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Resumen

Los lagos de soda o lagos alcalinos, son ambientes fuertemente alcalinos con valores
de pH que van desde 9 hasta 12 aproximadamente, cuya alcalinidad se debe a las altas
concentraciones de sales de carbonato. También se puede encontrar cloruro de sodio
en concentraciones relativamente elevadas por lo que ademds de caracterizarse por su
alcalinidad, se caracterizan por su salinidad. A pesar de las condiciones extremas que
presentan los lagos de soda, son una notable fuente de biodiversidad que se encuentra
predominada por microorganismos procariotas. Aquellos microorganismos que
habitan los lagos de soda tienen que tener necesariamente la capacidad de tolerar
tales condiciones y son denominados alcaldfilos. Estos microorganismos tienen
importantes aplicaciones industriales debido a su capacidad de producir enzimas
alcalinas extracelulares que resultan ser interesantes ya que pueden funcionar a altos
pH, temperaturas y/o concentraciones de sal. El objetivo del presente trabajo fue
caracterizar desde el punto de vista taxondmico dos cepas bacterianas, las cuales
fueron aisladas del sedimento de un lago alcalino localizado en el Valle del Rift
(Tanzania) denominado lago Magadi.

La utilizacién de diversas fuentes de carbono se ensayé con el kit API50CH
(bioMérieux) y con un medio basal minimo suplementado con las diferentes fuentes
de carbono y/o nitrégeno. El perfil enzimatico se realizd con el kit APIZYM
(bioMérieux) y con diversos medios de cultivo. Para M30 se estudid ademas la
composicion de acidos grasos, lipidos polares y quinonas de la membrana (estudios
quimiotaxondémicos).

M30 es un bacilo gram positivo formador de esporas, aerobio estricto, catalasa
positivo, oxidasa negativo y no movil. Posee una diversidad de enzimas alcaldfilas:
gelatinasa, amilasa, esculinasas, proteasa (de caseina), celulasas, xilanasas, pectinasas,
fosfatasa alcalina, esterasa lipasa (C8), leucina arilamidasa, a-quimotripsina, R-
galactosidasa y a-glucosidasa. Los lipidos polares detectados fueron
fosfatidiletanolamina, fosfatidilglicerol y difosfatidilglicerol. En base al andlisis de la
secuencia del gen ARNr 16S, la cepa M30 fue identificada como perteneciente al
género Bacillus y |a especie cercana mas relacionada (96,8%) fue Bacillus aurantiacus.
El resultado de los ensayos filogenéticos, quimiotaxondmicos y bioquimicos revelan
una clara diferenciacién con el resto de otras especies tipo del género Bacillus, por lo
cual se propone como una nueva especie del género.

M8 es un coco gram positivo, aerobio estricto, catalasa positivo, oxidasa negativo y no
movil. De las enzimas ensayadas solo se detectd la presencia de leucina arilamidasa. En
base al analisis de la secuencia del gen ARNr 16S, fue clasificado dentro del género
Nesterenkonia (filo Actinobacteria) y si bien posee muchas diferencias fenotipicas con
especies tipo cercanas, su clasificacion como nueva especie requiere la realizacion de
ensayos adicionales para verificarlo.
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1.1 Lagos alcalinos

Los lagos alcalinos o lagos de soda, son ambientes fuertemente alcalinos con valores
de pH que van desde 9 hasta 12 aproximadamente.

La alcalinidad de dichos lagos se debe a las altas concentraciones de sales de
carbonato. El cloruro de sodio también se puede encontrar en elevadas
concentraciones en estos lagos por lo que ademas de caracterizarse por su alcalinidad
también se caracterizan por su salinidad (Horikoshi, 2011).

La distribucidon de estos lagos es amplia, se pueden encontrar en varias partes del
mundo pero suelen desarrollarse en dreas subtropicales y con presencia de actividad
tecténica (Schagerl, 2016). Los lagos de soda mds estudiados son los que se ubican en
el Valle de Rift en Kenia y Tanzania (Africa Oriental). En estas &reas la actividad
tectonica crea depresiones superficiales que son a menudo cuencas sin salida (figura
1B) donde el agua subterranea y aguas que fluyen de tierras préximas circundantes
guedan estancadas. Por las caracteristicas climaticas, estas zonas se caracterizan por
presentar altas tasas de evaporacion que exceden el flujo de entrada, por lo que las
sales presentes tienden a acumularse (Horikoshi, 2011).

- I N\ i g

Figura 1. Lago abierto vs. Lago cerrado. A: Lago abierto; en azul se muestra el total de agua que
reciben estos lagos (lluvia, rios y manantiales subterraneos) y en rojo se observa las formas de salida
que puede tener el agua en estos tipos de lagos (filtracidn, evaporacién, etc.). B: Lago cerrado; estos
lagos reciben menor cantidad de lluvias y la tasa de evaporacién es mayor al flujo de entrada, lo que
hace que las sales presentes en el agua se concentren. Extraido y adaptado de Schagerl, 2016.

Como se menciond, la composicion del agua en estos lagos alcalinos estd caracterizada
por altas concentraciones de sodio (Na*) y especies de carbonatos (HCO3/C0O5%), éstas
aguas también tienen (comunmente) altas concentraciones de iones Cl" y fluoruro (F) y
variable concentracién de SO, y K*, pero bajas concentraciones de sales Mg* y Ca™
(Horikoshi, 2011). El hecho de que estas aguas contengan concentraciones minimas de
magnesio y calcio es muy importante ya que influyen en el valor del pH. En lagos
donde dichas sales se encuentran en grandes cantidades se producen lagos
hipersalinos neutros o en casos con muy alto contenido de magnesio se produce un
lago hipersalino con una leve acidez.



Estas aguas con alto contenido de Na®, Cl'y HC03'/C032' se evaporan (al ubicarse en
zonas aridas tropicales, donde se produce grandes procesos de evaporacion) y si la
concentracién de HCO5/CO5> supera ampliamente las cantidades de sales de calcio y
magnesio, estos cationes precipitan dando como resultado un lago con propiedades
alcalinas por la formacién de soda (Na,COs) con valores de pH aproximados a 10-11
(Horikoshi, 2011).

1.2 Microorganismos extremofilos

A pesar de las condiciones extremas que presentan los lagos de soda son una notable
fuente de biodiversidad. En estos ambientes se pueden encontrar flamencos, peces y
abundante vida microbiana dominada por procariotas (Schagerl, 2016). El alto pH y
salinidad de los lagos de soda excluye muchos otros organismos pero aquellos que son
capaces de adaptarse o tolerar tales condiciones y que por lo tanto pueden prosperar
en un ambiente extremo son cominmente denominados extremdfilos y dependiendo
de las condiciones especificas a las que puede adaptarse, es su clasificacion (Figura 2).
Aguellos microorganismos que habitan los lagos de soda tienen que tener
necesariamente la capacidad de tolerar el medio que los rodea y sus caracteristicas.
Estos microorganismos que requieren un pH cercano a 9 o mas para su crecimiento y
que tienen un crecimiento éptimo a pH 10 aproximadamente y que ademds muestran
un muy bajo crecimiento (o nulo) a pH neutros o cercanos a neutro, son denominados
alcaldéfilos (Horikoshi, 1999). A su vez, algunos microorganismos alcaldfilos son
también “haldfilos” ya que requieren grandes cantidades de cloruro de sodio (NacCl),
éstos son conocidos como “haloalcaldfilos”, es decir, ademas de requerir condiciones
alcalinas, necesitan concentraciones altas de NaCl para su crecimiento (Horikoshi,

2011).
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1.3 Importancia de bacterias alcalofilas a nivel industrial

La biotecnologia puede definirse como el uso de organismos vivos o derivados para
aplicaciones tecnoldgicas o industriales con el fin de modificar o generar productos y
procesos para usos especificos. En este sentido, la biotecnologia representa una via
alternativa viable para el desarrollo de aplicaciones industriales de manera
sustentable, ya que provee herramientas adecuadas para adaptar y modificar
organismos, productos y procesos naturales mejorando el servicio industrial,
haciéndolo mas diverso, econdmico y con menos impacto ambiental con respecto a los
procesos industriales (quimicos y fisicos) utilizados tradicionalmente (Oliart-Ros et al.,
2016).

Las enzimas, uno de los principales productos de la biotecnologia industrial, son utiles
como catalizadores industriales debido a su alta especificidad por el sustrato. Gracias
al uso de las enzimas, procesos que necesitaban altas temperaturas, uso de productos
guimicos como sustratos y disolventes complejos, que en su mayoria son costosos y no
amigables con el medio ambiente, hoy en dia se pueden realizar a temperaturas
proximas a la ambiental y en medios acuosos no tdxicos (Oliart-Ros et al., 2016).

Varios sectores industriales se vieron beneficiados con el uso de estas enzimas,
diferentes ejemplos se muestran en la Tabla 1.

Un gran aporte que tienen los microorganismos alcaléfilos en la industria es su
capacidad de producir una diversidad de enzimas extracelulares que tienen Ia
particularidad de presentar actividades dptimas en valores de pH alcalinos, a diferencia
de otras enzimas utilizadas que pierden parcial o total actividad a elevados pH (Preiss
et al., 2015). Estas enzimas alcaléfilas resultan ser interesantes ya que, ademas de
funcionar a altos pH, pueden presentar grandes actividades a altas temperaturas y/o
concentraciones de sal.

Microorganismos alcaldfilos, sobre todo pertenecientes al género Bacillus, tienen
importantes aplicaciones industriales debido a su capacidad de producir enzimas
alcalinas extracelulares, tales como proteasas, celulasas, lipasas, queratinasas,
pectinasas, amilasas, entre otras (Nogi et al., 2005; Sarethy et al., 2011). Enzimas como
proteasas, celulasas y amilasas son muy utilizadas como aditivos en detergentes de
lavanderias, una de las principales industrias beneficiadas por el uso de enzimas
alcaldfilas. Esto se debe a que estas enzimas son capaces de soportar la composicidon
alcalina que presentan los detergentes (lto et al., 1989).

Otras industrias importantes que se han visto beneficiadas con el uso de enzimas
producidas por bacterias alcaléfilas son la alimentaria, textil, papelera y farmacéutica
(Madigan et al., 2009).



Tabla 1. Enzimas utilizadas en diferentes sectores industriales, los microorganismos productores y su

aplicacion. Extraida y adaptada de Madigan et al., 2009.

Enzima

Microorganismo

Hongos
Bacterias
Hongos
Amilasa Bacterias
Hongos
Bacterias
Bacterias
Hongos
Bacterias
Bacterias
Proteasa
Bacterias
Bacterias
Bacterias
Hongos
Glucosa oxidasa
Bacterias
Celulasa
Hongos
Hongos
Lactasa
ADN polimerasa Bacterias
Arqueas

Aplicacion
Pan
Coberturas de
almidon
Fabricacion de
jarabe y glucosa
Almidonado en frio
de laropa
Ayuda digestiva
Eliminacién de
revestimientos
Eliminaciéon de
manchas;
detergentes
Pan
Eliminacién de
manchas
Reblandecimiento
de la carne
Limpieza de heridas
Eliminacién de
revestimientos
Detergentes de uso
doméstico
Relleno blando de
caramelos
Eliminacién de
glucosa y oxigeno;
papeles para
pruebas de diabetes
Jarabe de maiz rico
en fructosa
Prensado,
clarificacion
Coagulacidn de la
leche
Suavizante de
tejidos,
abrillantador;
detergente
Ruptura de la grasa
Ruptura de la
lactosa en glucosa y
galactosa
Replicacion del ADN
en PCR

Industria

Panadera

Papelera
Alimentaria

Almidon

Farmacéutica
Textil

Lavanderia
Panaderia
Limpieza en seco
Carnica

Meédica
Textil

Lavanderia
Confiteria
Alimentaria
Farmacéutica
Refrescos
Vino, zumos de
frutas

Quesera

Lavanderia

Lactea, lavanderia
Lactea, alimentaria

Investigacion



1.4 Taxonomia bacteriana

La taxonomia es la ciencia de la clasificaciéon de organismos. La taxonomia bacteriana
especificamente consiste en tres dreas separadas pero estrechamente relacionadas
como lo son la clasificacién, nomenclatura e identificacidn. La clasificacién comprende
el agrupamiento de organismos dentro de grupos (denominados taxones). Dicha
clasificacién se obtiene sobre la base de caracteristicas similares o relaciones de
parentesco. La nomenclatura es la asignacidon de nombres a los mencionados taxones
de acuerdo a reglas internacionales (International Code Nomenclature of Bacteria)
(Brenner et al., 2005). La identificacién comprende la caracterizacién mediante un
numero limitado de ensayos adecuados como estudios morfoldgicos, bioquimicos,
metabdlicos, entre otros, que permitan obtener la identidad de un organismo aislado
como miembro perteneciente a un taxén ya establecido o como miembro de una
nueva especie.

1.4.1 Rangos taxondmicos procariotas existentes

Existen varios niveles usados en la clasificacion bacteriana. EI mas alto nivel es
denominado Dominio, a este nivel le siguen phylum, clase, orden, familia, género,
especie y subespecie que son sucesivamente niveles mas bajos en el rango, siendo el
nivel de especie el grupo taxondmico bdsico y mas importante en sistematica
bacteriana (Brenner et al., 2005). No existe una definicién de especie universal a nivel
de procariota pero actualmente se define como un grupo de cepas que muestran entre
si un alto grado de similitud en sus propiedades y que difieren en forma significativa de
otros grupos de cepas, cada especie difiere significativamente en sus caracteristicas
con otras especies (Brenner et al., 2005). Una cepa es una poblacién de organismos
gue descienden de un Unico organismo o de una sola célula. Las cepas pertenecientes
a la misma especie deben tener coherencia genética (genoma similar), ser
monofiléticos (provenientes de una misma rama evolutiva) y deben tener fenotipo
similar (caracteristicas observables y fisioldgicas).

Cuando se aisla un microorganismo procariota de la naturaleza y se cree que no estd
previamente descrito, se debe analizar si es lo suficientemente distinto a otras
especies ya conocidas para ser considerado una nueva especie o simplemente es una
nueva cepa perteneciente a una especie ya descrita. Para alcanzar formalmente la
validacién taxondmica de la nueva especie, se publica una descripcién detallada de las
caracteristicas y rasgos diferenciales del organismo, asi como el nombre propuesto y se
depositan cultivos viables de dicho organismo en al menos dos colecciones
internacionales de microorganismos (Madigan et al., 2009).

Para poder describir una nueva especie microbiana nos basamos en las herramientas
gue nos provee la taxonomia polifasica, en la cual ademas de los analisis comparativos
a nivel fenotipico, provistos por la taxonomia tradicional, se incluyen analisis
genotipicos y filogenéticos (Madigan et al., 2009).



1.4.2 Analisis fenotipicos

El fenotipo es la expresién observable del genotipo y por esta razén una de las
desventajas de analizar el fenotipo es que la informacién completa de un genoma
procariota nunca se expresa en su totalidad, ya que la expresion génica esta
directamente relacionada con las condiciones ambientales que rodea al
microorganismo (Rosell6-Mora et al., 2001). Los analisis fenotipicos clasicos o
tradicionales utilizados en la identificacion examinan en las células bacterianas
caracteristicas morfoldgicas, metabdlicas, fisiolégicas y bioquimicas que pueda
presentar, ademas de otros aspectos. La morfologia de una bacteria incluye tanto
caracteristicas celulares (forma celular, presencia de esporas, flagelos, cuerpo de
inclusion, tincién de Gram) como caracteristicas de la colonia (forma, color, tamafio,
viscosidad, etc.). En cuanto a las caracteristicas bioquimicas y fisiolégicas incluyen
datos sobre crecimiento a diferentes temperaturas, valores de pH, concentraciones de
cloruro de sodio, como asi condiciones atmosféricas (condiciones aerobias o
anaerobias), crecimiento en presencia de diversas sustancias, como agentes
antimicrobianos y datos sobre la presencia o actividad de diferentes enzimas,
metabolizacién de sustratos, etc., (Tabla 2) (Rosell6-Mora et al., 2001).

Tabla 2. Analisis fenotipicos realizados en un procedimiento de identificacion de un microorganismo.
(Extraida y adaptada de Madigan et al., 2009).

Morfologia de la colonia (tamafio, forma y aspecto), la reaccién a la
tincién de Gram, tamafio y forma de la célula, patréon de
Morfologia distribucidn de flagelos, presencia de esporas y si las tiene cdmo se
distribuyen estas dentro de la célula, etc.

Si la bacteria presenta movilidad o no, si dicha movilidad es por
Movilidad desplazamiento, natatoria por flagelos, en enjambre (swarming) o
movilidad por vesiculas gaseosas.

Mecanismos de conservacion de la energia (fotdtrofo,
Metabolismo guimioorgandtrofo, quimiolitotrofo), utilizacién de compuestos de
carbono, nitrégeno o azufre, fermentacién de azucares, fijacién de
nitrégeno, requerimiento de factores de crecimiento.

Rango de temperatura, pH y sales para su crecimiento, respuesta al
Fisiologia oxigeno (aerobio, facultativo o anaerobio).

Quimica celular Acidos grasos, lipidos polares, quinonas respiratorias.

Otros aspectos Pigmentos, luminiscencia, sensibilidad a antibioticos.




1.4.3 Quimiotaxonomia

Se consideran analisis fenotipicos a todas aquellas pruebas o ensayos que no estén
dirigidos hacia el ADN o ARN, por lo que las técnicas quimiotaxondmicas son
consideradas como parte de analisis fenotipicos (Rosell6-Mora et al., 2001). Los tipos 'y
las proporciones relativas de acidos grasos y lipidos polares presentes en la membrana
citoplasmatica de las células son rasgos fenotipicos esenciales. La técnica empleada
para caracterizar estos acidos grasos se denomina FAME (Fatty Acid Methyl Ester,
técnica del éster metilico de los acidos grasos) y tiene un uso muy extendido,
empledndose habitualmente en la caracterizacién de nuevas especies bacterianas
(Madigan et al., 2009).

La variacion en composicién y abundancia de acidos grasos puede variar
tremendamente entre las distintas bacterias, lo que incluye diferencias en la longitud
de cadena, presencia o ausencia de dobles enlaces, anillos, cadenas ramificadas, o
grupos hidroxilos. Por tanto, un perfil de acidos grasos puede a menudo identificar una
especie bacteriana (Rosell6-Mora et al.,, 2001). Para su analisis, los acidos grasos
extraidos de cultivos bacterianos cultivados en condiciones estandar se modifican para
formar sus ésteres metilicos correspondientes. Estos derivados volatiles se identifican
por cromatografia de gases. El cromatograma que muestra los tipos y cantidades de
acidos grasos de la bacteria desconocida se compara con la base de datos de perfiles
de acidos grasos de miles de bacterias de referencia cultivadas en las mismas
condiciones. Esto uUltimo es de gran importancia, ya que se busca que la variacidon
observada de componentes sea el reflejo de las diferencias genéticas entre los
microorganismos a estudiar y no como consecuencia en la variacién en las condiciones
de cultivo (Rosell6-Mora et al., 2001).

1.4.4 Analisis genotipicos

El andlisis genotipico considera aspectos comparativos de las células a nivel de su
genoma. Dentro de éstos analisis se incluyen hibridacion ADN-ADN, estimacion de la
composicion bdsica del ADN (% G+C), electroforesis en gen de campo pulsado (PFGE),
fragmentos de restriccion de longitud polimdrfica (RFLP) y comparacion de secuencias
de genes individuales (como por ejemplo el gen que codifica para el ARN ribosomal
16S) (Rosell6-Mora et al., 2001). De todas formas la informaciéon gendmica mas
completa que se puede obtener, es a partir de la secuenciacién del genoma completo.
A continuacién se mencionan las técnicas mas utilizadas en taxonomia bacteriana.

1.4.5 Relacion de bases de ADN (% en moles de G+C)

La informacion genética contendida en el genoma de un microorganismo esta definida
por la sucesion lineal de las cuatro bases nucleotidicas que conforman la estructura
primaria del ADN, estas son: adenina (A), timina (T), guanina (G) y citosina (C).



La relacion de bases de una molécula de ADN generalmente se describe como la
abundancia relativa del par G+C, y se le suele denominar contenido de G+C (Rosell6-
Mora et al., 2001), es caracteristico de cada genoma y se calcula su porcentaje de la
siguiente manera, G+C:[G+C]/[A+T+C+G] X100. Cuanto mayor es la diferencia entre dos
organismos, menos relacionados estan entre ellos. Se ha observado que dos
microorganismos que difieren en mas del 10% en moles G+C no pertenecen al mismo
género y que si la diferencia es de hasta 5% dichos organismos pertenecen a la misma
especie (Rosello-Mora et al., 2001). Aunque este analisis es util a la hora de diferenciar
entre grupos de taxones, las similitudes en las composiciones de bases no siempre
indican relaciones de parentesco ya que a partir de una composicién de bases muy
similar se puede obtener secuencias nucleotidicas muy diferentes (Madigan et al.,
2009).

1.4.6 Hibridacion ADN-ADN

Esta técnica estd basada en la capacidad que tienen las cadenas que forman el ADN en
re-asociarse o hibridarse una vez desnaturalizadas. Al formar simple hebras, pueden
re-asociarse para formar el duplex de ADN original. Cuando dos organismos comparten
una secuencia nucleotidica similar o idéntica, es de esperar que sus ADN se hibriden el
uno con el otro en una proporcidon equivalente a la similitud entre sus secuencias
gendmicas. De este modo, la hibridacion ADN-ADN entre los genomas de dos
organismos proporciona un indice aproximado de su parecido mutuo (Rosell6-Mora et
al., 2001). En un ensayo de hibridacion, el ADN gendmico extraido de un organismo de
referencia (cepa tipo de la especie) se marca quimicamente con un compuesto
radiactivo o fluorescente y se fragmenta en pequenos trozos. Luego se aumenta la
temperatura de la solucidn para separar las dos cadenas que forman el duplex de ADN
y se mezcla con un exceso de ADN del organismo que se busca identificar. Dicho ADN
es preparado de modo similar al primero con la excepcién de que éste no se marca, la
mezcla de ADN se deja enfriar para que las cadenas simple hebra se puedan re-asociar
por complementariedad de bases formando un ADN heteroduplex. Todo aquel ADN
restante sin hibridar, es eliminado por lavados. Por ultimo, se mide la radiactividad
(por ejemplo) del ADN heteroduplex y se compara con el control, el cual, como ya se
menciond es un ADN de referencia puro (ADN homoduplex) de un organismo
representante de la especie. Como control se toma la radiactividad resultante de la
hibridacién del organismo conocido consigo mismo el cual es el 100% de la hibridacién
(Madigan et al., 2009).

Hay dos pardmetros principales que se utilizan para medir el grado de similitud, estos
son: la relacion de unién relativa (RBR) y la diferencia en el punto medio de
desnaturalizacion térmica (ATm). El RBR considera la cantidad relativa de ADN
heteroduplex en comparacion con el ADN homoduplex. La temperatura de fusion o
punto medio de desnaturalizacion térmica (Tm) es la temperatura a la cual se observa
el 50% del ADN bicatenario desnaturalizado, por lo tanto, ATm es un pardmetro que
representa la estabilidad térmica de los duplex de ADN, la ATm es la diferencia entre la
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Tm de ADN homoduplex y la Tm de ADN heteroduplex, ésta diferencia permite medir
la relacién ADN-ADN. Esto se basa en que los heteroduplex representan un ndmero
menor de bases apareadas que las del homoduplex, es decir, se forman menos enlaces
de hidrogeno. Por lo que, los duplex son menos estables y en una curva de cinética de
desnaturalizacién, la Tm se alcanza a una temperatura menor. En base a estos dos
pardmetros, se dice que dos organismos pertenecen a la misma especie si presentan
un valor de RBR mayor o igual al 70% y una ATm de hasta 5°C (Rosell6-Mora et al.,
2001).

1.4.7 Comparacion de secuencia de genes individuales

Los genes mds empleados en andlisis genotipicos son los genes que codifican para el
ARN ribosomal, éstos estan altamente conservados en su funcién debido al papel
fundamental del ribosoma en la sintesis de proteinas (Madigan et al., 2009). Este tipo
de genes contienen una estructura altamente conservada y una estructura altamente
variable, con la cual es posible diferenciar entre organismos de diferentes especies. En
estos tipos de andlisis, lo que se hace es la extraccion del ADN gendmico del
microorganismo a identificar y amplificar la secuencia del gen con cebadores o primers
especificos para dicha secuencia mediante una reaccion de PCR. Una vez que se
obtiene el producto de amplificacion se pasa a la obtencién de la secuencia
nucleotidica del gen para su posterior analisis, que culmina con la comparacién frente
a diferentes secuencias de cepas de referencia de diferentes especies bacterianas que
generalmente se encuentran guardadas en bancos de datos publicos. En general se
considera que una bacteria cuyo gen del 16S rRNA difiere en su secuencia en mas de
un 3% de la de otros organismos debe ser considerada como una nueva especie. Esta
propuesta se apoya en la observacién de que el ADN gendmico de dos
microorganismos cuyas secuencias para el gen del 16S son idénticas en menos del
97%, es decir tienen una diferencia mayor al 3%, habitualmente se hibridan entre si en
menos del 70% (Figura 2) (Rosell6-Mora et al., 2001), que es el valor minimo para
considerar a dos organismos como de la misma especie (mencionado en la secciéon
1.4.6). Otros genes muy conservados como recA, que codifica para una recombinasa, o
gyrB, que codifica una DNA girasa, también pueden ser Utiles para distinguir bacterias
al nivel de especie, aunque con éstos genes se puede presentar la dificultad de no
tener un banco de datos tan completo como el que se tiene para el gen 16S rRNA
(Madigan et al., 2009).

100 e ®0 g _o

i
= @ @ a @ e o)
5 o088 _o o o e8% o° %o
o % .48
S SR BN 8% B G
@ ) ® e
2 - () oo °® ® o
> !
® o0 ©
£ gty %
£ 9 Fe ® o;. °
= evdee o ° _ o
< 2. & 8 .0. o
e

% 90 — ® e species common
wn o ° boundaries
S me2® | | ; < i

) 20 40 60 80 100

DNA-DNA similarity percent

Figura 3. Comparacion de % hibridacion ADN-ADN y % similitud en la
secuencia de 16S ARNr (extraido de Rosell6-Mora, 2001).
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1.4.8 Analisis filogenético

Los analisis genotipicos y fenotipicos, que agrupan a los organismos segun sus
similitudes genéticas y fenotipicas respectivamente, se complementan con el analisis
filogenético, que intenta colocar a los organismos en el marco de sus relaciones
evolutivas. La evolucidon implica descendencia con modificacion, cambios en Ia
secuencia de ADN gendmico del microorganismo y la herencia de dichos cambios por
la siguiente generacién, todos los organismos se encuentran relacionados por su
descendencia a partir de un ancestro comun (Ludwig et al., 1998). Se define filogenia a
la historia evolutiva de un grupo de organismos y ésta se deduce indirectamente a la
secuencia nucleotidica (Ludwig et al., 1998). Para éste analisis se emplean una serie de
genes que presenten las siguientes caracteristicas: estar distribuidos universalmente,
estables en su funcién, altamente conservados, ausencia de transferencia horizontal,
funcion homdloga en todos los organismos y longitud adecuada (cantidad de
informacién suficiente) (Madigan et al., 2009). El gen mas utilizado es el que codifica
para la subunidad 16S del ARN ribosomal pero se pueden utilizar otras moléculas
marcadoras como la subunidad B de la ATPasa y factor de elongacién EF-TU (Ludwig et
al., 1998).

El paso critico de los analisis filogenéticos basados en secuencias nucleotidicas, es la
alineacién de los datos. Dado que las posiciones con un ancestro comun deben
compararse para obtener conclusiones filogenéticas confiables, las posiciones
homodlogas deben organizarse en columnas comunes en una alineacién correcta
(Ludwig et al., 1998). Una vez realizado el alineamiento multiple se pasa a la
estimacion de la distancia genética entre las diferentes secuencias. Existen distintos
modelos y formulas que buscan una mejor estimacion en el nimero de cambios
evolutivos a partir de la informacion limitada de las secuencias, uno de los modelos
mas empleados es de Jukes-Cantor, el cual asume que la probabilidad de cambios de
nucledtidos ocurre independientemente y que el nimero de cambios detectables en
las secuencias actuales es menor que el numero de cambios que ocurrieron en la
realidad evolutiva (Ludwig et al., 1998).

La forma clasica de visualizacién de los estudios filogenéticos basados en secuencias
son los arboles aditivos. En dichos arboles se puede observar un patrén de ramificacion
qgue indica el camino de la evolucidn, mientras que las longitudes de las ramas
(aditivas) indican las distancias filogenéticas. Las distancias (filogenéticas) entre los
organismos (secuencias) se expresan como la suma de las longitudes de todas las
ramas que conectan dos nodos terminales particulares (Ludwig et al., 1998). Existen
varias formas de realizar la reconstruccién de un arbol filogenético, los comunmente
empleados son: matriz de distancia, parsimonia maxima y métodos de mdxima
verosimilitud. Los métodos basados en distancia tienen como primer paso el cdlculo de
las distancias genéticas entre todos los pares de secuencias, la informaciéon completa
de un alineamiento multiple se resume en su matriz de distancia correspondiente. El
principal método de construccion de arboles filogenéticos basado en matriz de

15



distancia se denomina Neighbour-Joining, éste es un algoritmo utilizado ampliamente,
produce arboles compuesto por ramas de distinta longitud a diferencia de otros
métodos. Este algoritmo se basa en encontrar taxones vecinos vy unirlos
progresivamente adicionando su ancestro en comun (Saitou & Nei, 1987). La
reconstruccién del arbol de acuerdo con los criterios de parsimonia mdxima se basa en
el modelo de evolucion de que la preservacion es mas probable que el cambio (Ludwig
et al., 1998). A diferencia de los métodos de distancia, los algoritmos informaticos
basados en maxima parsimonia proporcionan la formacién de un arbol con el nimero
minimo de cambios de cardcter. Por ultimo, el método de maxima verosimilitud para la
reconstruccién de arboles es el mas sofisticado de los tres métodos, utiliza la mayor
parte del contenido de informacidon de las secuencias, pero es el mds costoso en
tiempo y rendimiento informaticos (Ludwig et al., 1998).

Una vez que se construye un arbol filogenético se debe evaluar su robustez. El método
de evaluacién de arboles mds empleado consiste en “bootstrap”, este método se basa
en crear una matriz cuyas columnas se van cambiando de forma aleatoria, donde cada
una de las matrices creadas forma un nuevo arbol filogenético, este proceso se repite
un numero de veces prefijado. A cada ramificacion se le asigna el porcentaje de veces
que aparece en los arboles construidos. Se asume que una ramificacién es significativa
si aparece en un porcentaje mayor al 50% de las veces (Felsentein, 1985).

2. Objetivo

El objetivo del presente trabajo fue caracterizar desde el punto de vista taxonémico
dos cepas bacterianas, las cuales fueron aisladas a partir de un sedimento de un lago
alcalino localizado en el Valle del Rift (Tanzania) denominado lago Magadi.



3. Materiales y métodos

m !



3.1 Aislamiento

Las cepas M30 y M8 fueron aisladas a partir de un sedimento de un lago alcalino del
valle de Rift (Tanzania). El aislamiento se realizé por diluciéon de la muestra en suero
fisiolégico y siembra en superficie sobre medio sélido denominado Plate Count Agar
(PCA) (Difco™). El medio se esterilizé mediante autoclave y se llevé a pH 9
aproximadamente con el agregado de Na,COs; 10% (p/v) asépticamente. Una vez
sembradas las placas, se incubaron a 30°C por 48 horas.

3.2 Tincion Gram

La tincion Gram se realizd en base a lo detallado por Hucker & Conn (1923) a partir de
un cultivo sembrado sobre medio Tripteina Soya Agar (TSA) (Merk) suplementado con
2% de NaCl a pH 9 aproximadamente con el agregado de una solucidn estéril de
Na,COs . Las tinciones se observaron en un microscopio dptico con lente de inmersion
(100X). Bacterias gram positivas se observan de color violeta y bacterias gram
negativas de color rosa.

3.3 Tincion de esporas

Para determinar la presencia de esporas en la cepa M30 se utilizé la tincidn de esporas
como describe Schaeffer & Fulton (1933) a partir de un cultivo sobre medio PCA (con
las adecuadas suplementaciones) al cual se le agregé 5 mg/L de MnSO, para poder
inducir la esporulacién. La tincion se observd en un microscopio éptico con lente de
inmersiéon (100X). En este tipo de tincidon las esporas se observan de color verde
mientras que el cuerpo celular se muestra con un color rosa.

3.4 Microscopia electrdnica

La morfologia de la endospora de la cepa M30 desarrollada en medio PCA modificado
con 2% de NaCl y 5 mg/L de MnSO, (pH 9.0 aproximadamente), se estudiaron
mediante microscopia electrénica en la Unidad de Microscopia Electrénica de Facultad
de Ciencias, tal como se describe en Bouchotroch et al., (2001).

3.5 Movilidad

Para detectar la movilidad de las cepas se observé el desarrollo de los
microorganismos en un medio semi-sélido. El medio utilizado fue el que se describe en
Barrow & Feltham (apéndice A2.6.24) con algunas modificaciones, la composicion del
medio fue el siguiente: 13 g/L de caldo nutriente (HIMEDIA®), 80 g/L de gelatina, 5 g/L
de NaCl y 4 g/L de agar, el medio se esterilizé a 121°C por 15 minutos. Luego se le
agrego solucién de Na,COs3 10% (p/v) de forma aséptica (para llevar el medio a pH 9
aproximadamente) y se repartid6 en tubos de tapa rosca estériles (10 ml
aproximadamente por tubo). M30 y M8 fueron sembrados (la siembra se realizd por
picadura hasta la mitad del tubo) e incubados por 7 dias a 30°C.




Si los microorganismos poseen la capacidad de moverse, se observara crecimiento por
varias partes del medio, de lo contrario si la bacteria es inmovil el crecimiento sélo se
limitard a alrededor de la siembra.

3.6 Caracterizacion genotipica

3.6.1 Extraccion de ADN gendmico

Para la extraccién de ADN gendmico (de las cepas M30, M8, Bacillus aurantiacus,
Nesterekonia halobia, Nesterekonia, halophila, Nesterenkonia, aethiopica y
Nesterenkonia lutea) se utilizé un kit comercial Promega y se procedid de la siguiente
manera: a partir de cultivos jévenes se obtuvieron las células centrifugando el cultivo
en una solucién de suero fisiolégico a una velocidad de 13.000-16.000xg por 2 minutos
y se descartd el sobrenadante. Al pellet de células obtenido se lo sometid a un shock
térmico el cual consistio en incubar a las células a 65°C por 15 minutos y luego a -20°C
por otros 15 minutos repitiendo éste procedimiento 3 veces. Luego se resuspendieron
las células en 480 pl de EDTA 50 mM a pH 8, se colocaron 24 ul de lisozima (50 pg/ulL) y
se incubaron a 37°C por 30-60 minutos. Al terminar el tiempo se volvié a centrifugar a
13.000-16.000xg por 2 minutos, se removio el sobrenadante, se agregd 600 ul de
solucién de lisis nucleico y se incubé a 80°C por 5 minutos, se dejo enfriar a
temperatura ambiente para luego agregar 3 ul de solucion ARNasa (4 pg/uL). Las
muestras se incubaron a 37°C por 15-60 minutos, luego de este tiempo se agregé 200
pl de solucion de precipitacion y se agité en un vortex a alta velocidad por 20 segundos
para mezclar y rapidamente se procedié a dejar las muestras sobre hielo por 5
minutos. Los tubos se centrifugaron nuevamente a 13.000-16.000xg por 3 minutos, se
transfiriéd el sobrenadante a tubos limpios que contenian 600 ul de isopropanol a
temperatura ambiente y se incubaron por 18 horas a -20°C para precipitar el ADN. Se
volvid a centrifugar a la misma velocidad por 2 minutos y se descarté el sobrenadante,
a los tubos se le colocaron 600 pl de etanol 70% para lavar el pellet, se centrifugd por
ultima vez por 2 minutos y se removié todo el etanol. Los tubos se secaron sobre papel
absorbente limpio y se incubaron por 15 minutos a 35°C. Por ultimo, se agregd 50 ul de
solucién de rehidratacién y se incubd a 65°C por 1 hora, las muestras se guardaron a -
20°C.

3.6.2 Electroforesis en gel de agarosa

Para el andlisis cualitativo del ADN gendmico extraido se realizd una electroforesis en
gel de agarosa al 1% en buffer TBE 0,5X (54 g/L de Tris, 27,5 g/L de acido bdrico, 20 ml
de 0,5 M EDTA, pH 8). Se utilizd GoodView (SBS Genetech Co., Ltd) como agente
intercalante y un marcador de peso molecular GeneRuler 1kb DNA Ladder (Fermentas).

3.6.3 Amplificacion del gen 16S ARNr

El gen 16S ARNr de las cepas M30 y M8 fue amplificado por PCR utilizando los primers
27F (5’-AGAGTTTGATCCTGGCTCAGAACGAACGCT-3’) y 1492R (5’-
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TACGGCTACCTTGTTACGACTTCACCCC-3’) (Lane et al., 1985). Para la PCR se utilizd un
termociclador (Applied Biosystems) con una desnaturalizacién inicial a 95°C por 5
minutos, seguido por 30 ciclos de desnaturalizacion a 94°C por 1 minuto, alineamiento
a 55°C por 1 minuto y extension a 72°C por 3 minutos, con una extension final a 72°C
por 7 minutos.

3.6.4 Amplificacidn del gen de la subunidad beta de la girasa (gyrB)

El gen gyrB de las cepas M8, N. halobia, N. halophila, N. aethiopica y N. lutea fue
amplificado por PCR utilizando los primers UP1 (5’-
GAAGTCATCATGACCGTTCTGCAYGCNGGNGGNAARTTYGA-3') Y UP2R (5’-
AGCCAGGGTACGGATGTGCGAGCCRTCNACRTCNGCRTCNGTCAT-3")  (Yamamoto &
Harayama, 1995). Se utilizé el mismo termociclador que en la amplificaciéon del gen
16S ARNr pero en esta ocasidn se realizd una desnaturalizacién inicial a 94°C por 5
minutos, seguido de 30 ciclos de desnaturalizacién a 94°C por 1 minutos, alineamiento
a 60°C por 1 minuto y extensién a 72°C por 2 minutos, finalizando con una segunda
extension a 72°C por 7 minutos.

Los fragmentos de interés (genes 16S ARNr y gyrB) fueron enviados a secuenciar al
servicio de Macrogen Inc (Corea).

3.7 Construccion de arboles filogenéticos

La identificacion y el cdlculo de las similitudes de las secuencias del gen 16S ARNr se
determinaron realizando busquedas en bases de datos como GenBank y el servidor
EzBiocloud respectivamente. Para el analisis filogenético se utilizé el software Mega
versidn 7.0, en donde las distancias evolutivas se calcularon por el método de Jukes-
Cantor y los arboles filogenéticos se construyeron utilizando el algoritmo Neighbour-
Joining, los valores de bootstrap fueron calculados a partir de 1000 replicados.

3.8 Caracterizacion fisiolégica

3.8.1 Crecimiento en condiciones anaerobias

Para evidenciar el crecimiento bacteriano de ambas cepas en estudio en condiciones
anaerobias, se utilizé un medio nutritivo como TSA (Merck) suplementado con Na,CO3
10% (p/v). Las placas sembradas se incubaron en anaerobiosis mediante un sistema
generador de gas Anaerocult A Mini (Merck) durante 7 dias a 30°C.

3.8.2 Rango de cloruro de sodio

Para determinar el rango y concentracion dptima de cloruro de sodio para el
crecimiento, se utilizdé como medio base caldo nutriente (HIMEDIA®) a un pH
aproximado de 9, el pH fue llevado con hidréxido de potasio (KOH) 1M. El medio base
se suplemento con diferentes concentraciones de NaCl, los porcentajes de NaCl (p/v)
ensayados fueron las siguientes: 0,5%, 1%, 2%, 5%, 7%, 10%, 15%, 20%. Los medios




con (0,5 a 10% de NaCl) fueron esterilizados por autoclave (a 121°C por 15 minutos),
mientras que los restantes se esterilizaron por filtracién. Cada medio con indculo fue
incubado a 30°C.

3.8.3 Rango de temperatura de crecimiento

Para determinar el rango de temperatura en el cual las cepas eran capaces de crecer y
su temperatura dptima, se utilizdé como medio base caldo nutriente (HIMEDIA®)
suplementado con 5% de NaCl a pH 9 aproximadamente, el pH fue ajustado con
hidréxido de sodio (NaOH) 1M. Las temperaturas ensayadas fueron las siguientes (°C):
4, 10, 22, 25, 30, 35, 38, 43 y 44. El medio se esterilizd por autoclave, se repartiéo 5 ml
en tubos de tapa rosca, se inoculd y se incubé a las diferentes temperaturas antes
mencionadas.

3.8.4 Rango de tolerancia de pH

Para el ensayo de la determinacion del rango de pH en el cual las cepas podian crecer y
el pH 6ptimo, se utilizé como medio base caldo nutriente (HIMEDIA®) suplementado
con 5% de NaCl y los valores de pH deseados se obtuvieron adicionando la cantidad
necesaria de NaOH al medio de cultivo. Los valores de pH se midieron con un pHmetro
y los pH evaluados fueron los siguientes: 6,0; 6,5; 7,0; 7,5; 8,0; 9,0; 9,5; 10; 10,5; 11,0;
12. Los medios de cultivo fueron esterilizados por filtracidn y se repartieron 5 ml por
tubo de tapa rosca, se le agregd indculo a cada tubo y se incubé a 30°C con agitacién
orbital permanente a una velocidad de 100 rpm.

Tanto para el ensayo de rango de NaCl, temperatura y pH para crecimiento, los tres
ensayos se realizaron por triplicado y se midid la turbidez de los medios por
espectrofotometria a una longitud de onda de 660 nm por 1 semana.

Se realizaron graficos con el logaritmo neperiano de las medidas de absorbancia en
funcién del tiempo de incubacidon tomando como tiempo inicial el momento en que se
inoculd cada medio. Los valores 6ptimos, ya sea de porcentaje de NaCl, temperatura y
pH, fueron aquellos cuyas pendientes fueran mayores al resto.

3.9 Caracterizacion bioquimica

Para las pruebas bioquimicas se utilizd como medio basal caldo nutriente (HIMEDIA®)
(con 1,5% de agar en caso de ser necesario), suplementado con 2% de NaCl y llevado a
pH 9 aproximadamente con Na,COs; 10% (p/v). Pruebas como catalasa, oxidasa,
reduccion de nitrato a nitrito, actividad fosfatasa, producciéon de H,S, produccién de
indol a partir de triptéfano, DNAsa, hidrdlisis de esculina, gelatina, tween 20, 60 y 80,
almiddn, caseina, reaccién de yema de huevo, hemdlisis, ONPG y produccion de
pigmento a partir de tirosina fueron realizadas de acuerdo a Barrow & Felthman
(1993). Desaminacion de fenilalanina se realizé como se recomienda en Logan & De




Vos (2009) y para comprobar la capacidad de la cepa de utilizar citrato como Unica
fuente de carbono y energia se utilizé Simmons Citrato Agar (DIFCO).

Para determinar la produccion de enzimas celulasas y xilanasas en ambas cepas se
utilizé un medio minimo (ver 3.9.2) suplementado con 1,5% de agar y 0,5% de metil-
celulosa o0 0,5% de xilano como unica fuente de carbono respectivamente (Meddeb-
Mouelhi et al., 2014).

La actividad pectinolitica se realizdé en base a lo descripto por Tariq et al., (2012) con
pocas modificaciones, en esta ocasidon se utilizé un medio minimo (ver 3.9.2)
suplementado con 1,5% de agar y 0,2% de acido poligalacturénico.

Para la comparacion fenotipica entre M8 y las cepas tipo de las especies N. halobia
DSM 205417 (= JCM 11483), N. halophila YIM 70179 (=JCM 19556'), N. aethiopica
DSM 17733" (=JCM 14309") y N. lutea YIM 70081" (=JCM 13019'), se realizaron varias
pruebas bajo las mismas condiciones de laboratorio. Pruebas como hidrélisis de
caseina, tween (20, 60 y 80), almiddn y esculina, hemdlisis de glébulos rojos, DNAsa,
produccién de H,S y reacciéon de yema de huevo, se realizaron utilizando como medio
base Agar Nutriente (OXOID) con 5% de NaCl y Na,CO3; 10% (p/v) para llevar el pH del
medio a un valor de 8,5 aproximadamente. El test ONPG se hizo sobre caldo nutriente
(HIMEDIA®) con 5% de NaCl y a un pH de 8,5.

Pruebas como hidrélisis de almiddén, gelatina, caseina, esculina y tween (20, 60 y 80),
reaccion de yema de huevo, produccién de pigmento a partir de tirosina, DNAsa y
actividad fosfatasa, se realizaron para la comparacion fenotipica entre la cepa M30 vy la
cepa tipo de la especie B. aurantiacus K1-5' (=DSM 18675'). Estas pruebas se
realizaron utilizando como medio base Agar Nutriente (OXOID) con 2% de NaCl y
Na,C0O3; 10% (p/v) para llevar al medio a un pH de 9 aproximadamente. Produccidn de
enzimas celulasas, xilanasas y pectinasas se realizé como se menciond anteriormente.
Todas las pruebas mencionadas se hicieron bajo las mismas condiciones de
laboratorio.

3.9.1 Oxidacidon-fermentacion de glucosa y otros carbohidratos

Para evaluar la via de degradacidn oxidativa-fermentativa de glucosa y otros
carbohidratos, se utilizo el siguiente medio: 7 g/L K;HPQg, 50 g/L NaCl, 2 g/L KH,POq,, 1
g/L (NH4),S04, MgS0,4.7H,0 0,1 g/L, 1 ml/L vitaminas, a pH 9 (Logan & De Vos, 2009)
como indicador se usé azul de timol (0,008% p/v) (Kenichi et al., 2008). Las cepas se
incubaron por 7 dias a 30°C, se observo el cambio de color del indicador cada dia.

3.9.2 Utilizacion de carbohidratos como unica fuente de carbono y

Vg

energia

Para la cepa M30 se utilizdo un medio basal con la siguiente composicién: 20,0 g/L NaCl,
2,0 g/L KCI, 0,2 g/L MgS0,4.7H,0 0,2 g/L, 1,0 g/L KNOs, 1,0 g/L (NH4),HPOQ,4, 0,5 g/L




KH,PO,4 (Ventosa et al., 1982), suplementado con vitaminas y 0,2 g/L de extracto de
levadura. El medio fue esterilizado por autoclave y llevado a un pH adecuado con el
agregado de Na,CO3 10% (p/v).

Para la cepa M8 se utilizé un medio basal descrito por Romano et al., (2008) con pocas
modificaciones, la composicién del medio fue el siguiente: 20,0 g/L NaCl, 0,1 g/L
MgS0,4.7H,0, 7,0 g/L K,HPO,4, 2,0 g/L KH,PO4, 1,0 g/L (NH4),S04, suplementado con
vitaminas y el agregado de Na,COs 10% (p/v) para alcalinizar el medio.

Todos los sustratos (esterilizados por filtracidn) fueron utilizados en una concentracion
final de 1% (p/v) (Finore et al., 2016), para ambas cepas (M30 y M8), como control
positivo se utilizé D-glucosa a una concentracién final de 1% (p/v) y como control
negativo se tomd al medio basal sin agregado de sustrato.

Cada medio con su respectivo sustrato se repartié en tubos con tapa rosca (5,0 mL por
tubo), se le agregd el indculo y se incubé a 30°C. Se midié la turbidez por
espectrofotometria a una longitud de onda de 660 nm a partir de las 24 horas de
incubacién hasta completar los 7 dias.

Para determinar la capacidad del microorganismo de utilizar el sustrato como Unica
fuente de carbono y energia, se tomé como resultados positivos aquellos tubos con
una turbidez mayor o igual a la turbidez del control positivo. Mientras que los
resultados negativos fueron medios con una turbidez menor o igual a la indicada por el
control negativo y los tubos con una turbidez mayor a la turbidez de tubos negativos
pero menores a tubos positivos se tomaron como positivos débiles.

3.9.3 Utilizacion de aminoacidos como unica fuente de nitrogeno y

Vg

energia

Para la cepa M30 se utilizd el mismo medio basal usado para la utilizaciéon de
carbohidratos como unica fuente de carbono y energia con la excepcidn que para este
ensayo es necesario quitar cualquier fuente de nitrégeno por lo que al medio no se le
agrego KNOs ni (NH4),S0;,.

Para la cepa M8 se utilizé el mismo medio basal usado para el ensayo de utilizaciéon de
carbohidratos como Unica fuente de carbono y energia pero sin el agregado de
(NHy)2S0s..

Los sustratos (esterilizados por filtracion) que se probaron para ambas cepas (M30 y
MS8) fueron utilizados a una concentracion final 0,1% (p/v). Para esta ocasion se utilizd
como control positivo medio base con peptona de caseina (triptona) a una
concentracion final de 1% y para el control negativo medio base sin sustrato.

Cada medio con su respectivo sustrato se repartié en tubos con tapa rosca (5,0 mL por
tubo), se agregod indculo y se incubd a 30°C. Para determinar la capacidad de asimilar




las diferentes fuentes de nitréogeno se procedié de la misma forma que en el ensayo de
utilizacién de fuente de carbono como Unica fuente de carbono y energia (ver 3.9.2).

3.9.4 Utilizacion de acidos organicos como unica fuente de carbono y

r

energia

Para este ensayo se volvid a utilizar el mismo medio basal que se usé anteriormente,
Ventosa et al., (1982) para M30 (con el agregado de vitaminas y 0,2 g/L de extracto de
levadura) y Romano et al., (2008) para M8 (con el agregado de vitaminas). Para ambos
casos, al medio se esterilizd por autoclave y se le agregé Na,CO3 10% (p/v).

Los sustratos (esterilizados por filtracidon) se utilizaron a una concentracion final de
0,1% (p/v), medio con D-glucosa a una concentracién final de 0,2% se utiliz6 como
control positivo y medio basal sin sustrato como control negativo.

Cada medio con su respectivo sustrato se repartié en tubos con tapa rosca (5,0 mL por
tubo), se agregd indculo y se incubd a 30°C. Para determinar la capacidad de utilizar los
diferentes acidos organicos como Unica fuente de carbono y energia se realizé como se
describe en el punto 3.9.2.

3.9.5 Utilizacidn de sistemas estandarizados para la determinacién de

caracteristicas fenotipicas adicionales (API)

Para determinar la utilizacion de diversas fuentes de carbono en la cepa M8, se ensayé
con el kit APIS50CH (bioMérieux). El cultivo fue incubado a 30°C por 10 dias,
observandose diariamente.

El analisis del perfil enzimatico de ambas cepas (M8 y M30) se realizé con el kit APIZYM
(bioMérieux), donde los cultivos fueron incubados a 30°C por 4 horas y media. Pasado
el tiempo de incubacidn, se procedié al revelado.

3.10 Caracterizacion quimiotaxondmica

Para la cepa M30 se estudié ademads la composicion de acidos grasos, lipidos polares y
qguinonas. Este estudio se realizé6 en Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und
Zellkulturen (DSMZ) en Alemania. La cepa se cultivd sobre medio PCA suplementado
con 2% de NaCl y 10% de Na,COs; a 30°C, y como control se analizé también a B.
aurantiacus cultivado en idénticas condiciones.




4. Resultados y discusion
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4.1 Descripcion macroscoépica de las cepas M30 y M8

En las Figuras 4 y 5 se observan las cepas de M30 y M8 aisladas sobre medio PCA
suplementado con 2% de NaCl a pH 9 aproximadamente luego de 48 horas de
incubacion a 30°C.

Las colonias formadas por la cepa M30 son de tamafio mediano y de color crema,
presentan una forma circular, con margen entero y una superficie lisa, no exhiben
elevacioén por lo que son planas y presentan viscosidad, lamentablemente la Figura 4
no permite apreciar la morfologia ni las caracteristicas antes descritas de las colonias.

Las colonias formadas por la cepa M8 son de tamafio grande y presentan un color
naranja-rosa, tienen una forma circular con una superficie lisa, muestran una elevacién
del tipo convexa con un margen entero como se puede observar en la Figura 5.

Figura 4. Cepa M30 sobre medio agar PCA (suplementado con 2% de
NaCl) a pH 9 e incubada a 30°C.

Figura 5. Cepa M8 sobre medio agar PCA (suplementado con 2% de
NaCl) a pH 9 e incubada a 30°C.



4.2 Descripcion microscépica de las cepas M30 y M8

Los resultados de la tincion de Gram indican que la cepa M30 se encuentra formada
por bacilos gram positivos sin una distribucidn caracteristica como se puede observar
en la Figura 6 obtenida por microscopia dptica. Mientras que para la cepa M8 dicha
tincidn nos permite afirmar que son cocos gram positivos y que al igual que M30 no
presentan una distribuciéon particular (Figura 7).

A partir del agregado de MnSQO, al medio de cultivo se pudo observar que la cepa M30
es capaz de formar endosporas. En la Figura 8 se puede observar la formaciéon de una
endospora en una posicidn central/subterminal, mientras que en la Figura 9 se observa
la forma elipsoidal que presenta la espora ya formada (ambas imdagenes se obtuvieron
mediante microscopia electrénica).

R
.
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Figura 7. Microscopia Optica donde se observan
bacilos gram positivos correspondientes a la cepa cocos gram positivos correspondientes a la cepa M8.
M30.

Figura 8. Secci6n longitudinal que muestra una Figura 9. Espora de una célula de M30, la imagen fue

endospora en una célula de M30, la imagen fue obtenida por microscopia electrénica de un corte
obtenida por microscopia electréonica de un corte ultrafino. Barra, 500 nm.

ultrafino. Barra, 500 nm.



4.3 Caracterizacion gendmica

4.3.1 Comparacidn de secuencia del gen 16S del ARNr de las cepas M30y
M8 con secuencias en bancos de datos publicos

El gen 16S ARNr de las cepas M30 y M8 fue secuenciado para determinar sus
relaciones genéticas y filogenéticas, la secuencia casi completa del gen 16S ARNr de la
cepa M30 consiste en 1399 pb, mientras que para M8 es de 1369 pb (secuencia casi
completa). Una vez obtenidas las secuencias, primero se procedié a comparar con las
secuencias disponibles en bancos de datos como GenBank y el servidor EzBiocloud,
sélo con aquellas que tuvieran validado su nombre. De aqui se obtuvo que para la cepa
M30 las especies mas cercanas eran Bacillus aurantiacus K1-5", Bacillus cellulosilyticus
DSM 2522T, Bacillus vedderi JaHT, Bacillus caseinilyticus SPT, Bacillus clarkii DSM 87207
con una similitud del 96,77%, 95,00%, 94,70%, 94,62% y 93,99% respectivamente.
Estos porcentajes de similitud son bajos (menores al 97%) lo que justifica la definicion
de una nueva especie (Rosell6-Mora et al., 2001).

Para la cepa M8, Nesterenkonia halobia DSM 20541", Nesterenkonia halophila YIM
70179T, Nesterenkonia aethiopica DSM 17733T, Nesterenkonia lutea YIM 70081T,
Nesterenkonia sandarankina YIM 70009T, Nesterenkonia aurantiaca CK5' con
similitudes de 97,81%, 97,81%, 97,30%, 97,15%, 97,00% y 97,00% respectivamente
eran las especies mds cercanas, mientras que las otras especies que se encontraron
tenian una similitud menor a 97%. En este caso con estos valores de similitud de
secuencia del gen 16S ARNr se puede afirmar que la cepa M8 pertenece al género
Nesterenkonia pero no se puede afirmar todavia que M8 se trate de un nueva especie
dentro de dicho género, para esto se tiene que realizar otros ensayos adicionales como
hibridacién de ADN-ADN y pruebas fenotipicas.

4.3.2 Analisis filogenético de la secuencia del gen 16S del ARNr

El analisis filogenético de las secuencias del gen 16S ARNr basado en el algoritmo
Neighbour-Joining demuestran que la cepa M30 pertenece al género Bacillus y se
encuentra relacionada con la especie Bacillus aurantiacus al compartir un ancestro
reciente comun pero aun asi se trata de dos especies diferentes. Esto es posible
afirmarlo en base al porcentaje de bootstrap mostrado, el cual indica que dentro de los
1000 replicados el 99% ubicaban a M30 en dicha posicion filogenética (Figura 10).
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Figure 10. Analisis filogenético de la secuencias del gen ARNr 16S de la cepa M30. El arbol se construyé utilizando el
algoritmo de Neighbour-Joining, en los nodos se indican los valor de bootstrap mayores a 50% (1000 replicados). Barra
5 sustituciones cada 1000.

El analisis filogenético de las secuencias del gen 16S ARNr basado en el algoritmo
Neighbour-Joining confirma que la cepa M8 esta relacionado filogenéticamente a
miembros del género Nesterenkonia y que la misma comparte un ancestro comun con
las especies N. halobia y N. halophila. Esto es posible afirmarlo a partir del porcentaje
(74%) de bootstrap (Figura 11).
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82 Nesterenkonia halotolerans YIM 70084 T{AY226508)
84 Nesterenkonia jeotgall JG-241 T (AY928901)
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Figure 11. Analisis filogenético de la secuencias del gen ARNr 16S de la cepa M8. El arbol se construyé utilizando
el algoritmo de Neighbour-Joining, en los nodos se indican los valor de bootstrap mayores a 50% (1000
replicados). Barra 5 sustituciones cada 1000.



4.3.3 Analisis de secuencia del gen gyrB

Para la cepa M8 se pudo obtener la secuencia del gen que codifica para la subunidad
de la girasa (gyrB). Al igual que el gen que codifica para el 16S ARNr, el gyrB se puede
utilizar para la identificacién de un microorganismo (Madigan et al., 2009), como
también para diferenciarlo de otros a nivel de especie. Para esto es imprescindible
contar con un banco de datos completo (como existe para el 16S ARNr) que nos
proporcione los datos de secuencias necesarios, 0 bien secuenciar el gen de aquellas
especies a las que podemos inferir que nuestra cepa se asemeja.

Nuestro objetivo en este punto, fue obtener las secuencias del gen gyrB tanto para M8
como también para las cepas tipo de las especies N. halobia, N. halophila, N. lutea y N.
aethiopica (especies mas similares a M8 en secuencia del gen 16S ARNr), con el fin de
tener una herramientas mas que nos permitiera diferenciar a M8 de estas especies
mencionadas. Como resultado sélo pudimos obtener la secuencia de gyrB de M8, al
parecer el par de primer utilizados no eran los mas adecuados para las cuatro especies,
ya que no se obtuvo producto de la reaccién de PCR.

4.4 Caracterizacion bioquimica de la cepa M30

La cepa M30 fue capaz de crecer en un rango de temperatura que varia desde los 12°C
hasta los 43°C, obteniéndose un crecimiento éptimo en un rango de 25-30°C. Crece en
un amplio rango de porcentaje de cloruro de sodio que abarca desde 0,5 a 15% NacCl
(p/v), siendo 5% NaCl (p/v) el éptimo de crecimiento. En cuanto a pH, es capaz de
crecer dentro de valores de pH de 8 a 12 teniendo un crecimiento dptimo en valores
de 11-12 (Tabla 6). Comparando éstos resultados obtenidos con la cepa genéticamente
mas cercana B. aurantiacus, no se observan diferencias relevantes que permitan
diferenciar una de la otra ya que los valores son muy similares. El rango de
temperatura en el cual B. aurantiacus es capaz de crecer es muy equivalente a nuestra
cepa en estudio y su temperatura Optima cae dentro del rango de posibles
temperaturas optimas de M30 que es de 25°C a 30°C. Lo mismo sucede con el
porcentaje de cloruro de sodio y el pH para el crecimiento, aunque en este Ultimo M30
presenta valores de pH mas altos para su desarrollo éptimo.

Se observaron diferencias notables en la hidrdlisis de distintas macromoléculas entre
ambas cepas. M30 fue capaz de hidrolizar caseina, esculina y almiddn, lo que indica
que dicha cepa presenta las enzimas proteasas, esculinasas y amilasas
respectivamente pero fue incapaz de hidrolizar tween ya sea 80, 60 o 20. Sin embargo,
B. aurantiacus no es capaz de hidrolizar almiddn, caseina, ni esculina pero tiene la
capacidad de hidrolizar tween 80, 60 y 20. Una cuestion a destacar es que, como en
todas las pruebas bioquimicas antes mencionadas, la prueba de hidrélisis de gelatina
se realiz6 con ambas cepas (M30 y B. aurantiacus) en paralelo en las mismas
condiciones. En este ensayo se obtuvieron resultados contradictorios a los publicados
para B. aurantiacus, ya que ésta fue capaz de hidrolizar gelatina al igual que la cepa




M30 bajo las mismas condiciones. La cepa tipo de la especie B. aurantiacus presenta
actividad lecitinasa y desoxirribonucleasa (DNAsa) a diferencia de M30. En cambio,
M30 fue positiva para actividad fosfatasa diferenciandose de B. aurantiacus.

M30 también mostré diferencias con respecto a B. aurantiacus en la utilizacién de
diferentes sustratos como Unica fuente de carbono y energia. Estas dos se diferencian
en que M30 es capaz de utilizar los carbohidratos maltosa, D-xylosa, D-manitol y D-
galactosa. En cuanto a la utilizacién de aminodcidos como Unica fuente de carbono y
nitrégeno, M30 utiliza L-alanina y L-serina, sustratos que B. aurantiacus no utiliza.

Tabla 6. Caracteristicas fenotipicas diferenciales entre la cepa M30 y Bacillus aurantiacus sp. nov.
(especie mas cercana, datos obtenidos de Borsodi et al., 2008).

M30 B. aurantiacus
Crema Naranja
Bacilo Bacilo
Elipsoidal Elipsoidal
Central/Subterminal Central/Subterminal
12-43 10-45
25-30 28
8-12 8-12
11-12 9,5-10
0,5-15 0-15
5 37
+ -
+ +
+ -
+ .
- +
+ .
- +
. +
+ -
+ -
+ +
+ :
+ NE
+ -

Continua




Tabla 6. Caracteristicas fenotipicas diferenciales entre la cepa M30 y Bacillus aurantiacus sp. nov.
(especie mas cercana, datos obtenidos de Borsodi et al., 2008).

M30 B. aurantiacus

+ -
: +
+ -
L-Alanina + -

Positivo: +; Negativo: -; No se ensayd: NE. * Estos en ensayos se realizaron en el laboratorio en paralelo

para ambas cepas bajo las mismas condiciones. El resto de los resultados para B. aurantiacus fueron
extraidos de literatura publicada.

M30 es catalasa positiva, oxidasa negativa, no presenta movilidad y es aerobio estricto.
Es un microorganismo mesoéfilo capaz de crecer en el rango de temperaturas de 12-
43°C obteniéndose un crecimiento 6ptimo entre 25-35°C. Es alcaldfilo estricto
presentando un crecimiento entre valores de pH de 8 a 12 siendo 11-12 los valores
Optimos para su crecimiento, no se observé crecimiento a valores de pH neutros. En
cuanto al porcentaje de cloruro de sodio para su crecimiento, el mismo abarca de 0,5%
a 15%, observandose un crecimiento éptimo en 5%.

Resultd negativa en el ensayo de reduccién de nitrato a nitrito y produccién de indol.
Se observé que dicha cepa no utiliza citrato como Unica fuente de carbono usando el
medio Simmons Citrato Agar ya que no hubo crecimiento del microorganismo en el
medio utilizado. Se obtuvieron resultados negativos de pruebas como presencia de
fenilalanina desaminasa, hidrdlisis de urea y produccién de H,S.

Se obtuvo hemodlisis en medio de cultivo suplementado con sangre bovina lo que
evidencia la presencia de enzimas hemoliticas en el microorganismo. Se observé
produccién de pigmentos en medio suplementado con tirosina y pudo hidrolizar
gelatina, esculina y almiddn. Se obtuvieron resultados interesantes al sembrar la cepa
en medios de cultivos suplementados con pectina, celulosa y xilano. La bacteria
presenta enzimas pectinasas, celulasas y xilanasas evidenciado por la produccién de
halos alrededor de su siembra (Figuras 12, 13 y 14 respectivamente).

A través de un medio basal se obtuvo que dicha cepa es capaz de utilizar como fuente
de carbono y energia los sustratos maltosa, D-trehalosa, melobiosa, D-xylosa,
glucégeno, glicerol, D-galactosa y D-manitol, a su vez también utiliza los acidos
organicos, glutdrico, acido malico y citrato de sodio. Los sustratos ramnosa, D-rafinosa,
L-arabinosa, D-celobiosa, D-arabitol, D-fructosa, a-cetoglutarato, formiato de sodio,
propianato de sodio, acido succinico, butirato de sodio, fumadrico, lactato de sodio y
acetato de sodio no fueron utilizados. Los aminoacidos L-serina, L-alanina, L-triptéfano,
L-Isoleucina, L-ornitina, DL-valina, L-fenilalanina, asparagina, arginina y L-acido
aspartico fueron utilizados por la cepa como Unica fuente de carbono y nitréogeno pero
L-lisina, glicina, L-glutamina y L-cisteina no fueron utilizados. Mediante un medio OF
modificado con 0,008% (p/v) de azul de timol, M30 fue capaz de oxidar los sustratos D-
galactosa, D-glucosa, D-fructosa, D-maltosa, D-trehalosa, D-sacarosa y almidén.
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A partir de la utilizaciéon de un sistema APl ZYM (bioMérieux), en la cepa M30 se
detectd las siguientes actividades enzimaticas, fosfatasa alcalina, lipasa esterasa (C8),
leucina arilamidasa, a-quimiotripsina, [-galactosidasa, a-glucosidasa, valina

arilamidasa y tripsina, estas dos ultimas de forma débil.

Figura 12. Medio minimo con 0,2% de ac. Figura 13. Medio minimo con 0,5% de metil-celulosa y
poligalacturénico y suplementado con 2% NaCl, 10% de suplementado con 2% NaCl, 10% de Na,CO; y 1,5% de
Na,CO; y 1,5% de agar. 1. Cultivo de M30, 2. B. agar. 1. Cultivo de M30, 2. B. aurantiacus, 3. Cultivo de
aurantiacus, 3. Cultivo de MS8. Se observan halos MS8. Se observan halos trasparentes por la actividad de
trasparentes por la actividad de enzimas pectinasas luego enzimas celulasas luego de inundar la placa con solucion
de inundar la placa con solucién de lugol. de lugol.

Figura 14. Medio minimo con 0,2% de xilano y Figura 15. Cultivo de M30 sobre medio agar nutriente
suplementado con 2% NaCl y 10% de Na,COs y 1,5% suplementado con 2% de almidén, 2% de NaCl y 10% de
de agar. 1. Cultivo de M30, 2. B. aurantiacus, 3. Na,CO;. Se observa halo trasparente que indica la
Cultivo de M8. Se observan halos trasparentes por la actividad de enzimas amilasas luego de inundar la placa
actividad de enzimas xilanasas luego de inundar la con solucién de lugol.

placa con solucién de lugol.
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4.5 Caracterizacion quimiotaxondmica de la cepa M30

En la Tabla 7 se detallan todos los acidos grasos presentes en la cepa con sus
respectivos porcentajes, claramente se observa que la composiciéon de acidos grasos
en la cepa M30 esta dominada por Cys.0 anteiso (50,07%), seguida de Cys. iso (16,51%),
Ci17.0 anteiso (14,36%) y Cig iso (5,80%) (Figura 16). Si bien se observa que B.
aurantiacus presenta los mismos acidos grasos predominantes se encontraron
diferencias en los porcentajes de los mismos, como en el caso de los acidos grasos Cys.g
anteiso y Cys,0 iso que se observan diferencias mayores al 5% entre M30 y su especie
mas cercana.

Estos resultados concuerdan con el perfil de d4cidos grasos de varias especies
caracterizadas dentro del género Bacillus, donde sus acidos predominantes son Cis.o
anteiso, Cys.0 iso y Cy7.9 anteiso generalmente (Kaneda, 1977; Kdmpfer, 1994).

Tabla 7. Perfil de acidos grasos detectados en la cepa M30 y Bacillus aurantiacus bajo las siguientes condiciones

de cultivo: medio PCA suplementado con 2% NaCl y 10% de Na,CO; e incubado a 30°C, datos extraidos de Borsodi
etal., 2008.

Acido graso M30 B. aurantiacus

: 0,10
0,11 0,33
: 0,13
1,97 1,12
0,30 0,81
16,51 21,68
50,07 38,90
- 0,27
- 0,42
: 0,31
1,51 -
5,89 5,91
0,60 -
3,48 2,86
- 1,67
0,15

: 3,04
3,82 3,32
14,36 11,64
- 0,14
0,35 0,47
- 0,08
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Figura 16. Cromatograma de metilésteres de acidos grasos producidos por la cepa M30, cada pico representa un éster metilico de
acido graso especifico mientras que la altura es proporcional a su cantidad.

El peptidoglicano de la pared celular de la cepa M30 contiene el dcido meso-

diaminopimélico (meso-DAP). En la mayoria de las especies de Bacilllus el acido

presente es el meso-DAP también conocido como DAP-directo o Aly en la clasificacién
de Schleifer y Kandler (1972) (Logan & De Vos, 2009), lo que concuerda con nuestros

resultados.

//
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Figura 17. Lipidos polares presentes en la
membrana de células de M30, difosfatidilglicerol
(DPG), fosfatidiletanolamina (PE), fosfatidilglicerol
(PE).

El andlisis de los lipidos polares de la membrana de M30 dio como resultado que la

misma presenta fosfatidiletanolamina, fosfatidilglicerol y difosfatidilglicerol (Figura 17),

siendo éstos los lipidos polares que mayormente se encuentran en especies

pertenecientes al género Bacillus segun literatura publicada (Logan & De Vos, 2009).
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Al igual que el andlisis de lipidos polares, el estudio de la composicion de
menaquinonas es recomendado para la descripcion de un nueva especie (Logan et al.,
2009). Este estudio demostré la presencia de quinonas respiratorias con seis y siete
unidades de isopreno, siendo MK7 la quinona isoprenoide mas abundante (88%) y en
menor proporcion MK6 (12%). Con respecto a estos resultados, se ha visto que la
quinona isoprenoide MK7 es la mas predominante en la mayoria de las especies
caracterizadas pertenecientes al género Bacillus (Logan et al., 2009; Logan & De Vos,
2009).

En base a los resultados quimiotaxondmicos, fenotipicos y filogenéticos obtenidos se
puede confirmar que la cepa M30 pertenece al género Bacillus y que dentro de éste
corresponde a una nueva especie, al presentar una notable diferenciacién con el resto
de las especies que conforman dicho género.




4.6 Caracterizacion bioquimica de la cepa M8

Como se menciond anteriormente, M8 comparte una similitud mayor al 97% en la
secuencia del gen ARN ribosomal 16S con cuatro especies pertenecientes al género
Nesterenkonia (N. aethiopica, N. lutea, N. halophila y N. halobia), por lo que se
procedid a comparar las caracteristicas fisioldgicas y bioquimicas de las mismas con
respecto a la cepa M8.

Los valores 6ptimos de temperatura de estas cuatro cepas son muy similares a M8.
Sélo se observé diferencia con respecto a N. halophila, la cual presenta un rango de
temperaturas mas amplio que abarca desde los 4°C hasta 45°C, diferencidandose de M8
gue crece a partir de los 10°C hasta los 38°C.

En cuanto al porcentaje de cloruro de sodio para el crecimiento, éstas especies pueden
soportar concentraciones mds altas comparandolas con M8, que soporta un maximo
de 15% (exceptuando N. aethiopica que soporta hasta 12%). Sus valores dptimos es
otra caracteristica que las diferencia de M8, N. halobia, N. halophila y N. lutea tienen
un crecimiento dptimo a porcentajes de cloruro de sodio mayores o igual a 5% (valor
Optimo para M8).

Con respecto al pH, la cepa M8 soporta valores mas alcalinos para su crecimiento a
diferencia de N. halobia, N. halophila y N. lutea, mientras que N. aethiopica es muy
similar a M8 en este sentido (rango y valor 6ptimo de pH).

Ademads, estas cuatro cepas se compararon fenotipicamente junto a M8 para
encontrar caracteristicas observables que permitieran diferenciar a nuestra cepa en
estudio de las demads especies bajo las mismas condiciones de laboratorio (Tabla 8).
Los resultados de los ensayos de utilizaciéon de carbohidratos como Unica fuente de
carbono y energia y la deteccién de diferentes actividades enzimaticas para éstas
cuatro especies de Nesterenkonia se obtuvieron de literatura publicada.

Como se muestra en la Tabla 8, M8 dio negativo a todas la pruebas bioquimicas
realizadas mostrando una gran diferencia con respecto a N. aethiopica de la cual se
obtuvieron resultados positivos en la mayoria de las pruebas, que nos permite inferir
que dicha especie presenta ciertas enzimas como esculinasas, amilasas, enzimas
hemoliticas entre otras, que claramente M8 no presenta. Comparando los resultados
obtenidos en los ensayos de utilizacion de diferentes carbohidratos entre estas dos
cepas, éstos fueron similares ya que solo se diferencian en la utilizaciéon de dos
sustratos (D-xylosa y D-trehalosa). De los sistemas APl ZYM (bioMérieux) se obtuvo
gue M8 presenta Unicamente la enzima leucina arilamidasa. Lamentablemente no hay
resultados en la literatura que nos permita comparar los resultados obtenidos de
nuestra cepa con N. aethiopica pero claramente se observan diferencias notables
entre ésta especie y M8. Las diferencias van desde la morfologia de sus colonias y
pigmentacion hasta la presencia de una gran diversidad de enzimas presentes en N.



aethiopica que en M8 no se observan, por lo que se puede decir en una primera
instancia que M8 no pertenece a dicha especie.

También se observaron diferencias fenotipicas con respecto a N. halophila y N.
halobia. La primera fue capaz de hidrolizar esculina y caseina, mismos resultados se
obtuvieron para N. halobia que ademas fue capaz de hidrolizar almiddn, a diferencia
de M8 que como se menciond resulté ser negativo a todas las pruebas dichas. M8 se
diferencia de N. halobia en que es capaz de utilizar los sustratos D-trehalosa y D-
fructosa, mientras que N. halophila no es capaz de utilizar el carbohidrato ramnosa
como si lo es M8. N. halophila y N. halobia presentan las enzimas B-galactosidasa, a-
glucosidasa, B-glucosidasa y lipasa (no en N. halobia), las cuales no se encuentran
presente en M8 (otras diferencian fenotipicas se detallan en la Tabla 8).

Por ultimo, también se notd algunas diferencias entre M8 y N. lutea, ésta es movil, es
ONPG positiva y presenta enzimas desoxirribonucleasas. Ademas, al comparar los
resultados suministrados por los sistemas APl ZYM para M8 con los datos publicados
para N. lutea se observé que dicha especie presenta las enzimas a-galactosidasa, B-
glucoronidasa, a-glucosidasa y B-glucosidasa, enzimas no encontradas en M8.

Tabla 8. Caracteristicas fenotipicas diferenciales entre la cepa M8 y las especies N. halobia, N.
halophila, N. aethiopica y N. lutea. Datos de cepas extraidos de Delgado et al. (2006), Li et al. (2005,
2008) y Mota et al. (1997).

Caracteristica M8 N. halobia N. N. N. lutea
halophila  aethiopica
Coco Coco Coco Bacilos Cocos
cortos
Naranja- Sin Blanco Amarillo Amarillo
colonia rosa pigmentacion marfil claro
Temperatura de
crecimiento (°C)
10-38 20-40 4-45 25-40 4-45
25-35 37 28 30-37 28
crecimiento
7-12 5-10 6-10,5 7-11 6-10,5
10 7-7,5 7-8 9 7-8
NaCl para
crecimiento (%)
1-15 3-23 0,5-30 3-12 0-20
5 10 10 3 5-10
- - - - +

Continua




Tabla 8. Caracteristicas fenotipicas diferenciales entre la cepa M8 y las especies N. halobia, N.
halophila, N. aethiopica y N. lutea. Datos de cepas extraidos de Delgado et al. (2006), Li et al. (2005,
2008) y Mota et al. (1997).

Caracteristica M8 N. halobia N. N. N. lutea
halophila  aethiopica

- + - + -
- + + + +
- + + + -
- + - + -
- - - + -
- + + + -

Produccidn de - - - + -
- + + + +
- + + + -
- - - + -
+ + + +
+ - NE + +
+ + + - +
+ - NE - NE
- - NE NE +
+ - + + +
+ NE - NE NE

enzimaticas:
+ NE NE NE NE

arilamidasa
: : : NE +
- + + NE +
- - - NE +
- + + NE +
- + + NE +
- - + NE NE

Positivo: +; Positivo débil: +¥ Negativo: -; No se ensayd: NE. * Estos en ensayos se realizaron en el
laboratorio en paralelo para todas cepas en las mismas condiciones. El resto de los resultados para N.
aethiopica, N. lutea, N. halophila y N. halobia fueron extraidos de la literatura publicada.

La cepa M8 es catalasa positivo, oxidasa negativo, no presenta movilidad y es aerobio
estricto. No reduce nitrato a nitrito, las pruebas de actividad fosfatasa, DNAsa,
hemdlisis, lecitinasa, descomposicion de tirosina y fenilalanina desaminasa fueron
negativas, al igual que la hidrélisis de gelatina, tween (20,60 y 80), esculina, caseina,
almidoén y urea. Tampoco se obtuvo crecimiento en medio Simmons indicando la no
utilizacion de citrato y no hubo produccién de indol ni H,S. Sdlo se obtuvo la presencia
de la enzima leucina arilamidasa.



Es un microorganismo mesodfilo exhibiendo un buen crecimiento en el rango de
temperatura de 10 a 38°C con un 6ptimo entre 25°C y 35°C. Es capaz de crecer a
valores de pH de 7 a 12, siendo 10 el valor de pH para el cual se obtuvo un crecimiento
Optimo. Entre los diferentes porcentajes de cloruro de sodio que se evaluaron se
obtuvo un buen crecimiento dentro del rango de 1 a 15% siendo 5% la concentracidn
Optima de cloruro de sodio, por lo que M8 se distingue por ser también haldfilo.

Mediante el uso de un medio minimo basal se obtuvo que M8 fue capaz de utilizar
maltosa, D-trehalosa, ramnosa, L-arabinosa, melobiosa, D-xylosa, glucégeno, D-
fructosa y a-cetoglutarato, mientras que D-rafinosa, D-manitol, glicerol y D-galactosa
no fueron utilizados como fuente de carbono y energia. A partir del uso de APl 50CH se
obtuvo que fue capaz de utilizar D-ribosa, D-celobiosa, D-turanosa, L-arabitol y D-
sacarosa, también fue capaz de utilizar los siguientes acidos orgdnicos, propianato de
sodio, acido succinico, glutarico, acido malico, lactato de sodio, fumarico y acetato de
sodio pero no utilizé butirato de sodio, citrato de sodio ni propianato de sodio. M8
utilizd L-ornitina, L-alanina, DL-valina, L-isoleucina, L-fenilalanina, L-lisina, arginina, L-
glutamina y asparagina como fuente de nitrégeno y energia pero no los aminodcidos
glicina, L-cisteina, triptofano, L-serina y acido aspartico.




5. Conclusiones y perspectivas




La cepa M30 es un bacilo gram positivo formador de esporas, aerobio estricto y no
movil. Forma colonias de color crema, circulares de superficie lisa, planas y de bordes
enteros al cabo de 48 horas. Es catalasa positivo pero oxidasa negativo, no reducen
nitrato a nitrito y no posee enzimas desoxirribonucleasas, si posee actividad fosfatasa.
Es capaz de hidrolizar esculina, gelatina, casina, almiddén vy tirosina pero no hidroliza
tween 20, 60 y 80. La produccién de H,S e indol proporcionaron resultados negativos.
Presenta las enzimas celulasas, xilanasas y pectinasas, lipasa esterasa (C8), leucina
arilamidasa, a-quimiotripsina, B-galactosidasa, a-glucosidasa, valina arilamidasa y
tripsina (otros resultados se detallan en la seccidon 4.4).

El crecimiento es a partir de pH 8,0 hasta pH 12,0, teniendo su crecimiento dptimo a
partir de pH 11-12. El rango de concentracion de NaCl para el crecimiento se encuentra
entre 0,5-15% (p/v), siendo 5% (p/v) la concentracién de sodio 6ptima. En cuanto a la
temperatura, M30 es capaz de crecer entre 12-43°C obteniéndose un crecimiento
Optimo a temperaturas que se encuentren entre 25-35°C.

Los lipidos polares de la membrana son fosfatidiletanolamina, fosfatidilglicerol y
difosfatidilglicerol, la composicién de acidos grasos de la cepa esta dominada por
C15:0 anteiso (50,07%), seguida de C15:0 iso (16,51%), C17:0 anteiso (14,36%) y C16:0
iso (5,80%). La quinona isoprenoide mas abundante es MK7 (88%) y en menor
proporcion MK6 (12%). El peptidoglicano de la pared celular contiene el acido meso-
diaminopimélico.

A través del analisis de la secuencia del gen ARN ribosomal 16S, la cepa M30 fue
identificada como perteneciente al género Bacillus y la especie cercana mas
relacionada es Bacillus aurantiacus (96,8%).

En base a los resultados obtenidos a partir de los andlisis filogenéticos,
quimiotaxondémicos y fenotipicos que revelan una clara diferenciacién con el resto de
las especies tipo del género Bacillus, se propone a la cepa M30 como una nueva
especie del género Bacillus, a la cual se le denomind Bacillus natronophilus (amigo de
la soda).

En cuanto a la cepa M8, ésta es un coco gram positivo, aerobio estricto y no mavil.
Forma colonias de color naranjas-rosas con forma circular de superficie lisa, presentan
una elevacién del tipo convexa y borde entero al cabo de 48 horas.

M8 es catalasa positivo y oxidasa negativo, de las enzimas ensayadas sdlo se pudo
detectar leucina arilamidasa.

Crecen en un rango de pH que va desde pH 7-12 teniendo un crecimiento éptimo a pH
10. El rango de concentracién de NaCl para el crecimiento abarca de 1-20% (p/v),
siendo 5% la concentracidén de sodio necesaria para un crecimiento 6ptimo. Es capaz
de crecer a temperaturas que vayan de 10-38°C obteniéndose un crecimiento éptimo
entre 25-30°C.




En base al andlisis de la secuencia del gen ARNr 16S, fue clasificado en el género
Nesterenkonia (filo Actinobacteria) y si bien posee muchas diferencias fenotipicas con
especies tipo cercanas para su clasificacion como nueva especie se requiere la
realizacion de ensayos adicionales.

Como perspectiva seria relevante poner a punto técnicas adicionales como hibridacion
ADN-ADN entre M8 vy las especies filogenéticamente relacionadas (N. aethiopica, N.
lutea, N. halophila y N. halobia) para confirmar si M8 se trata de una nueva especie
dentro del género Nesterenkonia, o bien si se trata de una nueva cepa dentro de
alguna de las especies ya mencionadas.

Abordar mas sobre el estudio del genoma de ambas cepas para conocer a profundidad
todas las propiedades que puedan presentar en sus respectivos genomas. Como ya se
dijo, el fenotipo de cada microorganismo depende de su genoma y éste se expresa
dependiendo de las condiciones ambientales en las que se encuentra, por lo que en el
laboratorio es limitado el nimero de pruebas a realizar para conocer todas las
propiedades que pueda presentar el organismo. Aunque en la actualidad existen
numerosas metodologias que permiten siempre saber un poco mdas sobre el fenotipo
de la bacteria, la informacién completa siempre se encuentra en su genoma. Esto
ultimo nos permitiria obtener también la secuencia del gen que codifica para la
subunidad B de la girasa (gyrB) para la cepa M30.

También seria interesante la caracterizacién de las enzimas producidas por la cepa
M30 que pueden tener un uso importante en la industria y encontrar la forma de su
sobreexpresidn para producir cantidades a gran escala que permitieran su utilizacién.
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