmotico (Oren, 1994). Con estos resultados

conllevan a creerr en su uso potencial para biorremediar suelos salinizados.

Con respecto a las cinéticas de crecimiento, en los graficos mostrados se puede
observar que las bacterias no tienen el mismo comportamiento en cuanto al
incremento de biomasa con respecto al tiempo. En cuanto a la diferenciacion de
sus fases de latencia y exponencial se observaron en las cepas B7 y B9, pero con
un comportamiento poco estable, de acuerdo con Pérez (2018) y Flores e Idrogo
(2015) coinciden en sus investigaciones que el comportamiento de estas bacterias
es poco estable, aunado a que su crecimiento es lento, en sus investigaciones
reflejan datos de densidad éptica tomados en lapsos de tiempo que abarcan de las

Oha30h.

En cuanto a la caracterizacion bioquimica de los aislados, se observa que las cepas
pertenecen al grupo de los gram positivos. Las pruebas bioquimicas se realizaron
de acuerdo a Fernandez- Jeri et al., (2007). Los resultados de las pruebas
bioquimicas comparadas con Mata et al., (2002); Fernandez-Jeri et al (2007) y
Azhar et al., (2014) coinciden en que podrian tratarse de cepas pertenecientes al
género Halomonas aunque otras referencias coinciden en algunos de los resultados
presentados y pudieran diferir en que pertenezcan a este género (Privank et al.,
2011), sin embargo, aun con la comparacion de los resultados no coincidi6 con la

caracterizacién molecular, ya que las cepas pertenecen a otro género diferente.
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La caracterizacion molecular de las tres cepas B2, B7 y B9 se realiz6 usando la
subunidad pequefia del gen 16S ribosomal, lo cual permiti6 confirmar que
pertenecen al Dominio Bacteria. El analisis filogenético indic6 que las cepas
pertenecen al género de Virgibacillus. Este género ya se ha reportado en otros sitios
salinos como el Mar Muerto (Arahal et al., 1999), el lago Shariano (Hua et al., 2008)
y en suelos salinos de la India (Khotari et al., 2013). Estas referencias permiten intuir
que las salinas del Marqués es un ecosistema que contiene resguardada gran

diversidad microbiolégica aun por descubrir.

Respecto ala especie de V. marismortui fue aislada por primera vez del mar muerto
e identificada como una bacteria moderadamente hal6fila y clasificada dentro del
género Bacillus marismortui sp por Arahal et al., en 1999. Un afio mas tarde fue
reclasificada como Salibacillus marismortui (Arahal et al., 2000). La dltima
reclasificacion que tuvo fue en el 2003 junto con otras especies, en la cual fue
clasificada hasta ahora como Virgibacillus marismortui. (Hyerman et al., 2003). Cabe
destacar que fue encontrada en el mar muerto, no se tiene algun otro reporte de
esta especie que haya sido encontrada en México. Por tanto, podria asegurarse que
las Salinas del Marqués es hogar de muchas especies conocidas y otras mas quiza

desconocidas.

Referente a V. Salarius el primer registro que se tiene de esta especie fue en 2008,
aislada de un lago Sahariano por Hua et al., e identificada en base a una taxonomia
polifasica. Es importante destacar que esta especie en particular se encuentra
relacionada estrechamente con V. marismortui y Olivae en un 99.7 y 99.4%. Sin

embargo, se discreparon las dudas debido a caracteristicas fenotipicas y la relacion
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ADN- ADN. Kothari et al., (2013) aisl6é a V. Salarius de suelos salinos de Khambhat,
India con la finalidad de determinar los compuestos que esta especie y otras mas

eran capaces de producir.

Con la cepa B9 hubo problema para caracterizarla debido a que al comparar las
secuencias con la base de datos del NCBI existe cierta confusién para determinar
si esta cepa pertenece a Virgibacillus marismortui, salarius u olivae. Para discernir
las dudas se requeriria amplificar otra region mas conservada que posea mayor
informacion para determinar de forma definitva a que especie del género

Virgibacillus corresponde.
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ANEXOS

ANEXO 1. PREPARACION DEL MEDIO DE CULTIWVO PARA BACTERIAS
HALOFILAS (Castro- Pifia et al., 2011).

Medio de Cultivo Bacterias hal6filas

Composicion g/L
Extracto de carne 1
Levadura 2
Peptona 7.5
NaCl 200
Agar 20
Agua destilada 1000

Se esteriliza a 121°C (15 Ib) durante 15 min.

ANEXO 2. PREPARACION DEL MEDIO DE CULTVO PARA ARQUEAS
HALOFILAS (Leal- Ferrandez, 2017)

Medio de Cultivo Arqueas halofilas

Componente g/L
HNaCOs3 0.167
NaBr 0.65
CaClz 0.958
KCI 5
MgCl2« 6H20 34.6
MgSOae 7H20 49.5
NaCl 250
Agar 20
Agua destilada 1000

Una vez que se prepara la cantidad requerida se filtra con papel para eliminar las

impurezas y se procede a esterilizar a 121 °C durante 20 min.
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ANEXO 3. PREPARACION DE MEDIOS DE CULTIVO PARA LAS PRUEBAS

BIOQUIMICAS

3a) Prueba de Oxidacion- fermentacion:

Composicion

g/L

Triptona
Extracto de levadura

Purpura de bromocresol

Agar
Agua destilada

10.0
1.0
0.04
18.0
1000.0

Esterilizar a 121°C (15 libras de presion) por 15 minutos, ajusta pH a 7.2. Incubar

de 24 a48 ha 37°C

3b) Fermentacion de Carbohidratos: Caldo basico rojo de fenol.

Composicion g/L
Peptona 10.0

Extracto de carne 1.0

NaCl 5.0
Agua destilada 1000.0
Indicador de pH rojo de fenol 0.018

Carbohidratos

Dextrosa 5.0

Sacarosa 5.0

Manitol 5.0

Lactosa 5.0

Esterilizar a 121°C (15 libras de presion) por 15 minutos. Incubar de 24 a 48 ha

37°C.

3c) Hidrdlisis de almidén.

Composicion

g/L

Peptona

Extracto de carne
Agar

Almidon

Agua destilada

5.0
3.0
18.0
0.21
1000.0
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Esterilizar a 121°C (15 libras de presién) durante 15 min. Incubar de 24 a48 ha

37°C.

3d) Agar Mc Conkey

Composicion g/L
Bd Mc Conkey Il agar 50.0
Agua destilada 1000.0

Esterilizar a 121°C por 15 min, incubar a 35-37°C de 18 a48 h
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