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BACTERIAS HALOFILAS MODERADAS AISLADAS
DE LAS MINAS SALINAS DE ATACOCHA - AYACUCHO

Moderately halophilic bacteria isolated from Atacocha salt brine in Ayacucho

Yadira Fernandez-Jeri', Amparo 1. Zavaleta!, David R. Arahal?

RESUMEN

Las bacterias halofilas producen una gran variedad de metabolitos y enzimas con interesantes aplicaciones biotecno-
logicas. Con la finalidad de aislar bacterias hal6filas moderadas de las minas salinas de Atacocha - Ayacucho, se reco-
lectaron muestras de sal y se pre-enriquecieron en medio agua de sales al 5% suplementado con extracto de levadura
al 0.5% durante una semana y luego se sembraron en medio s6lido. De 40 aislados se seleccionaron 10 por presentar
caracteristicas morfologicas y culturales muy diferenciadas. A los aislados seleccionados se les determing el rango de
tolerancia al NaCl, temperatura, pH y sus caracteristicas bioquimicas y nutricionales. Se encontr$ que los aislados tole-
raban cantidades de sal diferentes entre 0.1y 4.0 M de NaCl, pero sus éptimos de NaCl se situaron entre 1.5 y 2.0 M, los
rangos de temperaturas estuvieron entre 4 y 37 °C y los de pH entre 5 y 9. Las bacterias haléfilas moderadas aisladas
presentaron caracteristicas fenotipicas propias de las especies de los géneros Halomonas y Chromohalobacter.

Pala_bras clave: Halofilos, halofilos moderados, Halomonas, Chromohalobacter, Minas Salinas de Atacocha

SUMMARY

Halophilic bacteria produce a great variety of substances and enzymes with interesting biotechnological applications.
In order to isolate moderately halophilic bacteria from saline environments in Atacocha (Ayacucho), salt samples were
collected and inoculated in saline medium (5% total salts) with 0.5% yeast extract. After one week incubation they were
streaked onto agar plates prepared with the same saline medium as before but solidified with 2% agar. Ten, out of 40
isolates, were selected based on their differential cultural and morphological features. Further characterization of the
selected isolated included tolerance to NaCl, temperature and pH ranges for growth and some biochemical and nutri-
tional tests. The strains tolerated 0.1 to 4.0 M NaCl and had their optima between 1.5 and 2.0 M, the temperatures and

pH values enabling growth were 4 to 37 °C and 5 to 9, respectively. The moderately halophilic bacteria isolated showed
phenotypic features similar to those of the species of the genera Halomonas and Chromohalobacter.
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INTRODUCCION salinos e hipersalinos y estan constituidas por es-

pecies muy heterogéneas de diferentes géneros' 2,
Los microorganismos haléfilos habitan en un amplio Estos microorganismos producen compuestos de
rango de ambientes salinos, presentan mecanismos interés industrial como: solutos compatibles, en-
de adaptacion a las altas concentraciones salinas que zimas, exopolisacaridos y presentan propiedades
consisten generalmente en la sintesis de compuestos fisiologicas peculiares que facilitan su produccion
organicos intracelulares que le son compatibles con a escala industrial como el crecimiento a elevadas
los procesos metabolicos celulares 2 concentraciones salinas minimizan los riesgos de

| contaminacion, los requerimientos nutricionales
Las bacterias haldfilas moderadas, se caracteri- simples, el uso de un amplio rango de compuestos

zan por crecer optimamente a concentraciones de de carbono como unica fuente de carbono y ener-
NaC(l entre el 3 y 15%, se distribuyen en ambientes gia; y facil manipulacion genética 2.
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La posicion geografica y la diversidad climatica de
las minas salinas de Atacocha ubicadas en el depar-
tamento de Ayacucho motivaron este estudio sobre
el aislamiento y la caracterizaciéon de bacterias ha-
l6filas moderadas de interés biotecnoldgico.

MATERIALES Y METODOS

Recoleccion de las muestras

En octubre del 2003, se recolectaron muestras de
sal provenientes de las minas salinas de Atacocha
ubicadas a 41 km al noreste de la ciudad de Ayacu-
cho a 3200 metros sobre el nivel del mar con latitud
13° 03" sur; longitud 74° 23" ceste. Las muestras se
tomaron en recipientes esteriles y se transportaron
en frio al laboratorio para ser analizadas dentro de
las 48 horas.

Aislamiento de bacterias haléfilas. Las muestras
de sal fueron sembradas en el medio agua de sales
(SW) descrito por Rodriguez-Valera, 1981* a con-
centraciones de sales de 5, 10, 15 y 20%, el pH se
ajustd a 7.2 y las muestras se pre-enriquecieron a
37 °C por 72 horas. Después de este periodo de
pre-enriquecimiento se realizaron diluciones se-
riadas al décimo utilizando como diluyente agua
de sal esterilizada y se sembraron alicuotas de 50
i, sobre agar SW a las mismas concentraciones de
sales y condiciones de cultivo antes descritas. Las
colonias que presentaron diferentes caracteristicas
fenotipicas de forma, tamano, color y apariencia se

seleccionaron y purificaron por tres pasajes suce-
S1VOS.

Caracteristicas morfolégicas. Las caracteristicas
culturales de los aislados fueron observadas sobre
agar SW, despues de 72 horas de incubacién a 37 °C.,
La tincidn Gram y la prueba de motilidad se deter-
minaron en cultivos frescos de 24 horas.

Pruebas fisiologicas. La tolerancia a diferentes
concentraciones de sal se determind en el medio
SW liquido suplementado con extracto de leva-

dura al 0.5%. Las concentraciones salinas utiliza-

das fueron de: 0.0, 2.5, 5.0, 10.0, 15.0, 20.0, 25.0 y
30.0 %. El pH optimo se determiné en el medio
solido MH segtin el procedimiento de Mata y col.,
20020, el pH se ajusté con HCl 0 NaOH 1M. La
temperatura Optima se determind empleando el

medio solido MH, los aislados se cultivaron a: 4,
20, 37 v 45 °C.

Pruebas bioquimicas. La actividad catalasa, se de-
termin¢ afadiendo perdxido de hidrégeno al 3% a

cultivos frescos de 24 horas de cada aislado, la for-
macion de burbujas fue reportada como positiva.
El reactivo “Oxidasa Droper” (BD-USA) se utiliz6
para determinar la actividad oxidasa segin las es-

pecificaciones del fabricante, |

El consumo de glucosa tanto por oxidacién y fer-
mentacion fue estudiada en el medio basal Oxido-
Fermentacion, O/F (DIFCO) suplementado con
NaCl al 7.5% y glucosa al 1%. En el medio TSI su-

plementado con NaCl al 7.5% se determiné la pro-
duccion de H.S y de gas.

La hidrdlisis de gelatina se determind usando el
agar gelatina nutritiva de DIFCO suplementada
con NaC(l al 7.5%, los aislados se crecieron a 37 °C
por 24 horas y la licuefaccion se comprobd después
de colocar los cultivos a 4 °C por 15 minutos.

Para la hidrolisis del almidén se empleo el medio
agar almidon de DIFCO, suplementado con NaCl
al 7.5%, los aislados' se crecieron a 37 °C por 48
horas y la hidrolisis se comprobé después de este
tiempo anadiendo una gota de lugol sobre las co-
lonias. Al medio MH con 7.5% de NaCl se afnadié
Tween 20 al 1% (v/v), los aislados se crecieron por
48 horas, la presencia de un halo alrededor de la
colonia indicaba hidrolisis de este compuesto qui-
mico. Ademas se determind el crecimiento en agar
McConkey suplementado con NaCl al 7.5%.

Pruebas nutricionales

En la determinacién del consumo de carbohidratos
se utilizo el medio SW al 7.5% de sales y se afiadi6
cada uno de los carbohidratos a ensayar a la con-
centracion de 0.2%°. Los carbohidratos empleados
fueron: glucosa, fructosa, sacarosa, maltosa, galac-
tosa y manosa.

RESULTADOS

Las bacterias haldfilas que presentaron caracte-
risticas morfoldgicas y culturales diferentes en
el agar agua de sales fueron aisladas. De los 40
aislados se seleccionaron 10 por presentar carac-
teristicas muy diferentes tales como: crecer en un
amplio rango de cloruro de sodio, a todos se les
nombro como “Ata” seguido de un nimero del 1
al 10 (tabla 1). Los aislados Atab y Ataé crecieron
Unicamente por encima de 5% de NaCl, los de-
mas lo hicieron a partir de 2.5%. Casi todos los
aislados tuvieron buen crecimiento hasta el 10%
de Na(l y algunos incluso al 15%. En cuanto a
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la temperatura se observd que sélo Atal crecié a
4°C, los demas presentaron crecimiento entre 20y
45 °C con temperaturas éptimas entre 20 y 37 °C.
Los aislados soportaron el pH entre 5y 9, con dp-
timos entre 6 a 8 lo que demuestra un comporta-
miento marcadamente neutrdfilo a diferencia de
otras halomonadaceas que presentan algo mas de
tolerancia a pHs basicos que é4cidos, siendo algu-
nas incluso alcaléfilas.
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Los aislados seleccionados fueron aerdbicos Gram
negativos, pleomorficos, no hidrolizaron Tween 20,
tampoco crecieron en agar McConkey, ni produje-
ron H,5. Los aislados Ata8 y Atal0 hidrolizaron
almidon, la prueba de oxidasa sélo resulté positiva
para el aislado Ata8. E1 90% y 80% de los aislados
usaron la maltosa y glucosa como tinica fuente de
carbono respectivamente, a cambio sélo una cepa
(Ata?) crecio a partir de fructosa (tabla 2).

Tabla 1. Caracteristicas fisiologicas de las bacterias haldfilas aisladas de las minas salinas de

Atacocha — Ayacucho.
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Tabla 2. Caracteristicas fenotipicas de las bacterias haléfilas moderadas aisladas de las minas salinas de

Atacocha -~ Ayacucho.

Caracteristicas Atal Ata2

Pigmentacién de las colonias
Motilidad

Produccion de acido de glucosa -
| Oxidasa ~
| Catalasa +
Optimo de Sal 5-15

Aerobio -

Anaerobio facultativo +
Hidrolisis de gelatina -
Hidrdlisis de almiddon -
Crecimiento enn McConkey -
Consumao de:
Glucosa -
Fructosa -
Galactosa -
Maltosa _ -

Manosa +

Sacarosa _

Grado de crecimiento: -, ninguno; +, bueno

DISCUSION

Las minas salinas de Atacocha en Ayacucho estdn
expuestas a fluctuaciones de temperatura y preci-
pitaciones fluviales. Antes de los 90 fueron de gran
importancia econdmica para los pobladores de la
region, ya que su explotacién les abastecia de sal,
sin embargo, esta actividad minera ha sido aban-
donada en los altimos afios.

Las sales recolectadas de este ambiente presenta-
ron colores: rosa, blanca y azul, estas coloraciones
podrian deberse a las diferentes composiciones de
minerales, debido a que los ambientes hipersali-
nos contienen elevadas concentraciones de sales,
ademas de iones, siendo inhdspitos para la mayo-
ria de microorganismos®’-8. Se ha descrito que en
ambientes similares existe una microbiota adapta-
da a la halofilia> > 1, Asimismo, diversos estudios
realizados en minas salinas muestran una amplia
diversidad de microorganismos haléfilos cuando

asocian la concentracidn salina, el pH y la tempe-
ratural 27,

En funcion a las caracteristicas morfoldgicas y fi-
siologicas, los aislados de las salinas de Atacocha
son bacilos Gram negativos, aerébicos y pertene-
cen al grupo de halofilos moderados por crecer
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ene i | o | o | e
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+ — +
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Optimamente en el rango de 3 a 15% de NaCl',
ademas, los aislados seleccionados son neutréfilos.
Estos hallazgos corroboran lo descrito por otros in-
vestigadores quienes demostraron que los micro-
organismos halofilos moderados son capaces de
crecer entre (.9 y 20.0% de sales totales y con un
crecimiento dptimo cercano al 10.0%, destacando
la presencia de diferentes especies de los géneros

Halomonas, Bacillus, Pseudomonas y Nesterenko-
nigs 1213,

En base a las caracteristicas morfologicas, fisiold-
gicas bioquimicas y nutricionales, concluimos que
las bacterias halofilas moderadas aisladas de las
minas salinas de Atacocha en Ayacucho pertene-
cen a los generos Halomonas y Chromohalobac-
ter si bien existen algunas caracteristicas diferen-
ciales que podrian sugerir que se trate de especies
nuevas. Asi, el crecimiento en McConkey, la pro-
duccion de H2S y consumo de algunos carbohi-
dratos descritos como positivos en las especies
de los géneros Halomonas y Chromohalobacter,
dieron negativo en todos nuestros aislados. No
obstante, debido a la enorme heterogeneidad que
alberga la familia Halomonadaceae y al elevado
numero de especies descritas en los tltimos afios
consideramos que es totalmente necesario con-
tinuar el estudio incorporando el andlisis de las
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secuencias del gen 165 rRNA, ya que este meto-
do molecular es la herramienta mas valiosa para
1dentificar los aislados o clasificarlos si se trata de
nuevas especies.

Los aislados halofilos seleccionados presentan un
buen crecimiento en un amplio rango de tempe-
ratura, pH y concentraciones de cloruro de sodio,
caracteristicas que son ventajosas en la produccion
de enzimas, aminoacidos y exopolisacaridos de in-
teres industrial y biotecnologico, y por tanto se re-
quiere también ampliar su estudio tanto en la parte

de caracterizacion general como en la de sus usos
potenciales.
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