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RESUMEN

Los ambientes salinos exitremos albergan una diversidad de bacterias con
cualidades biolégicas multifuncionales y con alto potencial biotecnoldgico. El
objetivo de este trabajo fue estudiar la diversidad de haldbacterias del manantial
“Las Salinas”, ubicada en el municipio de Ixtapa, Chiapas (México). Un total de 88
cepas bacterianas haléfilas fueron aisladas de este manantial usando medios de
cultivo adicionados con NaCl. El andlisis filogenético basado en el gen cromosomal
16S rADN permitié agrupar las cepas dentro de los géneros: Agromyces, Bacillus,
Exiguobacterium, Halomonas, Kocuria, Oceanobacillus, Pseudomonas'y Salinicola.
La morfologia celular predominante de las cepas fue bacilos, Gram negativos que
en el medio de cultivo formaron colonias con varias tonalidades y formas, con
capacidad para producir pigmentos y exopolisacaridos. El indice de Shannon-
Weaver mostro que existe una alta diversidad de especies halofilas en el manantial
“Las Salinas” principalmente en el sedimento. Las especies aisladas en su perfil
genomico, estan estrechamente relacionadas genéticamente con especies haldéfilas
encontradas en nichos alejados territorialmente, en su mayoria éstas corresponden
a sitios marinos o de ambientes acuaticos. El manantial es un ambiente natural
altamente salinoalcalino, de tipo talohosalino, que en su historia geolégica guarda
evidencia que estuvo conectado con el mar. En este entorno se alojan cepas
haloalcaléfilas que representan un recurso biotecnoldgico, para procesos en
diversos campos. La informacion obtenida ademas permite hacer aproximaciones

de estas bacterias con su entorno geoldgico.



I. INTRODUCCION

El planeta Tierra alberga una diversidad importante de ambientes naturales, en donde
coexisten una gama de especies biolégicas que contribuyen en la sustentabilidad y
funcionalidad de los ecosistemas. En 1979, Brock introdujo la definicién de los
ambientes extremos, desde un punto de vista bioldégico, como ambientes en los que
existe una escasa diversidad de especies y en los que estan ausentes algunos grupos
taxonémicos (Oueriaghli, 2013).

La biodiversidad en los ambientes extremos esta determinada por el fuerte
estrés al que son sometidos los organismos, la mayoria de los seres vivos son
incapaces de vivir en estos ecosistemas, sin embargo, la vida microbiana es la forma
de vida mas prolifera que ha podido adaptarse a sobrevivir bajo estas condiciones
extremas (Kerkar, 2004).

Un sitio salino para ser considerado extremo principalmente debe de mantener
una concentracién de salinidad superior al 3.5% (Ventosa et al., 2008), o en donde la
sal se cristalice por saturacion (Litchfield, 1998). Las entidades bioldgicas que son
capaces de sobrevivir en estos lugares ademas de soportar la hipersalinidad deben
enfrentar bajas concentraciones de oxigeno, bajas cantidades de nutrientes, altas
presiones, alcalinidad, exposicién a la radiacion solar, la presencia de metales pesados
con contenidos toxicos, y bajas o altas temperaturas de acuerdo a su ubicacion
geografica (Rodriguez-Valera, 1988; Oueriaghli, 2013). Estos lugares extremos se
distribuyen ampliamente en la naturaleza y estan representados principalmente por
hébitats acuaticos y suelos hipersalinos (Ventosa et al., 2008; Oueriaghli, 2013).

En México, se ha reportado una extension de 10 000 km? en litoral y zonas aridas
y semiaridas en donde existen habitats salinos y yesosos (Cervantes et al., 2001). Las
zonas que han mantenido la suficiente sal para ser explotadas por la industria salinera,
han favorecido a que el pais ocupe el séptimo lugar a nivel mundial en la produccion
de sal y el primero en Latinoamérica, pero a pesar de esta conformacién territorial y
del registro de muchos acuiferos en el pais con suelos salinos y agua salobre
(Comision Nacional del Agua, 2011) los estudios en México rara vez se centran en

conocer qué organismos estan poblando estos sitios, aun y cuando en afnos recientes



el estudio de los microorganismos halo6filos ha cobrado mucha relevancia por el
potencial biotecnoldgico que estos representan como fuente de recursos bidticos.

En cambio, los analisis realizados en estos ambientes estan dirigidos en su
mayoria a resolver problemas de salinidad en suelos (Mata-Fernandez, et al., 2014),
pasando por alto que, al entender la adaptacién de los microorganismos hal6filos en
estas areas, se aportarian medidas para minimizar y controlar los efectos nocivos que
la salinidad ambiental causa en los suelos y terrenos de interés agrondémico vy
ecoldgico.

Alcocer y Williams en 1993, sefialan que practicamente en todos los Estados de
la Republica Mexicana se encuentran lagos, rios, manantiales o pozos con un alto
contenido de sal, asi como las salinas, que estan en los estados costeros y que en su
mayoria son antiguas lagunas litorales cuya comunicacién con el mar se perdié.

Estudios geoldgicos realizados en el Estado Chiapas revelan que durante la
etapa Calloviense, hace 166,1 millones de anos, el desplazamiento de aguas marinas
del Océano Pacifico cubrieron una extensa zona con poca circulacién, poco tirante de
agua y alta evaporacion, condiciones que permitieron la formacion de salinas y el
depodsito de grandes volumenes de sal, principalmente en la Sierra Madre de Chiapas
(Padilla, 2007).

En el municipio de Ixtapa, Chiapas las evidencias palinoldgicas con registros
abundantes en especies de mangles como Rhizophora spp. y Pelliceria spp sustentan
que durante la formacién de Ixtapa esta zona formaba parte de una regién costera
estuarina con pastizales salinos, considerando asi, que el paleoambiente del Mioceno
medio y tardio (Martinez-Hernandez, 1992) contribuyé a que el manantial “Las Salinas”
conserve esta propiedad de salinidad y que actualmente se mantenga activa, alojando
microbiota extremdfila que persiste en un ambiente que parece imposible de
encontrarse a 1140 msnm.

Hasta el momento, los datos que se conocen del manantial salino en Ixtapa es
informacion anecdaética. Actualmente no existen trabajos que expliquen el origen de la
formacién del manantial y mucho menos hay estudios que describan y mencionen la

composicion microbiana que alberga este ambiente extremo. De los datos recopilados,



solamente se estima que su profundidad supera los 8 metros y el aspecto arido y
pedregoso del suelo de la zona demuestra una acumulacién de sales y minerales.
Por todo lo anterior y tomando en cuenta el uso biotecnoldgico que pueden tener
los microorganismos aislados de este ambiente salino extremo, en este trabajo, se
plante6 como objetivo principal conocer la biodiversidad de bacterias haléfilas
presentes en el manantial “Las Salinas” utilizando herramientas gendmicas para su

identificacion.



Il. MARCO TEORICO

2.1. Ambientes extremos

Los ambientes extremos se han originado en la tierra a una escala temporal geolégica
amplia, y muchos aun estan en transcurso de formacion. Estos entornos han surgido
por los procesos geoquimicos que ocurren mientras una nueva zona se forma como
una manifestacion de la actividad tectdnica, en donde se produce de manera variada
calor extremo, pH, gases disueltos y metales (Figura 1), estas interacciones causan
que las concentraciones de los nutrientes suelan ser reducidas y lleguen a ser areas
oligotréficas. Estos ambientes cuentan con diferentes sistemas de ventilacion
energética que forjan las caracteristicas de estos sitios (Horikoshi y Bull, 2011).

La evolucién de muchos de estos entornos se produce: A) por cinturones
montafiosos que se pliegan por las fuerzas de tensidén que actuan sobre las rocas. B)
escision por deslizamiento hacia una direccién horizontal por la aplicacién de una
fuerza desigual en un solo punto. C) La formacién de montanas por la separaciéon de
bloques que generan fallas. En estas formaciones se libera energia que es

aprovechada por diversos organismos para colonizar el lugar (Figura 1).

Figura 1. Escenarios en donde se crean nuevos ambientes por la aplicacion que ejercen las
fuerzas geomecanicas. Fuente: Asociacion de Gedgrafos Ingleses s/f.

La formacion a través de millones de anos de la criésfera ha estado acompanada
del clima. En este dinamismo criésfera-clima se modulan las circulaciones oceanicas
y las circulaciones que forman las cuencas endorreicas, ademas de la hidrologia y la
precipitacion que adquiere un sitio (Horikoshi y Bull, 2011). Por lo tanto, en cada region
por el dinamismo de criésfera-clima los vientos toman diferentes direcciones en la
circulacion atmosférica, asociandose a los flujos polares y celdas de Hadley (Figura 2)



que desembocan en factores extremos que rigen a muchas zonas (Easterling et al,,
2000).
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Figura 2. Interacciones globales en el flujo atmosférico del viento. Fuente: s/a y s/f.

Dentro de la extremobiosfera, los ambientes extremos se identifican de acuerdo
al factor fisico-quimico que sobresale del area, o bien por el factor que es responsable
de modificar la escala y la concentracién del resto de los factores, de esta forma es
gue existen entornos con acidez por debajo de 3y sitios muy alcalinos superiores a 10
en pH, lugares hipertérmicos con temperaturas por encima de 80 °C, terrenos
congelados y frios menores a 5 °C, ambientes que almacenan metales pesados como
cobre, cadmio, arsénico y zinc, habitats oligotréficos con escasez de nutrientes,
espacios que se han vuelto radioactivos por la energia nuclear que se emite
naturalmente, por la inestabilidad de muchos elementos o por la causa antropogénica
en la manipulacion isotdpica. Las areas tdxicas con agentes dafiinos como disolventes
son sitios también considerados extremos, los lugares xeréfilos ausentes o deficientes
de agua, las zonas en donde la fuerza de presion es superior a 40 MPa y suelos salinos
0 cuerpos de agua con saturacion de sal mayor a 3.5% son reconocidos como
ambientes extremos (Horikoshi y Bull, 2011).



2.1.1. Ambientes extremos salinos

Cuando se habla de ambientes naturales extremos salinos, se hace referencia a sitios
con saturacion de cloruro de sodio (NaCl), y no a entornos con precipitados de otras
sales o0 a las zonas contaminadas con desechos industriales que producen sales
acidas, oxisales, sales mixtas y el resto de productos que estan categorizados como
sales en la nomenclatura quimica.

Las investigaciones realizadas en diversos habitats hipersalinos han descrito las
caracteristicas que estos entornos presentan, con esta informacién se ha logrado
establecer una clasificacion de estos ambientes extremos de acuerdo a la naturaleza
de formacion y los valores fisicoquimicos que acompanan la salinidad, es asi que los
lagos y cuerpos de agua hipersalinos se han catalogado en ambientes talasohalinos y
ambientes atalasohalinos (Oren, 2002).

Los entornos talasohalinos se derivan de la evaporacion de agua de mar,
produciendo salmueras que contienen la misma composicion idnica que hay en el mar
en su etapa inicial de establecimiento, con pH que permanece entre 7-8. Cuando el
agua de mar se deja evaporar en lagunas cerradas o en salmueras artificiales, hay una
precipitacion secuencial de carbonato de calcio (CaCQOs) y sulfato de calcio (CaSOa),
hasta que finalmente se alcanza la saturacion de NaCl a concentraciones en donde la
sal rebasa los 300 g /L y se precita como halita (Horikoshi y Bull, 2011).

En México la Laguna ojo de liebre en Baja California Sur y la Laguna Cuyutlan
en Colima, corresponden a lugares talasohalinos (CGM, 2013). Otro sitio que ha sido
muy bien documentado es el Gran Lago Salado de Utah, originado a partir del
remanente que actualmente quedo del lago prehistérico desaparecido Bonneville, que,
aunque no existe conexion entre el Gran Lago Salado de Utah con el mar, el contenido
ibnico y mineral en sus aguas es similar al agua marina (Post, 1977; Stephens vy
Gillespie, 1976).

Los ambientes atalasohalinos destacan por presentar una composicién iénica
que puede variar significativamente con respecto al agua de mar. Podemos citar al Mar
Muerto como un buen ejemplo de este tipo de habitats, en donde la concentracién
ibnica de sus salmueras estd dominada por cationes divalentes, con cantidades de



Magnesio (Mg?*) casi 2 M y Calcio (Ca?*) 0.47 M que exceden las proporciones de
Sodio (Na*) y Potasio (K*). En estos sitios el cloruro y el bromuro son los principales
aniones, el sulfato es escaso, y el pH se mantiene cercano a 6 (Orieghi, 2013); estas
condiciones lo vuelven un ambiente muy hostil, incluso para los mejores
microorganismos mejor adaptados (Oren y Gurevich, 1995; Oren et al., 1995).

En la region de Cuatro Ciénegas, Coahuila en muchos manantiales las aguas
son duras y contienen gran cantidad de sales de calcio y magnesio; la elevada dureza
de las aguas se incrementa a partir de los manantiales (1100-1300 mg/L) hasta los
rios (1500-1700 mg/L). Los cationes dominantes, en orden de abundancia
descendente son calcio, magnesio, sodio y potasio, mientras que los aniones son
fuertemente dominados por los sulfatos, carbonatos y cloruros (La Comision Nacional
para el Conocimiento y Uso de la Biodiversidad, 2008). Aunque no se ha dicho
abiertamente que existen entornos ataloshalinos en Cuatro Ciénegas, sus
caracteristicas se asemejan a las condiciones que existen en este tipo ambientes
atalosohalinos.

Los estanques salinos solares construidos artificialmente por las salineras en los
litorales, mantienen sus valores fisicoquimicos constantes, y por lo tanto han
representado ecosistemas de donde mas informacion se ha recabado de los
microorganismos halofilos, porque en estos entornos las comunidades microbianas
proliferan con mejor gradiente, y a su vez se promueve una densidad poblacional
estable que permite fortalecer la comprension de la microbiologia haléfila. Por otra
parte, existen ambientes inusuales a los que pocos se les ha prestado atencién en su
ecologia, se puede nombrar a los suelos salinos a los productos de salmuera y
salazon, a las plantas que crecen en areas aridas y excretan sales en las glandulas de
sus hojas que les sirve de refugio a los microorganismos para proliferar (Simon et al.,
1994; Qvit-Raz et al., 2008), en fosas nasales de algunos animales que logran albergar
interesantes comunidades de haléfilos (Brito-Echeverria et al., 2009).

Al existir variedad de ambientes salinos a distintas escalas, se deben invertir
esfuerzos para entender el desempefio que realizan las comunidades de
microorganismos haléfilos y halotolerantes en su ambiente, para generar informacién
que ayude a comprender el funcionamiento de los ecosistemas en México.



2.1.2. Formacion de ambientes extremos salinos

Los entornos salinos surgen mayormente por evaporacidon de agua marina, que
involucran choques de moléculas de agua que precipitan las sales. Estos ambientes
como cualquier otro ambiente son cambiantes, y para ser comprendidos se debe
prestar suma atenciéon a sus factores fisicoquimicos, mineralégicos, edafolégicos y
geoldgicos, y serd en funcion a estos elementos que se podra explicar la ubicacion
geografica en la que actualmente se encuentra un ambiente extremo determinado, y
avanzar en la reconstruccion de la historia geoldgica del lugar, lo que permitira hacer
aproximaciones de su edad para conocer los eventos que contribuyeron a la formacion
de este lugar hasta la fecha mas actual.

Lo que necesita un ambiente para que adquiera un caracter evaporitico y se
conserve es poseer los siguientes requisitos basicos, (1) un cuerpo de agua poco
profundo y cerrado, de lo contrario la sal que se precipita no se concentrara en un
mismo punto, y podria moverse o escaparse a otros afluentes, por lo tanto, la
concentracion de sal disminuira. Por otra parte, se ha documentado que las zonas
salinas estan dentro de factores climaticos aridos y semiaridos. (2) El espacio de
alojamiento de entorno salino debe estar sobre una depresién sedimentaria que no
esté completamente llenada o cubierta por otros sedimentos, (3) el suelo debe
mantenerse compacto para que la sal que se precipita no pase al subsuelo, y solo por
los pequenos poros disponibles el agua se escurra, lo que permitird una mayor
concentracion salina (Warren, 2016).

El dinamismo geoldgico influye en la evolucion de las evaporitas, en la etapa
inicial, los manantiales salinos se mantienen activos en las peninsulas, pero al sufrir
cambios de la etapa eogénica a la fase mesogénica la composicion de sales cambia,
y el agua donde se mantenian diluidas las sales se evaporan por completo y atraviesan
mas procesos termodinamicos hasta que esa sal se sedimenta en los estratos
geoldgicos y por el surgimiento de nuevos terrenos (telogenético), los antiguos lugares

gue se encontraban en las peninsulas se elevan en sitios montafiosos (Figura 3).
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Figura 3. Evolucion de las evaporitas a través del tiempo. Fuente: Warren, 2016.



2.1.3. Ambientes hipersalinos acuaticos en México

En México existen grandes areas salinas ubicadas en el interior del pais, esto ha
favorecido a que México ocupe el séptimo lugar en produccion de sal y el primero en
Ameérica latina (AMISAC, 2015), pero no todas estas areas son aprovechadas en la
industria salinera, solo se explotan las zonas en donde se generan grandes volimenes
de sal, y en las salineras que se extraen cantidades bajas de este mineral estan
limitadas a solo distribuir su producto en el mercado local, mientras que a otras areas
simplemente no se les presta atencion. El desinterés a los lugares que no ofrecen
volumenes de sal para ser industrializada y su baja calidad para ser exportada, ha
propiciado a que los sectores salineros nacionales no se preocupen en generar
investigaciones que registren las caracteristicas fisicoquimicas de este mineral en
estos sitios, desconociendo con precisién si los ambientes que se han formado dentro
del pais poseen salinidad suficiente para ser considerados hipersalinos.

La coordinaciéon general de mineria (CGM) mexicana en su informe de perfil de
mercado de la sal (2013), menciona los sitios principales de extraccion de sal en el
pais y su localizaciéon geografica (Figura 4). La mayor parte de la sal que se produce
en México es por evaporacion solar (sal marina), este tipo de sal se cosecha a lo largo
de los litorales del Golfo de México y del Océano Pacifico. También se produce sal
gema utilizando salmueras subterraneas que son evaporadas al alto vacio en regiones
de Veracruz y Nuevo Ledn. De igual forma se obtiene sal de lagunas solares como la
Laguna del Rey en Coahuila, Laguna del Jaco en Chihuahua y Laguna de Santa Maria
en San Luis Potosi (AMISAC, 2015).

A partir de los datos proporcionados por La Coordinacién General de Mineria
Mexicana (2013), en la formacidén geoldgica y la naturaleza de depédsito de sal de
algunas salineras, se proponen ambientes hipersalinos en México, lugares que se
mencionan mas adelante en este capitulo.
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Figura 4. Principales ambientes salinos explotados por la industria salinera mexicana. Fuente:

Coordinaciéon General de Mineria Mexicana (CGM), 2013.

2.1.3.1. Ambientes Salinos en Chiapas

Aunque Chiapas no figura como un productor potencial de sal, han existido areas
salinas de donde se ha practicado la extraccién sal como actividad econémica. En los
Altos de Chiapas surgieron varios manantiales de salmuera procedentes de domos
salinos subterraneos, pero en su mayoria han ido desapareciendo. En la Concordia la
zona salinera se extendia de sureste a noroeste al pie de las montafias compuestas
de los estratos continentales del Mesozoico inferior, desde Portatengo hasta Santa
Lucia, y la extraccién de sal en esta zona se conseguia por evaporacion solar, pero
éstas salinas quedaron inactivas por la invasion de aguas que causo la construccion
de la presa la Angostura. También se ha sugerido que existen rezagos de otras salinas
en el llamado Valle de los Custepeques en la Sierra Madre (Mullerried, 1957).
Recientemente en la comunidad de Ignacio Ramirez en Tonala (Periédico Eje
Central, 2017) se estd comenzando a producir sal por evaporacién solar, la Unica
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salmuera aprovechada actualmente en el estado con técnicas artesanales vigente es
en Ixtapa, aun mantienen esta tradicion salinera en la localidad “Las Salinas”, a pesar
de que en Chenalhd lo practicaron, pero ya no constituye parte de su actividad
productiva. Esta técnica artesanal de sal consiste en evaporar el agua por cocimiento
en hornos de barro hasta que la sal queda en los recipientes (Hernandez, 2013).

El manantial de Ixtapa esta constituido por lecho profundo, que mantiene una
saturacién de sal, que es aprovechada por las familias de esta localidad para trabajar
la sal. El origen del manantial y los factores que le permiten almacenar una saturacion
de sala 1140 msnm aun no han sido estudiados, pero el que esté ubicado a un costado
del cauce de un arroyo de agua salobre, nos proporciona una clave para plantear un
modelo especulativo de como ocurre el acarreo de agua y sal que provee al manantial
esta solucién salina.

En la Figura 5, se propone que el manantial se surte de agua subterranea que
se filtra del Rio La Salina y otras fuentes acuiferas (cuencas endorreicas) que
disuelven la sal de los depésitos estuarinos. Custodio y Llamas (1996), sefialan que el
agua salina de los manantiales debe provenir de sitios cercanos de donde se tiene el
registro de estos manantiales, debido que, al desplazarse el agua por la corriente, el
agua se va lavando y va perdiendo la sal. Los depdésitos estuarinos de donde se ubica
el manantial, en un pasado geoldgico se sedimentaron en los estratos del Mioceno
medio y tardio por la invasién de agua marina en la region de las montafas del norte
(Figura 6).
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Figura 5. Modelo hipotético del transporte de agua salina en el manantial Las Salinas, Ixtapa.
Fuente: Ruiz-Rios, 2019.
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1957.

2. 2. Microrganismos extremofilos

La diversidad de ambientes extremos aloja organismos extremdfilos que no sélo
sobreviven bajo estas condiciones extremas y hostiles, sino que ademas prosperan en
estos ambientes (Cavicchioli, 2002). “Ambiente extremo” es un término relativo, ya que
los ambientes que pueden ser extremos para un organismo, pueden ser esenciales
para la supervivencia de otros (Ramirez et al., 2006).

Los microorganismos extremofilos han desarrollado adaptaciones para crecer
eficazmente dentro de escalas y concentraciones ambientales extremas. El término
“extremdfilo” fue propuesto por primera vez en 1974 por MacElroy, para referirse a los
organismos que prosperan bajo condiciones dentro de zonas que desde una vision
antropoceéntrica son areas hostiles e inhabitables. Existe una amplia diversidad de
microorganismos que habitan dreas extremas, con capacidad de tolerar y crecer en
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esas condiciones, y por este hecho se piensa que son auténticos extremdfilos, pero el
desarrollo de estos microorganismos es sobre una tensiéon ambiental que les limita sus
funciones bioldgicas, estos microorganismos no son propiamente extremdfilos, sino
mas bien han sido definidos como extremétrofos (Muller et al., 2005).

Los microorganismos que son extremofilos y extremoétrofos se han clasificados
bajo el factor principal al que se enfrentan y con el que lidian para sobrevivir.
Dependiendo en la medida en que los microorganismos se vean obligados a ejercer al
limite sus facultades para resistir ante un factor, seran denominados moderados,
extremofilos, hiperextremofilos, o extremofilos obligados si un factor extremo es
esencial para su subsistencia.

A continuacion, se enlistan los tipos de extremdfilia que han sido descritas en el
libro Extreméfilos de Hirokoshi et al. (2011).

= Aciddfilo: organismo que crece 6ptimamente en un pH con valores de 3 a 4.

= Alcaldfilo: organismo que crece 6ptimamente con valores de pH por encima de 10.

= Endolito: organismo que habita dentro de las rocas.

» Haldfilo: organismo que requiere de al menos de 1 M de sal para crecer.

» Hipertermdfilo: organismo que crece a una temperatura ideal de 80 °C o mas.

= Hipdlifo: organismo que vive dentro de las rocas de los desiertos frios.

» Metalotolerante: organismo capaz de tolerar altos niveles de metales pesados, tales
como el cobre, cadmio, arsénico y zinc.

= OQligétrofo: organismo capaz de crecer en sitios en donde los nutrientes son
escasos.

= Bardfilo: organismo que vive éptimamente a una presion hidrostatica de 40 MPa o
mas.

= Sicroéfilo: organismo que crece bajo una temperatura de 10 °C o menor y la maxima
temperatura que tolera es de 20 °C.

» Radioresistente: organismo que resiste los altos niveles de radiacién ionizante.

= Termdfilo: organismo que crece entre los 60 °C y 85 °C.

= Toxicotolerante: organismo capaz de soportar altos niveles de agentes dafinos,
tales como disolventes organicos.
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= Xerofilo: organismo capaz de crecer con poca agua Yy resistente ante altas
desecaciones.

»= Muchos extremofilos pueden estar incluidos en mas de una categoria.

Muchas veces se tiene la idea simplista de considerar que los extremofilos solo
son capaces de sobrevivir a una condicién extrema de un ambiente extremo (Harrison
et al., 2013), pero se han descrito un numero considerable de especies de los tres
dominios de vida que han sido aisladas de estos entornos, con capacidad para tolerar
multiples condiciones extremas, permaneciendo en donde el pH, la presién, la
temperatura, la radiacion, la salinidad son muy elevadas o de caracter muy variable,
estos microrganismos resisten ante una poliextremdfilia (Seckbach et al., 2013).

La poliextremoflia y poliextremaotrofia consiste en la adaptacion a la combinacion
de condiciones extremas, y en la mayoria de los ambientes hipersalinos se pone en
marcha esta multiple resistencia, debido a que la concentracion elevada de sal no es
el Unica responsable de causar estrés para desencadenar adaptacién en los
microorganismos, existe alcalinidad, acidez y temperaturas frias o calientes en los
lagos y suelos hipersalinos, encargados de seleccionar la microbiota de estos sitios
(Rothschild y Mancinelli, 2001).

Aunque las influencias que causa un factor predominante de un ambiente
extremo en los extremdfilos han sido mejor descritas, se ha comentado que en la
poliextremdfilia los microorganismos participan en eventos claves dentro de los ciclos
biogeoquimicos, pero si bien, los intentos por definir lo que sucede en las influencias
colectivas han sido escasas, se estan comenzando a entender los 7mecanismos de la
evolucion y adaptacion que subyacen en los extreméfilos ante multiples factores

extremos (Bakermans, 2015).
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2.2.1. Bacterias en ambientes extremos salinos

Los seres vivos responden de distinta manera a las fuerzas que el medio salino ejerce
sobre ellos, los organismos que sobreviven a diferentes concentraciones de sal son
llamados halotolerantes, y los que requieren de cloruro de sodio (NaCl) para su
crecimiento y desarrollo se conocen como haléfilos. Los organismos haléfilos y
halotolerantes son encontrados en los tres dominios de la vida: Archea, Bacteria y
Eukarya.

De acuerdo a Kushner (1993), los hal6filos pueden dividirse en cinco grupos
basandonos en la sal que requieren para su crecimiento: el primer grupo incluye a
organismos que no sobreviven a mas del 1% de NaCl, otro grupo tolera el NaCl de 1-
3%, otros organismos conocidos como haldfilos moderados requieren NaCl en
cantidades del 3-15%. Los extremdfilos haléfilos necesitan del 9-23% de NaCl para
crecer, y los extremofilos hiperhalofilos requieren de 15-32% de NaCl (Ali et al., 2015).
Sin embargo, algunos microorganismos no halofilos son competentes de tolerar altas
concentraciones de NaCl y se definen como organismos halétolerantes o tolerantes
extremos (Kuhsner y Kamekura, 1988).

2.2.2. Fisiologia: osmoregulacion de bacterias en ambientes extremos salinos

Se ha demostrado que la adaptacion de la composicion lipidica de las membranas
celulares frente a una nueva situacién de estrés osmético incluye modificaciones en
el tipo de fosfolipidos existentes en las membranas y en el tipo de acidos grasos que
forman parte de los lipidos.

Con respecto a los fosfolipidos, a medida que aumenta la salinidad, la
membrana se enriquece en fosfatidilglicerol y/o en di-fosfatidilglicerol (cardiolipina),
fosfolipidos cargados negativamente, a costa de una disminucién en la
fosfatidiletanolamina (PE), un fosfolipido neutro. Estas modificaciones en la
composicidon de lipidos polares aportan consistencia a la membrana, a la vez que son

necesarios para mantener la estructura de doble capa lipidica (Russel, 1993), ya que
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la PE, en respuesta a la salinidad, tiende a formar fases en una unica capa (Ramirez
et al., 2004).

Una caracteristica de las proteinas de las bacterias haléfilas es que para poder
acumular KCI en el equilibrio osmético su naturaleza es altamente acida, con exceso
de aminoacidos acidos (glutamato, aspartato) sobre aminoacidos basicos (lisina,
arginina). Tales proteinas estan altamente cargadas negativamente en comparacion
con sus equivalentes no halofilos. Ademas, las proteinas haléfilas generalmente tienen
un bajo contenido de aminoacidos hidrofobicos (Lanyi, 1974).

El resultado de estas modificaciones de proteinas es que la presencia constante
de concentraciones molares de sales es necesaria para mantener las proteinas en su
forma nativa y activa; la dilucibn de la sal conduce al desdoblamiento y
desnaturalizacién. Por lo tanto, Los microorganismos que usan la estrategia de "salt-
in" son generalmente haléfilos obligados con poca flexibilidad con respecto al rango de
concentracion de sal que permite el crecimiento (Figura 7B) y se han adaptado a que
las altas concentraciones de salinidad sean constantes (Horikoshi y Bull, 2011).

La composicion en &cidos grasos de los fosfolipidos de membrana también
experimenta modificaciones con respecto a la temperatura y la salinidad, siendo estos
diferentes en bacterias Gram-negativas y Gram-positivas. Asi, en bacterias haléfilas
moderadas Gram-negativas, el cambio mas destacable es un aumento de los &cidos
grasos ciclopropanicos, a costa de los insaturados, de los cuales derivan. Este efecto
se ha descrito en Pseudomonas halosaccarolytica (Monteoliva et al., 1993), H.
halmophila (Monteoliva et al.1988), H. canadiensis (Adams, 1988), H. salina
(Valderrama, 1998) y Chromohalobacter salexigens. La transformacion de acidos
grasos insaturados en ciclopropanicos proporcionaria a la célula una disminucién en
la fluidez de la membrana, contribuyendo asi a mantener la integridad de la misma
(Russel, 1993).

Para lidiar con el estrés osmético que las elevadas concentraciones de sal
provocan, las bacterias hald6filas y halétolerantes expulsan el cloruro de sodio
constantemente del citoplasma y producen osmolitos en su interior celular (Roberts,
2004). Todos los haléfilos producen antiportes de Na* / H* que remueven a Na*iones
alojado en la zona intracelular (Obis et al., 1999).
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Para lograr compensar la presion osmatica en el citoplasma sus células ejercen
mecanismos que contrarresten la alta presion osmotica del medio externo, con
compuestos acumulados iénicos o no idnicos, segun el tipo de microorganismo, lo que
determina de forma general la existencia de dos mecanismos principales de
acumulacién. El primero de ellos, denominado mecanismo “salt-in” es tipico de
Archeas y Haloanaerobiales (bacterias haléfilas moderadas y anaerobias estrictas),
que acumulan en su citoplasma iones inorganicos, principalmente K+ y CI- (Figura 7B).

El aumento en la concentracidn de KCI en el citoplasma conlleva a una
adaptacién a las altas concentraciones salinas de todas las proteinas y otros
componentes celulares como los ribosomas (Dennis y Shimmin, 1997). Esto determina
que los organismos que utilizan este mecanismo tengan una limitada capacidad para
adaptarse a los cambios en la osmolaridad del medio, por lo que su crecimiento se
restringe a ambientes con concentraciones salinas muy elevadas (Oren, 1999).

La ventaja de usar la estrategia de "salt-out" para la adaptacion osmotica es que
es energéticamente més barato que biosintesis de concentraciones molares de solutos
osmoéticos organicos, observando que microorganismos que utilizan esta Ultima
estrategia también bombean los iones de sodio (Oren, 1999).

El segundo mecanismo, conocido como “salt out’, lo utilizan las bacterias
hal6filas como no haléfilas y las arqueas metandgenas haléfilas moderadas (Figura
7C). Este mecanismo es mas flexible pero su uso es mas costoso energéticamente,
debido a que deben sintetizar solutos organicos de pesos moleculares bajos. Estos
solutos les proveen equilibrio osmaético que las macromoléculas no ofrecen en estos
ambientes. Los solutos compatibles mas destacados para que estas bacterias toleren
permanecer en estos entornos son glicerol, glicina betaina y ectoina.

Asi, estos microorganismos, en respuesta al estrés osmotico, acumulan en su
citoplasma compuestos organicos de bajo peso molecular, que mantienen el equilibrio
osmdtico sin interferir con el metabolismo celular, por lo que se denominan solutos
compatibles (Brown, 1976). Se trata de un sistema mucho mas flexible, ya que permite
la adaptacion a las fluctuaciones a la presion osmotica del medio.

Los solutos compatibles pueden acumularse tras su transporte al interior celular desde
el medio externo, o bien mediante sintesis, como sucede por ejemplo cuando las
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bacterias se cultivan en un medio minimo (Galinski, 1995). Dado el ahorro de energia
que supone para la célula, el transporte es preferido a la sintesis “de novo” (Oren,
1999).

Los osmoprotectores incorporados desde el medio externo son acumulados
junto con los producidos por la célula, o bien pueden reemplazarlos totalmente. A su
vez, existen canales proteicos que responden frente a un choque hipo-osmético,
diferentes a los sistemas de transporte, que funcionan como valvulas de seguridad,
permitiendo la expulsién de los solutos compatibles acumulados (Wood et al., 2001).
La mayor flexibilidad y versatilidad de este mecanismo explica el hecho de que se
encuentre mucho mas extendido en la naturaleza, habiéndose observado también en
hongos, plantas y animales, incluso en células humanas (Ventosa et al.,1998).

Los solutos compatibles son moléculas polares sencillas, altamente solubles y
sin carga, o bien con carga neta neutra a pH fisiol6gico, con capacidad estabilizadora
de proteinas frente al calor, la desecacion o la congelaciéon (Galinski y Louis, 1998).
Estos efectos beneficiosos se basan en el modelo de “exclusion preferencial”’. Segun
dicho modelo, los solutos compatibles quedarian excluidos de la primera capa de
hidratacion de las proteinas, lo que daria lugar a una hidratacion preferencial de la
superficie de las mismas, disminuyendo asi el volumen que ocupan y estabilizando su
estructura.

Las bacterias que no han desarrollado estos mecanismos para tolerar altas
concentraciones de sal, sufren dafo en sus estructuras celulares. En la figura 7A los
microorganismos no adaptados a la saturacién de sal, el agua se mueve hacia fuera
de la célula, lo que provoca que en el citoplasma se concentre mas y se pierda la
estructura y funcion bildgica de las macromoléculas (graficado por la linea irregular de

la imagen)
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A) Macromoléculas de B) Haléfilas extremas C) Sintesis de productos
Bacterias no-haléfilas utilizando estrategia organicos compatibles
comprometidas. Plasmélisis de salt-in con los solutos del medio

externo en haldfilas
moderadas
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Figura 7. Representacion esquematica de los diferentes comportamientos en las bacterias
dentro de ambientes hipersalinos. Fuente: Belle, 2008. Adaptacion de la figura original.

2.2.3. Extremoenzimas en halofilos

A pesar de que la produccién industrial enzimatica de microorganismos halofilos es
poco explotada, estas extremoenzimas tienen la ventaja de catalizar reacciones bajo
condiciones extremas, principalmente en procesos que requieren altas
concentraciones de sal, pero también son capaces de ser estables a pH alcalino y en
procesos termoestables (Enache y Kamekura, 2010).

Estas propiedades permiten su uso en procesos industriales que son realizados
bajo condiciones fisicoquimicas limitantes, por ellos estas enzimas son muy atractivas
por su capacidad para catalizar reacciones en disolventes organicos (Setati 2009;
Oren, 2010).
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Las hidrolasas agrupadas en amilasas, pectinasas, pululanasa, ADNasas,

xilanasas, lipasas, celulasas, inulinasas, son el principal grupo de enzimas producidas

por los microorganismos haléfilos (Cuadro 1) (Cojoc et al., 2009; Rohban et al., 2009;

Enache y Kamekura, 2010).

Por otra parte, estas enzimas también tienen el potencial para ser aplicadas

como agentes saborizantes, en la industria de la pulpa, en la del papel, la formulacién

de detergentes, aceite de pescado entre una gama de aplicaciones (Kamekura y
Onishi, 1974, Karan et al., 2012).

Cuadro 1. Registro de hidrolasas producidas por multiples bacterias haléfilas y su aplicacion

industrial. Fuente: Delgado-Garcia, 2011 y Karan et al., 2012.

Enzima Ejemplos de microorganismos Aplicacion
Amilasas Haloferax mediterranei, Sacarificacion marina de
Halobacterium salinarum, microalaas. hidrélisis de
Nesterenkinia halobia, gas,
Halomonasmeridiana, almidén y textiles,
Halobacillus sp. . .
alimentos, elaboracion de
cerveza y destilacién.
Proteasas Bacillus sp, Sintesis de péptidos,
Halobacillus sp, reparacion de salsa de
Virgibacillus sp, prep
Natrialba magadii, pescado, formulaciones
de detergentes.
Lipasas Salinivibrio sp, Detergentes, aditivos en
Natrococcus sp. la comida y en la industria
del papel, biocatalisis
selectiva.
Xilanasas Halobacillus sp, Industria de la pulpa vy el
Bacillus pumilus . .
papel, en la alimenticia
industria para aumentar
el volumen de horneados.
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DNasa Microccocus varians, Acido 5'-guanilico y acido

Bacillus sp. e
P 5'-inosinicocomo agentes

de sabor.
Celulasas y | Bacillus sp. Biocatalisis en solventes
pulanasas organicos y  fluidos

supercriticos.

Quitinasas Halobacterium salinaru, Sintesis de
Planococcus riftoensis. oligosacéridos,
bioconversion para el
tratamiento de basura
quitinosa de los peces,

cangrejos y camarones.

Ahora bien, como ya se coment6 con anterioridad, las bacterias hal6filas han
desarrollado dos mecanismos basicos diferentes para lograr un equilibrio osmético,
por lo tanto, la adaptacion haléfila incluye diferentes mecanismos a nivel estructural y
funcional para superar el efecto que la saturacibn de sal provoca en los
microorganismos no haléfilos (Madern et al., 2000; Joo y Kim, 2005), y de ahi el
comportamiento de sus proteinas y el interés por el potencial de sus enzimas.

Diferentes estudios cristalograficos de purificacion de proteinas halé6filas han
llevado a comprender su capacidad de osmorregulacidn y otras caracteristicas Unicas
(Detkova y Boltyanskaya, 2007).

En cuanto a la superficie de las enzimas haléfilas, dos diferencias importantes
han sido descritas en los estudios cristalograficos. Por un lado, el exceso de
aminodcidos acidos en la superficie de la enzima, contribuye a la formacion de una
capa hidratada, responsable de la estabilidad (Sinha y Khare, 2014; Graziano y Merlino
2014) y, por otro lado, el bajo numero de residuos hidrofébicos encontrados en la
superficie (Siglioccolo et al., 2011).

Los residuos acidos establecen puentes de sal con los residuos basicos que se
distribuyen entre las enzimas (Lanyi 1974, Eisenberg et al., 1992; Danson y Hough,
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1997; Madern et al. 2000; Detkova y Boltyanskaya, 2007; Bonete y Martinez-Espinosa,
2011; Sinha y Khare, 2013).

Oren (2013) reviso los proteomas de haléfilos con el fin de aclarar las diferentes
estrategias de adaptacién que han desarrollado este grupo de microorganismos.

El mecanismo de hal6filos extremos requiere de altas concentraciones de sal para
mantener su actividad; estas concentraciones alcanzan valores altos de 2-4 M de Na*
o K*, aunque existen excepciones.

Estas proteinas no solo requieren altas concentraciones de sal para estar
activas, sino que también necesitan estas concentraciones elevadas de NaCl para
mantener su estabilidad, para evitar que la mayoria de estas proteinas se
desnaturalicen en soluciones con un menor contenido de 1.2 M de NaCl. Ademas,
estas proteinas presentan una alta cantidad de acido glutamico, debido a que este
aminoacido tiene una alta capacidad para hidratarse.

Salinibacter ruber a pesar de ser clasificado como un halofilo extremo, no en
todas sus enzimas tienen el desemperio es el mismo, y ese comportamiento distintivo
de cada proteina explica la funcionalidad y comportamiento que tiene la proteina a
diferentes concentraciones de sal.

En un estudio enfocado a la actividad enzimatica de S. ruber la isocitrato
deshidrogenasa, la sintetasa de &cidos grasos y la glucosa-6-P-deshidrogenasa
mostraron un comportamiento similar siempre y cuando se mantuvieran en
concentraciones elevadas de sal, para permanecer activas (Oren y Mana 2002; Oren
et al., 2003), sin embargo, otras enzimas caracterizadas de S. ruber se mantienen
activas tanto en ausencia como en presencia de sal como la isocitrato dehidrogenasa
(Oren y Mana, 2002) y glicerol quinasa (Sher et al., 2004).

En conclusién, los mecanismos de adaptacién a la saturaciéon de sal por las
enzimas de haldfilos extremos son diferentes a los de las enzimas de haldfilos
moderados. Mientras las enzimas de haléfilos extremos tienen que resistir altas
concentraciones de sal tanto dentro (citoplasma) y en el medio extracelular, las
enzimas de haléfilos moderados estan en contacto con bajas concentraciones de sal
en el citoplasma y el NaCl va en aumento en el medio extracelular, por lo que deben
adaptarse a estos cambios de salinidad.
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2.3. Ecologia de bacterias en ambientes extremos salinos

Las bacterias suelen evolucionar en consorcios, los grupos heterogéneos microbianos
constituyen las unidades responsables de la seleccion del habitat, y posiblemente
representen las verdaderas unidades de evolucién a nivel microbiano (Sheng et al.,
2014). Para entender los mecanismos que ocurren en la adaptacion de los taxones
especificos se debe estudiar a las bacterias a nivel comunitario. Dentro de las
competencias y cooperaciones comunitarias en la percepcion quorum (SQ) se regula
la colonizacién microbiana de un nicho. La autoinduccién quorum es responsable de
expresar genes necesarios en las bacterias hal6filas que las hacen capaces de
prosperar en condiciones de hipersalinidad (Abbamondi et al., 2014).

El sistema AHL-QS parece ser unos de los principales involucrados en la
seleccion de halobacterias colonizadoras, este sistema ha sido reportado en la
mayoria las especies de la Familia Halomonadaceae (Tahrioui et al, 2013). La
produccién de AHL fue descrita por primera vez en la fase de crecimiento de
Halomonas productoras N-acil homoserina lactona (H. maura, H. eurihalina, H.
ventosaey H. anticariensis). Estos resultados han servido para plantear que el sistema
AHL-SQ esta implicado que la sintesis de exopolisacaridos (EPS) que sirven para
formar biofilms en las comunidades (Llamas et al., 2005).

Este sistema AHL-QS en H. anticariensis funciona con los genes hanl y hanR
con un comportamiento homologo a los genes luxR/ luxl en la produccidn de luciferasa.
El gen se encargado de regular es hanR, mientras que el gen hanl sintetiza el AHL
(Tahrioui et al., 2011).

Los autoinductores involucrados en el sistema QS en halobacterias han sido
investigados utilizando a la bacteria haléfila moderada Halobacillus halophilus como
modelo de estudio para evaluar su comportamiento frente a distintas concentraciones
de sal. Halobacillus halophilus posee un gen regulén homélogo a LuxS que se ajusta
de acuerdo a la salinidad del medio externo (Sewald et al., 2007). En parametros
moderados de salinidad H. halophilus acumula principalmente glutamina y glutamato
para ajustar la turgencia. Al someterse a salinidades mayores se transcribe el gen
gInA2 para codificar glutamina sintetasa, y a partir de ese momento deja la estrategia
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osmolita y comienza a producir prolina, este aminoacido es el principal soluto
compatible y funcional en altas concentraciones de sal.

La participaciéon del glutamato como “segundo mensajero” es indispensable en
la produccion de prolina. (Figura 8). Conforme la fase exponencial avanza hacia la fase
estacionaria H. halophilus modifica su estrategia osmolita y se genera un cambio, se

deja de producir prolina y se comienza a elaborar ectoina.

Salinidad moderada: Alta salinidad:

precursor de ‘
moleculas

‘ prolina

Figura 8. Accidon mensajera de glutamato en el reconocimiento de cambio de salinidades para
activar autoinductores involucrados en el sistema QS de H. halophilus. Fuente: Saum y Miller,
2008.

2.3.1. Factores responsables del declive

Datos experimentales atribuyen que entre los factores que conducen al declive de
bacterias haléfilas se encuentran el pastoreo por protistas, la lisis que provoca la
invasion de bacteriéfagos y la produccion de halocinas que utilizan los procariotas para
competir por espacio y alimento.

De acuerdo a un analisis realizado en evaporitas espafolas con diferentes
gradientes de sal, se describié que la red trofica microbiana en los estanques estaba
compuesta por depredadores eucariotas, las poblaciones de bacterias eran atacadas
por protozoos flagelados, ciliados y ameboides. Conforme iba en aumento la
saturacién de sal los depredadores eucauriotas comenzaron a mermar (Pedro's-Alio'
et al., 2000a, 2000b; Gasol et al., 2004).
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En salinidades elevadas la lisis virica probablemente provoque la pérdida de
comunidades procariotas, sin embargo, en algunos salares se ha estimado que la que
la pérdida procaridtica diaria por virus no supera el 5%. Los virus no siempre ejercen
un fuerte control en las poblaciones procaribticas, esta causa ira variando en cada
ambiente hipersalino (Guixa-Boixareu et al., 1996).

La produccién de halocinas, un tipo de bacteriocinas de la familia
Halobacteriaceae (Rodriguez-Valera et al, 1982) logra inhibir a otros miembros
procariotas que intenten colonizar y aprovechar recursos de estos ambientes
extremos. Las halocinas podrian ser un factor principal, ya que se unen a la membrana
celular alterando su permeabilidad y su equilibrio iénico, produciendo finalmente la

muerte celular

2.3.2. Biogeografia

En salmueras espafnolas Papke et al. (2007) monitorearon cepas de Halorubrum y
encontraron que su tasa de mutacion supera la de migracién, sin embargo, cada
especie haldéfila tiene sus propios mecanismos de dispersion, estas tasas estan sujetas
a variar en la frecuencia en que sucedan los mecanismos de dispersion. A
continuacién, se mencionan metodos que contribuyen a la dispersion.

Dentro de los medios que utilizan los haléfilos se ha visto que las corrientes
marinas transportan haléfilos en varios litorales, pero en areas cerradas esto no es
posible. Generalmente en los ambientes en donde sucede esto la sobresaturacién de
sal propicia alojar haléfilos extremos, que bajo esta condicion de hipersalinidad se
forma halita mientras se cristaliza la cobertura de la superficie de los ambientes
acuaticos, en esta cristalizacidn varias procariotas pueden permanecer viables dentro
de estos cristales, de forma azarosa estos cristales pueden ser dispersados por aves,
mosquitos o por el viento, lo que permite que estas bacterias puedan colonizar nuevos
nichos hipersalinos. Los reportes que se tienen a nivel global en la distribucion de
Salinibacter ruber y Haloquadratum walsbyi apoyan la dispersién por estos medios
(McGenity y Oren, 2012).
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Hay que tomar en cuenta que cada ano millones de toneladas de sal de roca se
remueven por movimientos geotérmicos y por actividades antropogénicas en la
extraccion de este mineral. Estas actividades y el flujo de salmueras derivadas de
evaporitas remueven halo6filos que se encontraban aislados en depdsitos subterraneos
gue habian permanecido almacenados en estratos de distintas edades geoldgicas, el
funcionamiento en el comercio de sal en las redes mundiales contribuye a que estas
halobacterias dentro de los cristales llegan a ocupar nuevas areas geograficas, que de
no ser por este manejo antropogénico, probablemente no llegarian a establecerse por

medios convencionales en nuevas areas tan distantes de su centro de origen.

2.3.3. Ciclos biogeoquimicos

La mayor parte de los grupos fisiolégicos incluyendo quimioheterétrofos anaerdbicas,
fotoautotrofos, fotoheterétrofos y quimiolitétrofos se pueden encontrar dentro de las
bacterias haldfilas. Sin embargo, existen procesos en ambientes que se desarrollan
con éxito en bajas salinidades, pero no logran funcionar de igual manera en entornos

hipersalinos (McGenity y Oren, 2012) (Figura 9).
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Figura 9. Metabolismos utilizados por halobacterias. Fuente: McGenety y Oren, 2012.

La adaptacion osmdtica y la vida dentro de altas concentraciones de sal son
energéticamente costosas, por ello la eleccion del modelo bioenergético
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oxidacién/reduccion en la compatibilidad de solutos en estos ambientes se ve limitado
a la concentracién de cloruro de sodio (Figura 11), bajo la cual las halobacterias estén

llevando a cabo sus funciones metabdlicas (Oren, 1999b., 2011.
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Figura 10. Eficiencia de los distintos procesos metabdlicos a diferentes niveles de salinidad.
Se ha documentado que algunos miembros de Halanaerobiaceae crecen mejor en altas
salinidades por la estrategia salt-in. Fuente: McGenety y Oren, 2012.

La energia que se obtienen en la oxidaciéon de sustratos con amoniaco y nitrito
es muy baja, en cambio, la reduccion de sulfuro, azufre y arsenito provee mayor
rendimiento energético por mol de electrones que se transfieren a las moléculas de
oxigeno, manteniendo constante la energia libre (AG) que se necesitan para invertir
en el inicio de las reacciones siguientes, por lo que esta estrategia metabdlica es de
gran ventaja (Oren, 1999b, 2011).

» Propiedades cromaticas

Hasta hace poco se desconocia si las bacterias haléfilas podian resistir ante mucha
hipersalinidad como las Archaeas han sido capaces de tolerar, pero el descubrimiento
de pigmentos en Salinibacter ruber ha cambiado la perspectiva que se tenia de las
halobacterias (Pagaling et. al., 2009; Oren, 2009).
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En su mayoria las halobacterias reportadas poseen carotenoides de 50
carbonos (A-bacteroruberina y derivados) y una base de rodopsina (el proton de luz la
bomba bacteriorodopsina y la halorhodopsina de la bomba de cloruro impulsado por
luz), compuestos que contribuyen a su pigmentacién (Figura 10) (Oren, 2009).
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Figura 11. Numero de especies de halobacterias pigmentadas que se han reportado por cada
grupo. Reconstruccién filogenética usando la distancia de Jukes-Cantor y los métodos
Neighbor Joining. Fuente: Bell, 2008.
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Espectros de absorcion de pigmentos fotosintéticos
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Figura 12. La cantidad de luz absorbida es en relacién al tipo de compuestos que tenga

integrado en su sistema de la bomba bacteriorodopsina para reflejar un tipo de pigmento.
Fuente: Warren, 2016.

= Ciclo del carbono

Para balancear el carbono en areas hipersalinas las bacterias autotréficas se integran
en sistemas aerobios y anaerobios fermentativos. Este ultimo sistema se clasifica en
dos subgrupos: los hidroliticos (Figura 13A), que degradan los polimeros y los
heteré6trofos secundarios ("Disipétrofos") (Figura 13B) que utilizan los monémeros

resultantes (Sorokin et al., 2014).
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Figura 13. Ciclo del carbono en donde participan bacterias aerobias y anaerobias. Anaerobias
a su vez se dividen en dos grupos, hidroliticas que fermentan los polimeros y heterotrofas
secundarias que toman los monémeros finales para convertir al carbono en inorganico. Fuente:

Sorokin et al., 2014.
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Los hidroliticos aerébicos producen hidrolasas alcalinas que son estables. Estas
enzimas en la industria son altamente utilizadas por su amplitud biotecnol6gica
(Horikoshi, 2006). Las especies descritas con este sistema enzimatico incluyen
Firmicutes aerdbicos, algunos Bacillus con actividad glicosidasa, Actinobacterias de
los géneros Cellulomonas y Dietzia, asi como Alkalimonas amiloliticas del grupo de
Gammaproteobacterias. Todas estas especies forman parte de la microbiota del lago
Soda en California (Grant y Sorokin, 2011).

Halanaerobiaceae y Halobacteroidaceae son familias del filo Firmicutes, estas
familias de bacterias anaerdbicas obtienen su energia fermentando azucares simples
a productos finales como etanol, acetato, hidrégeno y/o diéxido de carbono (Antunes
et al., 2009).

Por otra parte, existen bacterias haloalcalofilas fermentativas especializadas,
gue exclusivamente utilizan la quitina como sustrato de crecimiento. Esta estrategia es
con la que la Gammaproteobacteria aerobia Marinimicrobium se sostiene
energéticamente (Sorokin et al., 2012a).

Otro tipo de sustrato usado por fermentadoras anaerobias hal6alcalofilas, es la
pectina que captan y metabolizan las especies Natronoflexus pectinovorans del
phylum Bacterioidetes y Natronovirga de Clostridiales (Sorokin et al., 2012) (Figura 13,
fase 3).

Los heterétrofos secundarios (disipotréficos) destacan por ser los encargados
de tomar compuestos organicos monoméricos (azucares, aminoacidos, acidos
organicos y alcoholes) para obtener energia. Los miembros mas abundantes con este
metabolismo son Halomonas, Bacillus, Firmicutes, Anaerobranca, Spirochaeta y
Anaerobacillus (Zavarzin et al., 1999., Zavarzin y Zhilina, 2000., Bowers et al., 2009.,
Grant y Sorokin 2011., Mesbah y Wiegel 2012) (Figura 13, fase 5).

En la fase final de la degradacion del carbono organico los anaerobios
secundarios que participan en esta etapa son los homoacetégenos (Figura 13, fase?)
y los metandégenos (Figura 13, fase 6) que sintetizan solutos organicos compatibles,
esto implica que en la metanogénesis en saturacion salina se basa en reacciones que

producen relativamente mas energia por encima de la homoacetogénesis, por la
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desproporcion de aminas metiladas. Los géneros que han sido reportados con estas
actividades metabolicas incluyen especies de Tindallia, Natronincola (Clostridiales) y
Natroniella acetogena (Halanaerobiales) (Kevbrin et al., 1998., Zhilina et al., 1995.,
1998).

» Ciclo del nitréogeno
El gen nifH no solo se ha detectado en aerobios, las bacterias fototrofas anoxigénicos
también se encargan de fijar nitrégeno (Tourova et al., 2007). El cémo intervienen las
bacterias en la fijacion de nitrégeno en lagos salados en condiciones anoxicas aun no
esta claro, sin embargo, se piensa que las cianobacterias de los géneros Anabaena,
Anabaenopsis y Nodularia son de los principales grupos documentados con actividad
de fijacién de nitrégeno dentro de entornos con contenido bajos en sal, y forman
agregados no filamentosos similares a Phormidio (Oremland, 1990). Sin embargo, aun
no esta claro si las bacterias fototréfas o heterotroéficas son responsables de la
diazotrofia observada en el Lago de Soda en California (Sorokin et al., 2014).

Durante la fijacion de nitrégeno en el Lago de Soda, se deduce que el amonio
que se produce es oxidado a nitrato por nitrificadores haloalcaléfilicos a través de la
ruta del nitrito (Figura 14, fase 4). Esta oxidacién de amonio a nitritos la realiza una
subpoblacién de Nitrobacter extremadamente tolerante a los alcalis que produce
Nitrosomonas halophila en la etapa intermedia de la reaccion (Sorokin y Kuenen,
2005).

Dado que la concentracion maxima de sal para la nitrificacion en el Lago de
Soda es de 1 M de Na (Sorokin, 1998), se ha observado que el ciclo del nitrégeno se
llega a inhibir en los lagos con mucha hipersalinidad, ademas, el equilibrio de NHs /
NH4* a pH alto favorece la formacion de NHs tdxico, y por lo tanto se produce la pérdida
potencial de N2 del ecosistema (Tindall 1988; Sorokin y Kuenen, 2005). Por lo tanto, el
ciclo del nitrogeno en los lagos hipersalinos, puede depender de una fuente externa
de nitrégeno (Sorokin et. al., 2014).
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Figura 14. Ciclo del nitrégeno en bacterias haloalcal6filas del Lago de Soda, California. Fuente:
Sorokin et al., 2014.

= Ciclo del azufre

La reduccién disimilatoria de los compuestos azufrados oxidados como el sulfato, el
sulfito, el tiosulfato y el azufre, que dan lugar a la produccion de sulfuros
(sulfidogénesis), son importantes procesos biogeoquimicos en lagos los hipersalinos,
Fig.15, fase1 (Sorokin et al., 2010a, 2011b).

Las bacterias reductoras de sulfatos se clasifican en dos grupos: los “oxidadores
parciales” que oxidan sustratos con lactato y el acetato es su producto de desecho.
Este grupo de oxidadores crecen hasta salinidades bastante altas, y se piensa que
Desulfohalobium retbaense del lago Retba, Senegal es una de las especies mas
hal6tolerantes (Ollivier et al., 1991, 1994).

Los haloalcalofilos Desulfonatronospira thiodismutans y Desulfonatronospira
delicata aislados de la estepa de Kulunda, Altai, Rusia, son oxidadoresparciales que
oxidan el lactato y etanol a concentraciones totales de sal entre 1 y 4 mol L, y también
pueden crecer como quimiolitoautétrofos cuando hay una descompensacion (Figura
15, fase 7) de sulfito o tiosulfato (Sorokin et al., 2008a).

El segundo grupo, el de los oxidadores completos utilizan principalmente el
acetato como donador de electrones, oxidandolo a CO2. Esta actividad oxidadora
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parece estar ausente en salinidades altas. Desulfobacter halotolerans, recuperada del
gran Lago Salado de Utah, es un ejemplo de un halétolerante que crece éptimamente
en los rangos de 10-20 g L' de sal, y sobre los 130 g L' su crecimiento es muy bajo y
lento. Una explicacion contemplada es que la pequefa cantidad de energia durante la
oxidacion del acetato con sulfato como aceptor de electrones es insuficiente para
compensar el alto costo de la produccion de solutos compatibles (Oren, 1999b, 2011).

Los andlisis en genes dsrAB secuenciados en la familia Desulfohalobiaceae
revelan que sus miembros son los mas activos en la reduccion de sulfatos en sitios
salinos (Por ejemplo, Kjeldsen et al., 2007).

Varias bacterias haloalcalofilicas anaerébicas estrictas pueden también realizar
reacciones en la reduccidén de sulfato. Los miembros Deltaproteobacterianos de los
géneros Desulfonatronum, Desulfonatronovibrio y Desulfonatronospirarepresentan
bacterias litotréficas reductoras de sulfato (SRB) en el Lago de Soda, California
(Sorokin et al., 2011c).

Las bacterias SRB pueden crecer oxidando hidrogeno, formando compuestos
organicos de cadena corta como donadores de electrones y sulfato, tiosulfato o sulfito
como aceptor de electrones, o pueden obtener energia por desproporcion de tiosulfato
o sulfito (Sorokin et al., 2008a., 2011b).

Las SRB heterotroficos pertenecen al grupo de oxidantes incompletas, debido a
que utilizan propionato (Desulfobulbus alkaliphilus) o butirato (Desulfobotulus
alkaliphilus) ya sea para donarlo o como fuente de carbono con sulfato o tiosulfato
como aceptor electronico, formando acetato como producto final (Sorokin et al.,
2010b., Sorokin et al., 2012d).

Hasta el momento, so6lo se ha encontrado un SRB haloalcaléfilico, descrito como
Desulfonatronobacter acidivorans, en el Lago de Soda que pertenece a los oxidadores
completos (Sorokin et al., 2012c) capaz de oxidar varios acidos grasos volatiles (VFA)
por completo a CO2 con sulfato o tiosulfato como aceptor de electrones, pero no puede
utilizar acetato proporcionado del exterior (Sorokin et al., 2014).

Las asociaciones sintroficas haloalcal6filicas de especies de clostridiales
acetogénicos inversos y de SRB litotr6ficos impulsan la oxidacién del acetato en el
Lago de Soda en condiciones de reduccién de sulfato. A concentraciones bajas de sal,
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se asocian Contubernalis alkalaceticum y Desulfonatronum cooperativum (Zhilina et
al., 2005b), para llevar a cabo esta reduccion, mientras que a concentraciones de sal
extremadamente altas la asociacion es por miembros de Syntrophonatronum
acetioxidans y Desulfonatronospira sp. (Sorokin et al., 2014b).

La reduccién elemental del azufre en este lago de Soda probablemente no se
realiza por SRB, ya que ninguno de los cultivos puros de SRB haloalcal6filicos puede
crecer con azufre como aceptor electrénico. En cambio, tres linajes diferentes de
haloalcal6filos anaerdbicos obligatorios estan implicados en la reduccion de azufre. En
los tres, el aceptor de electrones real no es el azufre propiamente dicho, sino el
polisulfuro (Sn?) que forma abiéticamente un pH alto a partir de azufre y sulfuro.

La primera, Desulfurispira natronophila, pertenece al filo Chrysiogenetes
(Sorokin y Muyzer, 2010). El segundo grupo de haloalcaléfilos que contienen sulfuro
y/o polisulfuro es una especie del filo de Firmicutes y se aisl6 de los lagos de soda con
formiato como donador electrénico. Un representante moderadamente tolerante a la
sal se describe como Desulfuribacillus alkaliarsenatis (Sorokin et al., 2012d), ademas
del azufre, también son capaces de utilizar arseniato y tiosulfato como aceptores. En
tercer lugar, en las concentraciones de sal saturada, la reduccion de azufre mediada
por microbios también puede ser realizada por Natroniella sulfidigena, que pertenece
a los Halanaerobiales, que puede utilizar acetato, Hz y posicionarse como donadores
electronicos para la respiracién dependiente de azufre / polisulfuro (Sorokin et al.,
2011d).

= Desproporcion de azufre elemental

Dos anaerobios alcalinos tolerantes de sal en los lagos de soda, Dethiobacter
alkaliphilus y Desulfurivibrio alkaliphilus, originalmente descritos como reductores de
azufre vy tiosulfato (Sorokin et al, 2008b), tienen la capacidad de crecer
quimiolitotroficamente por desproporcién de azufre o polisulfuro (Figura 15, fase 3).
Sorprendentemente, son los primeros alcalofilos con tal fisiologia, y en contraste con
desproporcionadores de azufre neutrofilicos, no requieren la presencia de hierro férrico

para precipitar compuestos toxicos de sulfuro (Poser et al., 2013).
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= Oxidantes de azufre
El sulfuro producido por sulfuddégenos puede ser oxidado a azufre o sulfato elemental
por bacterias oxidantes de azufre fototréficas y quimiotréficas (SOB) (Figura 15, fase
2). En el Lago de Soda, las fototréficas que resisten a alta salinidad estan dominados
por las bacterias purpuras con oxidasas de azufre de los géneros Ectothiorhodospira
y Halorhodospira, mientras que las que se encuentran a salinidades moderadas son
bacterias de los géneros Thiorhodospiray Thioalkalicoccus (Imhoff y Trueper, 1981).

Thioalkalivibrio 'y Thioalkalibacter son autotroficos obligados y utilizan
compuestos de azufre reducidos, incluyendo sulfuro, polisulfuro, tiosulfato,
poliotionatos y azufre elemental como donador electrénico (Sorokin et al., 2001, 2002b,
2003). Thioalkalivibrio es el grupo metabdlicamente mas flexible que tolera una amplia
gama de porcentajes de salinidad. Varias especies de Thioalkalivibrio tienen la
capacidad de crecer anaer6bicamente con nitrégeno como aceptores de eletrones
(Figura 15, fase 1), tales como T. denitrificans (Sorokin et al., 2001b), T. nitratireducens
(Sorokin et al., 2003), y T. yhiocyanodenitrificans (Sorokin et al., 2004b).

Otras especies de Thioalkalivibrio como T. tiocianoxidanos, T. paradoxus'y T.
tiocianodenitrificans, son capaces de crecer utilizando tiocianato como unica fuente de
energia, azufre y nitrogeno (Sorokin et al., 2001c, 2002b, 2004b). Las primeras dos

especies degradan el tiocianato principalmente a cianato.
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Figura 15. Ciclo del azufre que llevan a cabo las bacterias haléfilas. Fuente: Sorokin et al.,
2014.
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Varias cepas de bacterias haldfilas moderadas pueden estar involucradas en la
precipitacion de CaCOs y CaSOs4 (calcita y aragonita) y otros minerales. Aunque aun
no existen pruebas soélidas in situ que vinculen la participacion de estas bacterias en
la formacion de depdsitos minerales, bajo medidas experimentales se han realizado
pruebas con Halomonas halophila como organismo modelo, y los minerales formados
que se han identificado por difraccién de rayos X.

En un estudio con 27 cepas de halofilas se observé la formacién de cristales de
CaCOQOs, siempre y cuando las condiciones permitieran el crecimiento de estas
bacterias. La mayoria de los cristales eran esféricos y consistian en calcita y calcita de
magnesio, en la que MgCOs constituia una parte del cristal (75 a 85% de Cay 25 a
15% de Mg); el radio de los minerales dependié de la salinidad y de la composicién del
medio, y si las temperaturas eran bajas y con un alto contenido de magnesio se
limitaba el crecimiento de H. halophila en la formacidén de cristales y se inhibia la
precipitacion de CaCOs.

La calcificacidn comienza con un nucleo que se forma por la agregacién de unas
pocas células bacterianas calcificadas, y una constante acumulacién de estas células
calcificadas y el carbonato hacen que las bacterias se mantengan unidas dando lugar
a la formacién de bidlitos esféricos.

Los haléfilos moderados que se han reportado como productores de calcita son
especies de los géneros Flavobacterium y Acinetobacter, ademas Acinetobacter es
capaz de también producir aragonita. Se ha observado que las altas temperaturas
favorecen a la formacién de cristales por fuerza iénica.

Flavobacterium produce calcita de magnesio desde 0.04 a 0.32% en moles de
magnesio; Acinetobacter produce calcita de magnesio con hasta un 14% de aragonita
en las salinidades mas elevadas. Del mismo modo, 63 cepas de Salinivibrio aisladas
de una salterna en el interior de Espafa se encontraron involucradas en la formacién
de cristales.

Un enfoque que se le ha aplicado a los estudios realizados a los haléfilos, ha
sido al aprovechamiento de enzimas para biopolimeros, también los sectores de
biorremediacion de aguas residuales y la industria alimenticia en la preservacion de
alimentos han incluido el uso de estos haldfilos (Ali, 2015).
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2.4. Criterios para la clasificacion taxondmica de bacterias haléfilas

El concepto de especies en bacterias ha sido ampliamente formulado por bacteriélogos
y taxbnomos a lo largo de la historia.

El consenso al que se ha llegado define a una especie bacteriana como la
categoria que circunscribe un grupo (preferentemente) genémicamente cohesible de
aislados individuales que comparten un alto grado de similitud en (varias)
caracteristicas independientes, probadas bajo condiciones altamente estandarizadas.
La similitud ADN: ADN se mantiene como el parametro reconocido para delimitar
especies. Se ha adoptado un nivel de 70% de similitud como el estandar reconocido
(gold standard) para determinar si dos cepas pertenecen a la misma especie y se ha
utilizado el 3% divergencia en secuencia del gen rrs como punto de corte para separar
especies (Stackebrandt y Goebel, 1994; Stackebrandt et al., 2002., Silva y Vinuesa,
2007).

Asi en bacteriologia se ha usado un concepto de especie arbitrario (Maynard
Smith, 1995., Ward, 1998). Es un concepto generado ad hoc para bacterias y no es
aplicable a todos los seres vivos, si se aplicara este concepto de especie a otros seres
vivos encontrariamos que, por ejemplo, todos los primates pertenecemos a la misma
especie (Maynard Smith, 1995; Ward, 1998., Silva y Vinuesa, 2007).

Para mejorar la comprension del funcionamiento de los ecosistemas en
condiciones extremas se debe recurrir a la identificacidn microbiana (Lizama et al.,
2001) que permitird hacer aproximaciones del comportamiento de los primeros
microorganismos establecidos en la Tierra, ya que la vida microbiana mas temprana
en la Tierra podria haber surgido en forma hal6fila, debido a las altas concentraciones
de sales y compuestos organicos en ambientes evaporiticos de la Tierra primitiva, por
lo tanto la investigacion sobre la supervivencia microbiana y su adaptacion a ambientes
salinos es de relevancia para la comprension de la evolucion temprana de la vida y de
la biosfera (Kunte, 2002).

» Clasificaciones fenotipicas: morfologia
Las principales morfologias de las haléfilas son formas bacilares, cocoides vy
pleomorfas-planas irregulares. Se han reportado células que exhiben formas
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cuadradas (Walsby, 1980, 2005) y estas células cuadraticas pueden estar unidas unas
a otras conformando grandes hojas delgadas (Kessel y Cohen, 1982).

Se ha propuesto que este comportamiento de agregados celulares en hojas se
debe a que la difusion de oxigeno se facilita de este modo, en donde el oxigeno de los
medios con salmueras es pobre (Grant et al.,, 2001); también se sugiere que estas
células cuadradas pueden ser fotétrofas que utilizan la bacteriorodopsina para
alcanzar la superficie del agua en forma pasiva, sin el gasto de energia como se
requiere para el movimiento flagelar (Walsby, 2005).

La morfologia de las haléfilas no cocoides puede cambiar, dependiendo de la
concentracion de sal del medio. Con el aumento de sal diluido en el ambiente, las
haldfilas adoptan formas tubulares o de esferas infladas y dobladas con masas
deformadas (Mohr y Larsen, 1963; Kushner y Bayley, 1963).

La inflacién y deformacién en las células ocurre porque en la envoltura celular
se necesita la presencia de altas concentraciones de cationes para mantenerse
estable. Las haldfilas tubulares y pleomérficas poseen una capa superficial (capa S),
que se compone de una red hexagonal que consiste en un tipo de glicoproteina
(Lechner y Sumper, 1987) y esta glicoproteina se mantienen firmemente anclada a la
membrana plasmatica por un dominio de transmembrana; Oy N- de glicosilacion estan
ubicados en sitios diferentes de una especie a otra (Eichler, 2003). La capa S se cree
que tiene una funciébn para mantener la forma celular, en la reduccion de la
concentracion de cationes (Boring et al., 1963).

La pared celular de los cocoides es rigida debido a su composicion de
heteropolisacaridos (Schleifer et al., 1982; Niemetz et al., 1997). Las colocaciones de
estas células en soluciones hipotonicas no sufren lisis y las células mantienen su
viabilidad (Leuco et al., 2004., 2005).

= Herramientas moleculares

Un criterio taxondmico para la identificacion y reconocimiento de las bacterias haléfilas
es la secuenciacién del gen 16S del rRNA (de 1500 nucleétidos de extension), con
secuencias especificas que permite realizar comparaciones entre las cepas y
establecer reconstrucciones y relaciones filogénicas que ayudan a comprender las
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historias evolutivas (Figura 16), debido a que los fragmentos presentan diferentes
niveles de variabilidad (Ward et. al., 1990; Amann et al. 1995; Hugenholiz et al., 1998;
Dojka et al., 2000).

» Huellas gendémicas

Sin embargo, esta técnica, acoplado con otras técnicas, permite codificar genes con
alguna una actividad especifica dentro de los ambientes hipersalinos, como el mapeo
de genes de importancia ecolégica, como el gen para la fijacion biolégica de nitrégeno
(nifH), o los genes involucrados en la sintesis de la reductasa de sulfito en su
asimilacion, y la transcripcion del gen mcrA para la subunidad de la coenzima-M de
metilo reductasa en los metanogenos (Hal Isworth et al., 2007).
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Figura 16. Arbol filogenético de bacterias y archeas basado en la comparacién de secuencias
de 16S rRNA. Los clados que tengan la linea rosa poseen miembros haldfilos.
Fuente: Ventosa et al., 1998.

Una vez que el gen 16S rRNA se ha amplificado por la reaccion en cadena de
la polimerasa (PCR), un método simple para reconocer polimorfismos entre cepas de
poblaciones bacterianas, es mediante la digestion por endonucleasas, con el Analisis
de Restriccion de ADN Ribosomal Amplificado ARDRA (Muyzer et al., 1993).
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ARDRA constituye una técnica que evalla de manera rapida y eficiente cambios
genotipicos a lo largo del tiempo o entre diferentes lugares que reflejan diferentes
condiciones ambientales que han moldeado la constitucion genética de las cepas.

Este método se basa, en el principio en donde los sitios de restriccion del operdn
de ARN se conservan de acuerdo con patrones filogenéticos. La reaccion implica el
uso de un par de secuencias de cebadores universales para la amplificacion por PCR
de los loci genéticos de 16S rRNA o regiones intergénicas de los genes rRNA 16S y
23S (Massol-Deya et al., 1993).

Las ultimas regiones de este fragmento, exhiben un gran grado de variacién en
la secuencia, longitud y frecuencia porque la regién espaciadora no esta bien
conservada, el producto de PCR intragénico (- 1500 bp) se usa luego como sustrato
para la digestibn por endonucleasas de restriccion (enzimas de restriccion tipo |,
Haelll, Msel, Hinf1, Sau3A, Hpall; Boehringer Mannheim, Indianapolis, IN) (Hook et
al.,1991), en esta regién actian como cebadores un par de secuencias flanqueantes
altamente conservadas en la amplificacién de los sitios ribosomales 16S de en los
sistemas microbianos (Figura 17), observado las bandas una vez que se realiza el

corrimiento de gel en electroforesis (Massol-Deya et al.,1993).
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Figura 17. Representacion esquematica general del operén de ARN ribosémico que muestra
la localizacién aproximada en los sitios de unién del cebador para la amplificacion en PCR. La
region espaciadora puede variar en longitud (por ejemplo, nimero de tRNA) y secuencia entre
los diferentes operones dentro de un solo organismo. Fuente: Massol-Deya et al.,1993.

Dentro de las huellas genémicas, existen secuencias repetidas que se basan en
PCR (rep-PCR) para ver perfiles a nivel de especies, subespecies y cepas. Estas
secuencias repetidas son reconocidas a partir de primers de DNA en las regiones en
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las que se ubican estas repeticiones para acoplarse. Las secuencias que se repiten,
estan distribuidas a lo largo de los genomas bacterianos.

Los amplicones de rep-PCR son examinados en geles de agarosa, para registrar
las huellas de alta especifidad; tres familias de estas secuencias repetidas han sido
identificadas. Estas incluyen secuencias de 30 a 40 pb palindromicas extragenicas
repetitivas (REP), secuencias de consenso intergenicas repetitivas enterobacteriana
de 124-127 pb, y los elementos de secuencias intercaladas de BOX de 154 pb
identificadas en Streptococcus pneumoniae (Rademaker et al., 2005) consta de tres
regiones discriminadas: boxA, boxB y boxC, que son 59, 45 y 50 pares de bases de
longitud, respectivamente (Figura 18) (Van Belkum y Hermans, 2001).

En las tres regiones de BOX las combinaciones se ubican en diferentes loci, con
una heterogeneidad de secuencia limitada entre diferentes elementos de la misma
cepa o elementos secuenciados de diferentes cepas.

Las subsecuencias tipo A son efectivamente independientes de las subunidades
similares a boxB o boxC en bacterias distintas de S. pneumoniae. Ademas, los
dendrogramas derivados de las huellas dactilares repetitivas basadas en secuencias
(rep-PCR) de aislados de S. pneumoniae usando el cebador BOXA1R produjeron
patrones de agrupamiento similares a los obtenidos anteriormente por otros métodos,
lo que sugiere que estas huellas genéticas de ADN repetitivas basadas en secuencias
representan intrinsecas propiedades del genoma de una cepa de S. pneumoniae. Los
resultados indican la conservacién generalizada de subsecuencias tipo boxA en el
reino bacteriano, que apoyan la naturaleza mosaica de BOX en S. pneumoniae (Kouth
et al., 1995).
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BOXA1 S -CGTCAGCGTCGCCTTGCCGTAG-3-
BOYXAIR 5 -CTACGGCAAGGCGACGCTGACG-3"
BOXAZR 5 -ACGTGGTTTGAAGAGATTTTCG-3°
BOXE1 & -TTCGTCAGTTCTATCTACAACC -3’
BOXBZ S -AACCTCAAAACAGTGTTTTGAG-3
BOXC1 & -TGCGGCTAGCTTCCTAGTTTGE-3”
BOXCIR 5 -AGCAAACTAGGAAGCTAGCCGE-37
BOWC2? & -TTGCTETTTGATTITCATTGAG-3'

boxA boxB boxC
e
s
b=~=~59 bp=~ =~ 4 ~45 bp~ 4 -~ 50 bp -

5
3

LR x

boxB BOXB2

BOXB1 bp—e—e

Figura 18. El modelo estructural repetitivo intercalado de BOX en S. pneumoniae. A) El
elemento BOX consiste de tres subunidades, boxA, boxB y boxC, y puede consistir en varias
combinaciones de estas subunidades. El tamafio de cada sub unidad de BOX es se muestra
debajo. Posiciones de la BOX adelante y cebadores inversos dentro de la caja A, las
subsecuencias boxB y boxC se muestran por flechas con las puntas de flecha que representan
el 3 ' final de cada cartilla BOX. B) Las secuencias reales de primers fueron disefiados para
ser complementarios a las secuencias de consenso de Subunidades boxA, boxB y boxC,
respectivamente / 7 ~ El porcentaje de contenido de GC esta indicado al lado de cada
secuencia de cebador (Kouth et al., 1995).

44

(68%GC)
(68%GC)
(41%GE)
(41%GE)
(36%GE)
{55%GC)
(55%GE)
{32%GC)



H

[Viaal
U u
H37(Gi C 1100
G ¢ H39
0 A U - Gg CAA H38 A
v AH23 Co o u @A ac® uccwua YV canle
AAusc Aucuaaaa“‘ aac @, G
) . A y - g uacuca Aeaaaeu AGGALAC, GG GCCg
aeceAueueGAccuuAAaAu, G ¢C H36 4+ U c ¥ 6 G 1,50
8 ¢ Aau® 9 é& A A
¢ 6 a ¢
g ¢ KR Ueu G- U
a WAy G C, Ae®a
fu ™y ver rang 8 B § Bl
H22 4°¢ Yo v''e H34 a-vg ¢ 8
g ¢ e c A U
g g 3 gH24 H33 .2 A8 &8 £ &
u A A e A ua AgaAuaY 10503:3
g &7 A & Agacuvuue ‘e, g ¢
Ho1 oA B c.8 (] At Gq Yay Ya o
<] € ‘A, A G C
UA S0ikE A g & Cc, A W
AAOUGGGA UGCA cuaAcuacAAc c gA cu 10007 U i d:A
G u
Uceeccccu guew {ACU GA UUGU °°°c %Ung S8 L & %ary A
a4 oo 2c G”aA - & cng ‘H32
H20® 4o, ° s o
o6 A (9
a® eso
% Q [
2 we & H31 & § <%
A a U A ACclY™ &
A A ac® Waas c, a
e, %, H17 g% vg Ao e g o
A % H19 § A g,c S cCanr
G u 2 3, @ u 6 80 U+ AAAGA G
'a A c A aG A [C] 2 uH30 C G
a & a A (3 c g A v
U A (] 3
[ g ‘e g J H27 Ger o6° Jeanr H41
AS H18¢ ¢ A H29 = © CS*Pugel oo
L VR UAAC @ A H28 q Ve
caa % GAA °aee AAGST " UA G
oA %c & z o u UG Ac cea cooa ‘Ao cuh
(<) 50§ 8 AU cucBBUac, G A
c A 550 A Y R Acuauucceaac u e [
o ¢ 6 A A % A G u
UAA, 'y AG C uY oV aa6Y%a 2 & "¢, ¢S o
H16 R0 vl uic AgC sAha 210 H1 c % R 50 Y
o v g ‘A N
ucca UALGUGRC  C H3 ¢ 1400 C aa oy A A A
MaaA® 40 .cC” a a y ek © % % R
AU oC A c a c % c &
C G c aY A c
— b acA yRer GA°H4 A ‘i:soouucoamaa e‘ Cc .‘3,‘U U ‘%H42
Cacoeau  AcouA 5' A G Guusscaucc , g S Ak,
uuy c & i H45 Aaxa c [}
A AU U u. ,C
a c a c H43 CaA
& = é a A
c Aea
G Ux 80 u-a §
G CcA gy g
u A
H14 a ¢, H5 R
% ALY ey Y
i3 g, o0t §:7 @
cACa c A . H6 G R
A" Succa GUC AC GGU CA GGAAG AAG G use
s . %
Ax@uc“Guc ©GG UGACA SUGUULCUUCE S8
A . Ga As GQ A Y
ug Agg M A 100 & ¢
H12"0 s, o @faac A oA
Ve A A C
A G e c
S : 3
GA < ay.g G-
G, \C
£ 478 & Had
VAl
Hi1 & 2 & ¢ H7 §.a
e é._a AU-G
iy N Ag ¢
C ) U A
uc‘l G'A 0 e C, 1450 g8
u u uc’
8c Y [
[ e'gc
Aa c a
A ] 150
¢ 8 us, H8
AUA
coaea cocuy O Aeseu" Ao cuaa,
UCC GGGGAG c Uce ucacat
A
wio =% £ 7
0 e A
:
e ¢cH9

Figura 19. Estructura del gen 16S rRNA en E. coli. Fuente: Case et al., 2007.

45



lll. ANTECEDENTES

En el 2004, Jan-Roblero et al. utilizaron técnicas moleculares para comparar las
composiciones de las comunidades bacterianas de dos lagunas del antiguo lago
Texcoco, México: la laguna Facultativa restaurada y la laguna Nabor Carrillo. El
analisis de espaciadores intergénicos ribosdmicos (RISA) reveld que las comunidades
bacterianas de las dos lagunas eran diferentes y presentaban una diversidad
relativamente baja. Construyeron bibliotecas de clones de genes de rDNA 16S, e
identificaron filotipos significativos por polimorfismo de longitud de fragmentos de
restriccibn (RFLP). Un clon representativo de cada filotipo fue parcialmente
secuenciado. La identificacion molecular y los andlisis filogenéticos basados en
secuencias ribosémicas revelaron que la laguna Facultativa albergaba principalmente
proteobacterias y y B, bacterias Gram positivas bajas en G + C y varios miembros de
la familia de las arqueas de Halobacteriaceae. La laguna de Nabor Carrillo incluy6
principalmente bacterias Gram-positivas bajas en G + C haldfilas y alcalofilicas, y-
Proteobacteria y B-Proteobacteria similares a las encontradas en otros lagos de soda.
Detectaron varias nuevas especies bacterianas probablemente no cultivadas.

Aislaron tres cepas de la laguna Nabor Carrillo, y obtuvieron sus secuencias de
ADNr 16S parciales. Sobre esta base, identificaron como Halomonas magadiensis
(H1), Halomonas eurihalina (H2) y Staphylococcus sciuri (H3). Este fue el primer
estudio que utiliz6 técnicas moleculares para investigar la diversidad genética potencial
en los lagos de Texcoco. En esta evaluacién preliminar, los autores infieren que la
presencia de bacterias alcaléfilas, haléfilas o haloalcaléfilicas son potencialmente
utiles para la biotecnologia.

Argandona et al. (2005) cultivaron la cepa Halomonas maura S-317 en un medio
libre de nitrégeno, creciendo bajo condiciones de nitrégeno atmosférico (N2); redujo
acetileno bajo condiciones especificas. En pruebas moleculares, amplificé el gen nifH
en esta cepa mediante el uso de oligonucleétidos degenerados, que se disefaron a
partir de un gran numero de alineamiento de secuencias de este gen en diferentes
microorganismos que amplificaron este gen. El equipo de trabajo concluyé que H.

maura es capaz de fijar nitrbgeno en condiciones microaerdbicas.
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En un estudio ecoldgico realizado en el lago salado El-Djerid, en Tunez por Hedi
et al., (2009) aislaron comunidades aerdbicas de procariotas en el sedimento, y de
acuerdo al gradiente de salinidad se establecio la distribucion de cada cepa. Todas las
muestras de agua estudiadas se consideraron hipersalinas con una concentracion de
NaCl de 150 a 260 g/L. Por cada punto de colecta recuperaron una comunidad
microbiana haléfila especifica, y la caracterizacidon de microorganismos fue a través de
enfoques fenotipicos y filogenéticos. Un organismo del dominio arquea, del género
Halorubrum fue la Unica cepa que esta categorizada como haléfilo extremo. Los
miembros del dominio Bacteria fueron identificados dentro de los géneros Salicola,
Pontibacillus, Halomonas, Marinococcus y Halobacillus. Los resultados de este estudio
discuten la descomposicion de la materia organica en el lago El-Djerid y su potencial
para aplicaciones industriales y en biorremediacion.

Los elementos incluidos en el grupo de lantanidos son conocidos, en algunos
casos, por ser sensibles a los cambios en la columna de agua o la quimica de los
sedimentos, un hecho que les permite ser utilizados como huellas ambientales.
Choumiline et al. (2013) se dieron a la tarea de describir el comportamiento de estos
elementos en ambientes hipersalinos de Guerrero Negro, México, especialmente en
aquellos que son colonizados por haléfilos de los tres dominios: Bacteria, Archea y
Eucarya. Colectaron sedimento de varios estanques, permitiendo diferenciar el
comportamiento de los lantanidos y elementos traza bajo un gradiente de salinidad de
columna de agua a lo largo del proceso de evaporacion de los estanques. Lograron
distinguir dos grupos de elementos con tendencias similares: grupo A: La, Ce, Pry Nd
y el grupo B: Sm, Gd, Tb, Dy, Ho, Er, Tm, Yby Lu.

Los analisis microscépicos de células procaridticas de una estera estratificada
en el estanque 5 (recolectada en 2004) mostraron abundantes bacterias filamentosas
y cianobacterias con riqueza de morfotipos de células procariotas en una quimioclina
de 3 mm a 7 mm de profundidad, que coexiste con nueve morfotipos de procariotas
aerobios y anaerdbicos: Microcoleus chthonoplastes, Leptolyngbya, Cyanothece,
Geitlerinema, Spirulina, Chloroflexus, Beggiatoa, Chromatiumy Thioploca. Por debajo
de los 7 mm de profundidad, la fotosintesis oxigénica se agota y los compuestos
reductores de azufre aumentan.
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Los valores maximos de los contenidos de lantanidos normalizados de pizarra
del 'grupo A' (a 15 mm de profundidad) probablemente estan correlacionadas con los
morfotipos de bacterias fototréficas anoxigénicas Cloroflexus 'y Chromatium y pocos
de Microcoleus chthonoplastes, mientras que los minimos (a 22 mm de profundidad)
asociado a bajas abundancias de células y riqueza de morfotipos de estos grupos de
procariotas, donde persistieron M. chthonoplastes, Chloroflexus y Chromatium. Y
Europium mostré tendencias independientes de ambos grupos, estando mas cerca del
"grupo B".

Como un hecho adicional, el oligoelemento uranio, comunmente asociado a
sedimentos ricos en materia organica y en algunos casos representativos de
condiciones reductoras, parece enriquecerse de manera similar al "grupo A lantanido
ligero". Los resultados preliminares podrian sugerir una adsorcion preferencial de
lantanidos ligeros versus pesados a las paredes celulares de algunos tipos especificos
de bacterias. Esto podria ser un efecto fisico-quimico puro o un mecanismo biolégico.

Bouljen et al., (2014) publicaron un estudio de la diversidad de arqueas y
bacterias haléfilas en la salina de Sfax, Tunez. Sesenta y cuatro cepas se registraron,
mediante la técnica ARDRA con las enzimas de restriccion Hinf | y Mbol. Las
secuencias se agruparon en un arbol filogenético utilizando el modelo neighbor-joining.
Las especies identificadas de arquea correspondieron a Halorubrum chaoviator como
la especie predominante, y Halovenus aranensis. En el dominio bacteria, las especies
aisladas correspondieron a las cepas Salinicola marasensis'y Salinicola sp.

Sorokin et al. (2014) hacen una revision informativa sobre la vida en este entorno
extremo, y como los haloalcaléfilos han desarrollado diversas adaptaciones
bioenergéticas y estructurales para mantener la homeostasis del pH y la presion
osmdtica intracelular. El cultivo de un pufiado de cepas ha llevado al aislamiento de
una cantidad de extremoenzimas, que permiten a la célula realizar reacciones
enzimaticas en estas condiciones extremas. Estas enzimas contribuyen
potencialmente a aplicaciones biotecnolédgicas. Ademas, las especies microbianas
activas en el ciclo de azufre se pueden utilizar para fines de remediacién de azufre.

La investigacién futura deberia combinar métodos de cultivo innovadores y

técnicas metagendmicas de vanguardia para obtener una comprension integral de los
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microbios que florecen en estos entornos extremos y en los procesos que median. La
combinacién de los ciclos biogeoquimicos C, N y S e identificar donde se lleva a cabo
cada proceso en una escala espacial y temporal podria desentrafar las relaciones
interespecies y asi revelar mas acerca de la dindmica del ecosistema de estos
entornos extremos.

Una investigacién reportada por Li y Hui (2015) aislaron un total de 152 bacterias
halofilas de del lago salado Yuncheng, en China. El analisis filogenético basado en las
comparaciones de la secuencia del gen 16S rRNA revelé que treinta y cuatro cepas
estaban relacionadas con el filo Firmicutes y pertenecian a tres familias: Bacillaceae,
Clostridiaceae y Staphylococcaceae. Las otras cepas fueron identificaron como
miembros de Halomonadaceae e Idiomarinaceae, miembros del filo y-Proteobacteria.

Solo nueve cepas mostraron <97% de similitud en sus secuencias del gen 16S
rRNA en comparacién con otras especies publicadas, por lo tanto, podrian representar
nuevas especies. Por otra parte, los aislados haléfilos exhibieron diversas actividades
hidroliticas. Un total de 74 cepas produjeron amilasa extracelular, 15 sintetizaron
proteasas, 70 demostraron tener lipasas, 18 cepas dieron positivo para celulasas, 23
aislados produjeron pectinasa y 3 cepas con actividad ADNasa. La mayoria de las
cepas con hidrolasa formaron parte del género Halomonas. Algunas cepas mostraron
actividades hidroliticas combinadas.

El examen de la actividad antimicrobiana indicé que los aislados3, 6, 15, 12, 15
y 16 aislados haldfilos podrian inhibir Staphylococcus aureus, Escherichia coll,
Candida albicans, Fusarium moniliforme, Fusarium semitectum y Fusarium
oxysporum, respectivamente. Los resultados de este estudio indicaron que las
bacterias halofilas pueden desarrollarse como fuentes prometedoras para nuevos
biocatalizadores o sustancias bioactivas en el campo de la biotecnologia.

Los lagos de Soda, contienen altas concentraciones de carbonatos de sodio que
dan como resultado un pH alcalino, que proporciona un habitat Unico y una rica
diversidad de bacterias y arqueas haloalcal6filas. Tanto los métodos dependientes
como los independientes del cultivo que han permitido a la identificacion de procesos
y de genes clave en los ciclos biogeoquimicos de carbono, nitrégeno y azufre
mediados por microbios en los lagos de soda.
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De los sedimentos del lago salado Lunsu en Himachal Pradesh en India, Gupta
et al. (2015) aislaron cinco cepas bacterianas haldéfilas: SS1, SS2, SS3, SS5 y SS8.
Los aislamientos bacterianos crecieron en medio Luria Bertani (LB) con un porcentaje
de NaCl de hasta 8,7%, en un pH de 7 a 8, a un rango de temperatura de 30-37 °
C. Las cepas SS1 y SS3 requirieron de al menos un 3.8% de NaCl para lograr crecer,
lo que indica que son auténticos haléfilos. Los aislados bacterianos SS2, SS5 y SS8,
pero crecimiento en medio suplementado con KCI. El andlisis fisicoquimico del agua
del lago contenia, Na *y K *iones en 1.39 y 0.0035%, respectivamente. Todos los
aislados bacterianos se analizaron por amplificacién aleatoria de ADN polimérfico
(RAPD) usando cuatro cebadores aleatorios diferentes y fragmentos de PCR
producidos, con una variacion de 0,1 a 5 kb de tamano.

El arbol filogenético basado en huellas gendémicas RAPD mostré que SS1 y SS3
se agrupan en un mismo cluster, mientras que SS2 y SS5 formaron el segundo grupo,
y SS8 no estaba emparentada con el resto de las cepas. A partir de las secuencias del
gen 16S rDNA se identific6 a SS1 y SS3 en la especie Halobacillus trueperi, SS2
pertenecio al género Shewanella, SS5 a una Halomonas venustay la cepa SS8 fue
Marinomonas sp. Este es el primer informe sobre la presencia de diversas bacterias
haléfilas en las colinas del Himalaya.

En el 2016 Shubhangi et al., reportaron veinte cepas de bacterias halotolerantes
de vida libre y fijadoras de nitrégeno que aislaron del lago Lonar en Maharashtra, India.
Estas cepas fueron inoculadas en medios de cultivo con diferentes concentraciones
de NaCl. De las 20 cepas, solo cuatro aislamientos: DL2, DL3 y DL6 mostraron un
crecimiento éptimo al 4% de NaCl y la cepa DL11 tuvo un crecimiento 6ptimo a una
concentracion de NaCl del 6%.

El margen de tolerancia de NaCl de estas cuatro cepas fue del 10%. La
secuenciacion del gen ARNr 16S identificé a la cepa DL2 como Pseudomonas
mendocina, DL3 como Acinetobacter beijerinckii, DL6 como Pseudomonas stutzeri'y
DL11 como Bacillus subtilis. Se evaluaron sus propiedades funcionales como
promotoras de crecimiento vegetal, y todas dieron positivo en la produccién de acido
indolacético y amoniaco, con capacidad de solubilizar fosfato bajo una concentracion
de 4% de NaCl.
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La tolerancia a la sal en estas bacterias aumenté de 10 a 14% cuando se les
aplico luz UV como mutageno fisico, y las cepas mutantes permanecieron como
PGPB. Para determinar la eficacia de estos aislamientos, se prepard un bioinoculo y
se probd en la planta Catharanthus roseus a una concentracién de NaCl al 4%, se
registr6 un aumento de 12.61 y 82.35% en la longitud del tallo y la raiz,
respectivamente, ademas el nimero de flores aumento un 71.42% en comparacion
con las plantas de control en condiciones salinas. Estos resultados indican que las
bacterias halotolerantes aisladas de ambientes salinos, tienen el potencial de mejorar
el crecimiento vegetal bajo estrés salino a través de mecanismos indirectos.

En el lago hipersalino endorreico Chott El Jerid, en Tunez, Abdallah et al. (2016)
analizaron dos muestras diferentes S1-10 y S2-10 tomadas debajo de un tapete de sal
en la estacion seca. El analisis de electroforesis en gel con gradiente de
desnaturalizacién (DGGE) basado en el gen 16S revelé que las secuencias genémicas
de bacterias formaban parte de los filos Firmicutes, Proteobacteria, Deinococcus
thermus 'y otras bacterias no registradas hasta ese momento. La actividad de bacterias
anaerobias fermentativas y reductoras de sulfato fue reportada en este ecosistema.
Dentro del dominio arqueas, todas las secuencias estaban afiliadas al filo
Euryarchaeota. La PCR cuantitativa de tiempo real mostré6 que el nimero de copias
del gen 16S rRNA en bacterias fue 5 x 10® copias de ADN g', mientras que las arqueas
variaron entre 5 x 105 y 10 ADN copias g en estas muestras. Las ocho cepas de
hal6filas anaerdbicas con capacidades fermentativas aisladas estan emparentadas
con las especies Halanaerobium alcaliphilum, Halanaerobium saccharolyticum, y
Sporohalobacter salinus. La presencia de estas especies indica que existe una
comunidad microbiana abundante y diversa en este entorno hipersalino de tipo
thalassohalino.

Orhan (2016) present6 un estudio sobre 18 bacterias halotolerantes y haléfilas
con capacidades de promover el crecimiento vegetal bajo condiciones in vitro 'y en
hidroponia. Las cepas bacterianas dieron positivo en produccién de amoniaco, acido
indol-3-acético y 1-aminociclo propano-1-carboxilato-desaminasa, solubilizaron fosfato
y realizaron fijacién de nitrégeno. De las bacterias probadas, ocho fueron inoculadas

por primera vez en Triticum aestivum en un cultivo hidroponico. Bajo estrés salino
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(NaCl 200 mM), las cepas bacterianas investigadas aumentaron significativamente la
longitud de la raiz y el tallo y el peso fresco total de las plantas.

Las tasas de crecimiento de las plantas inoculadas con cepas bacterianas
oscilaron entre 62.2% y 78.1%. El uso de bacterias haldfilas y halotolerantes que
promuevan el crecimiento de las plantas puede ser una alternativa para las plantas

que son sensibles a los entornos salinos.
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IV. OBJETIVOS

General

Estudiar la diversidad de bacterias haléfilas aisladas de un ambiente salino extremo

natural.

Especificos

Caracterizar fisicoquimicamente el agua y sedimento del manantial “Las Salinas”.

Caracterizar fenotipica y genotipicamente las bacterias haléfilas aisladas del

manantial “Las Salinas”.

Describir la interaccion ecolégica de estas bacterias con su medio ambiente.

Analizar la habilidad multifuncional bioquimica y capacidad enzimatica de las
bacterias aisladas.

Reconstruir una sintesis del desarrollo geolégico de Ixtapa a través un modelo

comparativo general entre la distribucidn geografica actual y su recorrido

paleogeografico.
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V. AREA DE ESTUDIO

El manantial “Las Salinas” se ubica a 1140 m.s.n.m. en el municipio de Ixtapa, Chiapas
(Nuestro-México, 2019). Ixtapa, cuenta con una extensién territorial de 313 km?2,
colinda con los municipios de Soyal6, Bochil, Larrainzar, Zinacantan, Chamula y
Chiapa de Corzo (Instituto Nacional para el Federalismo y el Desarrollo Municipal,
2007). Asentado en la Altiplanicie Central y las Montafas del Norte, Ixtapa cuenta con
58 comunidades y pertenece a la region | Centro. La orografia del lugar esta constituida
en un 60% por zonas accidentadas y el restante 40% por zonas semiplanas en la parte
occidental y planas en el centro.

Su hidrografia se conforma de los rios Escopetazo, Salina, Hondo y Lajas y los
arroyos intermitentes Limon y Pitahaya. El territorio del municipio esta constituido
geolbégicamente por terrenos terciario mioceno, terciario ligoceno y cretacico inferior,
los tipos de suelo predominantes son: livosol, regosol, litosol, redzina y andosol, su
principal uso es agricola con bosque correspondiendo el 98% del territorio a terrenos
ejidales y el restante a propiedad privada.

El clima es célido subhumedo con lluvias en verano, convirtiéndose en semi
calido en altitudes mayores, en la cabecera municipal la temperatura media anual es
de 21.5 °C y una precipitacion pluvial de 1273 mm anuales. Esta poblado por
integrantes de la etnia tzotzil conocida por la elaboracion de sal, comercializada
principalmente en la zona de los Altos de Chiapas, por lo que la hace poco conocida
en las demas regiones del estado.
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Figura 20. Mapa de relieve de Ixtapa, Chiapas. Fuente: Marco Geoestadistico de INEGI, 2005.
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VI. METODO

6.1. Recolecta y analisis fisicoquimico de muestras

Se utilizé una botella Van Dorn para recolectar agua salina y sedimento del manantial.
El agua y sedimento recolectados se almacenaron en frascos de vidrio estériles. La
colecta se realiz6 siguiendo las instrucciones del proyecto NMX-AA-121/2-SCFI-2008,
de “Analisis de agua - aguas naturales epicontinentales, costeras y marinas —
muestreo”.

Se determiné la temperatura, pH y conductividad eléctrica (CE) en las muestras
de agua y sedimento usando un medidor multiparamétrico portatil HS9814 HANNA.

El contenido de carbono organico y nitrégeno total fue determinado por medio
del equipo TOC-analizer. En el caso del contenido de cloruro de sodio, cloruro de
potasio, cloruro de calcio en las muestras sedimento y el agua, fue determinado por
Espectroscopia de Absorcion Atdmica de acuerdo a lo recomendado por Dorador et al.
(2008) en el estudio de ambientes extremos salinos.

6.2. Aislamiento y cultivo de halobacterias

El aislamiento de bacterias en medio Soya-Tripticaseina (TSA Difco®) consistio en
macerar 10 g de sedimento en 100 mL de agua estéril (Bashan, 1993). Para la dilucion
de la muestra de agua salina se tomé 1 mililitro que se vacié en 100 mL de agua estéril.
A partir de cada suspension se tomo una alicuota de 100 pL y se deposit6 directamente
en cada placa por triplicado. Para una difusion que permitiera aislar el mayor nimero
de colonias posibles, se llevd a cabo el método de Copacabana (Worthington et al.,
2001).

Preparacion de medio Soya-Tripticaseina (TSA Difco®) adicionado con sal
al 5%
B0 Q/L Caldo Soya-Tripticaseina
20 Q7L e Agar bacteriologico
BOQ/L e NaCl

Para el aislamiento de bacterias haléfilas diazotréficas, de las mismas
suspensiones de agua y sedimento en agua estéril, se tomé una asada de cada
suspensién para inocular la superficie de un tubo con medio semisélido Winogradsky
modificado. Una vez crecida una capa de biomasa blanquecina sobre la superficie del
medio virado a color azul, se estri6 esta biomasa en medio solido Winogradsky
modificado para conseguir aislar colonias bacterianas, las resiembras fueron continuas
hasta obtener cepas con morfotipos distintos y puras (Baldini et al., 2014).
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Preparacion de medio sélido y semisélido de Winogradsky (Baldini et al., 2014)
adicionado con sal al 5%.

SN Acido malico

2 ML Azul de bromotimol

1 PIZCA eeeeeeeiee e CaCOs

1O Q/L s Agar bacteriologico semisélido
SO G/L i NaCl

El pH se ajusté a 6.5

El stock de micronutrientres del medio Winogradsky se elabor6 de la siguiente
manera (g/L): 0.04 CuS04.5H20, 0.12 ZnS04.7H20, 1.40 H3BO3, 1.0 Na2Mo0O4.2H:0,
y 1.175 MnSO4.H20.

6.3. Estudio fenotipico en bacterias extremoéfilas

Con base en la nomenclatura bacteriana (Manual Bergey’s) se determind la
morfologia de la colonia, elevacion, margen, color, textura, opacidad y brillo. Se
registré morfologia celular y la clasificacion Gram de cada cepa usando un
microscopio optico marca ZEISS.

6.4. Conservacion de cepas puras de extremoéfilas

Una vez que las cepas fueran puras, se conservaron en una mezcla lipoprotectora y
nutritiva constituida por glicerol en un 40% y de caldo de Soya-Tripticaseina (TSA
Difco®) en un 60%. Cada vial contenia un volumen de1 ml de la mezcla, con biomasa

bacteriana.

6.5. Estudio genémico de las bacterias extremoéfilas

6.5.1. Extraccion de ADN gendémico

El ADN de cada cepa pura se extrajo usando el kit Fungal/Bacterial (Zymo Research®)
siguiendo el protocolo del fabricante. La calidad del ADN extraido se verificé con una
electroforesis en gel en agarosa al 1.5% y TAE al 1X. Los fragmentos de ADN se
observaron bajo UV-transiluminador (UPV-3000).
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6.5.2. Estudio de huellas genémicas

Se siguié el método descrito por Versalovic et al. (1991) para generar huellas
gendmicas usando el oligo BOX A1R (5-CTACGGCAAGGCGACGCTGACG-3') a
partir del ADN extraido de las cepas bacterianas en estudio. La PCR se realizé usando
un termociclador Applied Biosystem 2720 con la programacion de la figura 21:
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Figura 21. Programacion de Box-PCR en termociclador.

Las cepas que comparten huellas (patrones genémicos) se agruparon después de
realizar la lectura de los productos de PCR por electroforesis en geles de agarosa al
1.5%. Fuente: Rincén-Rosales et al., 2013.

La mezcla de la carga para PCR-BOX se realizd con las siguientes

concentraciones:
Cuadro 2. Mezcla para carga de huellas genémicas Box.

Reactivo 1 tubo (10 pL)
dNTP’s 1.24 uL
Box-Air 0.40 pL
MgCI++ 1.52 uL
Buffer 10X 1.00 L
Taq polimerasa 0.08 pL
DMSO 1.00 pL
DNA 0.40 uL
H20 MQ 4.37 uL
Volumen final 10.01 pL
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Para realizar la lectura interespecifica se utilizd la enzima de restriccion Hinfl,
para cortar el producto en sitios palindromicos de PCR del gen 16S rRNA, en
incubaciéon a 37 °C durante 3 horas. Una vez que la enzima actud, se inyecté el

producto en un gel de agarosa al 1.5% y se corrié en una cadmara electroforética, por
45 minutos a 90 Volts y 400 miliamperios.

La mezcla de la carga para PCR-ARDRA se realizd con las siguientes
concentraciones.

Cuadro 3. Mezcla para carga de huellas genémicas ARDRA
Reactivo 1 tubo (20 pL)

Producto de PCR 16S rRNA  3.00 pL

Buffer 10X 2.00 pL
Enzima Hinfl 0.80 pL
H20 MQ 14.20 pL

Volumen final 20.00 pL

6.5.3. Amplificacion del gen 16S ADNr bacteriano y estudio filogenético

A partir del ADN gendmico total se realizé la PCR con dos juegos de primers: 27F (5°-
AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3") con 1492R (5-AAGGAGGTGATCCAGCC-3), y
fD1 (5-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3) con rD1(5"-
CCCGGGATCCAAGCTTAAGGAGGTGATCCAGCC-3') para 16S ADNr, que
amplifican productos de 1500 bases aproximadamente de acuerdo a Weisburg et al.
(1991).

La mezcla de la carga para PCR-16S rRNA se realizé con las siguientes
concentraciones:
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Cuadro 4. Mezcla para carga de PCR-16S rRNA.

Reactivo 1 tubo (100 L)
dNTP’s 0.80 uL
fD1 1.00 pL
Rd1 1.00 pL
MgClI+* 3.00 L
Buffer 10X 10.00 pL
Taq polimerasa 0.08 pL
DNA 1.50 pL
H2-0 MQ 83.70 uL
Volumen final 100.00 pL

Después, los productos de PCR se purificaron usando el Kit de Sistema de
Purificacion de Productos de PCR de Roche® y luego se enviaron a la Unidad de
Secuenciacién de la empresa Macrogen en Corea. Las secuencias obtenidas se
compararon con otras secuencias de referencia obtenidas mediante la busqueda de
BLAST en GenBank (www.ncbi.nlm.nih.gov/). Posteriormente, las secuencias se
editaron con el software BIOEDIT v 7.2.5, y se alinearon usando el software CLUSTAL
X (2.0). Utilizando el programa MEGA v 5.2 se construyeron arboles filogenéticos
basados en las secuencias del gen rRNA 16S usando el algoritmo "Neighbour-Joining"
(Saitou y Nei, 1987) con 1000 réplicas y utilizando el modelo Tamura-Nei (Tamura y
Nei, 1993).

6.5.4. Amplificacion del gen plasmidico nifH
Para la amplificacion del gen nifH mediante PCR se utiliz6 un termociclador de punto
final Eppendorf Mastercycler 5333, con los cebadores IGK3 (GCI WTH TAY GGI AAR

GGI GGI ATH GGI AA) y DVV (ATI GCR AAI CCI CCR CAI ACI ACR TC) (Gaby y
Buckley, 2012). La programacion fue la que se esquematiza en la figura 22:
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Figura 22. Programacion para amplificacion de nifH-PCR en termociclador.
La mezcla de la carga se realiz6 con las siguientes concentraciones:

Cuadro 5. Mezcla para carga de amplificacion del gen nifH

Reactivo 1 tubo (10 pL)
dNTP’s 0.72 uL
IGK3 0.45 pL
DVV 0.45 uL
MgClI+* 0.45 uL
Buffer 10X 0.90 pL
Taq polimerasa 0.09 uL
DM50 (2%) 0.225 pL
DNA 1.00 pL
H-0 MQ 5.75 uL
Volumen final 10.00 pL

Los amplicones se visualizaron a 356 bp en una electroforesis en gel de agarosa
al 2% (80 V/30 min. Se us6 como cepa control Sinorhizobium mexicanum ITTG R7
para detectar la amplificacién del gen nifH. Los geles se revelaron en un Bio-Rad
GelDoc ™ EZ Imager (Zehr et al., 2003).
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6.5.5. indices para medir la biodiversidad de la comunidad de halobacterias
Para medir la diversidad Alfa en la comunidad de bacterias haléfilas se calculd la

estructura con los indices de Dominancia de Simpson (1949) y el indice de Margalef
(195nauyita8). En métodos no-parameétricos se midio la Riqueza Especifica (S).

= indice de Dominancia de Simpson

A=2p,>

Donde:
pi = abundancia proporcional de la especie i, es decir, el nimero de individuos de la
especie i dividido entre el numero total de individuos de la muestra.

La frecuencia promedio de la especie i en el conjunto de comunidades, ponderada en
funcién de la importancia de las comunidades (q j).

= indice de Diversidad de Margalef

S—-1
D.. =
Y N

Donde:
S = numero de especies
N = ndamero total de individuos

Transforma el nUmero de especies por muestra a una proporcion a la cual las especies
son anadidas por expansion de la muestra.

» Riqueza especifica (S)

Numero total de especies obtenido por un censo de la comunidad.
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6.6. Evaluacion del potencial biotecnoldgico de las bacterias haldfilas aisladas

de un ambiente natural salino

El potencial biotecnologico de las cepas bacterianas aisladas se evalud a través de las

siguientes pruebas:

1. La capacidad de los aislados bacterianos para solubilizar el fosfato consistié en una
prueba de caracter cualitativo, utilizando el medio de cultivo NBRIP (Nautiyal,
1999).

2. La habilidad para producir sideréforos se detecto al virar el medio CAS de azul a
naranja-transparente (Louden et. al., 2011). La preparacién de este medio consisti6

en:

Solucion Hierro (SOIUCION 1) .o, 10 mL

(a) Preparaciéon de 500 mL con HCI 10 mM (0.01M):

Se medié 125 ml de agua desionizada o doblemente destilada

Se anadido 411 pL de HCI concentrado a los 125 mL de agua desionizada doblemente
destilada.

Se ajustdé a un volumen final de 500 mL usando agua desionizada o doblemente

destilada.

(b) Preparaciéon de 100 mL de FeClsz-6 H20:
Se pes6 2.7 g de FeCls-6 H20 y se anadié 100 mL a la solucién anterior (a).

(c) Preparacion de la solucién de hierro (10 mL):
Se midié 9.9 mL de la solucién (a) y se afiadié 0.1 mL de la solucion (b). Esta solucién
es la de hierro o solucion 1.

2. Solucion CAS (SOIUCION 2) ...ccoeveeiiiiiiiieeeee e 50 mL
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Se disolvieron 0.065 g de CAS en 50 mL de agua desionizada o doblemente destilada.

3. Solucion HDTMA (solucCion 3).....ccoeeeeeeeeeeeeeeeieeeeeeeee, 40 mL

Se disolvieron 0.073 g de HDTMA en 40 mL de agua desionizada o doblemente
destilada.

= Preparacion del colorante:

= Se mezcld solucién 1 (Hierro) con solucion 2 (CAS) ........ 60 mL

La mezcla anterior se agrego a la solucion 3 (HDTMA) suavemente y en constante
agitacion.

VOoIUMEN FINAL ... 100 mL

» Medio de cultivo (LB 0 TSA) ... 900 mL
THPIONG e 9¢g
Extracto de levadura...........oooooiiiiiieiiiiiieeeeee e 459
NACH . 949
Agar bacteriolOgiCO .......oeeiieiiiiieee e 17 g
Agua destilada..........ooooeieiiiiii 850 mL

El pH se ajust6 a 6.8

» Se esterilizaron por separado, sin agregar aun el colorante.

» Una vez esterilizados se mezcl6 bajo condiciones asépticas las dos soluciones.
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5. La capacidad multifuncional para tolerar altas concentraciones de NaCl al 10,15y
20%, pH de 3.5, 5.5, 8.5y 10, temperaturas de 37 °C y 44 °C, y el potencial para
crecer bajo la presencia de los metales pesados Aluminio y Cobre se realizé de
acuerdo a lo descrito por Dorador et al. (2008).

6. Para evaluar la produccién de extremoenzimas, las cepas bacterianas se cultivaron
individualmente en caldo nutritivo en agitacién durante la noche, posteriormente se
utilizé un espectrofotometro para ajustar la DO600 nm a 1.0, antes de la inoculacién
de las cepas en los medios de cultivos sélidos, para la visualizacion de produccion de

enzimas extracelulares, cada uno de los medios utilizados se describen a continuacion:

» Lipasa (Dastanger et al., 2008)
Se prepard agar nutritivo al volumen deseado adicionando CaClzal 0.01% y NaCl 50
g/L, posteriormente se agregd 1% de Tween 80 y se mezcld hasta homogenizar. La
prueba se tomoé positiva cuando las bacterias generaron un halo blanquecino
alrededor de la colonia crecida.

» Amilasa (Kumar et al., 2012)

Se prepar6é medio solido (g/L): 30 agar nutritivo, 10 almidén, 5 peptona, 3 extracto de
levadura, 20 agar bacteriolégico, 50 NaCl y se ajust6 el pH a 7. Se inocularon e
incubaron las placas durante 72 horas, la zona de digestion de almidén se determiné

aplicando a las placas solucién de yodo lugol.

= Celulasa (Chand et al., 2008)

Se inocularon 50 pL de suspensién bacteriana en placas de CMC-agar (g/L): 2 NaNOQOs,
1 KaHPO4, 0.5 MgSOs4, 0.5 Kcl, 2 carboximetilcelulosa (CMC), 2 peptona, 17 agar
bacteriolégico. Las placas se dejaron incubar a 28 °C por 48 horas, después de la

incubacion se tifieron con solucién de yodo lugol de 3 a 5 minutos.
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» Proteasa (Fulzele et al., 2011)

Se prepararon medio en placas de agar de leche deslactosada con la siguiente
composicion (g/L): 5 peptona, 3 extracto de levadura, 1 de leche deslactosada. Se
inocularon las cepas bacterianas en cada placa y se incubaron a 30°C durante 24 h.
La actividad se tomé positiva si después de la incubacién aparece una zona clara

alrededor de la colonia bacteriana.

» Asparaginasa y glutaminasa (Shirazain, 2016)

Se prepar6 medio sdélido en placa con la siguiente composicion (g/L): 6
Naz2HPO4.2H20, 3KH2PO4, 20 NaCl, 5 L-asparagina o L-glutamina, 0.5 MgS04.7H:0,
15 CaCl2.2H20, 2 glucosa, 20 de agar bacterioldgico y se afiadidé azul de bromotimol
3% (p/v) como indicador. Se incubaron a 37°C durante 48 h. El cambio de color del
medio a un tono azul alrededor de las colonias bacterianas se tom6 como positiva la

actividad enzimética.
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VIl. RESULTADOS

7.1. Composicion fisico-quimica del manantial Las Salinas

Una caracteristica destacable de este entorno, es la diferencia de pH. En el sedimento
el pH es un valor basico, y en el agua es ligeramente acido. La temperatura se
mantiene en grados cercanos en agua y sedimento. En un monitoreo geoquimico de
un sistema evaporitico natural del Salar de Huasco, un sito que se ubica dentro del
desierto de Atacama, Chile, uno de los grandes terrenos salares a nivel mundial,
Garcés y Lopez (2010) midieron los elementos de agua de salmuera y sedimento del
lugar encontrando los siguientes valores: 27.43 g/L en cloro (CI), 0.29 g/L en calcio
(Ca?*), 1.33 g/L en magnesio (Mg?*), 11.52 g/L en sodio (Na*) y 4.45 g/L en potasio
(K).

Los datos del manantial Las Salinas se acercan a los valores que se registraron
en este salar de Atacama, destaca la concentracién de calcio, con valores similares
entre este sitio en Chile, y el manantial en Chiapas. La concentracion de calcio genera
calcita y carbonato de calcio, compuesto clave en salares de paleolagos que se
conectaban con mar abierto en un pasado geoldgico.

Extrapolando nuevamente lugares marinos, las chimeneas hidrotermales
reportan grandes cantidades de Hierro y Manganeso, aunque los niveles son bajos en
el manantial, se podria considerar que la presencia de estos elementos sugiere ser un
remanente de la evolucién paleoceaongrafica que atravesé esto ambiente.

La Conductividad eléctrica (CE) que es una medida para conocer la
concentracion total de componentes i6nicos, en la salinidad de agua y sedimento hay
una variacion, el sedimento tienen mayor salinidad que el agua, este resultado apoya
la idea, de que existe en el manantial “Las Salinas” y sus alrededores depésitos
estuarinos-marinos, en donde el agua subterrdnea que se filtra del Rio La Salina y
otras fuentes acuiferas (cuencas endorreicas) disuelven la sal de los depodsitos
estuarinos que se desprenden del sedimento. Haciendo hincapié en la salinidad, el
agua del mar posee una CE de 50 mS/cm (Roldan y Ramirez, 2008), mientras que la
del agua del manantial es de 57.15 mS/cm y del sedimento 64.2 mS/cm.
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Estos datos permiten hacer una reconstruccién del origen y naturaleza del
manantial a través de los valores de factores fisicoquimicos y elementales que existen
en el agua y sedimento.

Otros datos que se registraron en el manantial, fue la concentraciéon de carbono
de 2.244%y 1.817% y agua, en donde no toda la materia es organica, de acuerdo a
lo ya comentado en resultados previos, el origen estuarino permitié el reciclaje de
restos de materia vegetal y animal que quedaron alojados desde el Mioceno, este
carbono en estado recalcitrante se encuentra secuestrado en el sedimento y agua, en
compuestos como calcita y carbonato de calcio, este ecosistema salino funciona como
un reservorio de carbono, esto se ve reflejado en el amplio radio de la relacién C/N y
los porcentajes bajos de nitrdgeno de 0.127% en sedimento y 0.115% en agua, y en
fésforo de 0.179% en sedimento y 0.108% en agua, por lo tanto consorcios bacterianos
tuvieron que desarrollar mecanismos que les permitieran consumir fuentes
nitrogenadas con éxito, esta idea se apoya con las cuatro cepas que poseen la
capacidad de fijar nitrégeno, la competencia por fuentes nitrogenadas limitan a las
cepas de este ambiente a competir por recursos, por lo tanto, las poblaciones de cada
especie suelen ser poco numerosas, tal como se calculé en los indices ecolégicos.

Los eventos de produccion de carbonatados en el manantial surgen por la
precipitacion que las bacterias generan al formar microentornos, de tal forma que la
bomba de Ca?* bacteriana se posiciona hacia el exterior de la célula, y la bomba de
Mg?*+ hacia el interior, esto provoca que el ion Ca?* se adsorbe con mayor frecuencia
respecto al ion Mg2+ en la envoltura celular, cargandose negativamente la superficie
de las bacterias (Maier et al., 2000).

Al producir iones de Ca?*y Mg?*, los cambios que se generan en el ambiente,
junto con la concentracion de iones en las envolturas celulares, sobre todo la adsorcidn
de iones de Ca?*, impulsaran la sobresaturacion local de dichos iones, lo que conducira
a la precipitacién de minerales carbonatados (Rosen, 1987).

Este proceso metabdlico bacteriano genera un ambiente alcalino global, en
particular, el metabolismo del nitrégeno organico como la desaminacion oxidativa
aerodbica de los aminodcidos y la reduccién de nitrato, conducen al aumento del valor
del pH en el entorno circundante (De Munynck et al., 2010). El cambio de pH del medio
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de condiciones neutras a alcalinas facilita la precipitacion del carbonato de calcio
(Morita, 1980), debido al pH del agua las cepas de Las Salinas tienden a ser de
naturaleza haloalcald6fila.

Esto demuestra que las bacterias no son simplemente nucleos heterogéneos
para la precipitacion, sino que son mediadores activos en procesos de mineralizacion
(Morita, 1980).

Finalmente, por las caracteristicas elementales y fisicoquimicas este ambiente
salino puede ser categorizado como talasohalinos, un entorno que se derivé de la
evaporacion de agua de mar, produciendo salmueras que contienen una similitud en
la composicién iénica que hay en el mar en su etapa inicial de establecimiento, con pH
que permanece entre 6-8 (Cuadro 6 y 7), con una precipitacion secuencial de
carbonato de calcio (CaCOs3) y sulfato de calcio (CaSOs4), hasta que finalmente alcance

una saturacion y se precipiten como halita (Horikoshi y Bull, 2011).

Cuadro 6. Elementos quimicos (iones) determinados en muestras de agua y sedimento del
manantial Las Salinas.

Elemento Concentracion
(9/L)
Agua Sedimento
Potasio inter (K*) 1.95* +(0.55)** 1.16 +(0.32)
Calcio inter (Ca?*) 0.32 + (0.13) 0.19 + (0.07)
Magnesio (Mg?*) 1.66 + (0.53) 0.99 £ (0.11)
Cloro (CI) 2224 + (4.08) | 13.27 £ (2.03)
Sodio (Na*) 10.25 + (0.76) | 6.11 £ (0.45)
Fierro (Fe?*) 0.04 £ (0.02) 0.02 £ (0.01)
Manganeso (Mn?+) 0.72 + (0.27) 0.42 + (0.06)

*Los valores de los parametros son el resultado de promedio de tres repeticiones.
** Los valores dentro del paréntesis corresponden a la desviaciéon estandar
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Cuadro 7. Caracteristicas fisicoquimicas de las muestras de agua y sedimento del manantial

Las Salinas.
Factor Fisico-quimico Valor
Agua Sedimento
pH 6.35 £ (0.07)*" 7.89 £ (0.03)
Conductividad eléctrica (EC) dS/cm 57.15 + (0.52) 64.2 + (0.49)
Temperatura (°C 24.1 + (0.49) 24.3 + (0.39)
Fosforo Total (%) 0.179 + (0.04) 0.108 + (0.06)
Nitrogeno Total (%) 0.127* + (0.08)** 0.115 £ (0.05)
Carbono Total (%) 2.244 + (0.1) 1.817 £ ( 0.3)
Relacién C/N 17.6 + (0.17) 15.8 £ (0.14)

*Los valores de los parametros son el resultado de promedio de tres repeticiones.
** Los valores dentro del paréntesis corresponden a la desviacién estandar

7.2. Caracteristicas fenotipicas

En la tincidn de diferenciacion celular, 13 de las distintas cepas representativas poseen
doble membrana celular por lo que estan categorizadas como negativas dentro de la
clasificacion de Gram y solo tres cepas corresponden a Gram positivas (Cuadro 8). La
morfologia celular dominante es bacilos y en algunos casos, estan en cadena, de tipo
estreptobacilos, como la cepa TSS-4 y TSA-31, la forma menos abundante fue la de
cocos para las cepas TSS1 y TSS3.
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Cuadro 8. Caracteristicas fenotipicas de las bacterias aisladas del manantial Las Salinas.

Mombre | Especie con las que estd | Clasificacion Morfologia Forma de la Color de la Textura de la
de Cepa estrechamente Gram Celular colonia colonia colonia
relacionada
Kocuria rosae _ Cocos CifiHEr Fucsia
T33s Mucosa
TSS-3 E{crguo .E:ulaca‘ermm + Cocos Circular Crema Semicremosa
profundum
TSS-4 Bacillus indicus - Estreptobacilos | Semicircular Meldn Semicremosa
TSA-31 Salinicola salaries - Estreptobacilos | Circular Muéz claro Mucosa
TSA-35 Oceanobacillus o Bacilos Circular Blanquecina Cremosa
aidingensis
SAL-1 Bacillus marmarensis + Bacilos Circular Amarillenta Semicremosa
SAL-3 Halomonas axialensis - Bacilos Circulas Blanquecina Cremosa
Halomonas - Bacilos Circular Blanquecina Semicremosa

S5W-2 Zhiaodongensis

ASW-8 Halomonas titanicae o Bacilos Circular Blanquecina Semicremosa

S SW-5 Pseudomonas stutzer i Bacilos Irreqular-coralina Amarillenta Semicostrosa

S5W-14 Pseudomonas - Bacilos Circular Amarillo- Semicremosa
KUMImingensis hlanguecina

SSW-15 Agromyces aurantiacus + Bacilos lrreqular Amarillento Seco

ASW-1 Pseudomonas pelagia = Bacilos Semicircular Crema Semicremosa

ASW-11 Halomonas axialensis = Bacilos Circular Crema Cremosa
Halomonas boliviensis. Bacilos Circular Crema Cremosa

ASW-12 : =

Asw-18 Halomonas sulfidacris Bacilos Circular Crema Cremosa




7.3. Caracteristicas genotipicas

Se obtuvo el ADN de 88 cepas con un kit de extraccion de ADN gendmico bacteriano,
la calidad de las extracciones se evalu6 en gel de agarosa (Figura 23). A través de una
lectura de huellas genémicas BOX-PCR se redujo el numero de cepas que compartian
bandas. Aquellas que no amplificaron no se tomaron en cuenta.

De acuerdo a estudios genéticos de biodiversidad en microorganismos
extremoéfilos reportan que las paredes celulares estan estructuradas a base lipidos que
dificultan la ruptura para la extraccién de ADN con los materiales que se incluyen en
los kits de extraccion, es ello una posible causa de que en algunos ADN no se

visualizaron bandas.

bp ng/0.5 pg %

Control negative

1kb ADN plus

TSA-31
TSA-35
SSW-3
SSW-4
SSW-9
ASW-11
ASW-12
SSW-14
ASW-18
ASW-19
ASW-22

20000 2
10000 2
7000 20
500075 15
400020 4
3000 20 4
200020 4
1500 80 16
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4

Figura 23. ADN genomico de cepas bacterianas halofilas.

7.3.1. Huellas genémicas de bacterias haldfilas
En el screening de BOX-PCR, el nimero de cepas estudiadas se redujo a 40 grupos

de cepas, 10 en medio TSA y 30 cepas recuperadas del medio Winogradsky (figura 24
y 25).
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Figura 25. Perfil gendmico BOX-PCR de las cepas bacterianas aisladas del manantial Las

Figura 24. Perfil gendbmico BOX-PCR de cepas bacterianas haléfilas aisladas del manantial
Salinas usando el medio Winogradsky.

Las Salinas usando el medio TSA.
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7.3.2. Amplificacion del gen cromosomal 16S ADNr

Los amplicones que corresponden al gen 16S ADNr de algunas de cepas bacterianas
halofilas representativas se muestra en la Figura 26. La electroforesis en gel de
agarosa al 1% permitié apreciar la integridad y calidad de los amplicones, los cuales
tuvieron un tamano aproximado de 1500 pb. El analisis por NanoDrop usando una
absorbancia de A260/280 permitié corroborar una concentracion aproximadamente de

90 a 100 ng/pL, la cual es adecuada para el secuenciamiento genético.
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T55-1
TS55-3
TS55-4
TSA-21
TSA-35
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SSW-3
SSW-4
SSW-9
ASW-11
ASW-12
S5S5W-15
ASW-18
ASW-19
ASW-22

bp ng/0.5 pg %

20000 20 4

Figura 26. Amplificacion del gen 16S ADNr de algunas cepas bacterianas haléfilas aisladas
del manantial Las Salinas.

7.3.3. Perfiles gendmicos ARDRA

Se realizé la digestidn de los productos de PCR del gen 16S de las cepas bacterianas
haléfilas representativas con la enzima Alu . En la seleccién de cepas por identidad
16S ribosomal, con la aplicacién de la técnica de ARDRA (Figura 27 y 28), los grupos
de cepas se redujeron a 16 especies diferentes, 6 de agua y 10 de sedimento. El
género con mayor abundancia fue Halomonas, con miembros que habitan tanto en

agua como en sedimento.
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La clase de bacteria con mayores integrantes registrados corresponde a
Gammaproteobacteria con 10 miembros, la clase Bacilli es el segundo grupo con 4
integrantes, y la menos abundante fue la clase Actinobacteria con 2 especies.

Grupo II

Grupo III

Grupo IV

Grupo V

Grupo VI

o L T

Figura 27. ARDRA de muestras de cepas del medio TSA.
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Grupo VI

Grupo VII

Grupo I

Grupo II

100

Figura 28. ARDRA de muestras de cepas del medio Winogradsky.

7.4. Analisis filogenético y construccion de arboles

_SSW-14
_ SSW-26
_ SSW-1
SSW-3
SSW-3
- SSW-6
z SSW-7
SSW-9
z _ SSW-10
SSW-12
SSW-18
- . ASW-2
= ~SSW.17
_ASW-9
_ ASW-16
ASW-12
_ASW-14
SSW-9

"a

- . ASW-18

—~ ASW-17
~ ASW-20

o

- ASW-24
-~ ASW.22
~ ASW-23
—SSW-21

= 0 s3W.13
= . SSW-23
_SSW-26

ASW-3

",

= _ASW-4
—= _ASW-6

_ SSW-15
S Asw-21

=S ssw.19
W-d

- L SSW-11

- S8W-16
SSW-20

. ASW-1

ASW.7
S8W.22
ASW-10
— ASW-11
ASW-19
-S8W.24
—88W.2
- SSW-8
-S8W-13
—ASW-8

Un total de 16 especies diferentes se registraron, seis cepas estan dentro del género

Halomonas, tres especies en el grupo de las Pseudomonas, dos en Bacillus, y para

los géneros Salinicola, Kocuria, Exogobacterium, Oceanobacillus y Agromyces solo se

aislé una especie. La extensién de los nucleétidos que comparten con las especies

tipo, el porcentaje de similitud y la clase estan registrados en el cuadro 9, todos estos

aspectos se siguieron de acuerdo a lo que establece la clasificacion de Bergey.
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Cuadro 9. Identificacion molecular de bacterias del manantial Las Salinas.

Cepa Relacion filogenetica de acuerdo a % de Fuente Clase
bacteria secuencia del gen 16S rRNA similitud de bacteriana
na aislamiento

TSS-1 99 Sedimento Actinobacteria
Kocuria rosae DSM 20447

TSS-3 Exiguobacterium profundum 10C 99 Sedimento Bacilli

TSS-4 Bacillus indicus Sd/3 99 Sedimento Bacilli

TSA-31 Salinicola salarius 0285 99 Agua Gammaproteobacteria

TSA-35 Oceanobacillus aidingensis AD7-25 97 Agua Bacilli

SAL-1 Bacillus marmarensis GMBE72 97 Sedimento Bacilli

SAL-3 Halomonas axialensis Althf1 99 Sedimento Gammaproteobacteria
Halomonas zhaodongensis NEAU- 99 Agua Gammaproteobacteria

SSW-3 ST10-25

ASW-8 Halomonas titanicae H5 99 Agua Gammaproteobacteria

SSW-9 Pseudomonas stutzeri 100 Sedimento Gammaproteobacteria
ATCC 17588

SSW-14 | Pseudomonas knackmussii B13 96 Sedimento Gammaproteobacteria
Agromyces indicus NIO-1018 99 Sedimento Actinobacteria

SSW-15
Pseudomonas pelagia 97 Agua Gammaproteobacteria

ASW- CL-AP6

ASW-11 Halomonas sulfidaeris Esulfide1 98 Agua Gammaproteobacteria
Halomonas alkaliantarctica 100 Agua Gammaproteobacteria

ASW-12 CRSS

ASW-18 | Halomonas profundus AT1214 98 Agua Gammaproteobacteria

Manual de *Bergey 2004: www. bergeys.org.

El parentesco filogenético de cada cepa esta esquematizado en los cladogramas
a partir de la figura 30 a la 37. En estas figuras el circulo amarillo indica que la cepa
fue recuperada del sedimento, en cambio, el circulo azul indica que la cepa se aisl6 de
agua salina.

Cabe destacar que si bien, las especies con las que comparten similitud genética
han sido aisladas de lugares salinos, algo sorpresivo es aislar especies del género
Agromyces en lugares extremos, y en especial A. indicus de vida libre no ha sido
reportada en un lugar hipersalino, sin embargo la cepa SSW-15 tienen una alta
similitud de un 99% con A. indicus, de ser la misma especie, seria el primer reporte
de esta bacteria en un lugar hipersalino, ademas nunca se ha mencionado en estudios
moleculares que especies de H. alkaliantarctica. H. sulfidaeris y H.
profundusy A. indicus amplifiquen el gen nifH, sin embargo, las cepas ASW-12, ASW-
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11, ASW-18 y SSW-15 amplificaron el gen nifH (Figura 29) y tienen alta similitud

genética con las especies de halofilas previamente mencionadas.
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Figura 29. Gen nifH (356 bp) amplificado por las cepas bacterianas haléfilas del manantial Las
Salinas.

90 T8S-10
9 L— Kocuria rosea DSM 20447 (X87756)
Kocuria polaris CMS 760r (AJ278868)
25 Er— Kocuria himachalensis KO7-05 (AY987383)

Kocuria dechangensis NEAU-ST5-33 (JQ762279)

Kocuria aegyptia YIM 70003 (DQ059617)
45 ——  Kocuria turfanensis HO-9042 (DQ531634)

75

986 ——Kocuria sediminis FCS-11 (JF896464)
Kocuria flava HO-9041 (EF602041)
—Kocuria atrinae P30 (FJ607311)
92 Kocuria arsenatis CM1E1 (KM874399)

0.005
Figura 30. Arbol filogenético Neighbour-Joining de la Cepa Kocuria TSS-1.
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99| Agromyces flavus CPCC 202695 (FJ529717)

59 |— Agromyces subtropicus IY07-56 (AB546310)
Agromyces ulmi XILO1 (AY427830)
99 Agromyces luteolus IFO 16235 (AB023356)
-Agromyces tropicus CM9-9 (AB454378)
95 -Agromyces aurantiacus YIM 21741 (AF389342)

99|Agromyces SSW-15 O
gromyces indicus NIO-1018 (HM036655)
61 Agromyces mediolanus JCM 3346 (HM641754)
99 [Agromyces mediolanus VKM Ac-1388 (JX186590)
99—Agromyces soliMJ21 (GQ241325)

0.005

Figura 31. Arbol filogenético Neighbour-Joining de la Cepa Agromyces SSW-15.

Pseudomonas SSW-14 O
Pseudomonas knackmussiiB13 (HM007154)
Pseudomonas chloritidismutans AW-1 (AY017341)
Pseudomonas kunmingensis HL22-2 (JQ246444)
Pseudomonas xanthomarina KMM 1447 (AB176954)
Pseudomonas zhaodongensis NEAU-ST5-21 (JQ762275)
——Pseudomonas songnenensis NEAU-ST5-5 (JQ762269)

499,7 Pseudomonas SSW-9 O
Pseudomonas stutzeri DSM 5190 (AJ288151)
91 [Pseudomonas ofitidis MCC10330 (AY953147)
Pseudomonas guezennei RA26 (AJ876736)

Pseudomonas guariconensis PCAVU11 (HF674459)
70 Pseudomonas mucidolens NBRC 103159 (AB681967)
99 _LPseudomonas synxantha NBRC 3913 (AB680171)
Pseudomonas gessardii CIP 105469 (AF074384)

94 Pseudomonas ASW-1 .
—[—Pseudomonas pelagia CL-AP6 (EU888911)
99 Eseudomonas salina XCD-X85 (KC762324)

95 i

Pseudomonas populi KBL-4-9 (KC609749)

52
98

99

99

99

| ppromemmreesi|
0.005

Figura 32. Arbol filogenético Neighbour-Joining de las Cepas Pseudomonas ASW-1y SSW-14.
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81 Oceanobacillus timonensis Marseille-P3532 (LT671597)
69 Oceanobacillus locisalsi CHL-21 (EU817570)
60 ————Oceanobacillus jeddahense S5 (HG931338)
Oceanobacillus sojae Y27 (AB473561)
| 93 Oceanobacillus neutriphilus A1g (EU709018)

—Oceanobacillus oncorhynchi subsp. incaldanensis 20AG (AJ640134)
Oceanobacillus oncorhynchi R-2 (AB188089)

86 TSA-35@)
91 Oceanobacillus aidingensis AD7-25 (FJ428529)

NR_075027.2 Oceanobacillus iheyensis HTE831

82

0.005

Figura 33. Arbol filogenético Neighbour-Joining de la Cepa Oceanobacillus TSA-35.

04 TSA-31@
ool

Salinicola salarius M27 16S (AM229316)
78 ———Salinicola socius SMB35 (DQ979342)
Salinicola acroporae S4-41 (KM200719)

77 —’78a/inico/a peritrichatus DY22 (KC005304)
75 Halomonas rifensis HK31 (HM026177)

Salinicola zeshunii N4 (EU056581)
“ Salinicola halophilus CG4.1 (AJ427626)

78 |—Halomonas salifodinae BC7 (EF527873)
99 lHalomonas pacificaNBRC 102220 (AB681734)

0.002

Figura 34. Arbol filogenético Neighbour-Joining de la Cepa Salinicola TSA-31.
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66 Bacillus australimaris MCCC 1A05787 (JX680098)
Bacillus xiamenensis MCCC 1A00008 (JX680066)
Bacillus safensis FO-036b (AF234854)

99 P Bacillus pumilus ATCC 7061 (AY876289)
Bacillus stratosphericus 41KF2a (AJ831841)
51 Bacillus zhangzhouensis MCCC 1A08372 (JX680133)
TSs-4 O
99 % Bacillus indicus Sd/3 (AJ583158)
Bacillus cibi JG-30 (AY550276)
“‘Bacillus toyonensis BCT-7112 (CP006863)
Bacillus thuringensis PVB1L1 (KX442563)
99| ~Bacillus weihenstephanensis DSM 11821 (AB021199)
66-Bacillus wiedmannii FSL W8-0169 (KU198626)

97, SAL-1 O

—%F‘—Baci//us marmarensis GMBE72 (EU621902)

Bacillus pseudofirmus DSM 8715 (X76439)
=] Bacillus nanhaiisediminis NH3 (GQ292773)
99r-Bacillus alcalophilus DSM 485 T (X76436)
Bacillus pseudalcaliphilus DSM 8725 (X76449)
Bacillus hemicellulosilyticus C-11 (AB043846)
Bacillus krulwichiae AM31D (AB086897)

98 Bacillus okhensis Kh10-101 (DQ026060)
Bacillus akibai 1139 (AB043858)

86

93 56

~

0.005

Figura 35. Arbol filogenético Neighbour-Joining Cepas Bacillus SAL-1y TSS-4.

80 Exiguobacterium himgiriensis K22-26 (JX999056)
Exiguobacterium alkaliphilum 12/1 (EU379016)
Exiguobacterium aurantiacum DSM 6208 (DQ019166)
96 'Exiguobacterium aurantiacum NBRC 14763 (AB680657)

Exiguobacterium mexicanum 8N (AM072764)

83 Exiguobacterium aquaticum IMTB-3094 (JF775503)

Exiguobacterium marinum TF-80 (AY594266)

03 Exiguobacterium aestuarii TF-16 (AY594264)
78£’7 1ss-30)
93 |Exiguobacterium profundum 10C (AY818050)

Exiguobacterium acetylicum DSM 20416 (AB680246)

0.005

Figura 36. Arbol filogenético Neighbour-Joining de la Cepa Exigobacterium TSS-3.
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95| Halomonas ASW-12 ‘
Halomonas alkaliantarctica CRSS (AJ564880)
99 Halomonas boliviensis LC1 (AY245449)
21 Halomonas neptunia Eplume1 (AF212202)

Halomonas taeheungii M112P1-7 (GU112966)
{Halomonas titanicae H5 (AY671975)
99 Halomonas SSW-8 ()
Halomonas ASW-11 C
Halomonas sulfidaeris Esulfide1 (AF212204)
Halomonas profundusAT1214 (AJ876733)
Halomonas SSW-3()
Halomonas zhaodongensis NEAU-ST10-25 (JQ762286)
Halomonas ASW-18 ‘
[ Halomonas axialensis Althf1 (AF212206)
99— Halomonas SAL-3©
Halomonas cibimaris 10-C-3 (GQ232738)
Halomonas huangheensis BJGMM-B45 (JQ716246)

92

92

99
99

Figura 37. Arbol filogenético Neighbour-Joining de las cepas Halomonas SAL-3, SSW-4-
ASW-18, ASW-12, ASW-19, ASW-22, ASW-8, SSW-3 y ASW-11.

Las secuencias del gen 16S RNAr fueron depositadas en el GenBank database
bajo los siguientes numeros de registro: Agromyces sp. MH221130, Bacillus sp.
MH221131, Exiguobacterium sp. MH221132, Halomonas sp. MH221133, Halomonas
sp. MH221134, Halomonas sp. MH221135, Halomonas sp. MH221136, Kocuria sp.
MH221137, Oceanobacillus sp. MH221138, Pseudomonas sp. MH221139,
Pseudomonas sp. MH221140, Salinicola sp. MH221141.

7.5. indices ecoldgicos para medir la biodiversidad de bacterias en el manantial

Las Salinas

Los indices de Simpson calculados en la estructura de la comunidad, informan que las
haléfilas del sedimento contienen por cada grupo taxonémico, pocos o Unicos
integrantes, si se manejan porcentajes, en una muestra de agua para que se consiga
aislar aleatoriamente dos 0 mas cepas del mismo grupo, existe una probabilidad del
25%, mientras que en el sedimento existe una probabilidad del 21%.
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Si se relaciona el censo de la riqueza especifica de 10 especies de bacterias en
sedimento con las seis especies de agua y se extrapola el valor del indice de Margalef,
el sedimento se posiciona como un sitio con buena biodiversidad. El valor calculado
en el agua inferior a 2 indica una menor diversidad, por lo tanto las halofilas buscan
recursos elementales y condiciones fisicoquimicas que puedan ser aprovechadas, y
en el sedimento se reunen condiciones mas favorables que en el agua, esto
posiblemente ha conducido a que exista una mayor demanda por espacio y mayor
competencia por recursos en el sedimento, esto se refleja en la importancia que
invierten en el mantenimiento celular, con bajas tasas de reproduccion, por ello hay
baja tasa de integrantes o integrantes Unicos en la poblacién de algunos grupos
taxonomicos aislados.

Todo el aprovechamiento y las fuentes que han destinado las halobacterias para
obtener energia se expondran a mayor detalle mas adelante.

Cuadro 10. Valores de indices ecolégicos de bacterias haléfilas de Las Salinas.

indice Valor

* Indice de Simpson en haldfilas A=0.25
aisladas de agua

* Indice de Simpson en haldfilas A =0.21
aisladas de sedimento

» Indice de Margalef en haldfilas Dwmg- 1.66
aisladas de agua

= Indice de Margalef en haldfilas Dwmg-3.00
aisladas de sedimento

» Indice de Jaccard en haldfilas |,.0836

aisladas del manantial
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7.6. Capacidad multifuncional de bacterias aisladas del manantial Las Salinas

Las cepas aisladas no son extremadamente hiperhalofilas, no toleran crecer a 30% de
NaCl en donde la sal se satura y se cristaliza en el agua, sin embargo, si se desarrollan
en concentraciones de NaCl al 20% las siguientes cepas: SSW-15, TSA-35, TSA-31,
ASW-8, ASW-11, ASW-18 y ASW-12. En la categorizacion que propuso Kushner
(1993) para el estudio de haldfilos, las cepas recientemente mencionadas son
extremadamente haldfilas porque crecen con NaCl de 9-23%. Las cepas restantes
registradas que se mencionan forman parte de haléfilos moderados por requerir NaCl
en cantidades del 3-15%: TSS-3, TSS-4 y SSW-9.

Ademads manejan una versatilidad a distintos pH, sus células crecen en escalas
de 5.5 a 11.5, pero tienen mejor desarrollo en pH alcalinos, sus colonias emiten
pigmentos naranjas y rosaceos de alta intensidad, esta afinidad por pH alcalino las
vincula a ser haloalcaléfilas, ademas las 15 cepas resisten a la exposicién de Cobre y
Aluminio en cantidades que resultan ser téxicas para el resto de microorganismos y
poseen la capacidad de quelar hierro, este desempefo que tienen sobre estos metales
puede estar vinculado a una exposicion frecuente de precipitacién de minerales por
actividad volcénica. En Ixtapa existen aguas termales vigentes en El Carrizal y en
Francisco Romo Serrano, ademas hay cavidades geoldgicas formadas a partir de
filtraciones de agua, estas son las grutas en Santa Barbara, Concepcioén y el Zapotillo
(Instituto Nacional para el Federalismo y el Desarrollo Municipal, 2019).

En el desempefo enzimatico, ninguna cepa digiere la beta galactosidasa en la
prueba de indol, las lecturas dieron negativo, y ninguna de estas bacterias participa en
la reduccion de acido sulfhidrico, pero 13 bacterias poseen la enzima nitrato reductasa
o nitrito reductasa, o ambas, y nuevamente se hace énfasis en el gen nifH que poseen
4 cepas. Esta inversion energética provee datos de la naturaleza del manantial.

Algo inesperado fue la actividad de celulasa en seis cepas, en un sitio confinado
donde no hay vida vegetal macroscépica, en tanto en el desempeno de lipasas como
en proteasas solo dos cepas dieron positivo al test, en el consumo de almidén a través
de amilasa tres cepas tienen esta funcionalidad.
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El consumo de ciertos azucares por las hal6filas esta vinculado a la capacidad
para incorporar sin metabolizar azlicares u oxidar de forma incompleta, tienen como
prioridad almacenar en el interior celular estos azucares y utilizarlos como solutos
compatibles, que les de apoyo osmotico para la presion que se ejerce en entornos
salinos. Los azucares no generan cargas eléctricas, por eso el proceso en la oxidacién
de azucares es en muchos casos incompleta para producir acidos que generen carga
eléctrica, este es el motivo por el cual rechazan el consumo de algunos azucares.

Una actividad sobresaliente en la cepa ASW-18 fue el cambio de color del medio
que fue preparado con L-glutamina. Esta cepa no cambio el tono del medio a azul, si
no a matices rojos. Las cepas que dieron positivo para la actividad de glutaminasa
pigmentaron un halo azul alrededor de donde crecieron. Un dato clave de la cepa
ASW-18 es que comparte alta similitud genética con la especie Halomonas profundus
aislada cerca de un respiradero hidrotermal ubicado en La dorsal mesoatlantica.

La mayoria de las cepas son excelentes productoras de exopolisacéaridos (EPS),
principalmente las cepas que son integrantes del género Halomonas.

El perfil enzimatico-muntifuncional de la actividad de cada cepa se formula en el mapa
de calor de la figura 38:
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Figura 38. Perfiles enzimaticos-multifuncionales de haléfilas de Las Salinas. Las abreviaturas en el heat map son desglosadas a continuacion.ONPG: Beta
galactosidasa., ADH: Arginina deshidrolasa ., LDC: lisisna descarboxilasa ., ODC: Ornitina descarboxilasa., CIT: Utilizacién del citrato., H2S: Produccién
de acido sulfhidrico ., URE: Ureasa., TDA: Triptofano desaminasa., IND: Producciéon de indol., VP: Produccion de acetoina., GEL: Gelatinasa., GLU:
Fermentacién/oxidacién de glucosa., INO: Fermentacién/oxidacion de inositol., SOR: Fermentacién/oxidacion de sorbitol., RHA: Fermentacién/oxidacion
de ramnosa., SAC: Fermentacién/oxidacién de sacarosa., MEL: Fermentacidn/oxidacién de melobiosa., AMY: Fermentacion/oxidacion de amigdalina.,
ARA: Fermentacidn/oxidacion de arabinosa., NO2: Reduccién de Nitratos., N2: Reduccion de Nitritos., LIP: Lipasa., PROT: Proteasa., AMIL: Amilasa., CEL:
Celusasa., L-Glu: L-glutaminasa., L-Asp: L-asparaginasa., SID: Produccién de sideroforo., nifH: Gen nifH., FOSF: Solubilizacién de fosforo., Tolerancia de
salinidad (10, 15, 20, 30)., Tolerancia de pH 5.5, 8.5, 10.5, 11.5 ., Tolerancia a 300 ppm de CuSO4 y AlISO4 ., Tolerancia a 500 ppm de CuSO, y AISOq,
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7.7. Distribucidén geografica actual y recorrido paleogeografico

A través del software GPlates version 2.00 y plantillas desarrolladas por el
Dr. Christopher R. Scotese se hizo el recorrido paleogeografico de los sitios en los que
actualmente han sido reportadas las bacterias hal6filas que comparten gran similitud
genética con las cepas analizadas del manantial en Ixtapa, Chiapas. Estos ambientes
se encuentran territorial y oceanograficamente distantes (Ixtapa esta simbolizado con
circulo amarillo en la Figura 39, el resto de los entornos con circulos de distintos
colores).

Ha sido ampliamente propuesta la idea que las primeras formas de vida ya
consolidadas como bacterias surgieron como extremdfilos. Las bacterias actuales se
derivaron de linajes de halofilos, por antecesores que habitaron aguas ocednicas
abundantes en el desarrollo de la historia de la Tierra.

La aproximacion planteada en la reconstruccion del recorrido y el posible
desplazamiento de halo6filos de sus centros de origen por las distintas direcciones que
han tomado las corrientes, junto a la deriva continental y la tecténica de placas, se
estima que parte de un paleocéano llamado Tetis en la era Mesozoica entre los
continentes de Gondwana y Laurasia.

En los mapas de las figuras 40 y 41 las flechas amarillas son corrientes célidas
y las flechas azules y blancas indican corrientes frias. En la figura 40 los circulos rojos
representan las coordenadas en donde se ubicaban durante el Mesozoico los sitios
intercontinentales reportados, las coordenadas actuales estan simbolizadas con un
triangulo rojo, las lineas punteadas que conectan tridngulos rojos y circulos rojos es el
recorrido que cada sitio efectué desde un pasado geolégico del Mesozoico hasta la
era actual. Los tridngulos verdes representan sitios que han permanecido siempre en
via marina.

En el océano de Tetis y zonas adyacentes reconstruidas, actualmente albergan
haléfilas que en un pasado por el recorrido de la deriva continental ocupaban lugares
estrechamente cercanos antes de ser desplazadas estas zonas.

La zona territorial de Ixtapa imaginariamente se localizaba en costas de
Godwana, en lo que hoy es la franja del Ecuador, de ahi mismo partian las corrientes
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que recorrian todo el hemisferio este y llegaban hasta el hemisferio oeste, en donde
se distribuia el océano que antecedi6 a Tetis (Océano Paleo-Tetis), a estas corrientes
calidas, se sumaban las frias, tanto del hemisferio norte como del sur, por lo tanto el
rumbo de la corriente de la mayoria de los sitios marcados llegaba hacia ellos, lo que
pudo provocar una dispersion de antecesores de estas especies de haldfilas.

En el desarrollo geoldgico de la Tierra, durante el cretacico se comenzaron a
separar ya los continentes y a emerger del agua extensiones territoriales. La
circulacidon de corrientes marinas se amplié y se direccioné a otras zonas que
anteriormente no abarcaban, pero manteniendo su recorrido sobre la franja del
ecuador, circulando del hemisferio este al oeste, donde se consolidd la formacion del
Océano de Tetis, y estas corrientes calidas que tomaban rumbo al norte se conectaban
a corrientes frias de la Antartica para desembocar en la Antartida, en donde se ha
reportado una especie interesante de Halomonas'y Pseudomona (Figura 41).
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Figura 39. Ambientes de donde se han reportado las especies de haldfilas que comparten alta similitud genética con las cepas de Las Salinas
en Ixtapa, Chiapas.
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Figura 40. Distribucion de los paleoambientes y corrientes marinas en el Mesozoico.
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Figura 41. Distribucion de los paleoambientes y corrientes marinas en el Cretécico.
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En un mapa actual global, en la figura 40, se marcé el recorrido de los ambientes
salinos a lo largo de su historia paleogreografica. En muchos de estos sitios se
interrumpié la comunicacién que habian tenido en algdn momento con el mar,
restringiéndose a un territorio intercontinental y no costero, como el manantial, “Las
Salinas” en Ixtapa, Chiapas.

Las coordenadas actuales en la figura 42 estan simbolizadas con triangulos
rojos, las lineas rojas que conectan triangulos rojos y circulos rojos es el recorrido que
cada sitio efectud desde un pasado geoldgico del Mesozoico, hasta la era actual. Los

triangulos verdes representas sitios que han permanecido siempre en via marina.
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VIIl. DISCUSION

Las cepas del género Halomonas fueron las mas abundantes en este ambiente natural
hipersalino. Los miembros de este taxén tienen plasticidad fisiol6gica y caracteristicas
de adaptacion para hacer frente a las diferentes condiciones ambientales, por lo que
el género Halomonas es un modelo apropiado para estudiar las adaptaciones
ecoldgicas de haldfilas generalistas (Gaboyer et al., 2017).

En su capacidad multifuncional, las cepas de Halomonas muestran una actividad
impresionante, sintetizan enzimas de alto interés terapéutico: L-asparaginasa y
L-glutaminasa, enzimas con un desempefio anticancerigeno para terapia contra la
leucemia linfoblastica aguda, un padecimiento que en el 2016 afecté a muchos nifios
chiapanecos y una de las causas frecuente de muerte frecuentes, registradas por el
entonces director del Hospital de Especialidades Pediatricas, Alejandro Robles
Nucamendi (Periodico Mural Chiapas, 2016).

Esta enfermedad representa un problema nacional que es urgente atender, las
cifras reportan que en México los indices de supervivencia son de 56 por ciento en
menores de 15 afos, mientras que en naciones desarrolladas es de 87 por ciento
(Periddico La Jornada, 2017).

La amplitud de eficiencia de L-asparaginasa y L-glutaminasa también se puede
aplicar en la industria alimenticia como un preventivo para reducir la acrilamida, un
compuesto cancerigeno en alimentos horneados y fritos (Prihanto y Wakayama, 2016).

Retomando los matices rojos producidos en el medio de L-glutamina por la cepa
ASW-18, lo que se observo puede tratarse de una estrategia bioquimica. Un dato clave
de esta cepa es la alta similitud genética que comparte con la especie Halomonas
profundus, una haldfila aislada cerca de un respiradero hidrotermal ubicado en La
dorsal mesoatlantica. Esta especie produce polihidroxialcanoatos (PHA), un polimero
que se ha reportado que sintetizan el 83% de las especies de arqueas haldfilas que
tienen una reaccion anaplerética para la asimilacion de la coenzima A, estas arqueas
utilizan el ciclo de metilaspartato como una variacion metabdlica de la ruta de los
acidos citricos y el ciclo del glioxilato (Han et al., 2010).

El surgimiento de dos vias para un mismo proposito en un grupo microbiano

filogenéticamente y fisioldgicamente estrecho sugiere la existencia de una presién

94



evolutiva sobre las haloarqueas (Oren, 1995). Borijan et al. (2015) plantean que el ciclo
de metilapartato estd configurado para la utilizacion de polihidroxialcanoatos durante
la inanicidbn de carbono, mientras que el ciclo de glioxilato probablemente esta
adaptado para el crecimiento en sustratos metabolizados a través de acetil-CoA.

Genera interés el que ninguna especie representante del filo bacteria ha sido
reportada que realice el ciclo de metilapartato como comportamiento metabdlico, aun
y cuando posiblementelos antepasados de los tres dérdenes poseian genes de
polihidroxialcanoatos sintasa, genes que se transfirieron verticalmente en haloarqueas
mayormente (Borijan et al., 2015) y fue en Haloarcula marismortui que se reporto, se
describié y se estudié esta ruta anaplerética por primera vez (Khomyakova et al.,
2011).

A partir de esta informacion se plantea que la cepa ASW-18 al hacer virar el
medio adicionado con L-glutamina en matices rojos utiliz6 el glutamato para incluirlo
en la ruta del ciclo metilaspartato, otro dato que apoya esta hipotesis es que se ha
reportado que la enzima glutamato mutasa esta activa en el ciclo de metilaspartato de
H. marismortui (Idem). Considerando que el glutamato es un soluto compatible en
muchas bacterias hal6filas, esta variante metabdlica podria encontrarse también en
las bacterias.

Contemplando la produccion de PHA que se ha reportado en H. profundus,
posiblemente la cepa ASW-18 tenga esta capacidad para sintetizar estos polimeros,
pero se necesita apoyo experimental para conocer si es capaz de sintetizar plasticos
biocompatibles y biodegradables sintetizados, como una fuente de desarrollo
biotecnoldgico en la industria del plastico de origen no petroquimico (Lemos y Mina,
2015).

En trabajos recientes se ha revelado que multiples especies de Halomonas y
otros microorganismos marinos producen sideréforos novedosos y altamente
eficientes (Martinez et al., 2000). Una gran parte de especies con estos sider6foros
eficaces han sido aisladas de respiraderos marinos ricos en hierro (Hickford et al.,
2004).

Sorpresivamente, algunas especies de Halomonas productoras de sideréforo

también oxidan Mn?*, lo que indica que pueden estar involucradas tanto en los ciclos
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de hierro como el del manganeso en entornos que existan concentraciones de estos
elementos (Homann et al., 2009).

Un rasgo distintivo que se ha reportado en los sider6foros de bacterias
haloalcaldfilas es la capacidad de autoensamblar de micelas a vesiculas. La transicion
de micela a vesicula se debe a su naturaleza anfifilica que cambia de forma cénica a
cilindrica cuando se produce la quelacion del hierro férrico (Fe®*) (Serrana et al., 2016).

Este interruptor inducido por metales plantea que este cambio fisiologico esta
involucrado en la proteccion contra las proteasas y otras enzimas degradativas que
estan ampliamente dispersas en el agua del océano, ademas estos sideréforos
representan una ventaja sobre las especies monomoleculares de sideréforos que
poseen las especies terrestres (Sandy y Bluter, 2009).

La disponibilidad de hierro que exista en el entorno, genera grandes
competencias entre las bacterias haloalcaléfilas que influyen para que los sideréforos
tengan una amplitud y eficacia para unirse de manera efectiva a otros metales y
metaloides como el arsénico (Rajkumar et al., 2010). Debido a la competencia que se
genera por la disposicion de hierro, recientemente se ha propuesto que estas cepas
con este tipo de sider6foros actuen como fuentes de biocontrol esencial en la
prevencion de infecciones de varios fitopatdgenos como Fusarium oxysporium
(Mukherjee et al., 2019), limitandoles la disponibilidad de hierro libre en el medio, para
impedir la colonizacién, infeccion y el desarrollo de varios microbios patdégenos
(Berthelin et al., 1991).

En las cepas TSS-3, ASW-8, ASW-11. ASW-18 y SAL-3 existe una
particularidad, comparten gran similitud genética con especies que han sido aisladas
y reportadas de respiraderos hidrotermales ubicados en profundidades marinas,
ademas considerando la habilidad de las bacterias del manantial para crecer a pesar
de estar expuestas a cobre, aluminio y de quelar hierro, se puede hacer una
aproximacion hipotética de las bacterias en “Las Salinas” con su entorno geoldgico.

Mora et al. (2012) describe la complejidad geolégica del Arco Volcanico
Chiapaneco (CVA) como una cadena de volcanes de 150 km de longitud alineada
irregularmente y ubicado en la parte central del Estado de Chiapas, que surgié como
resultado de la subduccién de la cresta de Tehuantepec, una cresta submarina que se
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encuentra en La Placa de Cocos de la Costa del Pacifico de México, que representa
un arco continental cuaternario calco-alcalino (Damony Montesinos, 1978). Debido a
su ubicacion geografica el CVA tiene un papel muy importante en la evolucién
geoldgica de la region (Figura 43) y la actividad volcanica de el CVA ha sido continua
desde hace 2 Ma hasta el presente (Mora et al., 2012).
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Figura 43. Configuracién tecténica del moderno arco volcanico chiapaneco (CVA). Fuente:
Menea y Menea, 2006.

Esta franja geoldgica volcanica activa podria guardar una conexion con la zona
de Ixtapa. En Ixtapa existen aguas termales vigentes en El Carrizal y en Francisco
Romo Serrano, las aguas termales en si son producto de actividad volcénica reciente
que surge por la geotermia que se ejerce sobre el agua subterranea al estar en
contacto con rocas calientes y magma (National Park Services, 2019), ademas en
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Ixtapa estan presentes cavidades geoldgicas formadas a partir de filtraciones de agua,
estas son las grutas en Santa Barbara, Concepcién y el Zapotillo (INAFED, 2019).

Todo este vinculo de historia geoldgica puede estar involucrado en la existencia
de una conexidn subterranea y un posible paleodrenaje con paleocorrientes sobre toda
esa franja geolbgica, que hacen posible una precipitacion y acarreo de minerales
surgidos eventualmente por la actividad volcanica en la geodinamica del CVA. El
transporte en el flujo de estos minerales por una posible red subterranea podria
guardar una conexion con “Las Salinas”, y esta conjugacion de factores geofisicos y
mineraldgicos podrian estar ejerciendo una presion en las cepas para tolerar metales
pesados, desarrollar sideréforos eficientes y la induccion de secrecién de abundante
exopolisacarido por posibles grietas subterraneas que existan cerca del manantial con
condiciones hostiles como las que se mantienen en los ventiladores hidrotermales.

La abundante secrecién de exopolisacaridos en las cepas aisladas, ademas
podria estar destinada para eventos de anclaje por la competencia constante en la
colonizacion y permanencia en este entorno, y bajo esta tension la produccion de EPS
resulta una estrategia que beneficia a cada especie aun y cuando la inversion
energética de carbono sea de un costoso 70% (Wolfaardtet al., 1999). En cepas que
se han aislado de respiraderos hidrotermales en aguas profundas han demostrado una
resistencia a los metales pesados con alta produccion de EPS que permiten la
adhesién de metales y sustancias téxicas (Loaec et al., 1997., Wuertz et al., 2000).
Estos exopolimeros exhiben un estado polianidénico en el medio marino que muestra
una alta afinidad de unién por los cationes y los metales traza (Poli et. al., 2010).

Toda esta capacidad que poseen los EPS permiten su aprovechamiento para
estrategias de biorremediacion en zonas contaminadas por metales y otros minerales,
como adhesivos, absorbentes, lubricantes, acondicionadores de suelo, cosméticos,
vehiculos de suministro de medicamentos, textiles, materiales de alta resistencia,
emulsionantes, viscosificadores, agentes de suspension y quelantes (Mata et al.,
2006., Kumar et al., 2007., Freitas et al., 2011., Llamas et al., 2012), ademas posibilitan
Su uso en la aplicacion de curacidén ésea, demostrando en células osteoblasticas de la
calota craneal de ratas en ensayos in vivo la capacidad de promover la adhesion de
estas células para una osificacion (Zanchetta y Guezennec, 2001).
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En bioensayos realizados por Mukherjee et al. (2019) en Avicennia marina se
reportd que el exopolisacarido purificado producido por cepas de Halomonas favorecio
el crecimiento de plantulas de arroz en condiciones abibticas, este resultado plantea
un desempeiio crucial del EPS halo-rizobacteriano en el alivio del estrés salino, en la
solubilizacion de fosfato inorganico y el flujo absorcion de nutrientes para un mejor
crecimiento y desarrollo vegetal en suelos salinos.

La activacion sideréforos y produccion de EPS podria tener un vinculo directo
entre si por la presidn que existe en el manantial.

Dentro de los perfiles metabdlicos, las haloalcal6filas fueron selectivas con el
consumo de los carbohidratos para darles un uso como solutos compatibles, que les
de apoyo osmético para la presidon que ejerce la salinidad del entorno. Dentro de este
esquema, cinco cepas no consumieron la glucosa como fuente de carbohidrato, si
bien, algunos microorganismos poseen las enzimas necesarias para la ruta de Entner-
Doudoroff, que es una ruta metabdlica alternativa que cataboliza glucosa a piruvato
usando una serie de enzimas distintos a la glucélisis y a la ruta de la pentosa fosfato
(Entner y Doudoroff ,1952) y muchas haléfilas tienen incorporada esta via secundaria
de metabolismo y variantes de esta ruta por el bajo costo energético que esta
representa, una variante es EM inversa (gluconeogénesis)., otras vias descritas son la
via semifosforilada, donde la glucosa se convierte en 2-deshidro-3-desoxigluconato
(KDG).

En otras especies como Sulfolobusy Thermoplasma, se ha descrito una ruta ED
no fosforilada, pero existen casos en donde la bacteria carece de todos los genes
enzimaticos para la via ED como la especie Natronomonas pharaonis, por lo tanto no
consume glucosa como fuente de carbohidrato, sin embargo, muchas de estas
brechas en las vias se han elucidado con el descubrimiento de nuevas enzimas no
ortélogas en las haléfilas para la sintesis de novo de mevalonato (Barkley et al., 2004;
Grochowski et al., 2006b), purinas (Graupner et al., 2002; Ownby et al., 2005) y
cobamida (Woodson et al., 2003; Woodson y Escalante-Semerena 2004; Zayas et al.,
2006).

Las haldfilas emplean nuevas enzimas y precursores para la formacién de
pentosas (Grochowski et al., 2005) y la sintesis de aminoacidos aromaticos (White
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2004, Porat et al., 2006) para eludir las enzimas ausentes de la via clasica de la
pentosa-fosfato (Falb et al., 2008). Por lo tanto, si son selectivas en el consumo de
carbohidratos para mantener un equilibrio osmético, por lo que han desarrollado
habilidades que les permitan cumplir las funciones vitales sin poner en riesgo su
integridad metabdlica.

La multifuncionalidad de las haloalcaléfilas que aloja el manantial Las Salinas,
en Ixtapa, Chiapas brinda oportunidades alentadoras para un uso biotecnoldgico
sustentable.

Las a-amilasas tienen una aplicacion potencial en una gran cantidad de
procesos industriales. Las industrias de detergentes son los principales consumidores
de enzimas, en términos de volumen y valor. El uso de enzimas en las formulaciones
de detergentes mejora la capacidad de los detergentes para eliminar manchas dificiles
y hacer que el detergente sea ambientalmente seguro.

Las amilasas son el segundo tipo de enzimas utilizadas en la formulacién de
detergentes enzimaticos, y el 90% de todos los detergentes liquidos contienen estas
enzimas. Estas enzimas se usan en detergentes para lavado de ropa y en lavavajillas
automaticos para degradar los residuos de alimentos con almidén, como las papas,
las salsas, las natillas, el chocolate, dextrinas y otros oligosacaridos mas pequefos
(Mitidieri et al., 2006).

Las a-amilasas se han utilizado ampliamente en la industria de la panificacion.
Estas enzimas se pueden agregar a la masa del pan para degradar el almidén de la
harina en dextrinas mas pequenas, que posteriormente son fermentadas por la
levadura. La adicion de a-amilasa a la masa da como resultado la mejora de la tasa
de fermentacion y la reduccidn de la viscosidad de la masa, lo que da como resultado
mejoras en el volumen y la textura del producto (Monteiro y Oliveira, 2010).

Ademas, genera azucar adicional en la masa, lo que mejora el sabor, el color de
la corteza y las cualidades de tostado del pan. Aparte de generar compuestos
fermentables, las a-amilasas también tienen un efecto antienvejecimiento en la
panificacion, y mejoran la retencion de suavidad de los productos horneados,
aumentando la vida util de estos productos (Monteiro y Oliveira, 2010).
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Por las cualidades de mejora que muestra el uso de amilasas en harinas,
recientemente se ha propuesto el uso de ellas en la nixtamalizacién de la tortilla, para
una tortilla de mejor calidad la cual no pierda sus propiedades al enfriarse o refrigerarse
(Saab et al., 2017).

Las cepas TSS-3, TSS4 y SSW-9 pueden ser propuestas para promover la
produccién de a-amilasas, en la elaboracién de los productos ya mencionados,
ademas por la naturaleza haléfila, estas amilasas tienen una actividad optima a altas
salinidades y, por lo tanto, podrian usarse en muchos procesos industriales severos
en los que las soluciones salinas concentradas inhibirian muchas conversiones
enzimaticas de otras bacterias no haléfilas, ademas de ser enzimas muy estables a
temperaturas elevadas (Amoozegar et al., 2003).

Otra extremoenzima de interés biotecnoldgico son las lipasas, su naturaleza de
la region especifica 1,3 de las lipasas es eficaz en la produccion de un sustituto de
manteca de cacao y también en la produccion de triglicéridos con acidos grasos de
cadena larga de aceites de pescado, que son Uutiles para prevenir enfermedades
coronarias. Las lipasas también se usan industrialmente para la produccion de una
variedad de productos tales como jugos de frutas, alimentos horneados y fermentacién
vegetal, con enriquecimiento lacteo (Sarpah et al., 2017).

Otro uso es en la utilizaciéon para la modificacion y la descomposicion de
biomateriales complejos, la eliminacién de grasa de la carne y los productos de
pescado, tratamiento de yema de huevo en la produccidon de mayonesa usando
fosfolipasas. Ademas de exhibir propiedades de emulsificacién, la lipasa es explotada
en la hidrolisis de fosfolipasa de la lecitina de huevo, iso-lecitina en el tratamiento de
yema de huevo (/dem).

Se sabe que las lipasas catalizan la sintesis de ésteres de acidos grasos del
acido L-ascérbico, SL como bajos en calorias y dietéticos triacilgliceroles, asi como
reacciones de modificacién de antioxidantes fendlicos, tocoferoles (vitamina E), etc.,
que constituyen un componente muy importante de la industria de los complementos
alimenticios (/dem).

Recientemente, se ha reconocido el potencial terapéutico del monoglicérido
lipasa, ya que se considera un objetivo farmacolégico prometedor para una serie

101



terapéutica de padecimientos como el cancer, enfermedades neurodegenerativas e
inflamatorias. A partir del estudio de Pan et al. (2016) se demostr6é que, en el campo
de la nanomedicina, los farmacos de fosfolipidos labiles de Sn2 lipasa junto con el
suministro de farmacos facilitado por contacto proporcionan ventajas clave de
aumentar la biodisponibilidad de células diana y prevenir la pérdida difusional
prematura del farmaco durante la circulacion.

Ademas, se encuentra que las lipasas son utiles para catalizar los pasos clave
de sintesis de procesos de ingredientes farmacéuticos activos enantioméricamente
puros y sus intermedios. La revision informada por Loli et al. (2015) cubre los ultimos
avances y nuevos potenciales de aplicacion de lipasas en el campo de la medicina
como herramientas de diagndstico para ciertas enfermedades, como candidatos a la
prevencion y terapia del cancer, ayudan a una persona que tiene fibrosis quistica,
enfermedad de Alzheimer, aterosclerosis, entre otros padecimientos.

En la biorremediacion, proceso empleado para descontaminar muestras de
derrames de petréleo, suelos mojados en aceite, desechos industriales y aguas
residuales tenidas con lipidos que de lo contrario pueden tener consecuencias
peligrosas cuando ingresan a los recursos naturales sin tratamiento previo. Se pueden
adoptar pasos de biorremediacion catalizados por lipasas para tratar eficazmente los
desechos de fabricas de procesamiento de lipidos y restaurantes (Sarpah et al., 2017).

Las cepas TSS-4 y ASW-11 y sus lipasas pueden involucrarse en los procesos
antes descritos o0 en la propuesta de algun producto en donde participen las lipasas,
por su desempeno exitoso en el test de lipasas.

Las proteasas como extremoenzimas tienen un papel importante en la industria
de detergentes. La mejora de técnicas para utilizar en la elaboracion de detergentes
ha ido avanzando. Las proteasas estabilizan el rendimiento del detergente,
especificamente por la capacidad para trabajar a temperaturas bajas (Sikandar y
Ghulam, 2017).

Proteasas que muestran actividad a bajas temperaturas se han obtenido de
naturaleza extremofila, pero han sido desarrollados en el laboratorio por un enfoque
de avance. El Pronod 153L es limpiador de instrumentos quirirgicos que se manchan
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por proteinas de la sangre, este limpiador elaborado a base de las proteasas hidroliza
una gran cantidad de las moléculas de proteina al estar en contacto con pigmentos
duros (Idem).

Las enzimas proteasas con especificidad se estan utilizado en el desarrollo
operativo de agentes terapéuticos. Como algunas proteasas contienen funciones
proteoliticas que juegan un papel importante en la invasién de tejido, modulando la
respuesta inmune y en la adhesion de las células epiteliales del huésped, debido a
estas funciones adicionales estan asociadas con el disefo terapéutico. En la industria
farmacéutica y cosmética las enzimas son ampliamente utilizadas para la disposicion
de medicamentos, por ejemplo, tratamientos para el desbridamiento de heridas, y
también se usan para la eliminacidén de queratina en el acné, las queratinasas, pueden
eliminar cicatrices y ayudar en la regeneracion del epitelio o la eliminacion de callos
humanos y células y piel queratinizada (/dem).

Las cepas TSS-3 y TSS-4 podrian utilizarse en la realizacién de procesos
industriales que impliquen la accion de proteasas, para el desarrollo de compuestos
bioactivos.

Por otro lado, las celulasas son las enzimas mas exitosas utilizadas en el
procesamiento humedo textil, se han utilizado con éxito para el biostoning de jeans y
biopolishing de algoddn y otras telas celuldsicas. Durante el proceso de biodeteccién,
las celulasas actuan sobre la tela de algoddén y rompen los pequefios extremos de la
fibra en la superficie del hilo, aflojando asi el tinte, que se elimina facilmente mediante
abrasién mecanica en el ciclo de lavado. La accién de las celulasas elimina las fibras
cortas, la borrosidad de la superficie, crea una apariencia lisa y brillante, y mejora el
brillo del color, la hidrofilicidad y la absorcion de humedad, y el proceso ecoldgico
(Bath, 2000).

El uso de celulasas junto con proteasa y lipasa en los detergentes es una
innovacion mas reciente en esta industria (Singht et al., 2007). En la actualidad, el
detergente liquido para ropa que contiene tensioactivo aniénico o no idénico, acido
citrico o una sal soluble en agua, proteasa, celulosa y una mezcla de propanodiol y
acido bérico o su derivado se ha usado para mejorar la estabilidad de las celulasas
(Chander et al., 2011).
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Las celulasas también se han usado para mejorar la calidad del suelo.
Tradicionalmente, la incorporacién de paja se considera una estrategia importante para
mejorar la calidad del suelo y reducir la dependencia de los fertilizantes minerales
(Ortiz, 2008). Muchos estudios han intentado apresurar la descomposicion de la paja
a través de rutas microbianas. Las aplicaciones de hongos y bacterias celuloliticos han
mostrado resultados prometedores. Fontaine et al. en el 2004 mostr6 que la
suplementacion con celulasa exégena aceler6 la descomposicion de la celulosa en el
suelo. Por lo tanto, el uso de celulasa exdgena puede ser un medio potencial para
acelerar la descomposicidon de la paja y aumentar la fertilidad del suelo (Han, 2010).

Las cepas TSS-3, TSS-4, TSA-35, SSW-9, y ASW-12, son cepas que tienen en
su perfil metabdlico enzimas celuldésicas, en donde hay mucho alcance en las
aplicaciones biotecnoldgicas.

Un problema que se ha diagnosticado en suelos agricolas de todo el mundo, es
la salinidad. Aproximadamente 5,200 millones de hectareas de tierras agricolas se ven
afectadas por la erosion, la salinidad y la degradacion del suelo. El estrés por salinidad
ha afectado significativamente las tierras fértiles y, por lo tanto, tiene un gran impacto
en la agricultura y la economia de un pais (Numan et al., 2018).

El estrés salino tiene efectos severos sobre el crecimiento y desarrollo de las
plantas, asi como también reduce su rendimiento. Las plantas estan inherentemente
equipadas con la capacidad de tolerancia al estrés para responder al tipo especifico
de estrés.

Las plantas mantienen mecanismos especificos mitigar el estrés salino, como la
estimulacién hormonal, el intercambio idnico, las enzimas antioxidantes y la activacion
de cascadas de sefalizacidén en sus fronteras metabdlicas y genéticas que alivian la
condicién de estrés pero cuando la salinidad del entorno excede su capacidad para
hacerle frente, las bacterias promotoras de crecimiento vegetal (PGPB) poseen un
mecanismo especializado que juega un papel clave para la brindarle la senalizacién y
proteccién contra su medio salino. Estas bacterias provocan que las plantas produzcan
diferentes hormonas de crecimiento vegetal como auxina, citoquinina y giberelina,
hormonal indispensables para el crecimiento de las plantas, ademés estas bacterias
también producen reguladores de crecimiento como sideréforos, fijan el nitrégeno
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atmosférico y solubilizan el fosfato organico e inorganico y asi compensan la tolerancia
a la sal en las plantas (/dem).

Todas las cepas del manantial presentan al menos una funcionalidad que
favorece el desarrollo de las plantas, y las cepas que pueden desempefnarse como
PGPB son SSW-15, ASW-12, ASW-18 y ASW-11, para brindar un manejo de buen
rendimiento en suelos agricolas que estén siendo afectados por salinidad, como una
herramienta rentable y econdmica en la tolerancia a la salinidad y la promocién del
crecimiento vegetal.

La relevancia en la multifuncionalidad de las bacterias haloalcaléfilas del
manantial “Las Salinas” y su importancia como una fuente de moléculas que son
susceptibles de emplearse en biotecnologia para Chiapas se debe a que estas cepas
han seguido sus propios rumbos adaptativos, porque el manantial posee
caracteristicas elementales y fisicoquimicas unicas.

Hasta el momento no se ha realizado un reporte de Halomonas alkaliantarctica
aislada en una zona distinta al mar Ross en la Antartida (Poli et al., 2007). En el 2013
se consideraba a esta especie como potencialmente endémica de la Antartida (Jadoon
etal., 2013), pero la cepa ASW-12 aislada de agua del manantial Las Salinas comparte
el 100% de similitud genética del gen 16S ADNr, bajo este criterio puede considerarse
como una cepa ecotipo que tiene dentro de su constitucion genética la capacidad de
fijar nitrégeno.

Siguiendo el concepto de evolucién de mosaico de las rutas biosintéticas,
formulado por Ycas en 1974 y completado por Jensen en 1976, las enzimas
ancestrales de baja especificidad de sustrato fueron moldeadas por sustratos
especificos. El modelamiento ocurre a partir de una enzima ancestral que fue capaz
de unirse a tres sustratos (S1, S2 y S3) y catalizar tres reacciones diferentes, pero
semejantes (Fani, 2012).

En el proceso de la duplicacién del gen que codificaba la enzima ancestral (EO),
una copia divergié de la informacién original y se origind una enzima nueva (E2), con
una especificidad aumentada y reducida; y un evento de duplicaciébn de genes
adicional, vuelve a resultar en una divergencia evolutiva, conduciendo a una enzima
diferente (E3). De esta forma, la enzima ancestral EO que pertenecia a una ruta
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metabdlica determinada se "recluta" para servir a otras vias novedosas, de acuerdo a
los sustratos que ofrezca el medio ambiente (Fani, 2012), por lo tanto, es como muchos
productos metabdlicos que estas bacterias halohalcaléfilas sintetizan, emergieron de
las presiones selectivas resultantes de los objetivos celulares que ayudaron a guiar la
expansion y la poda de las vias metabdlicas a lo largo de historia la evolutiva (Nam et
al., 2011) de estas bacterias haloalcal6filas.

Por otra parte, la transferencia y la recombinacion de la informacion genética
pueden acelerar la evolucion y la diversificacion de las propiedades bioquimicas,
especialmente si la ruta esta codificada en plasmidos muy mdéviles o si se localiza en
transposones (Atlas y Bartha, 2002).

Esto fundamenta, el por qué las cepas de este manantial que tienen similitud
genética alta con especies de otros sitios hipersalinos, no tienen la misma capacidad
metabdlica ni la sintesis de extremoenzimas que estas cepas tienen., o la capacidad
de fijar nitrégeno, quelar hierro, aunque guarden un alto vinculo genético con las cepas
tipos registradas en el Genbank. A pesar de ser un recurso natural biotecnologico que
encierra historia evolutiva y paleogeografica, con potencial para resolver problemas
locales, estatales y nacionales, no se les ha brindado el interés a estos
microorganismos que tienen mucho que ofrecer y que han resistido a condiciones
hostiles y del tiempo para mantenerse vigentes, a pesar de que han sido ignorados por
los esfuerzos de conservaciéon. Sin embargo, su papel en los procesos
biogeoquimicos, su diversidad y abundancia, y su potencial como depositarios de
valiosa informacion genética y productos metabdlicos los hacen tan importantes como
los animales y las plantas, aun y cuando se no se les asigne el valor adecuado por
tener la idea erronea de la ser entidades con ubicuidad que los hace cosmopolitas
(Kaye et al., 2011). Por tal motivo, los argumentos para su conservacion requieren un
examen cuidadoso y no meramente una extrapolacion de los argumentos para la
conservacion de animales y plantas (Cockell y Jones, 2009).
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IX. CONCLUSIONES

1. Considerando los valores de pH (8.0) y la alta conductividad eléctrica CE (64.2 dS/m)
determinados en este ecosistema, asi como por la presencia de altas concentraciones
(g/L) de: Na+, K+, Cl-, Ca2+, Mg2+, Mn2+ y Fe2+; el manantial Las Salinas es un

ambiente natural altamente salino-alcalino.

2. Un total de 88 cepas haldéfilas fueron aisladas del manantial salino. Las bacterias
aisladas forman parte de los ocho géneros bacterianos: Agromyces, Bacillus,
Exiguobacterium, Halomonas, Kocuria, Oceanobacillus, Pseudomonas y Salinicola.

3. Las cepas bacterianas Agromyces SSW-15, Halomonas sp. ASW-18, ASW-11 y
Pseudomonas sp. SSW-9 amplificaron el gen nifH, por lo tanto, estas haléfilas tienen

capacidad para la fijacion del nitrogeno en este ambiente salino.

4. Las cepas haldfilas crecieron en altas concentraciones de NaCl (25% w/v), por tanto,
se sugiere clasificarlas como extremadamente haléfilas y algunas son moderadamente
haléfilas, con capacidad para crecer bajo la exposicidén de cantidades toxicas de cobre
y aluminio (300 ppm y 500 ppm), y mantenerse activas a distintos pH.

5. La comunidad de bacterias del manantial aloja cepas con alto potencial
biotecnoldgico en diversos campos para distintas industrias.

6. Las cepas pueden ser categorizadas como miembros de la gama de haloalcaléfilos
por sus caracteristicas adaptativas y los factores que les favorecen para crecer.

7. En el manantial Las Salinas existe una alta diversidad y abundancia de especies

bacterianas haldéfilas, donde predominan especies agrupadas en el género

Halomonas.
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8. El manantial La Salinas es de tipo talohosalino, que en su historia geolégica guarda

evidencia que estuvo conectado con el mar.

9. Se sugiere que Las Salinas de Ixtapa pertenece a una franja geolégicamente activa
que es parte de una red subterranea conectada directa o indirectamente al CVA.
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XIl. ANEXOS

Anexo 1. Bacterias hal6filas aisladas de Las Salinas, crecidas en pH 5.5.

ASW-11

P ASW-18
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Anexo 3. Bacterias hal6filas aisladas de Las Salinas, crecidas en pH 10.5.

ASW-18

ASW-11
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Anexo 6. Bacterias halofilas aisladas de Las Salinas, crecidas en 15% de NaCl.

ASW-11

SSW-15

>~ ASW-11 R W18
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Anexo 9. Bacterias halofilas aisladas de Las Salinas, crecidas en CuSQOa.

TSA-31 — B ASW-11
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Anexo 12. Bacterias halofilas aisladas de Las Salinas, con capacidad amilolitica.

TSS-4 TSS-3

Anexo 11. Bacterias halofilas aisladas de Las Salinas, con capacidad celulolitica.
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Anexo 15. Bacterias halofilas aisladas de Las Salinas, productoras de glutaminasa.

TSA-31

146



Anexo 17. Bacterias halofilas aisladas de Las Salinas, productoras de sidero6foros.
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Anexo 18. Manantial Las Salinas
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Imagen de Revista Chiapas, 2014.
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Imagen de Virginia Robles y Osiris del Carmen Torres, 2016.
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Toma de muestras de agua y sedimento de Las Salinas con Don Manuel. Don Manuel continta
con esta tradicion familiar de extraccion de sal por cocimiento en Ixtapa.

Anexo 19. Caélculos realizados para indices ecoldgicos de bacterias haléfilas

» indice de Simpson en haléfilas aisladas de TSA

) = 0.015625 + 0.015625 + 0.0625 + 0.390625 + 0.015625 + 0.015625 = 0.2658

» indice de Shannon en haléfilas aisladas de TSA

H’> = 0.125 + 0.125 + 0.125 + 0.125 + 0.25 + 0.625 = 1.375 In =(.31 84

= indice de Jaccard

I,= -2  _0.8636
11-8+19
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