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INTRODUCCION

A lo largo de la costa peruana, especialmente en los valles, la salinidad se ha manifestado
como un factor limitante en la implementacion de proyectos de riego, desarrollo de
actividades agricolas y para fines recreacionales, ya que tiende a degradar la calidad del
suelo junto a sus propiedades fisicas y quimicas, dando paso a su abandono y a las

correspondientes pérdidas econémicas (Ramirez, 2016).

La salinizacion de los suelos, es el proceso de acumulacion de sales solubles. Esto puede
darse en forma natural, cuando se trata de suelos bajos y planos, que son periddicamente
inundados por rios o arroyos, o si el nivel de las aguas subterraneas es poco profundo y el
agua que asciende por capilaridad contiene sales disueltas. Cuando este proceso tiene un

origen antropogénico, generalmente esta asociado a sistemas de riego (Garcia, 2015).

Se Ilama suelo salino a un suelo con exceso de sales solubles, la sal dominante es el Cloruro
de Sodio (NaCl), razon por la cual se le denomina suelo salino-sodico. Es comun frenar o
revertir el proceso mediante costosos «lavados» de los suelos para lixiviar las sales, o pasar

a cultivar plantas que toleren mejor la salinidad (Garcia, 2015).

Los suelos afectados por sales se desarrollan usualmente en zonas aridas y semiaridas, donde
la evaporacion es mayor que la precipitacion. También, puede presentarse esta problemética
en zonas con prolongados periodos de sequia, como en lugares templados, secos y tropicos
secos. Otros sectores donde es posible encontrar suelos con similares problemas, son los
cercanos al mar (costas, lagunas, litorales y pantanos), o bien en la cercania de manantiales
de aguas y napas freaticas salinas. En consecuencia, la salinidad en forma natural, esta
ampliamente distribuida a nivel mundial y se incrementa a medida que se presentan cambios
climaticos; procesos geomorfologicos de sedimentacion, erosion y redistribucion de

materiales; asi como cambios en la hidrologia superficial y subterranea (Ramirez, 2016).

No existe informacion actualizada a nivel nacional, concerniente al tema de salinidad desde
la década del 70. Segun la informacion recopilada por el Instituto Nacional de Desarrollo
(INADE), el Perq, en ese entonces, tenia aproximadamente un millon de hectareas con
aptitud para riego en la costa peruana; de las cuales, cerca de 750 000 hectareas estaban
cultivadas, y de éstas, casi la mitad con problemas de salinidad y mal drenaje. Segun Pastor
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(2010), la salinizacion de los suelos agricolas en las zonas de la costa peruana, €s un proceso
contaminante y creciente, por esta razon la pequefia agricultura tiene limitaciones financieras

para enfrentar el problema (Ramirez, 2016).

El problema que ocasiona la salinizacion del suelo, es la pérdida de fertilidad; lo que
imposibilita el cultivo agricola (Garcia, 2015). Arequipa es zona agricola y con los afios la
acumulacion de sales se ira incrementando haciendo que los suelos se conviertan en suelos
salinos. Si logramos limpiar las areas salinas de los suelos, lograremos ampliar las zonas

agricolas.

En el mundo de los microorganismos, existe una gran diversidad filogenética que excede en
gran medida la de los macroorganismos. La blusqueda de microorganismos de gran interés
industrial y ambiental, ha conducido a los investigadores a realizar estudios en nuevas zonas

de la region (Benavides et al., 2008).

Ejemplos de esta biodiversidad incluye a los extremdfilos, que se han adaptado para
sobrevivir en diversos ambientes hostiles. En particular, los halofilos son de interés para
cientificos debido a sus mecanismos Unicos de supervivencia, aplicaciones y usos en
biotecnologia, industria alimentaria, industria farmaceutica, medicina y biorremediacion
(Oliart et al., 2016).

Asi mismo mediante la identificacion de especies bacterianas se pretende ampliar la base de
datos de microorganismos conocidos, contribuyendo asi al conocimiento de la biodiversidad
de la regién (Benavides et al., 2008).

El presente estudio pretende aislar bacterias halofilas capaces de vivir en ambientes

extremos e identificar las que son capaces de captar NaCl, que podrian utilizarse para la

recuperacion de suelos salinos.
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RESUMEN

En la actualidad, hablar de salinidad no es ajeno a la realidad nacional. Se ha manifestado
como un factor limitante en la agricultura. Por ello es necesario buscar la forma de
desalinizar los terrenos y se ha visto que los microorganismos tienen esta capacidad.

El presente trabajo tuvo como objetivo el aislamiento, caracterizacion bioquimica,
molecular y evaluacion de la capacidad de captar NaCl in vitro de bacterias halofilas
provenientes de las Lagunas de Mejia, Arequipa. Se tomaron 3 muestras de agua de las
cuales se obtuvo una muestra compdsito, dicha muestra fue sembrada e incubada a 37°C por
48 horas en medio de Aislamiento de Bacterias Halofilicas a una concentracion de 15.89 %
de NaCl. Se obtuvieron 6 colonias; luego se realiz6 un acondicionamiento de las colonias
obtenidas, en medio de Aislamiento de Bacterias Halofilicas con concentraciones de NaCl
de 15.89 %, 20.89 % y 25.89 %. Se obtuvo un 6ptimo crecimiento en el medio que contenia
hasta 20.89 % de NaCl, todas ellas son Bacilos, cuatro (4) Gram + y dos (2) Gram -. La
caracterizacion biogquimica se llevo a cabo con las pruebas LIA, TSI, Citrato de Simmons,
SIM, MRVP, Catalasa y Oxidasa. La caracterizacion molecular con el gen ARNr 16S,
identifico 6 cepas: Virgibacillus siamensis (H1), Halobacillus sp. (H2), Halobacillus
hunanensis (H3), Salinicola zeshunii (H4), Bacillus halophilus (H5) y Kushneria sp (H6).
El consumo de NaCl se demostré midiendo la conductividad durante un periodo de 48 horas
en un medio de cultivo, partiendo de una concentracion de 20.57 % NaCl (202.6 mS/cm).
Todas las cepas bacterianas demostraron tener capacidad de captar NaCl in vitro, siendo la
bacteria Kushneria sp. la que presenté mayor capacidad de captar NaCl hasta 16.97 % NaCl
(180.9 mS/cm), mientras que Halobacillus hunanensis presenté menor capacidad de hasta
18.83 % NaCl (192.1 mS/cm).

Palabras Clave: Haldfilas, NaCl, Virgibacillus siamensis, Halobacillus sp., Halobacillus

hunanensis, Salinicola zeshunii, Bacillus halophilus, Kushneria sp.
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ABSTRACT

Nowadays, speaking of salinity is not foreign to the national reality. It has manifested itself
as a limiting factor in agriculture. Therefore it is necessary to find ways to desalinate the
land and it has been shown that it can been achieve through the use of microorganisms.
The research objectives was to isolate, characterize biochemicaly as well as molecularly and
to evaluate the capacity to capture NaCl in vitro of halophiles bacteriums from The Lagoons
of Mejia, Arequipa. The bacteriums were isolated from water samples in a Halophilics
Bacteriums Isolation medium at 15.89% NaCl concentration, incubated at 37 ° C for 48
hours. Six (6) colonies were obtained; then a conditioning of the colonies obtained was
carried out in the medium of Isolation of Halophilics Bacteriums with 15.89%, 20.89% and
25.89% NaCl concentrations. Optimal growth was obtained in the medium containing up to
20.89% NaCl. All of them were Bacillus, four (4) Gram + and two (2) Gram -. The
biochemical characterization was carried out with the LIA, TSI, Simmons Citrate, SIM,
MRVP, Catalase and Oxidase tests. The molecular characterization with the 16RNAs gene,
identified 6 strains: Virgibacillus siamensis (H1), Halobacillus sp. (H2), Halobacillus
hunanensis (H3), Salinicola zeshunii (H4), Bacillus halophilus (H5) and Kushneria sp (H6).
The NaCl consumption was demonstrated by measuring the conductivity during a 48 hour
period starting from 20.57% NaCl concentration (202.6 mS / cm). All the bacterial strains
showed capacity to capture NaCl in vitro being the Kushneria sp bacterium the one with the
greater capacity, giving as final concentration 16.97% NaCl (180.9 mS / cm) and the
Halobacillus hunanensis the one with the smaller capacity showing a final concentration of
18.83% NaCl (192.1 mS/cm).

Key Words: Halophilic, NaCl, Virgibacillus siamensis, Halobacillus sp., Halobacillus
hunanensis, Salinicola zeshunii, Bacillus halophilus, Kushneria sp.
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HIPOTESIS
De acuerdo a los casos reportados de hallazgos de diferentes bacterias haléfilas en diversos

cuerpos de agua salada, es posible aislar bacterias haléfilas de las Lagunas de Mejia que

tengan la capacidad de captar Cloruro de Sodio (NaCl) in vitro.
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OBJETIVOS

GENERAL

Aislar, caracterizar bioquimica, molecularmente y evaluar la capacidad de captar NaCl in
vitro de bacterias haldfilas.

ESPECIFICOS

1. Aislar y caracterizar morfolégicamente bacterias halofilas.

2. Caracterizar bioquimicamente las bacterias hal6filas aisladas.

3. Caracterizar molecularmente las bacterias halofilas aisladas.

4. Evaluar la capacidad de las bacterias halofilas de captar NaCl in vitro.
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CAPITULO I. MARCO TEORICO

1.1. EXTREMOFILOS

Desde los afios 1970 se demostrd la existencia de vida microbiana con capacidades de
adaptacion a ambientes extremos. El término extremofilo fue usado por primera vez, por
MacElroy en 1974. “Ambiente extremo”, es un término relativo, ya que los ambientes que
pueden ser extremos para un organismo, pueden ser esenciales para la supervivencia de otro
organismo. Los extremdfilos son capaces de crecer bajo condiciones que podria matar a la
mayoria de otras criaturas y muchos no pueden sobrevivir en los ambientes considerados
globalmente normales. Estos organismos se desarrollan Optimamente bajo condiciones
extremas de temperaturas muy elevadas (55-121°C) o bajas (-2-20°C), alta salinidad (NaCl
2- 5M) y alta alcalinidad (pH arriba de 8) o alta acidez (pH menor de 4) (Madigan et al.,
1997).

Este término también incluye al que puede tolerar altos niveles de radiacion o compuestos
toxicos. Bajo la denominacion de extremdfilos se incluyen diferentes taxones de Procariotas
(bacterias y Arqueas) y Eucariotas (Rothschild et al., 2001).

1.2. MICROORGANISMOS HALOFILOS

Tal como menciona DasSarma y Arora (2002), el término Hal6filo viene del griego, donde
“halo” es sal y “filo” es amante de, es decir, significa amante de la sal. Las sales se requieren
para todas las formas de vida pero los microorganismos haléfilos se distinguen o clasifican
por el requerimiento de condiciones hipersalinas para su crecimiento. Los microorganismos
hal6filos muestran respuestas diferentes a concentraciones diferentes, por ello se han
propuesto diferentes esquemas para clasificarlas como Truper y Galinski en 1986, VVreeland

en 1987 y Ramos-Comenzana en 1989.

La clasificacion mas utilizada por los cientificos fue propuesta por DasSarma y Arora
(2002). Tal como se puede apreciar en la Tabla N° 1 esta clasificacion esta basada en el
crecimiento 6ptimo de los microorganismos con respecto a la concentracién de NaCl, segun

la cual se las divide en las siguientes categorias: Haldfilos leves 0.2 y 0.85 M (2-5 %),
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Halofilos moderados, crecen entre 0.85y 3.4 M (5-20 %) de NaCl, y Hal6filos extremos,
que crecen de 3.4 a 5.1 M (20-30%) de NaCl.

Tabla N° 1. Clasificacién de haléfilas basada en su crecimiento en Cloruro de Sodio (DasSarma y
Arora, 2002)

Concentraciéon de NaCl

Molaridad, M Porcentaje, %
Haldfilos Ligeros o Débiles 0.2-0.85 2-5
Haldfilos moderados 0.85-3.4 5-20
Haldfilos extremos 34-51 20-30

Y segun Kanekar et al. (2011) las bacterias haldfilas se clasifican en cuatro categorias (Tabla

Ne 2):

Tabla N° 2. Clasificacion de hal6filas basada en su crecimiento en Cloruro de Sodio (Kanekar et al.,

2011)
Clasificacion Concentracion de NaCl % (p/v)
Halotolerantes 0-5
Halofilos débiles 1-5
Halofilos moderados 5-15
Halofilos extremos 15-30

En contraste, los organismos no hal6filos s6lo pueden crecer por debajo de 0.2 M de NaCl.
Los organismos halotolerantes son aquellos que pueden crecer en presencia y en ausencia
de altas concentraciones de sal. Muchos organismos halofilos y halotolerantes pueden crecer
dentro de un amplio margen de concentracion de sal, con requerimiento o tolerancia para

algunas sales, dependiendo del medio y de los factores nutricionales (Russel, 1993).
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1.3. LOS TRES DOMINIOS DE LA VIDA

A partir de los afios setenta, Woese y otros biélogos interesados en la filogenia de los
microorganismos han estudiado la bioguimica de los organismos procariéticos. Estos
investigadores, concentrando su atencion en las secuencias de nucleotidos del RNA presente
en los ribosomas, establecieron que lo que hasta entonces se habia considerado como el reino
Monera se compone en realidad de dos clases muy diferentes de organismos. Woese et al.
(1990) ha dado a estos dos grupos los nombres de Bacteria y Archea y ha propuesto que se
debe clasificar la vida en tres dominios (Audesirk et al., 2008), tal como se muestra en la
Figura N°1y la Tabla N° 3.

Bacteria Archaea Eucarya
Green
nonsulfur Animalia
bacteria Fungi

Plantae

Gram Methanomicrobiales
Purple positives | Methanobacteriales extreme
bacteria Halophiles Ciliates
Methanococcales
Thermococcales
Cyanobacteria

Thermoproteyus

Flagellates

Bacteroides

Microsporidia

Thermotoga

Figura N° 1. Los tres dominios de la vida (Woese et al., 1990)
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Tabla N° 3. Comparacion de los tres dominios de la vida. (Sadava y Purves, 2009)

LOS TRES DOMINIOS DE LA VIDA EN LA TIERRA
Caracteristicas Bacteria Archaea Eukarya
Envoltura Nuclear Ausente Ausente Presente
Orgéanulos recubiertos por membrana Ausente Ausente Presente
Peptidoglicanos en la pared celular Presente Ausente Ausente
L Union éter o
Union ester Union ester
. ) Algunos .
Lipidos de membrana Hidrocarburos no ] Hidrocarburos
. hidrocarburos .
ramificados . no ramificados
ramificados
Ribosomas 70S 70S 80S
tRNA iniciador (Aminiécido iniciador de la " e L o
L ) Formilmetionina Metionina Metionina
sintesis de proteinas)
Operones Si Si No
Plasmidos Si Si Raro
RNA Polimerasa Una Una Tres
Ribosomas sensibles a cloranfenicol y Si inhibe el No inhibe el No inhibe el
estreptomicina (respuesta a antibi6ticos) crecimiento crecimiento crecimiento
- Presentes en
Intrones (Partes no codificantes de los genes) Raros Presentes
algunos genes
Histonas asociadas con el DNA Ausentes Presentes Presentes
Cromosoma circular Presente Presente Ausente
Capacidad de crecer a temperaturas mayores
No Algunas No
de 100°C
Algunos son Metandgenos No Si No
Algunos fijan Nitrégeno Si Si No
Algunos tienen fotosintesis basada en § .
. Si No Si
clorofila

1.4. BACTERIAS HALOFILAS

Las bacterias haldfilas son capaces de reproducirse y realizar funciones metabdlicas de una

manera mas eficaz en presencia de altas concentraciones de sales que en su ausencia

(Gonzales-Hernandez y Pefia, 2002).

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPQSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM < DE SANTA MARIA

1.4.1. MECANISMO DE ADAPTACION DE LOS ORGANISMOS HALOFILOS

Las bacterias adaptadas a vivir en ambientes hipersalinos se enfrentan a un medio con una
fuerza idnica elevada (Galinski y Truper, 1994), por lo cual la adaptacién al medio consiste
en equilibrar la presion osmatica interna con la externa, con el fin de mantener la integridad
celular y sus funciones vitales. Esta osmoadaptacion es posible gracias a dos estrategias, la
primera es la acumulacion de grandes cantidades de sales (principalmente KCI) en el interior
de la célula y la segunda ocurre mediante el empleo de compuestos organicos (Garzon,
2015).

En los organismo no haldfilos las células se rompen cuando son expuestas a salinidades
mayores de 10-12% de NacCl, debido a la marcada diferencia en la concentracién del cation
sodio (Na") entre el interior y el exterior de las células; pues la alta concentracién de Na* en
el exterior provoca un incremento en la presion ejercida sobre la célula, lo que conduce a
una pérdida de agua celular y, consecuentemente, a su inevitable ruptura (Kushner y
Kamekura, 1988).

La membrana citoplasmatica constituye una barrera que separa el citoplasma del medio
externo en el que pueden producirse cambios en la concentracion de sales, por lo que debe
jugar un papel importante en la respuesta de la célula a dichos cambios. Se ha demostrado
que la adaptacion de la composicion lipidica de las membranas celulares frente a una nueva
situacion de estrés osmético incluye modificaciones en el tipo de fosfolipidos existentes en

las membranas, y en el tipo de &cidos grasos que forman parte de los lipidos (Russell, 1993).

La principal estrategia que desarrollan los microorganismos hal6filos para adaptarse al estrés
osmotico se basa en la acumulacion masiva de compuestos en el citoplasma para compensar
la presion osmotica del medio externo. Los compuestos acumulados pueden ser idnicos o no
idnicos, segun el tipo de microorganismo, lo que determina de forma general la existencia
de dos mecanismos principales de acumulacién. ElI primero de ellos, denominado
mecanismo “salt-in” es tipico de Arqueas Yy Haloanaerobiales (bacterias halofilas
moderadas anaerobias estrictas), que acumulan en su citoplasma iones inorganicos,
principalmente K" y CI". El aumento en la concentracion de KCI en el citoplasma conlleva
a una adaptacion a las altas concentraciones salinas de todas las proteinas y otros

componentes celulares como los ribosomas. Las cargas positivas acumuladas se compensan
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REPOSITORIO DE

con iones negativos, como cloruro (CI) o fosfato (POs%). De este modo, se propicia la
adaptacion de todos los sistemas intracelulares a una alta concentracion (hasta 373 g/L) de
Cloruro de Potasio (KCI) en el citoplasma (Dennis y Shimmin, 1997) (Vreeland y Hochstein,
1992).

=}

+ \I./
K Amino Na'
acids

Figura N° 2. Movimiento de iones en microorganismos halé6filos (Garzon, 2015)

Como se muestra en la Figura N° 2 las bacterias haléfilas, presentan diferentes mecanismos
para generar un balance osmotico con el medio externo, entre estos se encuentran: 1.
Eliminacion de protones H* debido al transporte de electrones de la cadena respiratoria,
durante el crecimiento aerobio en halofilas. 2. Liberacion de protones durante la
fosforilacion a nivel de sustrato teniendo como intermediario ATPasas. 3. En presencia de
luz se da la salida de protones mediada por la accion de la bacteriorodospina en algunas
bacterias. 4. Bomba de intercambio antiporter de Na* / H*, en la cual se presenta un gradiente
de sodio a expensas de un gradiente de protones con una estequiometria de un ion Na* por
dos protones que entran a la célula. 5. El sodio ingresa a la célula mediante un gradiente de
Na* asociado al transporte de aminoacidos. 6. La entrada pasiva de K se da por medio del
potencial de membrana de la célula. 7. El transporte de Cl™ independiente de luz se da
asociado al transporte de Na* y dependiente de luz. 8. Bomba que incorpora Cl- al citoplasma
gracias a halorodopsina. La adaptacion a la fuerza ionica a la que se ven expuestas las
bacterias haldfilas significa un gasto energético para el microorganismo, por lo que la
estrategia de acumulacion de KCI es menos costosa que la acumulacién de solutos
compatibles o salt out, pero requiere una mayor adaptacion de la maquinaria celular (Garzén,
2015).
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El segundo mecanismo conocido como “salt out”, es el que utilizan las bacterias tanto
halofilas como no halofilas, ademéas de las arqueas metanogénicas haléfilas moderadas.
Estos microorganismos, en respuesta al estrés osmaético, acumulan en su citoplasma
compuestos organicos de bajo peso molecular que mantienen el equilibrio osmético sin
interferir con el metabolismo celular, por lo que se denominan solutos compatibles, que son
compuestos organicos de tipo amino&cido, azlcar o alcohol y su presencia es caracteristica
de cada especie y los sistemas intracelulares no requieren adaptacion alguna, ya que la sal
se mantiene fuera de la célula. Se trata de un sistema mucho mas flexible, ya que permite la
adaptacion a las fluctuaciones en la presién osmética 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 bacterias se cultivan en un medio
minimo. Los principales solutos compatibles descritos a la fecha son: aminoacidos,

azucares, glicina betaina, ectoina e hidroxiectoina (Ramirez et al., 2004).

1.42. MODIFICACIONES DE LA MORFOLOGIA CELULAR

Las bacterias halofilas presentan modificaciones estructurales en la pared y membranas
celulares evidenciandose en alteraciones en la composicion, sintesis de proteinas, lipidos y
acidos grasos dandose mayores alteraciones morfoldgicas a concentraciones mayoresa 2 M
de NaCl. Una respuesta a las altas concentraciones de NaCl es el aumento de los fosfolipidos
cargados negativamente presentes en la membrana, como es el caso del género Halomonas,
el cual es capaz de vivir en un amplio rango de concentraciones de sal (0,05-3,40 M), debido

a la composicion de lipidos en la membrana (Garzon, 2015).

1.43. CRECIMIENTOY METABOLISMO BACTERIANO

El paso esencial para iniciar el estudio de una cepa bacteriana, es el cultivo. Este paso es
importante para proveer de una poblacion de bacterias que puedan ser analizadas mediante
pruebas bioquimicas, seroldgicas, genéticas y de susceptibilidad a los antibidticos. El cultivo
es el proceso de propagacion de los microorganismos en el laboratorio, que se obtiene
aportando las condiciones ambientales adecuadas y los nutrientes necesarios para el
crecimiento bacteriano. El crecimiento se define como el aumento del nimero de bacterias
en una poblacién determinada. A continuacion se detalla en la Figura N°3 las fases del

crecimiento bacteriano en un sistema cerrado citado por Varela y Grotiuz (2006).
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a) Fase de Latencia

Las bacterias transferidas de un cultivo en fase estacionaria a un medio fresco, sufren
un cambio en su composicion quimica antes de ser capaces de iniciar la
multiplicacion. Hay aumento de los componentes macromoleculares y de la
actividad metabdlica, casi sin division celular, asociado a un incremento de la
susceptibilidad a los agentes fisicos y quimicos. Por lo tanto, la mal llamada fase de

latencia implica intensa actividad metabdlica (Varela y Grotiuz, 2006).

b) Fase Exponencial

Las células se dividen a velocidad constante, determinada por la naturaleza intrinseca
de la bacteria y por las condiciones del medio. Existe gran aumento del nimero total
de células viables, que puede ser expresado en forma exponencial. Proximo al final
de esta fase, se produce la liberacién de exotoxinas por las bacterias que las producen
(Varela y Grotiuz, 2006).

c) Fase Estacionaria

Eventualmente el agotamiento de los nutrientes o la acumulacién de productos
toxicos determinan el cese del crecimiento. Hay pérdida de células por muerte, la
cual es balanceada por la formacion de nuevas células. Cuando esto ocurre, el conteo
total de células aumenta levemente aunque el de las bacterias viables permanece
constante. Hacia el final de esta etapa, puede ocurrir la esporulacion en aquellas

bacterias que poseen este mecanismo de resistencia (Varela y Grotiuz, 2006).

d) Fase de Muerte

Luego de la fase estacionaria, la tasa de muerte se incrementa, el nimero de bacterias
viables disminuye rapidamente y, por lo tanto la curva de crecimiento declina. Las
caracteristicas de la curva de crecimiento pueden variar, dependiendo de las
caracteristicas propias del microorganismo, del estado metabdlico del inéculo, del

medio de cultivo y de las condiciones de incubacion.
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Las condiciones fisicas y quimicas del medio donde el microorganismo crece afectan
las actividades de éstos. La comprensién de como influye el ambiente en el
crecimiento, nos ayuda a explicar la distribucién de los microorganismos en la
naturaleza y hace posible disefiar métodos que permitan estudiar y controlar el
crecimiento bacteriano. Ademas, existen sistemas de cultivo abiertos que son poco
usados en el laboratorio de microbiologia clinica (Varela y Grotiuz, 2006).

El cultivo continuo (con aporte y salida de nutrientes y requerimientos a una tasa
constante), permite mantener a las bacterias en una misma fase de crecimiento
durante un largo periodo de tiempo (por ejemplo en la fase estacionaria o en la
exponencial). Dicha técnica es interesante por ejemplo para los procesos productivos
(Varela y Grotiuz, 2006).

2

Log del numero de células

L 1 I I L | L |
TIEMPO

Figura N° 3. Curva de crecimiento bacteriano, sistema cerrado (Varela y Grotiuz, 2006)

El metabolismo se refiere a la suma de reacciones bioquimicas requeridas para la
generacion de energia y el uso de la energia para sintetizar material celular a partir de

moléculas del medio ambiente. Segun Varela y Grotiuz (2006) el metabolismo se divide en:

- Catabolismo. Reacciones de generacion de energia.
- Anabolismo. Reacciones de sintesis que requieren de energia.

Las reacciones catabolicas producen energia como ATP, el cual es utilizado en las

reacciones anabdlicas para sintetizar el material celular a partir de nutrientes. Se producen

en el curso de las reacciones metabdlicas anabdlicas o catabolicas que tiene lugar durante
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las fases de crecimiento y que contribuyen a la produccion de biomasa o energia por las
células. Hay dos tipos fundamentales de productos metabdlicos: primarios y secundarios
(Varelay Grotiuz, 2006).

Un metabolito primario es el que se forma durante la fase primaria del crecimiento del
microorganismo, mientras que un metabolito secundario es el que se forma cerca del final
de la fase de crecimiento, frecuentemente cerca de, o en la fase estacionaria del crecimiento
segun Varela y Grotiuz (2006):

Metabolitos primarios microbianos

Los metabolitos primarios son moléculas de bajo peso molecular que tiene lugar durante las
fases de crecimiento y que contribuyen a la produccion de biomasa o energia por las células.
Se producen durante la fase logaritmica de crecimiento (trofofase) como producto del
metabolismo, y son esenciales para la funcion del microorganismo. La produccion neta se
relaciona con el crecimiento y la cantidad de sustrato

(https://microorganismosusoindustrial.wikispaces.com/METABOLISMO)

Metabolitos secundarios microbianos

Los metabolitos secundarios se producen durante la fase estacionaria. Lo metabolitos
secundarios se definen por las siguientes caracteristicas:

(https://microorganismosusoindustrial.wikispaces.com/METABOLISMO)

- Productos naturales que tienen una distribucion taxonémica restringida.

- Se forman una vez que el crecimiento se ha detenido.

- Suelen sintetizarse como una mezcla de compuestos quimicamente relacionados.

- Cada metabolito secundario solo lo forman relativamente pocos organismos.

- Los metabolitos secundarios, aparentemente no son esenciales para el crecimiento y
la reproduccion.

- La formacion de metabolitos secundarios es extremadamente dependiente de las

condiciones de crecimiento, especialmente de la composicion del medio.
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En la Figura N° 4 se observa la trofofase que es la fase de crecimiento logaritmico (el prefijo
trofos, significa "crecimiento™) donde normalmente no se producen los metabolitos
secundarios, mientras que la fase de produccion de metabolitos es la idiofase (Parés y Juarez,
2002).

Latencia Exponencial Estacionaria Muerte

1 2 3 4

Trofpfase Idiofase
Metf_liﬂli?-mo Metabolismo
Primario Secundario

Log Numero de Microorganismos viables

Tiempo

Figura N° 4. Trofofase e Idiofase (Salmerén et al., 2015)

1.4.4. IMPORTANCIA Y APLICACIONES DE MICROORGANISMOS
HALOFILOS

Los microorganismos haléfilos han desarrollado complejos procesos de adaptacion que les
han permitido hacer frente a las condiciones ambientales extremas que caracterizan a los
ambientes salinos. Uno de los mas importantes mecanismos de adaptacion que han
desarrollado estos microorganismos es la acumulacion intracelular de solutos u osmolitos
compatibles, y cuya principal caracteristica es la de no interactuar con el metabolismo

celular, por lo que su funcidn es puramente osmotica (Ventosa et al., 1998).

Desde que se inicio su estudio, las bacterias haldfilas moderadas han demostrado ser un
grupo de extremofilos con un gran potencial biotecnoldgico. Asi, no sélo producen
compuestos de enorme interés industrial, como enzimas, biopolimeros o solutos
compatibles, sino que ademés presentan unas propiedades fisiologicas que facilitan su

explotacion comercial. Por ejemplo, son microorganismos faciles de cultivar y con escasos
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requerimientos nutricionales, pudiendo utilizar una gran variedad de compuestos como
Unica fuente de carbono y energia Ademas, su tolerancia a elevadas concentraciones salinas
reduce al minimo los riesgos de contaminaciones en el laboratorio. A continuacion se
describen aplicaciones de estos microorganismos (Ventosa y Nieto, 1995).

a) Produccion de Enzimas

Muchos procesos industriales se desarrollan bajo condiciones extremas, lo que
ofrece un campo de aplicacion para las enzimas producidas por microorganismos
extremdfilos, capaces de actuar a valores extremos de temperatura, pH o salinidad.
La mayoria de las haloenzimas extra e intracelulares que se han aislado y
caracterizado hasta el momento provienen de bacterias hal6filas moderadas. Asi,
se han descrito varias hidrolasas de interés industrial del tipo de las amilasas,
proteasas, nucleasas y 5°- nucleotidasas, producidas por diferentes bacterias
halofilas. La nucleasa H, producida por Micrococcusvarians, subsp. halobius, por
ejemplo, es especialmente interesante para la produccion de los agentes

aromatizantes &cido 5 - inosinico y &cido 5°- guanilico (Ramirez et al., 2004).

Hidrolasas haléfilas producidas de diversas bacterias haléfilas y su uso industrial
ya han sido descritas tales como las Amilasas: Haloferax meditarranei,
Halobacterium salinarium, Nesterenkinia halobia, Halomonas meridiana,
Halobacillus sp. para la sacarificacion de microalgas marinas, hidrdlisis de almidén
y textiles, alimentos, fabricacion de cerveza y y destilacion industrial; Proteasas:
Bacillus sp., Halobacillus sp., Virgibacillus sp., Natrialba magadii, para la sintesis
de péptidos, para la preparacion de salsa de pescado y formulacion de detergentes;
Lipasas tal como Salinivibrio sp., Natrococcus sp., como aditivos para detergentes,
utilizadas en la industria de alimentos y papel, y en biocatalisis; DNasas, como
Microccocus varians, Bacillus sp., N23-2 utilizadas como agentes de sabor acido
5°- guanilico y acido 5°- inosinico; Celulasas y Pululanasas como Bacillus sp.,
biocatalizador en solventes organicos y fluidos supercriticos (Delgado et al., 2012).

En PerG se han hecho estudios, en ambientes salinos como Pilluana, Huacho,

Maras, Chilca, Paracas y Ventanilla en la que se obtuvieron 12 especies bacterianas

con gran potencial biotecnoldgico, en la producciéon de hidrolasas capaces de
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hidrolizar tween 80, aceite de oliva, almiddn, caseina, lactosay ADN (Flores et al.,
2010).

A nivel industrial, la degradacion del almidén requiere diversas condiciones
cataliticas desde muy suaves hasta extremas, para ello se caracterizaron bacterias
haldfilas pertenecientes a los géneros Bacillus y Halomonas con actividad
amilolitica provenientes de las Salinas de San Blas-Junin, estas bacterias son
capaces de crecer en diferentes rangos salinos y algunas poseen la capacidad de

producir proteasas, lipasas y DNasas (Canales et al., 2014).

b) Produccién de Polimeros

Los microorganismos haléfilos tienen la capacidad de producir biopolimeros de
diferentes clases entre los cuales encontramos:

Exopolisacaridos, biosurfactantes, liposomas, lectinas y bioplasticos. Los
exopolisacaridos (EPS) son biopolimeros producidos extracelularmente por
bacterias haldfilas, teniendo aplicaciones en la industria alimentaria como:
espesante, emulgente y gelificante, en la industria farmacéutica y en procesos de
biodegradacion. Los exopolisacaridos sulfatados son poco frecuentes entre los
expolisacaridos de origen microbiano, sin embargo, algunos microorganismos
haléfilos estudiados sintetizan polimeros en cuya composicion se detectan grupos
sulfato (Castillo y Barragéan, 2011).

Una de las ventajas de estos exopolisacaridos es que tienen actividad moduladora
de la proliferacion de distintos tipos celulares, entre ellos células tumorales.
Bloguea la entrada de células virales en células hospederas, ademas, los
exopolisacaridos le dan la capacidad a las células bacterianas de formar biofilms

permitiéndoles la adhesidn a diferentes superficies (Castillo y Barragan, 2011).

Otras de las ventajas que le conceden los exopolisacéridos a las bacterias hal6filas
es la capacidad de captar metales pesados. Su actividad viscozante y emulgente,
adicionalmente algunos exopolisacaridos pueden ser fuentes de oligosacaridos
ricos en fucosa, presentando potenciales aplicaciones en cosmética y medicina
(Mata, 2006).
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Los liposomas sirven para el transporte de compuestos en medicina y cosmética;
El Acido poli-g-D-glutdmico (PeA) como humectante y espesante y los

polihidroxialcanoatos para protesis y plasticos biodegradables (Meseguer, 2004).

Los biosurfactantes mejoran la remediacion de suelo y agua contaminados con
aceite, disminuyen la tension superficial, incrementan la solubilidad y movilidad de
hidrocarburos hidrofébicos, promoviendo la degradacién. Los microorganismos
haléfilos o halotolerantes productores de biosurfactantes podrian jugar un papel
importante en la acelerada remediacion de medios ambientes salinos contaminados
con aceite. Las bacterias hal6filas también han sido usadas para la produccion de
bioplasticos, los polihidroxialcanoatos (PHA) que son compuestos bacterianos
acumulados intracelularmente; como son plasticos biodegradables podrian

reemplazar a los termoplésticos derivados del aceite (Margesin y Schinner, 2001).

c) Solutos Compatibles

Las bacterias hal6filas moderadas acumulan en su citoplasma determinados
compuestos organicos de bajo peso molecular, que no interfieren con el
metabolismo celular, por lo que se denominan solutos compatibles (Ramirez et al.,
2006), que constituyen la base fundamental de la tolerancia a la sal de estos
microorganismos. Dichos compuestos osmoprotectores han despertado un enorme
interés a nivel industrial, ya que poseen un alto poder estabilizador y protector de
enzimas, acidos nucleicos, membranas e incluso células enteras, contra la
congelacion, la desecacion, la desnaturalizacion por calor y la alta salinidad (Louis
y Galinski, 1997).

También se han descrito sus posibles aplicaciones en tecnologia enzimatica
(biosensores, PCR, etc.) y en la industria farmacéutica y cosmética (Margesin y
Schinner , 2001).

d) Biodegradacion de Residuos y Biorremediacion

Las bacterias halofilas moderadas han alcanzado recientemente un gran interés en

el campo de la degradacién de los residuos téxicos. Constituyen una importante
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alternativa a los tratamientos microbiologicos convencionales en aquellos casos en
los que éstos sean ineficaces, como son los procesos industriales que generan aguas
residuales hipersalinas. Esto sucede, por ejemplo, en la produccion de diversas
sustancias quimicas como los pesticidas, determinados productos farmacéuticos y

herbicidas, y los procesos de extraccion de petroleo y gas (Oren et al., 1993).

Las investigaciones realizadas por la FAO en el 2002 concluyeron que la
agricultura enfrenta problemas muy serios como es la presencia de sodio y
condiciones salinas en los suelos, interfiriendo en el crecimiento adecuado de la
mayoria de los cultivos. La FAO y la UNESCO calculan que el &rea total de suelos
salinos en el mundo es de 397 millones de hectareas y los suelos sédicos

corresponden a 434 millones de hectareas. (Sanchez y Arguello, 2006)

La recuperacion de los suelos sodicos se ha hecho principalmente cambiando el
sodio en complejo coloidal por otro cation, aplicando principalmente sales solubles
de calcio 6 sales de calcio con baja solubilidad (cal agricola), siendo esta una opcion
costosa, pero mediante pruebas hechas en el afio 2006 se planted la alternativa en
la cual algunas bacterias hal6filas con capacidad de capturar sodio in vitro se
utilizarian en un biorreactor para la bioremediacion de suelos sodicos y salinos,
formando un consorcio entre bacterias autdctonas y bacterias a las cuales se les ha

comprobado su capacidad de capturar sodio (Sanchez y Arguello, 2006).

En el mismo afio se desarrollaron procesos para el tratamiento bioldgico eficiente
de ecosistemas contaminados con productos del petroleo en presencia de sal
(Betancur et al., 2006).

e) Alimentos Fermentados

Las bacterias hal6filas moderadas también tienen diversas aplicaciones en el campo
de la alimentacion. Asi en la elaboracion de la salsa de soya intervienen
determinadas especies del género Tetragenococcus. Los granos de trigo y soya se
resuspenden en agua con NaCl al 19% y se dejan durante 9 meses en oscuridad. T.

halophila se emplea como indicador de la fermentacion, pudiendo alcanzar una
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densidad de 10® UFC/ml en la salsa de soya, que contiene una concentracion
aproximadamente 3M de NaCl (Rdéling y Van Verseveld, 1996).

f) Otros usos potenciales

Ademas de los usos citados anteriormente, existe un amplio grado de posibles
aplicaciones que aun estan siendo objeto de estudio, pues es obvio que existe un
gran potencial biotecnoldgico. Algunas de estas aplicaciones ya estan en el mercado
otras estan en estudio, otras a escala piloto o ya en desarrollo. Lo Gnico que cabe
esperar es un futuro muy prometedor (Meseguer, 2004).

1.5. AMBIENTES SALINOS

Ambiente extremo es aquel que presenta valores extremos de determinados parametros
fisico-quimicos tales como temperatura, pH, presion hidrostatica, potencial redox, actividad
del agua, salinidad, irradiacion solar, concentracion de nutrientes o metales toxicos,
condiciones inusuales poco favorables o letales para la mayoria de organismos. Los
organismos que toleran e incluso requieren para su desarrollo estas condiciones se los

denomina organismos extremofilos (Ventosa y Nieto, 1995).

Los ambientes hipersalinos estan distribuidos globalmente y son muy estudiados en
biogeoquimica (Spear et al., 2003). Estos se caracterizan por presentar elevadas
concentraciones de sal y més de un alto contenido de iones (factor que le atribuye la
caracteristica de ser un ambiente inhospito para la mayoria de los microorganismos),
caracteristicas ambientales peculiares tales como elevadas o muy bajas temperaturas,
elevados valores de pH o bajas concentraciones de oxigeno. Los suelos salinos estan
extendidos por todo el mundo y son aquellos que presentan una concentracion superior al
0.2 % de sales solubles. Se ha revelado la presencia de una diversidad de microorganismos
que logran desarrollarse y vivir en estas condiciones extremas. Dentro de los habitats
hipersalinos formados en suelos, se encuentran los desiertos de sal que estan distribuidos en
el mundo, en estos lugares la evaporacion del agua es predominantes sobre las

precipitaciones (Narvaez, 2007).

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




REPOSITORIO DE UNIVERSIDAD

CATOLICA
TESIS UCSM - DE SANTA MARIA

Los ambientes salinos acuaticos se caracterizan por tener una concentracion de sales
inorganicas mas elevada que el agua de mar, que corresponde aproximadamente a un 3.5 %
de sales. En base al origen y naturaleza de las sales presentes se clasifican a las aguas salinas
en talasosalinas y atalosalinas. Las aguas talasosalinas tienen origen marino y poseen una
composicion salina similar a la del agua de mar, como las lagunas costeras hipersalinas, que
se encuentran distribuidas por las zonas calidas del mundo. En las salinas la evaporacion del
agua permite la concentracion de las sales, manteniendo proporciones relativas muy
similares a las que se presentan en el mar. Las salinas a mas elevada concentracién de sales,
presentan mas caracteristicas como estar sometidas a irradiacion solar, a oscilaciones de
temperaturas entre el dia y la noche y poseer un bajo contenido de oxigeno, ya que su
solubilidad en estos medios tan concentrados es minima. Una excepcion dentro de este tipo
de aguas talasosalinas la representa el Gran Lago Salado, en Utah (Estados Unidos) ya que
no siendo su origen marino, mantiene una composicion quimica similar a la del agua de mar.
Las aguas atalasosalinas son aquellas formadas por disoluciones de depdsitos minerales de
origen continental, como los lagos salados naturales, cuya concentracion salina no se
asemeja a la del agua de mar, los cationes predominantes en estas aguas son cationes
divalentes como el Ca* y el Mg®. La composicion ionica de estas aguas puede variar en
funcion de las caracteristicas topograficas, geologicas o climatolégicas a las que estén
sometidas. Las aguas atalasosalinas se encuentran en el Mar Muerto, en algunos lagos
hipersalinos de la Antartida, los lagos Wadi Natru en Egipto, el lago Magadi en Kenia, entre
otros (Narvaez, 2007).

1.5.1. MEJIA

La informacién proporcionada por el SERNANP indica que el distrito de Mejia se encuentra
localizado dentro de la provincia de Islay, que se integra a la region de Arequipa, tal como
se observa en la Figura N° 5. Este distrito fue creado mediante Ley Regional N° 8 el 27 de
enero de 1920. Mejia abarca una extension territorial de 100.78 Km?2. Con una Latitud de
17.0983 y Longitud de 71.9058 y se encuentra a una Altitud de 23 msnm.
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Figura N° 5. Ubicacién Distrito de Mejia

1.5.2. SANTUARIO LAGUNAS DE MEJIA

El Santuario Nacional Lagunas de Mejia (Figura N°6) se estableci6 el 24 de febrero de 1984,
mediante Decreto Supremo N° 015-84-AG. Esta situado en la costa de Arequipa, con una
extension de 690.6 Ha de humedales en la desembocadura del rio Tambo; reviste enorme
interés por ser una de la estaciones para aves migratorias mas importantes en toda la costa
peruana. En el Santuario es posible encontrar 141 especies de aves, de las cuales 84 son
residentes de la costa peruana y 57 , migratorias, 0 sea que se las encuentra en esta zona s6lo
en una determinada época del afio, en su afan de escapar del crudo invierno de otras latitudes.
De las migratorias, 17 llegan a Mejia de otras partes del Per(, 4 de otros paises de
Sudamérica y 34 desde América del Norte (SERNANP, 2015).
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Figura N° 6. Lagunas de Mejia

El Plan Maestro del Santuario Nacional de Lagunas de Mejia indica que las lagunas sufren
un impacto permanente por contaminantes provenientes de la agricultura aledafia,
principalmente por agroquimicos, residuos sélidos de sedimentos que pueden ingresar por
filtracion, asi como de manera superficial cuando la disponibilidad hidrica es alta
(SERNANP, 2015).

Ubicacion y Geografia

Esté ubicado en la costa del Pacifico sur del Perd, en el departamento de Arequipa, en los
distritos de Mejia, Dean Valdivia y en una pequefia porcion de Punta Bombodn, a escasos
metros de la linea de marea del Océano Pacifico (Figura N° 7). Su area de influencia abarca
diferentes tipos de habitats: pantanos, fangales salinos, totorales, monte riberefio,
gramadales y vastas playas arenosas. Este complejo de habitats reunidos en un &rea pequefia
(690.6 hectareas), conforma uno de los humedales méas importantes de la costa occidental
de Sudameérica, el mismo que alberga un elevado nimero de especies de aves residentes y
migratorias, asi como otras muestras de fauna, flora y micro flora caracteristica de los
humedales (SERNANP, 2015).

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD
f CATOLICA
TESIS UCSM — DE SANTA MARIA

REPOSITORIO DE

192000 196000 200000
- 1

04000

- 4
CEANO PACIFCO y F St

Mapa Base
Santuario Nacional Lagunas de Meja
- [oon ram [ cow
SNO3

|

58w o B (70T

[oe 07 Tl 1

0 04 08 16 24 32 4 ‘ B

T T T
182000 196000 200000

Figura N° 7. Area total del Santuario de Mejia

Clima

A pesar de su relativa cercania a la linea ecuatorial, el rea donde se localiza el Santuario
Nacional Lagunas de Mejia cuenta con una temperatura media anual baja. Segun la estacion
meteoroldgica méas cercana (Mollendo), la temperatura media anual es de 19,8°C y la
precipitacion total promedio anual es de 10,8 mm. Esto se debe en gran medida a la
influencia de la Corriente Peruana o de Humboldt, de aguas frias marinas, cuya presencia
también impide la formacion de lluvias, haciendo que esta parte del litoral sea una zona
extremadamente desértica desde el departamento de Ica en Perl hasta La Serena en Chile.
Las precipitaciones en el area son escasas, presentandose cominmente las denominadas
gartas producto de las neblinas invernales. El clima del lugar es propio de la zona de vida
desierto seco - Templado Calido o desierto superarido - Templado Calido, caracterizado por
ser extremadamente arido. Debido a la escasez de precipitaciones o la ausencia total de éstas,

algunos afios son hidroldgicamente secos (SERNANP, 2015).
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Lagunas

En ambas margenes de la boca del rio Tambo hay lagunas de dimensiones variables y

probablemente de diferentes origenes.

Las lagunas situadas en el sector norte de la desembocadura del rio, el sistema de lagunas
Iberia y Mejia, son en realidad afloramientos de agua de retorno de irrigaciones localizadas
en las Pampas de Iberia. ElI agua que origina estas lagunas proviene de las filtraciones y
flujos superficiales de la Irrigacién Ensenada-Mejia-Mollendo, que data del afio 1942. La
Irrigacion Iberia (Pampas de Iberia) influye en la laguna Iberia por efecto de filtraciones y
escorrentias superficiales. El rio Tambo ademas constituye una fuente importante de agua
para las lagunas de Boquerdn en vista que en su periodo de mayor descarga (diciembre a
abril) parte de sus aguas inundan la zona baja del Boqueron alimentando las lagunas alli
presentes. Esto se constata en las lagunas del sur del santuario por la presencia de aguas
turbias cargadas de sedimentos. Adicionalmente, se sabe que estas lagunas reciben agua

proveniente de la napa freatica de la cuenca (SERNANP, 2015).

1.6. IDENTIFICACION BIOQUIMICA DE MICROORGANISMOS

Las pruebas bioquimicas consisten en distintos test quimicos aplicados a medios biologicos,
los cuales, conocida su reaccion, permite identificar distintos microorganismos presentes.
Su sistema de funcionamiento generalmente consiste en determinar la actividad de una via
metabdlica a partir de un sustrato que se incorpora en un medio de cultivo y que la bacteria

al crecer incorpora o no (Benavides y Hermida, 2008).

1.6.1. Agar de Hierroy Lisina (LIA)

Este método de diferenciacidn permite evidenciar la descarboxilacién del aminoacido lisina,
la desaminacion del mismo y la produccion de acido sulfihidrico. Las reacciones anteriores
se ponen de manifiesto mediante el viraje del indicador parpurina de bromocresol; y la
formacion del sulfuro de hidrogeno a partir del tiosulfato sodico, se manifiesta por la
formacion del sulfuro ferroso. Este medio es utilizado para la diferenciacion de
microorganismos en base a su capacidad para desaminar o descarboxilar la lisina y de

producir sulfuro de hidrégeno (Forbes et al., 2009).
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1.6.2. Rojo de Metilo-Voges Proskauer (MRVP)

Medio utilizado para la realizacion del ensayo de Rojo de Metilo y Voges Proskauer es
particularmente util para la clasificacion de enterobacterias. En el medio de cultivo, la
pluripeptona aporta los nutrientes necesarios para el desarrollo bacteriano y la glucosa es el
hidrato de carbono fermentable. La glucosa puede ser metabolizada por los
microorganismos, a través de distintas vias metabdlicas. Segun la via utilizada, se originaran
productos finales acidos (&cido lactico, acido acético, acido férmico), o productos finales
neutros (acetil metil carbinol). Esta diferencia en el metabolismo bacteriano, podria ser
reconocida por la adicion de un indicador como rojo de metilo, para revelar la presencia de
productos &cidos, y por la adicién de alfa naftol e hidroxido de potasio para evidenciar la
presencia de productos finales neutros. VVoges y Proskauer, describieron una coloracion
rojiza que aparecia después de adicionar hidroxido de potasio a los cultivos de ciertos
microorganismos en medio con glucosa. Esta coloracion se debe a la oxidacion del
acetilmetil carbinol a diacetilo el cual reacciona con la peptona del medio para dar un color
rojo (Winn et al., 2008).

1.6.3. Prueba Indol (SIM)

Este medio de cultivo permite comprobar la formacion de sulfuro, la produccion de indol y
observar la movilidad, es decir nos permite medir mas de una caracteristica en una sola
prueba (Forbes et al., 2009). Este medio contiene polipéptidos ricos en aminoéacidos
azufrados, principalmente triptéfano y ademas iones ferrosos (Rodriguez et al., 2009). Se
evidencia la formacion de acido sulfihidrico por la formacion de un precipitado negro. Este
resultado de obtiene por la liberacion de sulfuro a partir del tiosulfato por accidn enzimatica
de la bacteria, el acoplamiento del sulfuro con el ion hidrogeno para formar gas H.S, la
deteccion del gas H2S mediante sales de metales pesados como el hierro, logrando la forma
de sulfuro de hierro que es precipitado negro que se formara. Esta prueba permite determinar
la habilidad de la bacteria de romper el indol del aminoacido triptéfano. Esta division
molecular es lograda por una serie de enzimas intracelulares diferentes, un sistema que en

conjunto se le Ilama con frecuencia triptofanasa (Forbes et al., 2009).
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1.6.4. Agar Hierroy Triple Azacar (TSI)

El agar triple azlcar hierro, conocido por sus siglas del inglés TSI (Triple Sugar Iron), es un
medio de gran utilidad en la identificacion de bacterias Gram Negativas fermentadoras de
carbohidratos. Este medio nos permite reconocer
(http://www.britanialab.com/back/public/upload/productos/upl_5a297d2411990.pdf):

)] bacterias que fermentan solo glucosa,

i) bacterias que fermentan ademas de glucosa, lactosa, sacarosa o0 ambas,

iii) bacterias que no fermentan ninguno de los tres azUcares,

iv) determinar la produccion de gas producto de la fermentacion de los azUcares,

V) determinar la aparicion de H,S, producto de la reduccion del Tiosulfato
incorporado al medio de cultivo y

vi) obtener el indculo para la deteccion de beta galactosidasa en la prueba de

hidrdlisis de orto-nitro-fenil-galactésido (ONPG).
1.6.5. Citrato de Simmons

Medio utilizado para determinar la capacidad de usar citrato como Unica fuente de carbono
y energia. En el medio de cultivo, el Fosfato Monoamanico es la unica fuente de nitrogeno
y el Citrato de Sodio es la Gnica fuente de carbono. Ambos componentes son necesarios para
el desarrollo bacteriano. Las sales de fosfato forman un sistema buffer, el magnesio es
cofactor enzimético. El Cloruro de Sodio mantiene el balance osmotico, y el Azul de
Bromotimol es el indicador de pH, que vira al color azul en medio alcalino. EI medio de
cultivo es diferencial en base a que los microorganismos capaces de utilizar citrato como
Unica fuente de carbono, usan sales de amonio como Unica fuente de nitrégeno, con la
consiguiente produccion de alcalinidad. EI metabolismo del citrato se realiza, en aquellas
bacterias poseedoras de Citrato Permeasa, a través del ciclo del Acido Tricarboxilico. El
desdoblamiento del citrato da progresivamente, oxalacetato y piruvato. Este ultimo, en
presencia de un medio alcalino, da origen a acidos organicos que, al ser utilizados como
fuente de carbono, producen carbonatos y bicarbonatos alcalinos, el medio entonces vira a

azul y ésto es indicativo de la produccion de Citrato Permeasa (Winn et al., 2008).
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1.6.6. Prueba de la Catalasa

La Catalasa es una enzima hemoproteica, que se caracteriza por posees una estructura
tetramérica, en la cual cada subunidad contiene un grupo Hemo (Fe*®). Esta presente en la
mayoria de las bacterias aerobias estrictas, facultativas y anaerobias aerotolerantes. La
catalasa manifiesta actividad de peroxidasa, cataliza la oxidacion de sustratos acoplada a la
reduccion de Perdxido de Hidrogeno, para formar agua y oxigeno molecular. En la prueba
catalasa la reaccion se efecttia con dos moléculas de perdxido de hidrégeno, una de las cuales
actia como sustrato reducido y la otra como donador de a&tomos de hidrdgeno; esto resulta
en la formacion de agua (sustrato reducido) y oxigeno (donador oxidado). El Perdxido de
Hidrogeno es muy toxico para las bacterias. Generalmente los microorganismos que carecen
de citocromos, también carecen de catalasa, asi la mayoria de las bacterias anaerobias no la
poseen. Se utiliza en la diferenciacion de Streptococcus (-), de Staphylococcus (+) y Bacillus
(+), Clostridium (-). (http://www.britanialab.com/back/public/upload/productos/205_insert)

1.6.7. Prueba de la Oxidasa

La citocromo oxidasa participa en el transporte de electrones y en la via metabolica del
nitrato de ciertas bacterias. La prueba se utiliza en un principio para establecer la

diferenciacion entre grupos de bacterias gram negativas (Winn et al., 2008).

1.7. IDENTIFICACION MOLECULAR DE MICROORGANISMOS

Hasta la aparicion de los métodos de biologia molecular, la forma de identificar
microorganismos se basaba entre caracteres morfologicos, fisiolégicos (necesidad de
nutrientes) y estructurales (diferencias entre lipidos de membranas). Este método es poco
confiable debido a la dificultad para comparar cepas recién aisladas con cepas anteriormente
aisladas y bien caracterizadas. Dados los problemas inherentes que presentan los sistemas
de identificacion fenotipicos (no todas las cepas de una misma especie muestran
caracteristicas homogéneas, una misma cepa puede generar diferentes patrones en ensayos
repetidos y también las limitaciones en las bases de datos, entre otros), los métodos
moleculares se han establecido como procedimientos complementarios, alternativos o

incluso de referencia a los fenotipicos (Clarridge, 2004).
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La secuenciacion genética es uno de los métodos més eficientes dado que se puede solo
amplificar por PCR el gen ribosomal 16S, separar las bandas amplificadas, secuenciar o
mandar secuenciar las bandas encontradas, posteriormente comparar esas secuencias con
las secuencias depositadas en los bancos de genes y poder llegar a identificar el o los
microorganismos presentes en una muestra. En la década de los 80, comenzé la busqueda
de candidatos que, siendo genes estables, permitieran establecer relaciones filogenéticas
entre las bacterias, como los genes que codifican para las subunidades ribosomicas 5S, 16S,
23S y sus espacios intergénicos. En la taxonomia bacteriana, el andlisis de la secuencia
génica del ARNr 16S es la herramienta mas ampliamente utilizada. Este marcador
housekeeping o Gen Constitutivo esta presente en todas las bacterias. Se presenta como una
familia de multigenes u operones cuya funcion no se modifica con el tiempo y actia como
un marcador eficiente de evolucidon. Ademas, tiene un tamafio adecuado para realizar el
andlisis. EI ARNr 16S ademés de ser til para la deteccién de bacterias, proporciona
informacion Gtil y rapida sobre su identificacion y filogenia mediante la comparacion con
bases de datos publicas que contienen un amplio nimero de secuencias bacterianas. Asi
pues, la identificacion mediante el ARNr 16S se fundamenta en su secuencia (Muyzer,
1999).

Las metodologias basadas en la amplificacidn y andlisis de la secuencia del gen que codifica
el ARNr 16S, son las mas exitosas para estudiar la diversidad microbiana. La comparacion
de las secuencias del ARNr 16S, ha facilitado grandemente la identificacion de bacterias
(Rodicio y Mendoza, 2004).

1.7.1. CARACTERISTICAS DEL ARNTr 16S

El ARNr 16S es un polirribonucleétido a partir de cuya secuencia se puede obtener
informacion filogenética y taxondémica de los procariotas. La conservacion del gen ARNr
16S se observé por primera vez en el género Bacillus. De distribucion universal y
componente critico en la funcidn celular, el ARNr 16S actlia como un cronémetro molecular
al presentar un alto grado de conservacion. Se caracteriza por la presencia de regiones
variables especie-especificas. De igual forma se puede utilizar el término ARNr 16S o la del
gen codificante ADNr 16S, pero la Sociedad Americana de Microbiologia (ASM)
recomienda la utilizacion del primero. La secuencia del gen ARNr 16S presenta de forma

aproximada 1550 pb, y se compone de 9 zonas variables V1-V9 y zonas conservadas (Figura
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8). Este tamafio proporciona suficiente polimorfismo inter-especifico para diferenciar y
establecer medidas estadisticas validas. Los cebadores universales elegidos son
complementarios a las zonas conservadas del inicio del gen, en la zona de 540 pb, y al final
del gen. Las zonas variables, comprendidas entre estas zonas conservadas son las regiones

utilizadas para realizar una taxonomia comparativa (Fernandez et al., 2010).

Figura N° 8. Estructura secundaria del ARNr 16S.

Las hélices, comunes a todos los seres vivos y denominadas hélices universales, se numeran
de la 1 a la 48 en orden de aparicion a partir del extremo 5. Las hélices especificas de
procariotas se indican con Pa-b, donde a es el nimero de la hélice universal precedente y b
el nimero de serie. Las regiones relativamente conservadas se presentan en negrilla. Las
regiones variables, en lineas finas, se designan V1-V9, teniendo en cuenta que V4 es
exclusiva de eucariotas. Las regiones que se muestran en lineas discontinuas solo estan

presentes en un nimero limitado de estructuras (Rodicio y Mendoza, 2004).
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El ARNr 16S presenta caracteristicas que la hacen la macromolécula mas utilizada
actualmente para identificar micro-organismos. Las principales caracteristicas segun
Weisburg et al. (1991) son:

Se trata de una molécula muy antigua, presente en todas las bacterias actuales.

Constituye, por tanto, una diana universal para su identificacion.

e Su estructura y funcién han permanecido constantes durante un tiempo muy
prolongado, de modo que las alteraciones en la secuencia reflejan probablemente
cambios aleatorios.

e Los cambios ocurren de manera suficientemente lenta, como para aportar
informacion acerca de todos los procariotas y, junto con las variaciones en los ARNr
18S, a lo largo de toda la escala evolutiva. Los ARNr SSU contienen, sin embargo,
suficiente variabilidad para diferenciar no solo los organismos mas alejados, sino
también los mas proximos.

e EI tamafio relativamente largo de los ARNr 16S minimiza las fluctuaciones
estadisticas. Su tamarfio es lo bastante largo, con polimorfismos interespecificos
suficientes para realizar mediciones estadisticas validas y poder diferenciar
microrganismos. EI ARNr 5S es de apenas 120 pares de bases (pb) por tanto no
brinda informacion suficiente, en cambio el ARNr 16S es de 1550 pb de largo y es
ademas menos extenso que el ARNr 23S que tiene 3000 pb.

e La conservacion en estructura secundaria puede servir de ayuda en las
comparaciones, aportando una base para el alineamiento preciso. Contiene regiones
variables y otras altamente conservadas, tanto en su estructura primaria como
secundaria. Las secuencias nucleotidicas constantes del ARNr 16S presentan la
ventaja de proporcionar un sitio de iniciacién adecuado para la elongacion de las
sondas de oligonucle6tidos complementarias.

e Dado que resulta relativamente facil secuenciar los ARNr 16S existen bases de datos
amplias, en continuo crecimiento. Se han determinado las secuencias de ARNr 16S
para un gran nimero de cepas. El Genbank, la base de datos de secuencias de
nucleotidos mas grande, tiene mas de 20 millones de secuencias de las cuales mas
de 90000 son del gen de ARNr 16S. Esto significa que hay muchas secuencias
previamente almacenadas con las que se puede comparar las secuencias de cepas no
conocidas.
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1.7.2. ANALISIS DE SECUENCIAS DE ARNr 16S

En la década de los ochenta los estudios de Carl Woese demostraron que todos los
organismos pueden ser identificados y clasificados mediante el analisis comparativo de sus
secuencias de ARNr 16S. La utilizacion combinada de diferentes técnicas moleculares
basadas en el ARNr 16S ha permitido identificar microrganismos presentes en la naturaleza.
Estas metodologias utilizan sondas de acidos nucleicos especificas (complementarias) al gen
que codifica al ARNr de la subunidad menor y permiten amplificarlo mediante la reaccion

en cadena de la polimerasa (PCR) (Herrera, 2002).

Después de la PCR el segmento amplificado es secuenciado. La secuenciacién ha
demostrado ser uno de los métodos mas Utiles para identificar microrganismos. EI mayor
atractivo de esta técnica se basa en que los caracteres analizados (nucle6tidos) son las
unidades bésicas de informacion. Las secuencias nucleotidicas deben ser primero alineadas
para luego realizar una comparacion estadistica contra las secuencias ya publicadas. Asi
mismo, existe un gran nimero de métodos y programas computacionales que se encuentran
disponibles para la reconstruccion de las relaciones filogenéticas y elaboracion de
dendrogramas, en los que se indique la posicién del nuevo microorganismo recién
identificado (Rodicio y Mendoza, 2004).

1.7.3. APLICACION DE LA BIOINFORMATICA PARA LA IDENTIFICACION
DE MICROORGANISMOS

1.7.3.1. ANALISIS BIOINFORMATICO DE SECUENCIAS

Segun la definicién del National Center for Biotechnology Information (NCBI), la
bioinformatica es un campo de la ciencia en el cual confluyen varia disciplinas tales como:
biologia, computacion y tecnologia de la informacién. El analisis de la secuencia de ADN,
es el descubrimiento de similitudes funcionales y estructurales, y las diferencias entre
multiples secuencias bioldgicas. Esto puede hacerse comparando las nuevas (desconocidas)
con las bien-estudiadas y anotadas (conocidas) secuencias. Este analisis incluye la
alineacion de secuencias, la basqueda en la base de datos de secuencias, el descubrimiento
de patrones, la reconstruccion de las relaciones evolutivas, y la formacion y la comparacion

del genoma (Meneses et al., 2011).

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD
CATOLICA .
DE SANTA MARIA

REPOSITORIO DE

TESIS UCSM

Mediante el andlisis bioinformético, las secuencias de ARNr 16S obtenidas por
secuenciacion, son alineadas y comparadas con las secuencias depositadas en la base de
datos disponibles, utilizando herramientas como Basic Local Alignment Search Tool
(BLAST). El alineamiento es una herramienta cualitativa que permite dar los primeros pasos
hacia la conclusion de que dos 0 mas secuencias son homélogas y consiste en hacer coincidir
las secuencias en aquellas regiones en las que se repitan el mayor nimero de monémeros
(caracteres) posibles. Esta técnica aparentemente sencilla se hace mas compleja en la medida
en gue el tamafio de las secuencias a comparar es mayor y mas aun cuando se comparan mas
de dos secuencias (Kumar y Filipski, 2001).

1.7.3.2. BASE DE DATOS
Las bases de datos més relevantes en biologia incluyen datos de secuencias de nucleétidos,
proteinas, estructura de proteinas, genomas, expresion genética, bibliografia, taxonomia,

metabolismo, factores de transcripcion, etc. Principales bases de datos se secuencias de

nucleétidos:

« NCBI (EEUU) GenBank — National Center of biotechnology Information,

localizada en Washington DC. Estados Unidos.

Fundado el 4 de noviembre de 1988, y ubicado en Bethesda, Maryland, el National
Center for Biotechnology Information es una division de la National Library of
Medicine, uno de los Institutos Nacionales de Salud de los Estados Unidos. Como
recurso nacional de informacion sobre biologia molecular y uno de los mas
poderosos en las llamadas ciencias de la vida en general, el centro desarrolla
constantemente nuevas tecnologias de informacion para ayudar a comprender, tanto
los procesos genéticos, como moleculares que controlan la salud y la enfermedad. El
NCBI agrupa sus bases de datos esenciales en tres grandes sectores: Literature
Databases, Molecular Databases y Genomes. Estas dos ultimas clases comprenden
un grupo amplio y diverso de bases de datos bioldgicas cuya informacién procede
basicamente de los resultados de experimentos cientificos, suministrados
directamente por los laboratorios o instituciones que los realizan o publicados en la
literatura cientifica especializada, donde con frecuencia se aplican tecnologias de
experimentacion de muy alto rendimiento y el andlisis computacional. La

informacion contenida en estas bases de datos comprende: funciones, estructura y
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localizacién (tanto celular como cromosomica) de los genes, los efectos clinicos de

las mutaciones, asi como las similitudes entre secuencias y estructuras bioldgicas.

La plataforma esté estructurada de acuerdo a Cafiedo et al. (2009) de la siguiente

manera:

Su DATABASES comprende cuatro grandes bases de datos:
- PubMed

- PubMed Central

- OMIM

- Books

Su MOLECULAR DATABASES se divide en seis clases principales las que se

subdividen también en partes:

NUCLEOTIDE SEQUENCES

o Nucleotides
[http://wvww.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=Nucleotide]

o dbSNP (Single Nucleotide Polymorphisms)
[http://mvww.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/index.html

o Probe [http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=probe]

o UniSTS (Sequence Tagged Sites)
[http://mww.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=unists]

o PopSet (Evolutionary Relatedness)
[http://mww.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PopSet]

También existen subconjuntos de secuencias, entre los que se destacan:
o GenBank
o RefSeq -Reference Sequences
o dbEST (Expressed Sequence Tags)
o dbGSS (Sequence Tagged Sites)
o dbSTS (Sequence Tagged Sites)
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- PROTEINS SEQUENCES
Abarca bases de datos como:
o Proteins
o CDD (Conserved Domain Database)

-  STRUCTURES
Incluye bases de datos como:
o MMDB (Molecular Modeling Database)
o 3D
o PubChem
o PubChem
o PubChem BioAssay

- GENES
Contiene bases de datos como:
o Gene
o UniGene
o HomoloGene

-  GENE EXPRESSION
Comprende bases de datos como:
o Entrez GEO Profiles
o Entrez Gene DataSets
o GENSAT

- TAXONOMY
Incluye:

o Entrez Taxonomy
GENOMES El tercer sector ofrece, entre otros recursos:

- Cancer Chromosomes

- dbGaP (Genotypes and Phenotypes)
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« EMBL (Europa) European Molecular Biology Laboratory, localizada en Hixton,

Inglaterra.

Fundado en 1974, EMBL es el laboratorio insignia de Europa para las ciencias de la
vida, una organizacion intergubernamental con méas de 80 grupos de investigacion
independientes que cubren el espectro de la biologia molecular. Opera en seis sitios:
Heidelberg, Barcelona, Hamburgo, Grenoble, Roma y EMBL-EBI Hinxton. Los
servicios mas utilizados por EMBL son las diversas bases de datos biolégicas
construidas, organizadas y administradas por el Instituto Europeo de Bioinformatica
en Hinxton. Muchos millones de usuarios diferentes consultan estas bases de datos
cada afio, buscando informacion sobre cualquier cosa, desde secuencias de ADN,
estructuras de proteinas, perfiles de expresién genética, polimorfismo genético
humano o incluso analisis comparativos de genomas completos. En dos de sus sitios,
Hamburgo y Grenoble, EMBL proporciona acceso a las principales fuentes de
radiacion de rayos X y neutrones, a cientos de usuarios de la comunidad de biologia
estructural por afio. Como las tecnologias permiten a los bidlogos seguir los eventos
moleculares dentro de las células, o incluso los organismos, en tiempo real, la
Instalacion Avanzada de Microscopia Ligera (ALMF) de EMBL en Heidelberg es el
centro de una serie de eventos en Europa, a los que los biélogos pueden acceder para
aprender y utilizar la técnica actual mas apropiada para abordar su problema
experimental especifico. Otras instalaciones méas pequefias incluyen aquellas
dedicadas a la espectrometria de masas, tecnologias de micromatrices, microscopia
electronica,  secuenciacion de ADN y produccion de  proteinas
(https://www.embl.de).

« DDBJ (Japon) DNA DataBank of Japan, localizada en Mishima, Japon.

El banco de datos de ADN de Japon (DDBJ) es una base de datos bioldgica que
recopila secuencias de ADN. Se encuentra en el Instituto Nacional de Genética
(NIG) en la prefectura de Shizuoka de Japon. También es miembro del International
Nucleotide Sequence Database Collaboration o INSDC. Intercambia sus datos con
el Laboratorio Europeo de Biologia Molecular en el Instituto Europeo de

Bioinformatica y con GenBank en el Centro Nacional de Informacion
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Biotecnolodgica a diario. Por lo tanto, estos tres bancos de datos contienen los mismos

datos en cualquier momento dado.

DDBJ comenzo las actividades de banco de datos en 1986 en NIG y sigue siendo el
Unico banco de datos de secuencia de nucle6tidos en Asia. Aunque DDBJ recibe
principalmente sus datos de investigadores japoneses, puede aceptar datos de
contribuyentes de cualquier otro pais. DDBJ es financiado principalmente por el
Ministerio japonés de Educacion, Cultura, Deportes, Cienciay Tecnologia (MEXT).
DDBJ tiene un comité consultivo internacional que consta de nueve miembros, 3
miembros cada uno de Europa, EE. UU. Y Japon. Este comité asesora a DDBJ sobre
su mantenimiento, administracion y planes futuros una vez al afio. Ademas de esto,
DDBJ también cuenta con un comité de colaboracion internacional que asesora sobre
diversos asuntos técnicos relacionados y se compone de participantes de alto nivel
(http://www.ddbj.nig.ac.jp).

Basic Local Alignment SearchTool (BLAST): Es un algoritmo para comparar secuencias
bioldgicas como las secuencias de aminoacidos de diferentes proteinas o las secuencias de
ADN. Una busqueda de BLAST permite comparar una secuencia desconocida con una base
de datos de secuencias e identificar las secuencias en la base de datos que se parecen a la
secuencia no conocida empleando un alineamiento local, el cual busca determinar pequefias
regiones de secuencias consenso. Este alineamiento es més efectivo que el alineamiento
global porque hace coincidir las secuencias en el mayor nimero de caracteres. Desde el
punto de vista los resultados que proporciona BLAST son secuencias que producen

alineamientos significativos (Altschul et al., 1997).

Clustal W: Es el sistema mas ampliamente utilizado para alineamiento de secuencias de
ADN o proteina. Para realizar alineamientos multiples, ClustalW utiliza métodos de
alineamiento progresivo; en estos métodos las secuencias mas similares, es decir, aquellas
con mejores scores de alineamiento, son alineadas primero. Luego progresivamente los
grupos mas distantes de secuencias son alineados hasta que se obtiene un alineamiento
global (Thompson et al., 1997).
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1.7.3.3. ARBOLES FILOGENETICOS

El andlisis filogenético de ADN o de secuencias de proteinas se ha vuelto una de las
importantes herramientas para estudiar la historia de la evolucion de los organismos desde
bacterias hasta humanos, pudiendo estudiar las relaciones evolutivas entre especies y la
clasificacion de estos organismos en familia, género o especie. El andlisis filogenético
ademas es importante porque nos ayuda a entender el proceso de la evolucion adaptativo a

nivel molecular (Jermann et al., 1995).

Para construir un arbol filogenético se usa métodos estadisticos y a medida que pasan los
afios han ido apareciendo nuevos métodos. Estos métodos nos ayudan a encontrar el mejor
arbol filogenético, entre estos métodos podemos mencionar al método del vecino mas
proximo o Neighbor-joining, método basado en la evolucién minima donde se busca los
arboles con la menor suma de todas sus ramas, con este método se obtiene un arbol no
enraizado y aditivo en el que la longitud de sus ramas indica cambio evolutivo. Otro método
utilizado es el método de Maxima Parsimonia, este método tiene como objetivo la busqueda
e identificacion de un posible arbol filogenético que requiera el menor nimero de eventos
evolutivos para dar explicacion a los procesos o fendmenos observados. Esta idea fue
extraida de la argumentacion filosofica de la navaja de Ockham de Guillermo de Ockham
en la que defiende que si se parte de dos o0 mas hipotesis que dan lugar a explicaciones igual
de validas para un acontecimiento dado, la hip6tesis mas simple tiene mayor probabilidad
de ser la correcta para explicar el fendmeno (Pefia, 2011).

1.8. CAPACIDAD DE BACTERIAS HALOFILAS DE CAPTAR NaCl IN VITRO

La mayoria de las bacterias haléfilas desarrolla una adaptacion llamada osmoregulacion; la
cual se resume como la sintesis de osmolitos (glutamina, prolina y glicina betaina). La
minoria ha evolucionado para acumular solutos inorganicos que se encuentran en el
ambiente (Na*, K* y Mg?"). Asimismo, la morfologia frecuentemente se halla ligeramente
modificada. Las células consiguen el equilibrio osmético manteniendo la concentracion de
sales intracelular similar a la exterior. El citoplasma se halla a merced de fuerzas ionicas,
por lo que ha padecido adaptaciones estructurales, que consisten en 21 sustituciones de
aminoacidos y disminucién de los residuos hidrofobicos (Placy et al., 1974). Sin embargo,
no se han reportado modificaciones estructurales radicales en las bacterias haldfilas; asi
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como los cambios sustanciales en las propiedades celulares solo ocurren por encima de 2 M
de NaCl equivalente. La actividad de las bacterias haléfilas involucra degradaciéon de
materia organica, fijacién de nitrégeno y produccion de metabolitos (Castillo y Carvajal,
2011).

Las Bacterias halofilas tienen la capacidad de capturar iones de sodio y para evaluar esta
captura in vitro, se mide la conductividad, que permite calcular la capacidad de una
disolucion de conducir corriente eléctrica. La conductividad mide la concentracion ionica
total que tiene la disolucion (Engel y Reid, 2007). La variacion en la cantidad de cationes
influye directamente en la conductividad eléctrica ya que una disminucion en la

conductividad eléctrica implica una disminucion de las sales (Pernasetti, 2010).

1.8.1. Métodos para la medicion de salinidad

La salinidad es una propiedad importante de aguas usadas industriales y de cuerpos de agua
naturales. Originalmente este parametro se concibié como una medida de la cantidad total
de sales disueltas en un volumen determinado de agua. Dado que la determinacion del
contenido total de sales requiere de andlisis quimicos que consumen mucho tiempo, se
utilizan en substitucién métodos indirectos para estimar la salinidad. Se puede determinar la
salinidad de un cuerpo de agua a base de determinaciones de: conductividad, densidad,
indice de refraccién o velocidad del sonido en agua (APHA Standard Methods for the
Examination of Water and Wastewater, 1992).

Para medir la salinidad existen 3 métodos méas conocidos:

Método del refractometro:

Los refractdmetros miden qué cantidad de luz se dobla o se refracta cuando pasa a través de
un liquido. Entre mas sales y otros materiales estén disueltos en el agua, mas resistencia a la
luz habra y mas se doblara. Los diferentes liquidos retraen la luz en cantidades distintas, asi
que para medir la salinidad exactamente (u otros contenidos de s6lidos) se debe usar un
refractometro designado especificamente para el liquido que se quiera medir. Si el liquido
no esta mencionado especificamente en el empaque, el refractometro probablemente fue

fabricado para medir agua salada (https://es.wikihow.com/medir-la-salinidad).
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Los refractometros de sal se usan para medir el cloruro de sodio disuelto en el agua. Los
refractometros de agua de mar se usan para medir la mezcla de sales que se encuentra en el
agua de mar o en acuarios de agua salada.

Los refractometros estan también disefiados para compensar la expansion de un material
especifico debido a los cambios de temperatura. (http://reefkeeping.com/issues/2006-
12/rhff).

Método del Hidrometro:

Un hidrometro mide la "gravedad especifica” del agua o su densidad comparada con el H,O
pura. Debido a que la mayoria de los tipos de sales son mas densas que el agua, un
hidrometro puede medir qué tanta sal hay presente. Es lo suficientemente exacto para la
mayoria de propoésitos, como la medicion de salinidad en un acuario, sin embargo, muchos
modelos de hidrometros son inexactos o usados de una manera erronea. Este método no

puede usarse con materiales sélidos (Holmes — Farley, 2002).

Los hidrometros, también conocidos como "medidores de la gravedad especifica” se
presentan en diferentes disefios basicos. Los de vidrio que flotan en el agua son mas exactos
que los otros disefios, pero a menudo no cuentan con un listado de medidas precisas (un
conteo decimal mas largo). Los plasticos de "brazo" pueden ser mas baratos y robustos, pero

tienden a ser menos exactos con el tiempo (Hemdal, 2006).

Método del Conductimetro:

Es un método analitico basado en la conduccidn eléctrica de los iones en solucion, que se
utiliza para medir la molaridad de una disolucidn, determinada por su carga iénica o salina,
de gran movilidad entre dos puntos de diferente potencial. La conductividad eléctrica es un
fendmeno de transporte en el cual la carga eléctrica (en forma de electrones o iones) se

mueve a través de un sistema (Tipler, 2004).
Se usa para medir la salinidad del suelo o del agua. Un potenciémetro eléctrico o medidor

de EC (conductimetro), es el aparato mas comudn que puede usarse para medir la salinidad

del suelo. También puede usarse para medir la salinidad del agua pero uno de alta calidad
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puede ser significativamente mas caro que un refractbmetro o hidrometro

(http://www.fao.org/ag/tsunami/docs/saltwater-guide.pdf).
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CAPITULO Il. MATERIALES Y METODOS

2.1. IDENTIFICACION DE LA ZONA DE MUESTREO Y OBTENCION DE LA
MUESTRA

2.1.1. ldentificar la zona de muestreo

Para determinar la ubicacion exacta de cada zona de muestreo se utilizo el Sistema de
Posicionamiento Satelital (GPS — GARMIN, Modelo OREGON 750) para ubicar tres puntos
de muestreo que sean representativos de la poblacion bacteriana (Villota, 2014) de las

Lagunas de Mejia.

2.1.2. Toma de muestra de agua en las Lagunas de Mejia

Se siguio el protocolo propuesto por Castro et al. (2011). Se tomaron 3 repeticiones de
muestras del cuerpo de agua en frascos de vidrio estériles de 250 mL y a 30 cm de
profundidad y se taparon herméticamente. Las muestras se colocaron en un cooler a 5°C y
se transportaron hacia el laboratorio de Genética de la Universidad Nacional de San Agustin

de Arequipa para su inmediato procesamiento.

Para el estudio, las repeticiones se mezclaron entre si, para obtener una muestra

homogenizada y representativa del sitio (Villota, 2014).

2.2. AISLAMIENTO DE BACTERIAS HALOFILAS

Para el aislamiento de bacterias se utilizé la metodologia propuesta por Villota (2014): Se
realiz6 una siembra directa tomando 150 uL de la muestra homogenizada de agua y se

sembr6 en placas con Medio de Aislamiento para Bacterias Halofilicas (Quesada et al.,
1982), cuya composicion se detalla en la Tabla N°4.
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Tabla N° 4. Medio de Aislamiento de Bacterias Haldfilicas (Quesada et al., 1982)

Medio de Aislamiento de Bacterias Haldfilas
Reactivo g/L
NaCl 158.9
MgCl; 13.8
MgSOs4 20.9
CaCl: 1.5
KCI 4.2
NaHCOs 0.2
BrNa 0.5
Extracto de Levadura 10.0
Proteosa Peptona 5.0
Glucosa 1.0
Agar 14.0

Ajustar a pH 7.5 con KOH

Se dej6 incubar a 37°C por un periodo de 48 horas (Villota, 2014).
Las colonias obtenidas fueron codificadas con la letra “H” que significa Halofilas, seguida

de un nimero de acuerdo al orden del 1 al 6.

2.2.1. Acondicionamiento de las bacterias hald6filas (limite de crecimiento en NaCl)
Se realiz6 por la técnica de estriado. Se tomaron las cepas aisladas anteriormente y se
sembraron directamente con un asa esterilizada en placas con medio de Bacterias Haléfilicas

(Quesada et al., 1982) con concentraciones de 15.89, 20.89 y 25.89 % de NaCl. Se dejaron

incubar a una temperatura de 37°C por un periodo de 48 horas (Villota, 2014).
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2.3. CARACTERIZACION MORFOLOGICA DE BACTERIAS HALOFILAS

Para la caracterizacion morfoldgica de las bacterias se siguid el protocolo de Benavides y
Hermida (2008). Después de establecer el medio para las cepas, estas fueron repicadas e
incubadas a 37°C por 48 horas. Cada colonia de bacteria fue sometida a la coloracion de
Gram. Las muestras fueron observadas al microscopio optico (Optika B-150) a 100X, ocular

10X con aceite de inmersion.

2.4. CARACTERIZACION BIOQUIMICA DE BACTERIAS HALOFILAS

La capacidad enzimética y/o produccion de algun metabolito por parte de los
microorganismos, se evalué empleando diferentes medios de cultivo. Todos los medios se
prepararon segun las indicaciones de los fabricantes y se esterilizaron a 121°C / 15psi / 15
minutos (Castro et al., 2011).

Para determinar el metabolismo de las bacterias aisladas se consideraron las siguientes

pruebas bioguimicas (Benavides y Hermida, 2008):

1) Agar de hierro y triple azucar (TSI),

2) Agar de hierro y lisina (LIA),

3) Citrato de Simmons,

4) Prueba del indol (SIM),

5) Rojo de metilo-VVoges Proskauer (MRVP),
6) Prueba de Catalasa y

7) Prueba de Oxidasa

2.4.1. Prueba TSI

Segun Jave (2007) con un asa en punta se coge una colonia de un cultivo y se inocula en el
tubo (12 x 75 mm) de pico de flauta (realizar una puncién y una estria). Incubar a 37 °C por
24 horas.

K/K = Microorganismo no fermentador (no hay cambio en el medio).

K/A = Microorganismo no fermentador de lactosa (color rojo en el pico y en el fondo).
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AJ/A = Microorganismo fermentador de lactosa y glucosa (color amarillo en el picoy en el
fondo).

2.4.2. PruebaLIA

Jave (2007) indica que con un asa en punta se coge una colonia de un cultivo y se inocula
en el tubo (12 x 75 mm) haciendo 3 punciones y 1 una estria, luego incubar a 37 °C por 24
horas.

K/K = Lisina positiva (color azul purpura en pico y fondo).

R/A = Lisina negativa (color rojo vino en pico y amarillo en fondo).

2.4.3. Prueba Citrato de Simmons

Para esta prueba usamos el protocolo de Jave (2007), en donde indica que con un asa en
punta se coge una colonia de un cultivo y se inocula por estria unica en un tubo (12 x 75
mm) cuyo medio esta en pico y se deja incubar a 37 °C por 24-48 horas.

La Prueba es positiva si se da un color azul intenso y es negativa si no hay cambio en el

medio.

2.4.4. Prueba SIM

Este protocolo es obtenido de Jave (2007). Con una asa en punta se coge una colonia de un
cultivo y se inocula en el tubo (12 x 75 mm) haciendo una puncién hasta casi el fondo.
Incubar a 37 °C por 18-24 horas. Al finalizar este periodo afadir 5 gotas del reactivo de
Kovacs por la pared del tubo. Es Indol positivo si se pone de color rojo fucsia en la interfase
del reactivo y el medio y es negativo si no hay cambio en el medio.

2.45. Prueba MRVP

a) Prueba de Rojo de Metilo: Con un asa en punta se coge una colonia de cada cepay se
inocula en un tubo (12 x 75 mm) de caldo MRVP y se incuba a 37 °C por 24 horas.
Finalizado este periodo afiadir 5 gotas de Rojo de Metilo. La prueba es positiva si da un

color rojo estable en la superficie y es negativa si da color amarillo (Jave, 2007).
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b) Prueba de Voges Proskauer: Se toma un asa en punta, se coge una colonia de un
cultivo y se inocula el tubo (12 x 75 mm) de caldo MRVP, incubar a 37 °C por 24 horas.
Finalizado este periodo afiadir Alfa Naftol e Hidréxido de Potasio al 40%, agitar el tubo
para exponerlo al oxigeno y dejarlo reposar por 10 minutos. La prueba es positiva si da

un color rojo, y es negativa si el color del medio se mantiene (Jave, 2007).

2.4.6. Prueba Catalasa

Segln Jave (2007), en una ld&mina portaobjetos se coloca una o dos gotas de Perdxido de
Hidrogeno al 30% y sobre ella se agrega una colonia de los microorganismos a estudiar. La

reaccion es positiva si se observa la produccién de pequefias burbujas.

2.4.7. Prueba Oxidasa

Se coloca un trozo de papel filtro aproximadamente de 3 x 3 cm en una placa de Petri y se
agrega 2-3 gotas del reactivo de Oxidasa en el centro del papel. Se extiende con el asa de
siembra una colonia sobre el papel impregnado. La reaccidn es positiva si se produce una
coloracidn violeta a los pocos segundos (Jave, 2007).

2.5. CARACTERIZACION MOLECULAR DE BACTERIAS HALOFILAS

2.5.1. Extraccion de ADN gendmico de bacterias haldfilas

Para la extraccion del ADN genémico se siguio el protocolo modificado descrito por
Antoraz (2013):

- Con un asa de siembra se tomd 3 colonias de la placa Petri y se colocaron en un tubo
eppendorf y fueron resuspendidas en 300 uL de tampon de lisis (lisozima 2 mg/mL,
sacarosa 0.3 M, EDTA 25 mM, Tris-HCI 25 mM, RNasa 50 ug/mL pH 8.0), se
incub6 a 37 °C durante 30 minutos (Bafio Maria MLW, WB2).

- Transcurrido el tiempo se afiadié 200 uL de SDS al 5 %, se agito en vortex mixer

(Gemmy Industrial Corp., VM-300) por 15 segundos.
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- Se afiadié 500 uL de fenol, cloroformo y alcohol isoamilico (25:24:1) y se agitd por
inversion 20 veces, a continuacion se centrifugd (Ultracentrifuga eppendorf 5415C)
a 10000 rpm por 5 minutos.

- El sobrenadante se recolect6 en un nuevo eppendorf al cual se le afiadié 500 uL de
cloroformo, se agit6 por inversion y se centrifugd (Ultracentrifuga eppendorf 5415C)
a 10000 rpm por 5 minutos.

- Se recupero el sobrenadante y se le afiadié 1,5 volumen (750 uL) de isopropanol
helado para precipitar el ADN y se centrifugd (Ultracentrifuga eppendorf 5415C) a
10000 rpm por 5 minutos.

- Se retird el sobrenadante y el precipitado se lavo con etanol al 70% y se centrifugd
(Ultracentrifuga eppendorf 5415C) a 10000 rpm por 5 minutos.

- Finalmente el pellet se dejé secar y se resuspendid en 30 uL de buffer TE 1X.

- Las muestras se mantuvieron congeladas a -20 °C hasta su utilizacion.
2.5.2. Determinacion de la calidad del ADN extraido
2.5.2.1. Integridad del ADN extraido
Para verificar la integridad del ADN se sigui6 el protocolo modificado descrito por Antoraz
(2013). EI ADN extraido se visualiz6 en un gel de agarosa al 1% tefiido con Hydragreen (0.5
ug/mL) previa electroforesis (Camara Electroforética Biometra, PS 300 T) a 80 voltios

durante 45 minutos en Buffer TAE 1X.

Para una mejor visualizacion en el transiluminador UV (Biometra, UVstar 312 nm) se utilizd
el filtro para SYBR.

El peso molecular de las bandas de ADN se estimd comparandolos con el marcador de peso
molecular Ultra Ranger 1Kb DNA ladder.

2.5.2.2. Pureza del ADN extraido

Para la medicion de la pureza del ADN extraido se siguié el protocolo modificado descrito
por Antoraz (2013). Se tom0 10 uL de ADN vy se resuspendié en 1990 uL de Buffer TE.
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La lectura se realiz6 en un espectrofotometro (FARLAB, 1200RS) a 260 nm y 280 nm. Para
su evaluacién se calculé el indice de pureza y concentracion del ADN mediante las
siguientes formulas:

Abs 260 nm

indice de Pureza ADN = Abs 280 nm

Concentracion ADN = Abs 260 nm x SO%x 200

2.5.3. Amplificacién del segmento genético ARNr 16S

Para la amplificacion del gen ARNr 16S se utilizd el protocolo modificado descrito por

Franco  (2008). Los  primers  utilizados fueron: primer forward F1-

S’AGAGTTTGATCCTGGCTCAG - y primer reverse R5-
5’ACGGCTACCTTGTTACGACTT3’, los cuales fueron adquiridos en laboratorio
Biosyntesis.

En la Tabla N° 5 se muestra la mezcla de reaccion para la PCR:

Tabla N° 5. Mezcla de Reaccion para PCR

Componentes Concentracion
Green or colorless Buffer (Promega). 1X
Desoxinucleotidos tri-fosfato (ANTP) 0.2 mM
Primer forward (Biosyntesis). 0.1uM
Primer reverse (Biosyntesis) 0.1uM
Cloruro de Magnesio (Promega) 4 mM

ADN Polimerasa (GoTaqG2 flexi DNA
Polymerase, Promega)

1.25U

ADN molde 0.5ug
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El volumen final del mix fue de 50 uL. Para el control negativo se utiliz6 la mezcla de

reaccion reemplazando el ADN por agua ultrapura.

2.5.3.1. Condiciones para la Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)

Para la realizacién de la Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) se siguio el protocolo
modificado descrito por Franco (2008). Se utilizé un termociclador (Eppendorf, Pro vapo.

protect) con las condiciones de amplificacion que se muestran en la Tabla N° 6:

Tabla N° 6. Condiciones de PCR

Etapa Tiempo Temperatura
Precalentamiento inicial y
T ! 2 minutos 96 °C
(activacion de la polimerasa)

Desnaturalizacion 1 minuto 95 °C

30 ciclos Anilamiento 45 segundos 55.3°C
Extension 5 minutos 72 °C

Terminacion 5 minutos 72 °C

2.5.3.2. Visualizacion de los productos amplificados por la PCR

Los productos amplificados por la PCR se separaron por electroforesis (Céamara
Electroforética Biometra, PS 300 T) en un gel de agarosa al 1 % con un voltaje de 80 voltios
por 45 minutos, en Buffer TAE 1X. Los geles fueron tefiidos con Hydragreen (0,5 ug/mL).

Las bandas de ADN se visualizaron en un transiluminador UV (Biometra, UVstar 312 nm).

El peso molecular de las bandas de los amplicones se estimé comparandolos con el marcador
de peso molecular Ultra Ranger 1Kb DNA ladder.

2.5.4. Secuenciacion de la secuencia ARNr 16S

Los amplicones obtenidos por la técnica de PCR fueron enviados al laboratorio Macrogen

Inc. en Corea del Sur para su purificacion y secuenciacion. Las secuencias de ARNr 16S
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establecidas por Macrogen Inc. para cada cepa, fueron corregidas usando el software MEGA
7.0.

2.5.5. Identificacion Molecular de las cepas

Con las secuencias corregidas se procedid a obtener las secuencias consenso de las 6 cepas
empleando el software MEGA 7.0. Las secuencias consenso de cada cepa fueron
comparadas con las secuencias depositadas en la base de datos GenBank, utilizando la
herramienta Blast del NCBI (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). De esta manera se
identifico a cada cepa y se obtuvo el porcentaje de identidad y el porcentaje de cobertura de

cada una de ellas con las secuencias de la base de datos.

2.5.6. Alineamiento y construccion del arbol filogenético

Una vez que todas las secuencias fueron identificadas se procedio con el alineamiento de las

mismas, con ayuda del software MEGA 7.0.
Alineadas las secuencias se construyeron los arboles filogenéticos empleando el método
“Neighbor-joining” y modelo de Kimura 2-parametro con 1000 bootstrap, en el software

MEGA 7.0.

2.6. EVALUACION DE LA CAPACIDAD DE LAS BACTERIAS HALOFILAS DE
CAPTAR NaCl IN VITRO

2.6.1. Estandarizacion de la curva de crecimiento, determinacion de la fase
logaritmica y calculo de la velocidad de crecimiento de las bacterias halofilas

Determinacion de la concentracion de Triptona:

Para la multiplicacion de las bacterias haldfilas se us6 el medio sugerido por Sanchez y

Arguello (2006) para medir el crecimiento y la halotolerancia de las cepas.

Se preparo6 Caldo Triptona al 0.1%, 1%, 2% y 3% con 0.5% de NaCl para seleccionar la
concentracion de Triptona a usar.
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Seleccion de longitud de onda del medio caldo Triptona:

Segun el protocolo de Sanchez y Arguello (2006) se prepar6 el Caldo Triptona
suplementado con 20.89 % de NaCl.

Previamente se realiz6 un barrido del medio liquido en el espectrofotometro (OPTIMAGe,
SP-300), para obtener la longitud de onda a usar para las posteriores mediciones (Skoog
y Leary, 1994).

Curvas de crecimiento de las cepas bacterianas:

De acuerdo a Sanchez y Arguello (2006) se procedi6 a inocular cada una de las cepas en
matraces con 50 mL del medio liquido (Caldo Triptona suplementado con 20.89 % de
NaCl) y se dejo incubar a 37°C durante 75 horas.

En los tiempos programados: 0, 2, 4, 8, 16, 20, 24, 32, 48, 52, 60 y 75 horas se tomaron
alicuotas en tubos epperdorf para realizar el recuento bacteriano en cdmara Neubauer y
medicion de la absorbancia en espectrofotometro (OPTIMAe, SP-300) (Escobar et al.,
2010).

Con los datos obtenidos se construyo la curva de calibracién en Microsoft Excel (para
la estandarizacién de la curva de crecimiento) entre la concentracion obtenida usando el
recuento en cdmara Neubauer y la absorbancia obtenida usando el espectofotometro.
Posteriormente se construyd la curva de crecimiento en Microsoft Excel y se determino

la fase logaritmica para cada una de las bacterias halofilas.

Para terminar se obtuvo la velocidad de crecimiento especifica para cada bacteria

empleando la siguiente ecuacion (Fogler, 2001):

_ N

dN = —
dt
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Donde:

N= Concentracion bacteriana en células/mL
t= Tiempo, h

u= velocidad de crecimiento especifica, h

2.6.2. Evaluacion de la capacidad de las bacterias halofilas de captar NaCl in vitro

Curva estandar del medio Caldo Triptona + %oNaCl:

Previamente se realizd una curva estandar preparando Caldo Triptona suplementado al
20, 19, 18, 17, 16 y 15 % de NaCl para luego medir la conductividad de las 6
concentraciones. Las lecturas fueron analizadas y graficadas en Microsoft Excel para
obtener la ecuacion de la recta.

Capacidad de las bacterias halofilas de captar NaCl:

Para determinar el consumo de NaCl por parte de las bacterias hal6filas aisladas se sigue
el protocolo de Sanchez y Arguello (2006), para ello se inocularon cada una de las 6
cepas en tubos falcon con 50 mL de Caldo Triptona suplementado con 20.89 % de NaCl
y se dej6 incubar a 37°C por 48 horas.

A la par se prepararon también 6 botellas con 200 mL del medio liquido. Se midi6 la
conductividad del medio en los matraces con el multipardmetro (HANNA, HI 9828).
Luego se procedio a inocular con los 50 mL de caldo que contiene la cepa y se dejo en
agitacion por 48 horas. Durante todo ese periodo se realiz6 la medicion de conductividad
con el multiparametro (HANNA, HI 9828) y el recuento bacteriano en cdmara Newbauer
alas 8, 24, 32 y 48 horas.

Posteriormente las lecturas fueron analizadas y graficadas en Microsoft Excel.
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CAPITULO Ill. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. IDENTIFICACION Y OBTENCION DE LA MUESTRA

El Santuario Nacional Lagunas de Mejia es uno de los humedales mas importantes de
Sudamérica, estd constituido por diferentes habitats como pantanos, fangales salinos,
totorales, monte riberefio, gramadales y playas arenosas. De este humedal se obtuvieron las
muestras de agua. Se determinaron tres puntos para realizar el muestreo como se aprecia en
la Figura N° 9, cuya ubicacion satelital es: (Muestra 1) -17.141587,-71.867419; (Muestra 2)
-17.146961, -71.865933; (Muestra 3) -17.148901, -71.860680.

Muestral ©

Santuario
Muestra 3 @ Nacional

de Mejia

Figura N° 9. Ubicacidn de los puntos de muestreo (Muestra 1) -17.141587,-71.867419;(Muestra 2) -
17.146961, -71.865933; (Muestra 3) -17.148901, -71.860680.

Ventosa y Nieto (1995) indican que los habitats hipersalinos constituyen un ejemplo tipico
de ambientes en los que se puede encontrar una diversidad de especies microbianas

relativamente baja pero con caracteristicas extremofilas de gran interés biotecnologico.
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Segin SERNANP (2015), dentro del area geografica de Arequipa existen cuerpos de agua
que tienen condiciones extremofilas, una de estas areas son las lagunas de Mejia paralelas
al mar y que se mantienen gracias a escorrentias superficiales y al aporte de la napa freética.
Ademas se ven relacionadas por un sistema de drenajes y la influencia directa del rio Tambo.
Este rio es abundante en el periodo normal de lluvias de diciembre a marzo y un estiaje
marcado con déficit durante el periodo de agosto a diciembre, en este ultimo la calidad del
agua empeora, trayendo como consecuencia la salinizacién y/o degradacion de los suelos.
De esta manera en ciertas épocas del afio pueden variar las condiciones de las lagunas.

3.2. AISLAMIENTO DE BACTERIAS HALOFILAS
De la muestra compdsito de agua se obtuvieron 6 cepas: H1, H2, H3, H4, H5 y H6. La Figura

N° 10 muestra las 6 colonias axénicas aisladas en Medio de Aislamiento para Bacterias
Halofilicas.

e

Figura N° 10. Colonias axénicas de bacterias haldfilas aisladas en medio de aislamiento para bacterias

halofilicas
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La Tabla N° 7 muestra los resultados del aislamiento con limite de crecimiento en NaCl.,
donde se muestra que las 6 cepas crecieron en medio halofilo al 15.89 y 20.89 % de NacCl,

mientras que ninguna lo hizo al 25.89 % de NaCl.

Tabla N° 7. Crecimiento bacteriano a diferentes concentraciones de NaCl

Concentracion NaCl
Cepas

15.89 % 20.89 % 25.89 %
H1 Creci6 Creci6 No Creci6
H2 Creci6 Crecio No Creci6
H3 Creci6 Crecio No Creci6
H4 Creci6 Creci6 No Creci6
H5 Creci6 Creci6 No Creci6
H6 Creci6 Creci6 No Creci6

Se demostr6 que el 100% de las colonias bacterianas obtenidas en el aislamiento son
haldfilas y crecieron a un rango de 20.89 % de NaCl (Tabla N° 7). Las bacterias halofilas
pueden adaptarse en un medio con alta concentracion de sales como menciona Oren (1999)
gracias a que presentan 8 diferentes mecanismos que generan un balance osmético con el
medio externo, de estos 8 mecanismos no sabemos cuales de ellos son usados por las cepas
aisladas.

Segun DasSarma y Arora (2002) (rango de crecimiento de 5 a 20 % NaCl) se les clasificaria
como moderadas pero en el caso de Kanekar et al (2011) (rango de crecimiento de 15 a 30
% de NaCl) se les clasificaria como extremas. El poder clasificar estas bacterias se hace
tedioso debido a estas dos informaciones. Margesin y Schinner (2001) clasifica a las
bacterias como moderadas cuando crecen en un rango 6ptimo de 3 a 15 % de sal ya que las
bacterias halofilas o halotolerantes son caracterizadas por una gran diversidad de procesos
metabolicos, porque la concentracion de sal intracelular es baja y ellas mantienen un balance
osmatico de su citoplasma con el medio externo por la acumulacion de altas concentracion
de diversos solutos organicos osméticos; sus enzimas intracelulares no tienen tolerancia a la
sal. Fernandez-Jeri et al. (2007) y Ventosa et al. (1998), ellos mencionan que existe una

microbiota adaptada a la halofilia y con gran diversidad de bacterias halofilas siendo las
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hal6filas moderadas las méas abundantes. Garzon (2015), indica que es preferible mencionar
los mecanismos metabdlicos encontrados para explicar la variabilidad de la respuesta frente

a las diferentes concentraciones a las que son sometidas las bacterias.

Si bien es cierto las cepas aisladas crecieron a una concentracion de 15.89 y 20.89 % de
NaCl, hay que mencionar que también fueron sembradas a 25.89 % de NacCl, en la cual no
crecieron, tal como dice Lafabvre et al. (2006) a altas concentraciones de sal se reduce la
presencia de microrganismos por el estrés osmético que se genera por el NaCl.

Segun Brown et al. (1955) y Villota (2014) el crecimiento de los haléfilos se ve influenciado
mayormente por el NaCl ya que se encuentra en mayor cantidad en la composicion del medio
de aislamiento, de igual manera se incorpora el MgSO4 ya que los iones de magnesio sirven
para estabilizar las membranas de la célula, reduciendo su permeabilidad.

3.3. CARACTERIZACION MORFOLOGICA DE LAS BACTERIAS HALOFILAS

En la Tabla N° 8 se observa la descripcién morfol6gica por cada cepa halofila aislada de las
lagunas de Mejia.
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Tabla N° 8. Caracteristicas morfoldgicas de las cepas haléfilas

Cepa

Caracteristicas Morfoldgicas

Macroscopica

Microscopica (100X)

H1

Colonia de color blanco, forma circular,
borde entero, elevacion convexa, superficie

rugosa Y brillante, textura mucosa.

Bacilo Gram +

H2

Colonia de color crema, forma circular,
borde entero, elevacion convexa, superficie

lisa y brillante, textura mucosa.

Bacilo Gram +

H3

Colonia de color rosado, forma puntiforme,
borde entero, elevacion convexa, superficie

lisa, textura cremosa.

Bacilo Gram +
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Colonia de color rosado, forma circular,
borde entero, elevacion convexa, superficie

rugosa, textura cremosa.

Bacilo Gram -

H5

Colonia de color blanco, forma circular,
borde entero, elevacion convexa, superficie

lisa y brillante, textura mucosa.

Bacilo Gram +

H6

Colonia de color anaranjado, forma
irregular, borde ondeado, elevacién convexa,

superficie rugosa y brillante, textura mucosa.

Bacilo Gram -
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Tabla N° 9. Caracteristicas morfoldgicas de las cepas haléfilas.

N° | Cepa Gram Forma Color

1 H1 Positivo Bacilos Blanco

2 H2 Positivo Bacilos Crema

3 H3 Positivo Bacilos Rosado

4 H4 Negativo Bacilos Rosado

5 H5 Positivo Bacilos Blanco

6 H6 Negativo Bacilos Anaranjado

Como se puede observar en la Tabla N° 8 y Tabla N° 9 de acuerdo a la caracterizacion
macroscopica, la mayoria de colonias presentan forma circular (H1, H2, H4, H5), borde
entero (H1, H2, H3, H4, H5) y textura mucosa (H1, H2, H5, H6), todas las cepas tienen
elevacion convexa. Sélo 3 cepas presentaron pigmentacion, la cepa H3 y H4 presentaron
pigmentacion rosada y la cepa H6 pigmentacion anaranjada. Estas caracteristicas
morfoldgicas coinciden con Castro et al. (2011), quienes las reportan previamente para las

cepas usadas en su investigacion.

En el caso de la caracterizacion microscépica se observo que 4 cepas bacterianas son bacilos
Gram positivo (H1, H2, H3, H5) con coloracion azul violeta y 2 son bacilos Gram negativo
(H4, H6) con coloracidn rosécea.

En el presente estudio se obtuvieron bacterias que en su mayoria eran bacilos gram positivo
y pocas gram negativas. Canales et al. (2014) reportaron bacterias en las salinas de San Blas
en Junin, Palomino (2014) en las salinas de Aguada Blanca de Arequipa que en su mayoria
eran halofilas gram positivas, sin embargo Sanchez-Porro (2003) menciona que en los
ambientes hipersalinos es mucho mas comun encontrar bacterias de tipo gram negativo.
Ventosa et al. (1998) propone que los gram positivos pueden pertenecer al género Bacillus
y los gram negativos al género Halomona, Deleya, Volcaniella, Flavobacterium,

Pseudomonas, Halovibrio o Chromobacterium.
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3.4. CARACTERIZACION BIOQUIMICA DE LAS BACTERIAS HALOFILAS

En la Tabla N° 10 se observan las caracteristicas bioquimicas de las cepas aisladas:

Tabla N° 10. Caracteristicas bioquimicas de las cepas haléfilas nativas

Cepa| TSI LIA Citrato SIM  |MR| VP | Catalasa | Oxidasa
Simmons
K/K -- K/K - H.S -
Lactosa - Glucosa - Movilidad -
H1 Glucosa - Descarboxilacién + - Indol - - R + +
CO; - Desaminacion -
H,S - H,S -
K/K -- K/K - H,S -
Lactosa - Glucosa - Movilidad -
H2 Glucosa - | Descarboxilacion + = Indol - - - . +
COs; - Desaminacion -
H,S - H,S -
K/K -- K/K - H,S -
Lactosa - Glucosa - Movilidad -
H3 e = = - - +
Glucosa - Descarboxilacion + Indol -
CO; - Desaminacion -
H,S - H,S -
K/IK -- K/K - H,S -
Lactosa - Glucosa - Movilidad -
H4 Glucosa - Descarboxilacion + - Indol - N B + *
CO; - Desaminacion -
H,S - H,S -
K/K -- K/K - H,S -
Lactosa - Glucosa - Movilidad +
H5 Glucosa - Descarboxilacion + - Indol - - - - +
CO; - Desaminacion -
HS - H.S -
A/A +- K/K - H,S -
Lactosa + Glucosa - Movilidad +
H6 Glucosa + Descarboxilacion + - Indol - + + + +
CO, + Desaminacion -
H,S - H,S -
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En la Tabla N°10 se observa lo siguiente:

En la prueba TSI la cepa H6 es la Gnica que tiene la capacidad de fermentar lactosa y glucosa
para formar acidos, ademas produce CO,, mientras que ninguna cepa produce acido
sulfhidrico (H2S).

La enzima Lisina descarboxilasa esta presente en todas las cepas, ya que consumieron la
lisina en la prueba LIA. Ninguna ferment6 la glucosa ni produjo acido sulfhidrico (H.S).

Se puede observar que todas las cepas dieron un resultado negativo a la Prueba Citrato de
Simmons, esto indica que no tienen la capacidad de utilizar el citrato como Unica fuente de

carbono.

Las cepas H5 y H6 presentan motilidad en la prueba SIM pero ninguna cepa produce acido
sulfhidrico (H2S) ni indol.

El resultado en la prueba MRVP muestra que solo la cepa H6 tuvo reaccion positiva, siendo
la Unica que presenta la habilidad de producir &cidos estables y acetoina por fermentacion

de la glucosa.

Las cepas H1, H4 y H6 presentaron una reaccion positiva para la prueba de catalasa. Al
adicionarseles el peréxido de hidrogeno (H202) produjeron una réapida y sostenida
produccion de burbujas lo que indica la presencia de la enzima Catalasa.

Se observa gue todas las cepas presentan la enzima Citocromooxidasa, siendo positivas para

la prueba de oxidasa.

Los resultados de las pruebas bioquimicas segun la Tabla N° 10 coinciden con las pruebas
bioguimicas realizadas por Orsod y MaHF (2012) y Kalimutho et al. (2011) en las cepas
halofilas aisladas para su investigacion. Asi también coinciden casi totalmente con las
pruebas bioquimicas de las cepas aisladas de las salinas de Pilluana San Martin, en donde
Flores-Fernandez et al. (2010) reportan que podrian tratarse del género Bacillus, ya que son

los géneros mas representativos de gram positivos en ambientes salinos.

Sanchez-Porro (2003) indica que gran cantidad de microorganismos haléfilos moderados
aislados de ambientes salinos corresponden a bacterias con metabolismos preferentemente
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oxidativo, con el fin de hacer méas eficiente la generacion de energia bajo condiciones
extremas y al realizar las pruebas bioquimicas los resultados lo confirmaron, que todas las
cepas producen enzimas citocromo c-oxidasa (a través de la prueba de oxidasa, Tabla N°
10).

3.5. CARACTERIZACION MOLECULAR DE LAS BACTERIAS HALOFILAS

3.5.1. Extraccion de ADN de bacterias haléfilas

pb
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Figura N° 11. Electroforesis en gel de agarosa al 1% del ADN gendmico extraido de las cepas haléfilas.

En la Figura N° 11 se observa una corrida electroforética en gel de agarosa al 1%, en donde
se evidencio la presencia del ADN gendémico extraido, el cual se encuentra integro y de
buena calidad, pues no presenta smears de bandas secundarias que indiquen la fractura del
ADN durante el proceso de extraccion. Se puede observar que el ADN presenta un tamario

mayor a 24000 pb.
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3.5.2. Determinacién de la calidad del ADN extraido

Tabla N° 11. Medicidn de la pureza y concentracion de ADN gendmico de cepas haldfilas.

Cepas Absorbancia Pureza del Concentracion
260 nm 280nm ADN 260/280 ADN ug/mL
H1 0.037 0.020 1.850 370
H2 0.025 0.014 1.786 250
H3 0.028 0.015 1.867 280
H4 0.031 0.017 1.824 310
H5 0.036 0.019 1.895 360
H6 0.030 0.016 1.875 300

En la Tabla N° 11 se observa que la pureza del ADN se encuentra dentro del rango 6ptimo

(1.8 —2) y la concentracion obtenida es superior a los 200 ug.

El método de extraccion de ADN segun Antoraz (2013) fue modificado al suprimir el uso
de Acetato de Sodio. Matthew (2018) indica que el Acetato de Sodio se usa para separar el
ADN plasmidico del ADN gendmico, sin embargo debido a que el objetivo no era la
extraccion de ADN plasmidico sino el gendmico, el método es muy eficiente, ya que
permitié extraer ADN puro y en la concentracion necesaria (Tabla N° 11) para poder

continuar con la PCR.

3.5.3. Amplificacion del segmento genético ARNr 16S

Luego de realizar la extraccion de ADN se procedid a amplificar el gen ARNr 16S mediante

la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR).

En la Figura N° 12 se observé los fragmentos obtenidos después de realizar la PCR con los

primers forward y reverse cuyo tamarfio aproximado es de 1400 pb, para las 6 cepas aisladas.
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Figura N° 12. Electroforesis en gel de agarosa al 1% de los fragmentos amplificados del gen ARNr 16S

de las cepas haldéfilas.

En el andlisis para determinar el género y la especie se us6 la secuencia ARNr 16S que
contiene aproximadamente 1550 pb y que se aplica mucho en estudios taxonémicos ya que
la secuencia ARNr 5S es muy pequefia (75-120 pb) y no permitiria lograr la determinacion

de la especie (Weisburg et al., 1991).

3.5.4. Secuenciacion del segmento genetico ARNr 16S

Se obtuvieron las siguientes secuencias por cada cepa:

Hl

Secuenciamiento Macrogen Inc. de la cepa H1 empleando el primer forward:

GCATGGCGGGCTCTATACATGCAGTCGAGCGCGGGAGCAAGCGGAAGCCTTCGGGTGGATGCTTGTGGAACGAGCGGCG
GACGGGTGAGTAACACGTGGGCAACCTGCCTGTAAGATGGGGATAACTCCGGGAAACCGGGGCTAATACCGAATGAAGC
GCGTCATCGCATGATGACGTGATGAAAGGCGGCTTTTAGCTGTCACTTACAGATGGGCCCGCGGCGCATTAGTTAGTTGG
TGGGGTAAGAGCCTACCAAGGCGACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCC
CAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCATCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGTGCAACGCCGCGTGAGTGATG
AAGGTTTTCGGATCGTAAAACTCTGTTGTCAGGGAAGAACAAGTACCGTTTGAATAAGGCGGTACCGTGACGGTACCTGA
CCAGAAAGCCCCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGGGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGT
AAAGCGCTCGCAGGCGGTCTTTTAAGTCTGATGTGAAATCTCGCGGCTTAACCGCGAATGGTCATTGGAAACTGGAGGAC
TTGAGTACAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAA
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GGCGACTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCAC
GCCGTAAACGTTGAGTGCTAGGTGTTAGGGGGTTTCCGCCCCTTAGTGCTGCAGTTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGG
GAGTACGGCCGCAAGGCTGAAACTCAAAAGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAG
CAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTCTGCCAGCGCTGGAGACAGCGTGTTCCCTTCGGGGACAGAGTGACA
GGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTAATCTTAGT
TGCCAGCATTGAGTTGGGCACTCTAAGGTGACTGCCGGTGACAACCCGAAGAAAAGGGGGGGAAAGAATTCAAATAATC
AAGGCCCCTTATAACCGGGGGTACACACCTGGTTCCAATGGAGGGAGACAAAAGGGGGCGCAAACGCCCCCGGGGTGG
GAAATCCCCTAAAAACATTCTCCTCG

Secuenciamiento Macrogen Inc. de la cepa H1 empleando el primer reverse:

ACTTTGGCACTTCGGCGGCTGGCTCCAAAGGTTACCTCACCGACTTCGGGTGTTGCCAACTCTCGTGGTGTGACGGGCGG
TGTGTACAAGGCCCGGGAACGTATTCACCGCGGCATGCTGATCCGCGATTACTAGCGATTCCGGCTTCATGCAGGCGAGT
TGCAGCCTGCAATCCGAACTGAGAATGGTTTTATGGGATTTGCTACACCTTGCGGCTTCGCTGCCCTCTGTTCCATCCATT
GTAGCACGTGTGTAGCCCAGGTCATAAGGGGCATGATGATTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCCGGTTTGTCACCGGCAG
TCACCTTAGAGTGCCCAACTCAATGCTGGCAACTAAGATTAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTCAC
GACACGAGCTGACGACAACCATGCACCACCTGTCACTCTGTCCCCGAAGGGAACACGCTGTCTCCAGCGCTGGCAGAGG
ATGTCAAGACCTGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCTTCGAATTAAACCACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTC
TTTTGAGTTTCAGCCTTGCGGCCGTACTCCCCAGGCGGAGTGCTTAATGCGTTAACTGCAGCACTAAGGGGCGGAAACCC
CCTAACACCTAGCACTCAACGTTTACGGCGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTCGCTCCCCACGCTTTCGCTCCTCA
GCGTCAGTTACAGACCAGAGAGTCGCCTTCGCCACTGGTGTTCCTCCACATCTCTACGCATTTCACCGCTACACGTGGAAT
TCCACTCTCCTCTTCTGTACTCAAGTCCTCCAGTTTCCAATGACCATTCGCGGTTAAGCCGCGAGATTTCACATCAGACTT
AAAAGACCGCCTGCGAGCGCTTTACGCCCAATAATTCCGGACAACGCTTGCCCCCTACGTATTACCGCGGCTGCTGGCAC
GTAGTTAGCCGGGGCTTTCTGGTCAGGTACCGTCACGGTACCGCCTTATTCAAACGGTACTTGTTCTTCCCTGACAACAGA
GTTTTACGATCCGAAAACCTTCATCACTCAAGCGGCGTTGCACCGTCAGACTTTCGTCCATTGCGGATGATTCCCTACTGC
TGCCTCCCGTAAGAATCTGGGCCGTGTCTCAATCCCAGTGTTCCCGATCACCTTCTCAAGTCGGCTACCCACCGTCGCCTT
GGTAGGGTCTTACCCCACCAACTAAATAAAGGGCCGCGGGCCCCTCTTTAATTGACACGG

H2

Secuenciamiento Macrogen Inc. de la cepa H2 empleando el primer forward:

GCAGTGGGGGGTCTATACATGCAGTCGAGCGCAGGAGCAGGCAGATCCCCTTCGGGGGTGATGCCTGTGGAATGAGCGG
CGGACGGGTGAGTAACACGTGGGCAACCTGCCTGTAAGATCGGAATAACTCCGGGAAACCGGGGCTAATGCCGGGTAAT
CCTTTATCTCGCATGAGAGAGAGGTGAAAGATGGCCTTTGGCTATCACTTACAGATGGGCCCGCGGCGCATTAGCTAGTT
GGTGAGGTAATAGCTCACCAAGGCGACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGG
CCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAACGA
TGAAGGTCTTCGGATCGTAAAGTTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTACCGTGCGAATAGAGCGGTACCTTGACGGTACCT
AACGAGGAAGCCCCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGGGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGC
GTAAAGCGCGCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCACGGCTCAACCGTGGAGGGTCATTGGAAACTGGGG
AACTTGAGGACAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATGTGGAGGAACACCAGTGGC
GAAGGCGACTCTCTGGTCTGTTTCTGACGCTGAGGTGCGAAAGCGTGGGTAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCC
ACGCCGTAAACGATGAGTGCTAGGTGTTAGGGGGCTTCCACCCCTTAGTGCTGAAGTTAACGCATTAAGCACTCCGCCTG
GGGAGTACGGCCGCAAGGCTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGA
AGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTTGGACCGCCCTAGAGATAGGGTCTTCCCTTCGGGGACCAAGTGA
CAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGGTTAAGTCCCGCAACGAGGGCAACCCCTAATCTTA
GTTGCCAGCATTCAGTTGGGCACTCTAAGGGGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAAGGCGGGGGATAAAGTTCAAATC
ATCATGGCCCCTTATGAACTGGGGGTACCACCCTGGTTCCAATGGAAGGGTACACAAGAGG
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Secuenciamiento Macrogen Inc. de la cepa H2 empleando el primer reverse:

CATTTGGACACTTCGGCGGCTGGCTCCATAAAGGTTACCTCACCGACTTCGGGTGTTGCCAACTCTCGTGGTGTGACGGG
CGGTGTGTACAAGGCCCGGGAACGTATTCACCGCGGCATGCTGATCCGCGATTACTAGCGATTCCGGCTTCATGCAGGCG
AGTTGCAGCCTGCAATCCGAACTGAGAATGGTTTTATGGGATTTGCTACACCTTGCGGCTTCGCTGCCCTTTGTACCATCC
ATTGTAGCACGTGTGTAGCCCAGGTCATAAGGGGCATGATGATTTGACGTCATCCCCGCCTTCCTCCGGTTTGTCACCGGC
AGTCACCTTAGAGTGCCCAACTGAATGCTGGCAACTAAGATTAGGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTC
ACGACACGAGCTGACGACAACCATGCACCACCTGTCACTTGGTCCCCGAAGGGAAGACCCTATCTCTAGGGCGGTCCAA
GGATGTCAAGACCTGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCTTCGAATTAAACCACATGCTCCACCGCTGGTGCGGGCCCCCGTCAA
TTCCTTTGAGTTTCAGCCTTGCGGCCGTACTCCCCAGGCGGAGTGCTTAATGCGTTAACTTCAGCACTAAGGGGTGGAAG
CCCCCTAACACCTAGCACTCATCGTTTACGGCGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTTGCTACCCACGCTTTCGCACC
TCAGCGTCAGAAACAGACCAGAGAGTCGCCTTCGCCACTGGTGTTCCTCCACATATCTACGCATTTCACCGCTACACGTG
GAATTCCACTCTCCTCTTCTGTCCTCAAGTTCCCCAGTTTCCAATGACCCTCCACGGTTGAGCCGTGGGCTTTCACATCAG
ACTTAAGAAACCGCCTGCGCGCGCTTTACGCCCAATAATTCCGGACAACGCTTGCCCCCTACGTATTACCGCGGCTGCTG
GCACGTAGTTAGCCGGGGCTTCCTCGTTAGGTACCGTCAAGGTACCGCTCTATTCGCACGGTACTTGTTCTTCCCTAACAA
CAGAACTTTACGATCCGAAGACCTTCATCGTTCACGCGGCGTTGCTCCGTCAGACTTTCGTCCATTGCGGAAGATTCCCTA
CTGCTGCCTCCCGTAAGAATCTTGGGCCGTGTCTCAATCCCCCTGTGGGCGAAAACCCCTCTCAGGGGGGGTACG

H3

Secuenciamiento Macrogen Inc. de la cepa H3 empleando el primer forward:

GCATGGCGCAGCTATACATGCAGTCGAGCGCAGGAGCAGGCAGATCCCCTTCGGGGGTGATGCCTGTGGAATGAGCGGC
GGACGGGTGAGTAACACGTGGGCAACCTGCCTGTAAGATCGGAATAACTCCGGGAAACCGGGGCTAATGCCGGGTAATC
CTTTTTCTCGCATGAGAGGAAGGTAAAAGATGGCCTTTGGCTATCACTTACAGATGGGCCCGCGGCGCATTAGCTAGTTG
GTGAGGTAATAGCTCACCAAGGCGACGATGCGTAGCCCACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGC
CCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAACGAT
GAAGGTCTTCGGATCGTAAAGTTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTACCGTGCGAACAGAGCGGTGCCTTGACGGTACCT
AACGAGGAAGCCCCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGGGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGC
GTAAAGCGCGCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCACGGCTCAACCGTGGAGGGTCATTGGAAACTGGGG
AACTTGAGGACAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATTTGTGGAGGAACACCAGTGGCG
AAGGCGACTCTCTGGTCTGTTTCTGACGCTTAGGTGCGAAAGCGTGGGTAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCA
CGCCGTAAACGATGAGTGCTAGGTGTTAGGGGGCTTCCACCCCTTAGTGCTGAAGTTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGG
GGAGTACGGCCGCAAGGCTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAA
GCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTTGGACCGCCCTAGAGATAGGGTCTTCCCTTCGGGGACCAAGTGAC
AGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCCTAATCTTAG
TTGCCAGCATTCAGTTGGGCACTCTAAGGTGACGGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGGGGGGGATGAAGTCAAATAAAC
AAGGCCCCTTATAACTGGGGGGAAACACTGGTTCCAATGGAGGGGTCAAAAGGGCGCGACAACCG

Secuenciamiento Macrogen Inc. de la cepa H3 empleando el primer reverse:

AACTTGGACACTTCGGCGGCTGGCTCATAAAGGTTACCTCACCGACTTCGGGTGTTGCCAACTCTCGTGGTGTGACGGGC
GGTGTGTACAAGGCCCGGGAACGTATTCACCGCGGCATGCTGATCCGCGATTACTAGCGATTCCGGCTTCATGCAGGCGA
GTTGCAGCCTGCAATCCGAACTGAGAATGGTTTTATGGGATTTGCTACACCTTGCGGCTTCGCTGCCCTTTGTACCATCCA
TTGTAGCACGTGTGTAGCCCAGGTCATAAGGGGCATGATGATTTGACGTCATCCCCGCCTTCCTCCGGTTTGTCACCGGCA
GTCACCTTAGAGTGCCCAACTGAATGCTGGCAACTAAGATTAGGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTCA
CGACACGAGCTGACGACAACCATGCACCACCTGTCACTTGGTCCCCGAAGGGAAGACCCTATCTCTAGGGCGGTCCAAG
GATGTCAAGACCTGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCTTCGAATTAAACCACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATT
CCTTTGAGTTTCAGCCTTGCGGCCGTACTCCCCAGGCGGAGTGCTTAATGCGTTAACTTCAGCACTAAGGGGTGGAAGCC
CCCTAACACCTAGCACTCATCGTTTACGGCGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTTGCTACCCACGCTTTCGCACCTC
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AGCGTCAGAAACAGACCAGAGAGTCGCCTTCGCCACTGGTGTTCCTCCACATATCTACGCATTTCACCGCTACACGTGGA

ATTCCACTCTCCTCTTCTGTCCTCAAGTTCCCCAGTTTCCAATGACCCTCCACGGTTGAGCCGTGGGCTTTCACATCAGACT
TAAGAAACCGCCGGCGCGCGCTTTACGCCCAATAATTCCGGACAACGCTTGCCCCCTACGTATTACCGCGGCTGCTGGCA

CGTAGTTAGCCGGGGCTTCCTCGTTAGGTACCGTCAAGGCACCGCTCTGTTCGCACGGTACTTGTTCTTCCCTAACAACAG
AACTTTACGATCCGAAGACCTTCATCGTTCACGCGGCGTTGCTCCGTCAGACTTTCGTCCATTGCGGAAGATCCCTACTGC
TGCCCCCCGTAAGAATCTGGGCCGTGTCTCAATCCCCCTGTGGGCCAAAACCCCCCTCAGGTGGGCGACCCACCGLCCCC

CTGGTGAAGCTATAACTTCACCAACTAACTTAAGGGCGCCGGGCGCTCC

H4

Secuenciamiento Macrogen Inc. de la cepa H4 empleando el primer forward:

GCGTTGGCGCAGCTACACATGCAGTCGAGCGGCAGCACGGGGAGCTTGCTCCCTGGTGGCGAGCGGCGGACGGGTGAGT
AATGCATAGGAATCTGCCCGGTAGTGGGGGATAACGTGGGGAAACCCACGCTAATACCGCATACGTCCTACGGGAGAAA
GCGGAGGATCTTCGGACTTCGCGCTATCGGATGAGCCTATGTCGGATTAGCTAGTTGGTAAGGTAACGGCTTACCAAGGC
GACGATCCGTAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCA
GTGGGGAATATTGGACAATGGGCGAAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGCTTTCGGGTTGTAAAGCA
CTTTCAGCGAGGAAGAAAGCCTGGTGGTTAATACCCATCAGGAAGGACATCACTCGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTCC
GTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCGAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCGCGTAGGTGGCTTGG
CACGCCGGTTGTGAAAGCCCCGGGCTCAACCTGGGAACGGCATCCGGAACGGCCAGGCTAGAGTGCAGGAGAGGAAGG
TAGAATTCCCGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCGGGAGGAATACCAGTGGCGAAGGCGGCCTTCTGGCCTGACAC
TGACACTGAGGTGCGAAAGCGTGGGTAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCGACTAG
CCGTTGGGACCTTTAAGGACTTAGTGGCGCAGTTAACGCGATAAGTCGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAA
ACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTA
CCCTTGACATCCTGCGAATTTGGTAGAGATACCTTAGTGCCTTCGGGAGCGCATTGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCA
GCTCGTGTTGTGAAATGTTGGGTTAAGTCCCGTAACGAGCGCAACCCTTGTCCTTATTTGCCAGCACGTAATGGTGGGAA
CTCTAAGGAGACTGCCGGTGACAACCCGGAGGAAAGGGGGGGACGACCTCAAGTCATCATGGGCCCTTACGGGGAGGG
GGTACACACCTGCTACAATGGCCGGTACAAAAGGGTTGCGAAAACCCCCAGGGGGGAGCGAATCCCCAAAAGCCGGCCT
CATTCCCGGAACCGAGATTTCGCATCCG

Secuenciamiento Macrogen Inc. de la cepa H4 empleando el primer reverse:

ACAATAACACACCGTGGTGATCGCTCTCCCGAAGGTTAAGCTAACCACTTCTGGTGCAGTCCACTCCCATGGTGTGACGG
GCGGTGTGTACAAGGCCCGGGAACGTATTCACCGTGACATTCTGATTCACGATTACTAGCGATTCCGACTTCACGGAGTC
GAGTTGCAGACTCCGATCCGGACTGAGGCCGGCTTTCTGGGATTCGCTCCACCTCGCGGTCTCGCAACCCTTTGTACCGG
CCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCTACCCGTAAGGGCCATGATGACTTGACGTCGTCCCCACCTTCCTCCGGTTTGTCACCG
GCAGTCTCCTTAGAGTTCCCACCATTACGTGCTGGCAAATAAGGACAAGGGTTGCGCTCGTTACGGGACTTAACCCAACA
TTTCACAACACGAGCTGACGACAGCCATGCAGCACCTGTCACTGCGCTCCCGAAGGCACTAAGGTATCTCTACCAAATTC
GCAGGATGTCAAGGGTAGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCATCGAATTAAACCACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGT
CAATTCATTTGAGTTTTAACCTTGCGGCCGTACTCCCCAGGCGGTCGACTTATCGCGTTAACTGCGCCACTAAGTCCTTAA
AGGTCCCAACGGCTAGTCGACATCGTTTACGGCGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTTGCTACCCACGCTTTCGCAC
CTCAGTGTCAGTGTCAGGCCAGAAGGCCGCCTTCGCCACTGGTATTCCTCCCGATCTCTACGCATTTCACCGCTACACCGG
GAATTCTACCTTCCTCTCCTGCACTCTAGCCTGGCCGTTCCGGATGCCGTTCCCAGGTTGAGCCCGGGGCTTTCACAACCG
GCGTGCCAAGCCACCTACGCGCGCTTTACGCCCAGTAATTCCGATTAACGCTCGCACCCTCCGTATTACCGCGGCTGCTG
GCACGGAGTTAGCCGGTGCTTCTTCTGCGAGTGATGTCCTTCCTGATGGGTATTAACCACCAGGCTTTCTTCCTCGCTGAA
AGTGCTTTACAACCCGAAAGCCTTCTTCACACACGCGGCATGGCTGGATCAGGCTTTCGCCCATTGTCCAATATTCCCCAC
TGCTGCCTCCCGTAAGAATCTGGGGCGGTGTTCAATCCCAATGGTGCTGATCATTCTCTCAAACAAACTACGGAACGTCC
CCTTGGTAAGCCGTTACCTTTCCAACTAAGTTAATCCGACATAAGGGCCATCCAATAACACCAG
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Secuenciamiento Macrogen Inc. de la cepa H5 empleando el primer forward:

GGAAGGCGGCTGCTATACATGCAGTCGAGCGCGGGAGCGAGCTGAAGCCCTTCGGGGTGGACGCTCGTGGAACGAGCGG
CGGACGGGTGAGTAACACGTGGGCAACCTACCTGTAAGACCGGAATAACCCCGGGAAACCGGGGCTAATGCCGGGTAAC
CGATCGGTTCTCCTGAACCGATTGTAAAAGGATGGCTTCTTGCTATCGCTTACAGATGGGCCCGCGGCGCATTAGCTAGT
TGGTAAGGTAACGGCTTACCAAGGCGACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACG
GCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAACG
ATGAAGGCTTTCGGGTCGTAAAGTTCTGTTGTGAGGGAAGAACAAGGACCGCGCGAATAGAACGGTCCCTTGACGGTAC
CTCACGAGGAAGCCCCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGGGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGG
GCGTAAAGCGCACGCAGGCGGTTCCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCGTGGCTCAACCACGGAGGGCCATTGGAAACTGG
GGAACTTGAGAACTGAAGAGGAGAGTGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATGTGGAGGAACACCAGTG
GCGAAGGCGACTCTCTGGTCGGTTTCTGACGCTGAGGTGCGAAAGCGTGGGTAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAG
TCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAGGTGTTAGGGGGCTTCCACCCCTTAGTGCTGAAGTTAACGCATTAAGCACTCCGC
CTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATT
CGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTTGGCTACTTCTAGAGATAGAAGGTTCCCTTCGGGGACCAAG
TGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCCTAATCT
TAGTTGCCAGCATTCAGTTGGGCACTCTAAGGTGATTGCCGGTGACAAACCCGAAGAAAGGCGGGGATAAAGTCAAATC
ATCATGGCCCCTTATAACCGGGGGGAACAACCTGGTTAAAATGGAATGGGGACAAACGGAACCCAACCCCCCCAG

Secuenciamiento Macrogen Inc. de la cepa H5 empleando el primer reverse:

TCAATTGGTCACTTCGACGGCTGGCTCCTGTAAGGTTACCTCACCGGCTTCGGGTGTTGCCAACTCTCGTGGTGTGACGGG
CGGTGTGTACAAGGCCCGGGAACGTATTCACCGCAGCATGCTGATCTGCGATTACTAGCGATTCCGGCTTCATGCAGGCG
AGTTGCAGCCTGCAATCCGAACTGAGAATGGGTTTCTCGGATTGGCTACCCCTCGCGGGTTCGCTTCCGTTTGTCCCATCC
ATTGTAGCACGTGTGTAGCCCAGGTCATAAGGGGCATGATGATTTGACGTCATCCCCGCCTTCCTCCGGTTTGTCACCGGC
AGTCACCTTAGAGTGCCCAACTGAATGCTGGCAACTAAGATTAGGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTC
ACGACACGAGCTGACGACAACCATGCACCACCTGTCACTTGGTCCCCGAAGGGAACCTTCTATCTCTAGAAGTAGCCAAG
GATGTCAAGACCTGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCTTCGAATTAAACCACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATT
CCTTTGAGTTTCAGCCTTGCGGCCGTACTCCCCAGGCGGAGTGCTTAATGCGTTAACTTCAGCACTAAGGGGTGGAAGCC
CCCTAACACCTAGCACTCATCGTTTACGGCGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTTGCTACCCACGCTTTCGCACCTC
AGCGTCAGAAACCGACCAGAGAGTCGCCTTCGCCACTGGTGTTCCTCCACATATCTACGCATTTCACCGCTACACGTGGA
ATTCCACTCTCCTCTTCAGTTCTCAAGTTCCCCAGTTTCCAATGGCCCTCCGTGGTTGAGCCACGGGCTTTCACATCAGAC
TTAAGGAACCGCCTGCGTGCGCTTTACGCCCAATAATTCCGGACAACGCTGGCCCCCTACGTATTACCGCGGCTGCTGGC
ACGTAGTTAGCCGGGGCTTCCTCGTGAGGTACCGTCAAGGGACCGTTCTATTCGCGCGGTCCTTGTTCTTCCCTCACAACA
GAACTTTACGACCCGAAAGCCTTCATCGTTCACGCGGCGTTGCTCCGTCAGACTTTCGTCCATTGCGGAAGATTCCCTACT
GGTGCCTCCCCTAAGAATCTGGGGCGGGTCTCAATCCCAGTGTGGGCGAACACCCCCTTCAGGGCGGCGACCCACCCTCC
CCCTTGGTAG

H6

Secuenciamiento Macrogen Inc. de la cepa H6 empleando el primer forward:

GCATTGGGCGCAGCTACACATGCAGTCGAGCGGCAGCGGGTCCTTCGGGATGCCGGCGAGCGGCGGACGGGTGAGTAAT
ACATGGGAATCTGCCCGGTAGTGGGGGATAACTCGGGGAAACCCGAGCTAATACCGCATACGTCCTACGGGAGAAAGCA
GGGGATCTTCGGACCTTGCGCTATCGGATGAGCCCATGTCGGATTAGCTTGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCAAC
GATCCGTAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACCGGGACTGAGACACGGCCCGGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTG
GGGAATATTGGACAATGGGGGAAACCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGCCTTAGGGTTGTAAAGCACTT

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos
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TCAGTGGGGAAGAAGGCATGACGATTAATACCCGTCATGAAGGACATCACCCACAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTG
CCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGGGCGCGTAGGCGGCTTGCCAA
GCCGGATGTGAAAGCCCCGGGCTCAACCCGGGAACGGCATTCGGAACTGGCAGGCTAGAGTGCAGGAGAGGAAGGTGG
AATTCCCGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCGGGAGGAATACCAGTGGCGAAGGCGGCCTTCTGGACTGACACTGA
CGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGTAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCGACCAGCCG
TTGGACCCCTTGAGGGTTTGGTGGCGCAGTTAACGCAATAAGTCGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTAAAACT
CAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTGCTC
TTGACATCCTGCGAATCTCCCAGAGATGGGAGAGTGCCTTCGGGAACGCAAAGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCT
CGTGTTGTGAAATGTTGGGTTAAGTCCCGTAACGAGCGCAACCCCTATCCCTTTTTGCCAGCGGTCCGGCCGGGAACTTC
AGGGAGACTGCCGGTGACAACCGGAAGAAAGTGGGGGACAACATCAAGTCATCATGGGCCCTTACAAGCAGGGGTACA
CACTTGCTACAATGGCCGGTACAAAAGGGTTGCGAAACGGGAGACTTGGAGCCCATCCCCTTAAATCG

Secuenciamiento Macrogen Inc. de la cepa H6 empleando el primer reverse:

ACACAGACACACCGTGGTGATCGCTCTCCCGAAGGTTAAGCTAACCACTTCTGGTGCAGTCCACTCCCATGGTGTGACGG
GCGGTGTGTACAAGGCCCGGGAACGTATTCACCGTGGCATTCTGATCCACGATTACTAGCGATTCCGACTTCACGGAGTC
GAGTTGCAGACTCCGATCCGGACTGAGGCCGGCTTTATGGGATTGGCTTCACGTCGCCGCTTCGCAACCCTTTGTACCGG
CCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCTGCTCGTAAGGGCCATGATGACTTGACGTCGTCCCCACCTTCCTCCGGTTTGTCACCG
GCAGTCTCCCTGAAGTTCCCGGCCGGACCGCTGGCAAAAAGGGATAGGGGTTGCGCTCGTTACGGGACTTAACCCAACA
TTTCACAACACGAGCTGACGACAGCCATGCAGCACCTGTCTCTGCGTTCCCGAAGGCACTCTCCCATCTCTGGGAGATTC
GCAGGATGTCAAGAGCAGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCATCGAATTAAACCACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGT
CAATTCATTTGAGTTTTAGCCTTGCGGCCGTACTCCCCAGGCGGTCGACTTATTGCGTTAACTGCGCCACCAAACCCTCAA
GGGGTCCAACGGCTGGTCGACATCGTTTACGGCGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTTGCTACCCACGCTTTCGCG
CCTCAGCGTCAGTGTCAGTCCAGAAGGCCGCCTTCGCCACTGGTATTCCTCCCGATCTCTACGCATTTCACCGCTACACCG
GGAATTCCACCTTCCTCTCCTGCACTCTAGCCTGCCAGTTCCGAATGCCGTTCCCGGGTTGAGCCCGGGGCTTTCACATCC
GGCTTGGCAAGCCGCCTACGCGCCCTTTACGCCCAGTAATTCCGATTAACGCTTGCACCCTCCGTATTACCGCGGCTGCTG
GCACGGAGTTAGCCGGTGCTTCTTCTGTGGGTGATGTCCTTCATGACGGGTATTAATCGTCATGCCTTCTTCCCCACTGAA
AGTGCTTTACAACCCTAAGGCCTTCTTCACACACGCGGCATGGCTGGGATCAGGGTTTCCCCCATTGTCCAATATTCCCCA
CTGCTGCCTCCCGTAAGAATCCGGGCCGTGTCTCATTCCCCGGTGTGGGTGAACATCCCTCTCAAACAACTTCCGGAACG
TTTGCCTTGTGTGAGCCGTTTCTTCCCCACCAAGCTTAA

3.5.5. ldentificacion Molecular de las cepas

A continuacion se muestran las secuencias consenso obtenidas por cada cepa:

Secuencia consenso de la cepa H1

TGCAGTCGAGCGCGGGAGCAAGCGGAAGCCTTCGGGTGGATGCTTGTGGAACGAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGT
GGGCAACCTGCCTGTAAGATGGGGATAACTCCGGGAAACCGGGGCTAATACCGAATGAAGCGCGTCATCGCATGATGAC
GTGATGAAAGGCGGCTTTTAGCTGTCACTTACAGATGGGCCCGCGGCGCATTAGTTAGTTGGTGGGGTAAGAGCCTACCA
AGGCGACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGC
AGCAGTAGGGAATCATCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGTGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTTTTCGGATCGTAA
AACTCTGTTGTCAGGGAAGAACAAGTACCGTTTGAATAAGGCGGTACCGTGACGGTACCTGACCAGAAAGCCCCGGCTA
ACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGGGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCTCGCAGGCGG
TCTTTTAAGTCTGATGTGAAATCTCGCGGCTTAACCGCGAATGGTCATTGGAAACTGGAGGACTTGAGTACAGAAGAGGA
GAGTGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTCTCTGGTCTGT
AACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGTTGAGTGC

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos
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TAGGTGTTAGGGGGTTTCCGCCCCTTAGTGCTGCAGTTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCT
GAAACTCAAAAGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTAC
CAGGTCTTGACATCCTCTGCCAGCGCTGGAGACAGCGTGTTCCCTTCGGGGACAGAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCG
TCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTAATCTTAGTTGCCAGCATTGAGTTGGG
CACTCTAAGGTGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGC
TACACACGTGCTACAATGGATGGAACAGAGGGCAGCGAAGCCGCAAGGTGTAGCAAATCCCATAAAACCATTCTCAGTT
CGGATTGCAGGCTGCAACTCGCCTGCATGAAGCCGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTC
CCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCACGAGAGTTGGCAACACCCGAAGTCGGTGAGGTAA

Secuencia consenso de la cepa H2

CAGTCGAGCGCAGGAGCAGGCAGATCCCCTTCGGGGGTGATGCCTGTGGAATGAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTG
GGCAACCTGCCTGTAAGATCGGAATAACTCCGGGAAACCGGGGCTAATGCCGGGTAATCCTTTATCTCGCATGAGAGAG
AGGTGAAAGATGGCCTTTGGCTATCACTTACAGATGGGCCCGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAATAGCTCACCAA
GGCGACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCA
GCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAACGATGAAGGTCTTCGGATCGTAAA
GTTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTACCGTGCGAATAGAGCGGTACCTTGACGGTACCTAACGAGGAAGCCCCGGCTAA
CTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGGGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGCGGT
TTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCACGGCTCAACCGTGGAGGGTCATTGGAAACTGGGGAACTTGAGGACAGAAGAGGA
GAGTGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTCTCTGGTCTGT
TTCTGACGCTGAGGTGCGAAAGCGTGGGTAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGC
TAGGTGTTAGGGGGCTTCCACCCCTTAGTGCTGAAGTTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCT
GAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTAC
CAGGTCTTGACATCCTTGGACCGCCCTAGAGATAGGGTCTTCCCTTCGGGGACCAAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCG
TCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCCTAATCTTAGTTGCCAGCATTCAGTTGGGC
ACTCTAAGGTGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGCGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCT
ACACACGTGCTACAATGGATGGTACAAAGGGCAGCGAAGCCGCAAGGTGTAGCAAATCCCATAAAACCATTCTCAGTTC
GGATTGCAGGCTGCAACTCGCCTGCATGAAGCCGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCC
CGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCACGAGAGTTGGCAACACCCGAAGTCGGTGAGGTAAC

Secuencia consenso de la cepa H3

AGCAGGCAGATCCCCTTCGGGGGTGATGCCTGTGGAATGAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGCAACCTGCCTGT
AAGATCGGAATAACTCCGGGAAACCGGGGCTAATGCCGGGTAATCCTTTTTCTCGCATGAGAGGAAGGTAAAAGATGGC
CTTTGGCTATCACTTACAGATGGGCCCGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAATAGCTCACCAAGGCGACGATGCGTA
GCCCACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCT
TCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAACGATGAAGGTCTTCGGATCGTAAAGTTCTGTTGTTAGG
GAAGAACAAGTACCGTGCGAACAGAGCGGTGCCTTGACGGTACCTAACGAGGAAGCCCCGGCTAACTACGTGCCAGCAG
CCGCGGTAATACGTAGGGGGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATG
TGAAAGCCCACGGCTCAACCGTGGAGGGTCATTGGAAACTGGGGAACTTGAGGACAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCAC
GTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTCTCTGGTCTGTTTCTGACGCTGAGGT
GCGAAAGCGTGGGTAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAGGTGTTAGGGGGC
TTCCACCCCTTAGTGCTGAAGTTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTGAAACTCAAAGGAAT
TGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCC
TTGGACCGCCCTAGAGATAGGGTCTTCCCTTCGGGGACCAAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTG
AGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCCTAATCTTAGTTGCCAGCATTCAGTTGGGCACTCTAAGGTGACTG
CCGGTGACAAACCGGAGGAAGGCGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAA
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TGGATGGTACAAAGGGCAGCGAAGCCGCAAGGTGTAGCAAATCCCATAAAACCATTCTCAGTTCGGATTGCAGGCTGCA
ACTCGCCTGCATGAAGCCGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACA
CCGCCCGTCACACCACGAGAGTTGGCAACACCCGAAGTCGGTGAGGTAACCTTTATGA

Secuencia consenso de la cepa H4

AGTCGAGCGGCAGCACGGGGAGCTTGCTCCCTGGTGGCGAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGCATAGGAATCTGCCCGGT
AGTGGGGGATAACGTGGGGAAACCCACGCTAATACCGCATACGTCCTACGGGAGAAAGCGGAGGATCTTCGGACTTCGC
GCTATCGGATGAGCCTATGTCGGATTAGCTAGTTGGTAAGGTAACGGCTTACCAAGGCGACGATCCGTAGCTGGTCTGAG
AGGATGATCAGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGG
GCGAAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGCTTTCGGGTTGTAAAGCACTTTCAGCGAGGAAGAAAGCC
TGGTGGTTAATACCCATCAGGAAGGACATCACTCGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATA
CGGAGGGTGCGAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCGCGTAGGTGGCTTGGCACGCCGGTTGTGAAAGCCCC
GGGCTCAACCTGGGAACGGCATCCGGAACGGCCAGGCTAGAGTGCAGGAGAGGAAGGTAGAATTCCCGGTGTAGCGGT
GAAATGCGTAGAGATCGGGAGGAATACCAGTGGCGAAGGCGGCCTTCTGGCCTGACACTGACACTGAGGTGCGAAAGCG
TGGGTAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCGACTAGCCGTTGGGACCTTTAAGGACTT
AGTGGCGCAGTTAACGCGATAAGTCGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGC
CCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTACCCTTGACATCCTGCGAATTTGG
TAGAGATACCTTAGTGCCTTCGGGAGCGCAGTGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTTGTGAAATGTTGGGT
TAAGTCCCGTAACGAGCGCAACCCTTGTCCTTATTTGCCAGCACGTAATGGTGGGAACTCTAAGGAGACTGCCGGTGACA
AACCGGAGGAAGGTGGGGACGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGGGTAGGGCTACACACGTGCTACAATGGCCGGTA
CAAAGGGTTGCGAGACCGCGAGGTGGAGCGAATCCCAGAAAGCCGGCCTCAGTCCGGATCGGAGTCTGCAACTCGACTC
CGTGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGTGAATCAGAATGTCACGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTC
ACACCATGGGAGTGGACTGCACCAGAAGTGGTTAGCT

Secuencia consenso de la cepa H5

CGCGGGAGCGAGCTGAAGCCCTTCGGGGTGGACGCTCGTGGAACGAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGCAACC
TACCTGTAAGACCGGAATAACCCCGGGAAACCGGGGCTAATGCCGGGTAACCGATCGGTTCTCCTGAACCGATTGTAAA
AGGATGGCTTCTTGCTATCGCTTACAGATGGGCCCGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTAAGGTAACGGCTTACCAAGGCGAC
GATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTA
GGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAACGATGAAGGCTTTCGGGTCGTAAAGTTCTG
TTGTGAGGGAAGAACAAGGACCGCGCGAATAGAACGGTCCCTTGACGGTACCTCACGAGGAAGCCCCGGCTAACTACGT
GCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGGGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCACGCAGGCGGTTCCTTA
AGTCTGATGTGAAAGCCCGTGGCTCAACCACGGAGGGCCATTGGAAACTGGGGAACTTGAGAACTGAAGAGGAGAGTG
GAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTCTCTGGTCGGTTTCTG
ACGCTGAGGTGCGAAAGCGTGGGTAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAGGT
GTTAGGGGGCTTCCACCCCTTAGTGCTGAAGTTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTGAAAC
TCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGT
CTTGACATCCTTGGCTACTTCTAGAGATAGAAGGTTCCCTTCGGGGACCAAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGC
TCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCCTAATCTTAGTTGCCAGCATTCAGTTGGGCACTCT
AAGGTGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGCGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACA
CGTGCTACAATGGATGGGACAAACGGAAGCGAACCCGCGAGGGGTAGCCAATCCGAGAAACCCATTCTCAGTTCGGATT
GCAGGCTGCAACTCGCCTGCATGAAGCCGGAATCGCTAGTAATCGCAGATCAGCATGCTGCGGTGAATACGTTCCCGGG
CCTTGTACACACCGCCCGTCACACCACGAGAGTTGGCAACACCCGAAGCCGGTGAGGTAACCTTA
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Secuencia consenso de la cepa H6

CAGTCGAGCGGCAGCGGGTCCTTCGGGATGCCGGCGAGCGGCGGACGGGTGAGTAATACATGGGAATCTGCCCGGTAGT
GGGGGATAACTCGGGGAAACCCGAGCTAATACCGCATACGTCCTACGGGAGAAAGCAGGGGATCTTCGGACCTTGCGCT
ATCGGATGAGCCCATGTCGGATTAGCTTGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCAACGATCCGTAGCTGGTCTGAGAG
GATGATCAGCCACACCGGGACTGAGACACGGCCCGGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGEG
GAAACCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGCCTTAGGGTTGTAAAGCACTTTCAGTGGGGAAGAAGGCATG
ACGATTAATACCCGTCATGAAGGACATCACCCACAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACG
GAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGGGCGCGTAGGCGGCTTGCCAAGCCGGATGTGAAAGCCCCGG
GCTCAACCCGGGAACGGCATTCGGAACTGGCAGGCTAGAGTGCAGGAGAGGAAGGTGGAATTCCCGGTGTAGCGGTGA
AATGCGTAGAGATCGGGAGGAATACCAGTGGCGAAGGCGGCCTTCTGGACTGACACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTG
GGTAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCGACCAGCCGTTGGACCCCTTGAGGGTTTGG
TGGCGCAGTTAACGCAATAAGTCGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCC
GCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTGCTCTTGACATCCTGCGAATCTCCCA
GAGATGGGAGAGTGCCTTCGGGAACGCAGAGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTTGTGAAATGTTGGGTT
AAGTCCCGTAACGAGCGCAACCCCTATCCCTTTTTGCCAGCGGTCCGGCCGGGAACTTCAGGGAGACTGCCGGTGACAAA
CCGGAGGAAGGTGGGGACGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGAGCAGGGCTACACACGTGCTACAATGGCCGGTACA
AAGGGTTGCGAAGCGGCGACGTGAAGCCAATCCCATAAAGCCGGCCTCAGTCCGGATCGGAGTCTGCAACTCGACTCCG
TGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGTGGATCAGAATGCCACGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCAC
ACCATGGGAGTGGACTGCACCAGAAGTGGTTAGCTT

Una vez que se obtuvieron las secuencias consenso, éstas fueron analizadas en la
herramienta Blast del NCBI. De esta manera se obtuvo el porcentaje de identidad y el
porcentaje de cobertura de cada una de ellas con las secuencias de la base de datos.

Tabla N° 12. Microorganismos que presentaron homologia con la secuencia del gen ARNr 16S

Cepa N° Acceso Descripcion Puntaje Pgresce Cobertura de Ident
Total bases (pb) blsqueda
H1 LT671586.1 Virgibacillus siamensis 2593 1527 100% 99%
H2 DQ448764.1 Halobacillus sp. 2588 1470 99% 99%
H3 LT714153.1 Halobacillus hunanensis 2564 1489 99% 99%
H4 KX389578.1 Salinicola zeshunii 2556 1445 100% 100%
H5 EF517968.1 Bacillus halophilus 2564 1488 99% 99%
H6 KP172204.1 Kushneria sp. 2538 1458 99% 99%
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En la Tabla N° 12 se observan los nombres de los microorganismos que presentaron alta
homologia con la secuencia del gen ARNr 16S de cada una de las 6 cepas haldfilas.

Las 6 cepas coinciden dentro de las familias: Bacillaceae (Virgibacillus siamensis,
Halobacillus sp., Halobacillus hunanensis y Bacillus halophilus) y Halomonadaceae

(Salinicola zeshunii y Kushneria sp.).

Las secuencias obtenidas de los amplicones (pagina 62-67) de ADN de las diferentes cepas
enviadas a Macrogen, al ser corregidas y comparadas (pagina 67-70) coincidieron con
bacterias de la familia Bacilliaceae (Virgibacillus siamensis (H1), Halobacillus sp. (H2),
Halobacillus hunanensis (H3) y Bacillus halophilus (H5)) y otras coincidieron con la familia
Halomonadaceae (Salinicola zeshunii (H4) y Kushneria sp. (H6)), este resultado coincide
con una investigacion realizada por Canales et al. (2014) en las Salinas de San Blas en Junin

donde obtuvieron 03 cepas del género Halomona y 11 del género Bacillus.

De las homologias encontradas que presentan un 99% de identidad se observa que la bacteria
Virgibacillus siamensis reportada y nombrada como tal por Tanasupawat et al. (2010) fue

aislada por primera vez en Tailandia.

La bacteria Halobacillus sp. fué estudiada originalmente por Spring et al. (1996) para
nombrar dos nuevas especies Halobacillus litoralis y Halobacillus trueperi y renombrar la
especie obtenida por Claus et al. (1983) de Sporosarcina halophila a Halobacillus
halophilus.

Mediante el analisis filogenético se identificé también a la bacteria Halobacillus hunanensis,
esta bacteria halofila gram positiva fue aislada por primera vez en China por Peng et al.
(2009) vy a la bacteria Bacillus halophilus previamente descrita por Ventosa et al. (1989) y
Li et al. (2007).

De igual forma las homologias que presentan un 100% y 99% de identidad con las
secuencias de la familia halomonadaceae son la bacteria Salinicola zeshunii, la cual es una
bacteria haldfila gram negativa identificada por primera vez en el afio 2012 por Cao et al. y

la bacteria Kushneria sp. reportada por Bae et al. en el 2014.
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De las 6 cepas, 2 cepas no se han podido identificar hasta especie: Halobacillus sp. y
Kushneria sp., las cuales al ser confrontadas con diferentes bases de datos no se ha
encontrado alta similitud. Por lo que pueden ser consideradas como especies nuevas.
Posteriormente se procedera con la denominacion de estas nuevas especies de acuerdo a la

normativa vigente.

3.5.6. Alineamiento y construccion del arbol filogenético

g3rH2
77| Halobacillus sp.

100 Il Halobacillus hunanensis

73 H3

H5
-
100 L Bacillus halophilus

|H1

100 | Virgibacillus siamensis
100 |H B

! Salinicola zeshunii

100 H6
100 |— Kushneria sp.

—_—
0.020

Figura N° 13. Arbol filogenético construido en base a las secuencias del gen ARNr 16S

En la Figura N° 13 se observa el arbol filogenético obtenido de acuerdo al método del vecino

mas cercano (Neighbor-joining) y el modelo de Kimura 2-parametro.

En el arbol filogenético se puede apreciar dos grupos que coinciden con la caracterizacién
morfoldgica de gram positivas y gram negativas: las gram positivas (bacterias Virgibacillus
siamensis, Halobacillus sp., Halobacillus hunanensis y Bacillus halophilus) y las gram

negativas (bacteria Salinicola zeshunii y Kushneria sp.).
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De igual manera las bacterias Virgibacillus siamensis (H1), Halobacillus sp. (H2),
Halobacillus hunanensis (H3) y Bacillus halophilus (H5) se agruparon de acuerdo a la
familia Bacillaceae y en el caso de las bacterias Salinicola zeshunii (H4) y Kushneria sp.

(H6) a la familia Halomonadaceae.

3.6. EVALUACION DE LA CAPACIDAD DE LAS BACTERIAS HALOFILAS DE
CAPTAR NaCl IN VITRO

3.6.1. Estandarizacion de la curva de crecimiento, determinacién de la fase

logaritmica y célculo de la velocidad de crecimiento de las bacterias halofilas

Determinacion de la concentracion de Triptona:

Tabla N° 13. Multiplicacion de bacterias haléfilas en diferentes concentraciones de Triptona

Triptona (X %) + NaCl (0.5%) Crecimiento celular (cel/mL)
0.1% 1 000 000
1% 5 450 000
2% 111 500 000
3% 175 150 000

En la Tabla N° 13 se muestra el uso de diferentes concentraciones de triptona. Se
observa que a mayor concentracién de triptona mayor el nimero de bacterias

obtenidas.
Seleccion de longitud de onda del medio caldo Triptona:
Al realizar el barrido del medio (caldo Triptona, suplementado con NaCl al 20.89 %)

en el espectrofotometro, se determind la longitud de onda, dando como resultado 976

nmy con ella se procedio a hacer las lecturas de las posteriores muestras.

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




v . |NIVERSIDAD
REPOSITORIO DE . bl

TESIS UCSM e DE SANTA MARIA

Segun Skoog y Leary (1994) es importante elegir una longitud de onda 6ptima de
trabajo en la cual la sustancia tenga un maximo de absorbancia debido a que confiere
mayor sensibilidad en las lecturas, brinda un limite de deteccién mas bajo y un menor

error en las mediciones.
Curvas de crecimiento de las cepas bacterianas:
En las Figuras N° 14, 15, 16, 17, 18 y 19 se muestra las curvas de crecimiento de las

bacterias Virgibacillus siamensis, Halobacillus sp., Halobacillus hunanensis,
Salinicola zeshunii, Bacillus halophilus y Kushneria sp.respectivamente.

Tiempo (hora:
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Figura N° 14. Curva de crecimiento de la bacteria Virgibacillus siamensis a las 75 horas

En la Figura N° 14 se muestra que la fase logaritmica de la bacteria Virgibacillus
siamensis inicia a las 4 horas y termina a las 24 horas, requiriendo de 20 horas para

su crecimiento, cuya velocidad especifica de crecimiento es 0.176 h™™.,

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD
CATOLICA
TESIS UCSM =  DESANTA MARIA

REPOSITORIO DE

Tiempo (horas)
0.000 . . .
-0.200 1{) 20 40 60 80
-0.400 -
-0.600 -
-0.800 -
-1.000 -
-1.200 -
-1.400 -
-1.600 - M =0.347 h'
-1.800 -
-2.000

Log Abs

Figura N° 15. Curva de crecimiento de la bacteria Halobacillus sp. a las 75 horas

Segun la Figura N° 15, la fase logaritmica de la bacteria Halobacillus sp. inicia a las
2 horas y termina a las 8 horas, requiriendo de 6 horas para su crecimiento. La

velocidad especifica del crecimiento es 0.347 h,
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Figura N° 16. Curva de crecimiento de la bacteria Halobacillus hunanensis a las 75 horas

Segun la Figura N° 16 se muestra que la fase logaritmica de la bacteria Halobacillus
hunanensis inicia a las 4 horas y termina a las 32 horas, requiriendo de 28 horas para

su crecimiento. Su velocidad especifica de crecimiento es 0.066 h™.,
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Figura N° 17. Curva de crecimiento de la bacteria Salinicola zeshunii a las 75 horas

En la Figura N° 17 se muestra que la fase logaritmica de la bacteria Salinicola
zeshunii inicia a las 4 horas y termina a las 24 horas, requiriendo 20 horas para su

crecimiento. La velocidad especifica de crecimiento de la sepa es 0.119 h.
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Figura N° 18. Curva de crecimiento de la bacteria Bacillus halophilus a las 75 horas

La Figura N° 18 muestra que la fase logaritmica de la bacteria Bacillus halophilus
inicia a las 2 horas y termina a las 32 horas, requiriendo 30 horas para su crecimiento.

La velocidad especifica de crecimiento es 0.073 h™.,
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Figura N° 19. Curva de crecimiento de la bacteria Kushneria sp a las 75 horas

La Figura N° 19 muestra que la fase logaritmica de la bacteria Kushneria sp inicia a
las 2 horas y termina a las 32 horas, requiriendo de 30 horas para su crecimiento. Su

velocidad especifica de crecimiento es 0.053 h™.

Evaluando las curvas de crecimiento de cada bacteria se puede apreciar que la fase
logaritmica en las Figuras N° 14, 16, 17 y 19 muestran un declive a determinada hora
debido a la activacion metabdlica de genes que necesariamente se expresan en el
crecimiento bacteriano usando los diferentes sustratos colocados para este fin, pues
unos se irdn agotando y cada bacteria se vera en la necesidad de usar otros sustratos
para completar su crecimiento, al agotarse la fuente orgénica usada para su
crecimiento empieza a funcionar el metabolismo secundario (Idiofase) o la fase

estacionaria.
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Tabla N° 14. Determinacion de la Velocidad Especifica de Crecimiento

o Término o Término .
Inicio Fase Inicio Fase Velocidad
] o Fase ) . Fase .
Bacteria | Logaritmica _ . | Estacionaria ) ) Especifica de
Logaritmica Estacionaria o
(horas) (horas) Crecimiento (h™?)
(horas) (horas)
Virgibacillus
) ) 4 24 24 48 0.176
siamensis
Halobacillus
2 8 8 48 0.347
sp.
Halobacillus
. 4 32 32 52 0.066
hunanensis
Salinicola
B 4 24 24 48 0.119
zeshunii
Bacillus
. 2 32 32 52 0.073
halophilus
Kushneria
4 32 32 52 0.053
sp.

La Tabla N° 14 muestra que la bacteria Halobacillus sp. tiene la mayor velocidad
especifica de crecimiento (0.347 h't), mientras que la bacteria Kushneria sp. tiene la
menor velocidad especifica de crecimiento (0.053 h™2).

3.6.2.

Determinacion de la capacidad de las bacterias haldfilas de captar NaCl

Curva estandar del medio Caldo Triptona + NaCl:

Tabla N° 15. Medida de la conductividad en diferentes concentraciones de Triptona + NaCl

Conductividad mS/cm Triptona (2.0 %) +
NaCl (X %)
199.40 20
191.30 19
188.60 18
181.60 17
174.50 16
169.00 15
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Figura N° 20. Curva estandar de Triptona+ % NaCl

La elaboracion de la curva estandar (Figura N° 20) permite cuantificar el % NaCl
consumido por las bacterias haldfilas aisladas, aplicando la formula hallada para la
curva. Se obtuvo un coeficiente de determinacion r?=0.9902 con la siguiente

ecuacion:

y = 0.1655x - 12.965

Donde y viene a ser el % NaCl residual en el medio y esta en funcién a x que es la
conductividad del medio conteniendo NacCl.
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Capacidad de las bacterias hald6filas de captar NaCl in vitro:

Tabla N° 16. Conductividad para cada cepa en determinado tiempo y su conversion a % NaCl

Virgibacillus siamensis Halobacillus sp. Halobacillus hunanensis Salinicola zeshunii Bacillus halophilus Kushneria sp.
Tiempo
(horas)
Conductividad % Conductividad % Conductividad % Conductividad % Conductividad Conductividad %
Bact/ml Bact/ml Bact/ml Bact/ml Bact/ml % NaCl | Bact/ml

(mS/cm) NaCl (mS/cm) NaCl (mS/cm) NaCl (mS/em) NaCl (mS/cm) (mS/cm) NaCl

0 24610000 202.60 20.57 | 3666667 202.60 20.57 | 9871429 202.60 20.57 | 30720000 202.60 20.57 | 23111111 202.60 20.57 56600000 202.60 20.57

8 36010000 190.50 18.56 | 23000000 182.80 17.29 | 19871429 191.50 18.73 | 32770000 185.50 17.74 | 26111111 177.70 16.44 | 108600000 178.70 16.61

24 75110000 195.40 19.37 | 37333333 190.80 18.61 | 72014286 192.40 18.88 | 50270000 190.10 18.50 | 44000000 187.10 18.00 221933333 185.10 17.67

a2 104110000 191.20 18.68 | 41333333 182.90 17.30 | 139728571 191.23 18.68 | 60220000 184.30 17.54 | 70555556 178.60 1659 | 320266667 177.40 16.39

48 99010000 191.75 18.77 | 87666667 191.00 18.65 | 169442857 192.10 18.83 | 54820000 185.80 17.78 | 64111111 184.00 17.49 397933333 180.90 16.97
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Se observa en la Tabla N° 16 que la bacteria Kushneria sp. tiene mayor capacidad
de captar iones NaCl y la Halobacillus hunanensis es la bacteria con menor

capacidad de captar iones NaCl.

A continuacion se presenta la relacion de crecimiento bacteriano versus el consumo
de sal en % NaCl a través del tiempo:
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Figura N° 21. Relacion crecimiento bacteriano Virgibacillus siamensis vs % NaCl en el tiempo
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Figura N° 22. Relacién crecimiento bacteriano Halobacillus sp. vs % NacCl en el tiempo
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Figura N° 23. Relacion crecimiento bacteriano Halobacillus hunanensis vs % NaCl en el tiempo

65000000 21.00
jeooooooo L - 20.50
£ 55000000 - - 20.00
& 50000000 - 19.50 €
o zZ
% 45000000 - - 19.00 o
ks S
= 40000000 - - 18.50
© 35000000 - - 18.00

30000000 - : " 17.50

0 20 40 60
Tiempo (horas)
—e—Salinicola zeshunii —=—% NaCl

Figura N° 24. Relacion crecimiento bacteriano Salinicola zeshunii vs % NaCl en el tiempo
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Figura N° 25. Relacién crecimiento bacteriano Bacillus halophilus vs % NaCl en el tiempo
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Figura N° 26. Relacion crecimiento bacteriano Kushneria sp. vs % NaCl en el tiempo

En las Figuras N° 21, 22, 23, 24, 25y 26 se observa que las bacterias Virgibacillus
siamensis, Halobacillus sp., Halobacillus hunanensis, Salinicola zeshunii, Bacillus
halophilus y Kushneria sp. tienen capacidad de captar NaCl in vitro en el transcurso
del tiempo, en un medio de cultivo con una concentracion inicial de 20.57 % NaCl
(202.6 mS/em), siendo la bacteria Kushneria sp. la que presenté mayor capacidad de
captar NaCl hasta 16.97 % NaCl (180.9 mS/cm), mientras que Halobacillus
hunanensis presenté menor capacidad de hasta 18.83 % NaCl (192.1 mS/cm).

Las bacterias aisladas son halofilas no sélo porque crecieron en un medio solido a
una concentracion de 20.89 % de NaCl sino como lo comenta Sanchez et al. (2006)
son haldfilas por su actividad bioguimica donde usa los iones Na* y CI" en sus
diferentes procesos. Garzon (2015), indica que existen 8 mecanismos que pueden
realizar las bacterias haldfilas para generar un balance osmoético con el medio
externo, en 3 de los cuales interviene el ion Na™ y en 2 el ion ClI" para que se lleven

a cabo.

Se puede apreciar en las Figuras N° 21, 22, 23, 24, 25 y 26 un comportamiento
variable con el pasar del tiempo, es decir, disminuye el NaCl en el medio y luego
aumenta ligeramente, este proceso se debe al uso de mas de un mecanismo en el
proceso de balancear las sales en el interior de las células. Por ejemplo si la bacteria
emplea el mecanismo 5, 7 u 8 de la Figura N° 2 en donde ingresan los iones Na* y

Cl- a la célula entonces la conductividad del medio disminuird, caso contrario
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sucederia con el mecanismo 4 si los iones Na* salen de la célula pues la

conductividad aumentaria en el medio externo.

El tiempo de la fase estacionaria, no influye en el consumo, tambien si comparamos
el tiempo de la fase estacionaria de todas las bacterias con la capacidad de captar
NaCl se observa que guarda una relacion inversamente proporcional ya que la
bacteria Halobacillus sp. que presenta mayor tiempo de fase estacionaria se
encuentra dentro de las bacterias que captan menor cantidad de NaCl y del mismo
modo la bacteria Kushneria sp. que capta mayor cantidad de NaCl se encuentra

dentro de las bacterias con menor tiempo de fase estacionaria.
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CAPITULO IV. CONCLUSIONES

1. El presente estudio ha demostrado que en la zona de las lagunas de Mejia existen
bacterias haldfilas. Se aislo 6 diferentes cepas de bacterias halofilas a partir de
muestras de agua extraida. Todas presentaron las caracteristicas segun referencia:
colonias mucosas, cremosas y morfologia bacilar, cuatro fueron gram positivas y dos
gram negativas.

2. Bioguimicamente no se ha logrado caracterizar a las cepas aisladas, ya que no se
tiene una clasificacion establecida que permita comparar con los resultados
obtenidos, pero si se ha podido determinar las actividades metabdlicas y enzimaticas
de las cepas aisladas. Se determin6 que todas las cepas aisladas presentan la enzima
Lisina descarboxilasa, Oxidasa y solo tres de ellas H1, H4 y H6 la enzima Catalasa.
Las cepas H5 y H6 presentan motilidad, siendo esta Gltima la Unica que fermenta
glucosa y lactosa con productos finales &cidos y neutros.

3. Se realizo la caracterizacion molecular de las bacterias halofilas aisladas con el gen
RNAr 168, las cuales fueron reportadas como Virgibacillus siamensis, Halobacillus
sp., Halobacillus hunanensis y Bacillus halophilus en el caso de las bacterias gram
positivas H1, H2, H3 y H5 respectivamente; y como Salinicola zeshunii y Kushneria
sp. en el caso de la bacterias gram negativas H4 y H6 respectivamente.

4. Todas las cepas aisladas presentaron la capacidad de captar NaCl in vitro, en un
medio de cultivo con una concentracion de 20.57 % NaCl (202.6 mS/cm), siendo la
bacteria Kushneria sp. la que presenté mayor capacidad de captar NaCl hasta 16.97
% NaCl (180.9 mS/cm), mientras que Halobacillus hunanensis presentd menor
capacidad de hasta 18.83 % NaCl (192.1 mS/cm).
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CAPITULO V. RECOMENDACIONES

1. Se debe continuar con estudios enfocados en el aislamiento y caracterizacion de
bacterias hal6filas de diferentes zonas de la region Arequipa, ya que servirian para tratar
suelos salinos que impiden el crecimiento de plantas.

2. Realizar estudios para aislar bacterias halofilas extremas.

Elaborar tablas de pruebas bioquimicas que permitan identificar bacterias halofilas.
4. Realizar pruebas de desalinizacién de suelos con pruebas en invernadero y campo con

el consorcio de bacteria obtenido.
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Prueba en Agar LIA
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Cus KR B2

Prueba Citrato de Simmons
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Prueba SIM

Prueba MRVP
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Prueba Oxidasa
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ANEXO 5. Electroferogramas de las cepas

Electroferograma de la cepa H1

File: Hl fDl.abl Run Ended: 2017/8/15 6:40:53 Signal G:2238 A:3543 C:4606 T:3547
Sample: HI_fD1 Lane: 24 Base spacing: 13.440254 1294 bases in 15674 scans Page 1 of 2

10 20 3o 40 100 110 120
o GUGGE T CTLoTOTGC AGTCGAGCOGCGGG L GeuGeaGaaGeeT CANCCTGCCTAGTANGATGGG

60 Rl 80 S0
GG IGCTTGTIGG A CGAGEGGCGGAMOGGG TG G TANCACGTC

\ [T
I Y
JYAAAN

21

N N 2 1" 2
A \a A ANAANA | Calan A
A 1\ A WAVAAAAANL VA A AN ANV
330 340 350 360
aGT TACC CAGA AGGeAGeAGTAGAGANTCATCCAGC raG ca
) A
) A J
Wannafatans Al \ an fl AAAR A A WA M At Aan s A
PV A SV UNIVY VA D VY A \ . Al VY VYV Y Y
370 380 3% 100 110 120 130 o 150 60 470 180
arerawcaarac CACecaecaTa aGTanTa aarrrreaaarear CTCTGTTAGTC ANGOGO G c Arccarrra T ageaaracecaraacaaraccTancena agoeoeeaa
N )
f N A | )
N A ) A \ i 1 |
plalAN WA A L dAdaalan i[‘ A A .1\‘ iy fan .\‘J},. A I, Ty N M A AR A
VAT Wi AR N \ AU WA OV TA o W\ AR Wil AVVVWY
SNV Y VRN Ty o VAN VIV N Y N VYUV ERVWN O IV ATV YV VYR YUV WUANASLAS AW VALAVELS AW RAWLEANA AAN NN

500 S0 520 530 540 350 560 380 590 600 610
CTACTACGTGCCAGCAGCCACAAT AATACGT AGGGAGCAAGCATTATCCGG ANTTATTGGGCAT GCACTCGCAGGCGATCTTTTAAGTCTGATATG TCTCACAGETTAACCACGAATG

Electroferograma de la cepa H2

macrogen
File: H2 fD1.abl FRun Ended: 2017/8/13 6:40:33 Signal G:2407 A:4142 C:3143 T:4133 %}
Sample: H2_ DI Lane: 20 Base spacing: 13652416 1251 bases in 13288 scans Fagelof2
10 20 30 an 0 60 b &0 0 100 110
GO AGTGGOGGG T TAHRTG C A GTCGAGEGCAG G 4 GOAGGC AGAT CCCCT TCG GGG GTG ATGOC TG TGG AATG AGCGGCG G ACGGG TG 4G TAACACGT GGGCAACC TGCCTGTAMG

e T e L e N 5 AR AN L

- >

120 130 140 150 160 7 188 190 200 e 20
TCGGAATAAC TCCG GG AAACCGGECG CTAATGCCGGG TAATCC TTTATCTCGCATG AGAGAG AGG TG AAAGATGECC TTTGGC TATCACTTACAG ATGGGCCCGCGGCGCATTAGC TAGTTG

. fi
) who A
\ Al A AN
LRI ATR VAT VRN AT AT L TR LA

240 250 260 270 280 290 i 310 320
GTGAGGTAATAGCTCACCAAGGCGACGATGCGTAGCC GACC TG AG AGGGTGATCGGCCACACTGGG ACTGAGACACGGCCCAG ACTCCT

ol
N

i A noA
S o AT
AT AR ARYATA TR TATA

B0 420 450 440 450
GTTCTGTTGTTAGGG AAGAACANGT ACCGTGCG

390 460
GUAACGCCGCGTGANGATG GAGCGGT

i i
. A
ab fl i n 1A AR N
4l A fia | L A A
AR i“'.,'ﬁ'\.\‘l VAL ALY AW LALRTRE D T, SUBNYY LA\S WL i
At 400 10 520 60 470 S50 L 600 610
COCCAACTAACTACGTGE CAGE AGCCGOGO TAATACGTAGGE GCGCGCGCAGGCGGTTTCT TAAGTCTGATGTGAAAGCCCACGGCTCANCCG
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Electroferograma de la cepa H3

File: H3_fDl.abl Run Ended: 2017/8/15 6:40:53 Signal G:1922 A:3099 C:4128 T:3168
Sample: H3_fD1 Lane: 47 Base spacing: 13.654493 1255 bases in 13136 scans Page 1 of 2

10 20 30 0 20 L L b 100 1o
ace KGCGCAGC TATATGC AGTCGAGCACNG G GCAGGCAGATCCCCTTCGOGGGTG ATGCCTG TGO TGAGCGGCG G ACGGG TG MG TAACACGTGGGC A ACCTGCC TGTANGATC

AVCAUTAT A VOO

130 1 19 2o 10 220 230 w0
a6 TAACTCCAGG GATGGCCTTTGGC TATCACTTACAGATGGGCCCGCGGCACATTAGC TAGTTGGT

[~}
[~
Q

fa
" A
o AU A A
ARAWATO R A AN ATS SSVANS |

410 420 430 440 4% e 470 A0
TCGGATCGT GTTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTACCGTGCG A ACAGAGCGGTGCCTTG ACGGTACCTAACGAGG GO

Electroferograma de la cepa H4

File: HY fD1.abl Run Ended: 2017/8/15 6:40:33 Signal G:1697 4:326] C:4838 3031
Sermple: H4_fD1 Lane: 43 Base spacing: 13494366 1283 bases in 13133 scams Fage lof2

o 60
CTCTTCAAAGGAD AMC TG TAGANMG NGOG GO

10 0 0 4o
GO am @ GCAT @ TATAATOCA G TCAAAE G0 O A ANICA AOCC

0 100 10
10 A00G0 TOAO TANCACAG TAGOCAACC TACCCC

an ol
ALY

300
CGGEC

330 340
COT AC GGG MGGE WGC

o i
.ﬂLLL-u_dI :'Iki'fﬁil-"-_".‘a._

LA W AT

VAN U P VY SAVARA VAV Y

380 350 400 Al 420 430 40 150 460 480 490 500
CGETGCACCGOC COGEE AGTGAAANAGETTTTCGGATCGTAAAGC TCT TTTATCC GAG WMACAAGGGCCGGTC CAGGCCGGCTCCATGAC GGTACCGGATCAG GCCOCGGCTAACTACG

el AL AN

10 120 330 340 o 60 70 S50 90 600 610 10 30
TGCCAGC AGCCGE GGT ANTACGT A GGGGGC AAGCAT TGTCCAGAAT TATTGGGCGT GGOCGCACAGGCGATTTCCTAMGTCTGATGTG GOCCACGOCTCAACCOTGGANTGACATT GG A
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Electroferograma de la cepa H5

File: H5_fD1.abl Run Ended: 2017/8/15 6:40:33 Signal G:2474 A:3892 C:5021 I:3713
Sample: H3_fD1 Lane: 39 Base spacing: 15.418792 1293 bases in 13384 scans Page 1 of 2

10 20 30 40 50 60 0 80
GEGTTOGC G LG C T ACCATG CAGTOGAGCGGCAGCLGEGE GCTTGCTCCCTGGTGGCGAGCGGCGG GGG TG AGT TGCAT

uo
COAT

130 110 150 220 230
CCCACGCT TACCGCATACGTCC TACGGG /G GGTAACGGCTTACCAAGGCG

AN
FATAATAY

250 260 270 280 290 300 30 320 330 340 iso 360
CCGTAGCTGGTC TGAGAGGATGATCAGCCACAC TGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCC TACGGG AGGC AGC AGTG GGG  \TATTGGAC A\ ATGGGCG GCCTGATCCAGCCATGCCGCGTG

I f\
| f
A

\ % /
o sl Buas A
VoA AT

NV VIV UA

1A, A lll i

o T
A st Aanl A Al aa
AWV TV G

MU
VA WAL

350 0 410 420 430 440 450
TGTAAAGCAC GCGAGGA NG GCCTGGTGGTTAATACCCATCAGGAAGGACATCACTC

f
I 0 i
- A T e s .
Al A AN Ap s A AAa s ] A A
A A AN Aol WA AA A M f
AN WYYV PWAYATN Y VYUV IV (VY LIVATVWN A Vi) ¥
50 10 20 30 550 60 i 50 90
I racaasaaaraeaaaean reaa reacraacaear iraaaraaerraae caarrara acc aaaoere coeraaa CAGaCATCC

Electroferograma de la cepa H6

File: H6_fD1.abl Run Ended: 2017/8/15 6:40:53 Signal G:2737 4:3830 C:4880 T:3492
Sample: H6_fDI Lane: 35 Base spacing: 15.566471 1263 bases in 15303 scans Page I of2

10 20 30 40 S0 60 0 80 S0 100 10
GGUAGEG GC G CTUTOTGC A GTCGAGLGCGGGE A GEGAGCTG MGCCCTTCGGGGTGE CGCTCG TG G A CGIGCGECGG GGG TG WG T CACGT GGG CCTACCTG TG

20 130 140 150 160 4 180 190 200 210 220
CCGGAAT ACCCCG GG CCGGGGCTAATGCCGGG TANCCGA TCGGTTCTCC TG AACCGATTGT GGATGGC TTCTTGC TATCGC TTACAG ATGGGCCCGCGGCGCATTAGC TAGT

A

AAA A

240 250 260 270 280 290
IGGT  \GGTAACGGCTTACCAAGGCG «CGATGCGTAGCCG ACC TG "G AGGGTG AT

[}
|

all
AAUASAT VYN
IS AIAS AT ARAR S

0 380 3% 400 410 420 430 4o 450 460 470 480
GG CG GTCTGACGG\GCAACGCCGCGTGACGATGAAGGCTTTCGGGTCGT GTTCTGTTGTGAGGG 1A GAC GG ACCGCGCGAATAGAACGGTCCCTTGACGGTACCTCACGAGG

1 | ""

A
' AR

A
Aeafhh Bash
sl A
AN i

AV

A aanafia
JUVEVV Y

Aot JTUAAA
LAWRARY

Aot
ANV Y

A\
1LV VY

AR

490 00 510 520 530 40 50 60 570 550 590 600 610
GCCCCGGCTANCTACGTGCCAGCAGCCGCGGT AATACGT AGGGGGC ANGCGTTGTCCGG AATTATTGGGCGT GCGCACGCAGGCGATTCCTTANGTCTGATGTG GCCCATGGCTCANCC
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