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GLOSARIO

Ambiente hipersalino: ambiente salino que posee una concentracién de sales ignales o
superiores al 15% de sal.

Atalasohalino: ambiente formado por aguas con elevado residuo salino pero de composicién
diferente a la del agua marina. Generalmente contiene més sulfuro y manganeso y se halla como
manantial en los salares en cuencas endorreicas o arreicas

Caracterizacién polifisica: caracterizacién de una especie en base tanto a la informacién
filogenética como genotipica

Citocromo P450: familia de hemoprotefnas encontradas en los tres dominios de la vida. Utilizan
un amplio rengo de compuestos enddgenos y exdgenos como sustrato de sus reacciones
enziméticas. La actividad enzimatica mas comtin es la monooxigenasa.

Cladograma: diagrama representativo en la clasificacién biologica taxonémica de los
organismos, en el que se muestra la relacion entre distintas especies segiin una caracteristica
derivada, la cual es resultado del andlisis cladistico de una especie. Los cladogramas son
importantes herramientas filogenéticas para el estudio de conceptos cientificos.

Axenico: cultivo axénico o puro es un cuitivo que contiene solo una clase de microorganismo.

Grupo monofilético: grupo de especies descendientes de una simple especie que incluye todos
los descendientes de esta especie troncal.

Haloarquea: microorganismo haléfilo extremo, pertenecen al dominio arquea, que requiere
altas concentraciones de sal para crecer. Muchos de ellos son pleomérficos.

Hidrocarburos saturados: también conocidos como alcanos, son moléculas orgénicas simples
¥ nto contienen dobles o triples enlaces entre los 4tomos de carbono.

Pleomorfismo: variacion del tamafio o forma celular de una especie.

Salar: un salar es un lago superficial en cuyos sedimentos dominan las sales {cloruros, sulfatos,
nitratos, boratos, etc). Las sales precipitan por la fuerte evaporaci6n.

Talasohalino: ambiente originado por la evaporacion del agua de mar y que contiene sus
mismas proporciones iénicas.

Zimograma: técnica electroforética basa en un SDS-PAGE, que incluye la adicién del sustrato
al gel de poliacrilamida, para Ia deteccién de la actividad enzimética.
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RESUMEN

Existen microorganismos capaces de degradar hidrocarburos en ambientes hipersalinos.
A pesar de su potencial uso en bioremediacién, los procesos biolégicos involucrados en la
degradacién de hidrocarburos atin son desconocidos, en parte debido al limitado nimero de
especies caracterizadas. Diferentes microorganismos que habitan los ambientes hipersalinos han
sido descritos en salares como Llamara, Ascotan y Atacama, ubicados en el norte de Chile. La
presencia de microorganismos en estos ambientes sugiere la posible existencia de
microorganismos capaces de degradar hidrocarburos.

El objetivo principal de este trabajo fue la biisqueda, aislamiento y caracterizacién
polifisica de una arquea halofila extrema capaz de degradar hidrocarburos saturados.

A partir de muestras provenientes del Salar de Ascotan (3.716 m, altiplano de la II
region, Chile), fueron aisladog seis microorganismos. Los microorganismos Ascl-i, Ascl-ii,
Asc3-ii y Asc3-iii se seleccionaron para este estudio por su capacidad de crecer en 2% de
keroseno como Tnica fuente de carbono y energfa. Presentan una pigmentacién naranja,
morfologia celular cocoide y son capaces de crecer en medio s6lido con una concentracion entre
15-30% de sal total. El alineamiento de las secuencias del gen 165 ADN ribosomal de estos
microorganismos seleccionados reveld que pertenecfan al orden halobacteriales, género
Haloarcula. El andlisis filogenético mostré que los microorganismos Ascl-i y Ascl-ii
corresponden al mismo aislado y forman un grupo monofilético con Haloarcula japonica rrnd.
Ase3-ii forma un grupo monofilético con Haloarcula japonica rrnd, Haloarcula argentinensis
rrnd y Haloarcula argentinensis rrnB. Asc3-iii formé un grupo monofilético con todas las
especies de Haloarcula rrnB. El estudio del crecimiento microbiano en funcién de la
temperatura, pH y concentracién de sal total, mostrd que Asc3-ii tiene una velocidad de

crecimiento mayor a 45 °C, pH neutro y con una concentracion de 27,5% de sal.
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En base a estos resultados, el microorganismo Asc3-ii se seleccion6 para la
caracterizacién de un taxén en halobacteriales. La curva de crecimiento para este
microorganismo cultivado a 45 °C en medio SW 27,5% y pH 7,5, present6 dos fases de
crecimiento exponencial, la primera con un tiempo de duplicacion de 2,17/dia y la segunda con
un tiempo de duplicacién de 0,38/dia. Macroscopicamente, Asc3-ii forma colonias con
morfologia circular, elevacién convexa y pigmentacién naranja oscuro. Asimismo se observd
presencia de motilidad. Metabdlicamente es aer6bico facultativo, capaz de crecer en galactosa,
sorbitol, sacarosa y manitol como fuentes de carbono. Ademds posee actividad catalasa y
oxidasa. La morfologia celular cocoide se revelé por microscopia electrénica de barrido. El
estudio de degradacién de hidrocarburos mostré que el microorganismo Asc3-ii es capaz de
crecer en hexadecano 7 mM, dodecano 7mM y 2% de keroseno, manteniéndose mejor en
dodecano. El zimograma para actividad enzimética de monooxigenasas tipo citocromo P450,
revel que este microorganismo posee actividad monooxigenasa.

En conclusién, este trabajo sugiere que el microorganismo Asc3-ii es una nueva especie

perteneciente al género Haloarcula con el potencial de degradar hidrocarburos saturados.
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ABSTRACT

There are hydrocarbon degrading microorganisms in hypersaline environments. Despite
its potential use in bioremediation, biological processes involved in degradation of
hydrocarbons are poorly understood, in part due to the limited number of species characterized
so far. Several microorganisms that inhabit hypersaline environments have been described in
salt lakes as Llamara, Ascotan and Atacama, located in northern Chile. The presence of
microorganisms in these environments suggests the possible existence of halophilic
microorganisms capable of degrading hydrocarbons.

The main goal of this study was to search, isolate and characterize of an extremely
halophilic archaeon able of degrading hydrocarbons.

From Ascotan Salt lake (3,716 m, Altiplano of Region II, Chile) six microorganisms
were establishing. Ascl-i, Ascl-ii, Asc3-ii and Asc3-iii microorganisms were selected for their
ability to grow in kerosene 2% as unique source of carbon and energy. These microorganisms
had orange pigmentation, a cocci cell morphology and were able to grow in a solid medium with
a total salt ranging between 15-30 % (w/v). The alignment of the sequences of the 16S rDNA
showed that these microorganisms belonged to the order halobacteriales, genus Haloarcula. 4
phylogenetic analysis showed that microorganisms Ascl-i and Ascl-ii were the same isolate and
Jformed a monophyletic group with Haloarcula japonica rrnd. Asc3-II formed a monophyletic
group with Haloarcula japonica rrmd, and Haloarcula argentinensis rmA and Haloarcula
argentinensis rrmB. Asc3-III formed a monophyletic group with all Haloarcula rrB. The study
of microbial growth in relation to temperature, pH and total salt concentration showed that
Asc3-ii has the highest growth rate between at 45 ° C, a neutral pH and a salt concentration at

27,5 %.
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Based on these results, Asc3-ii microorganism was selected for the characterization in
the order halobacteriales. The growth curve of Asc3-ii done at 45 °C in SW medium 27,5% of
total salt and pH 7.5, showed two doubling time growth, the first one of 2,17/day and the second
of 0,38/day. Macroscopically, Asc3-ii colony has a round shape, convex elevation and dark
orange pigmentation. Also the presence it is motility. Metabolically it turned out to be gerobic
Jacultative, to grow in galactose, sacarose, sorbitol and manitol as carbon sources. Moreover,
catalase and oxidase activity. The Coccus cell morphology was revealed by scanning electron
microscapy. The study of hydrocarbon degradation showed that microorganism Asc3-ii is able
to grow in hexadecane 7mM, dodecane TmM and kerosene at 2%, remaining better in dodecane.
Cytochrome P450 monooxigenase type activity was detected by active staining zymogram.

As a conclusion, this work suggests that microorganism Asc3-ii is a new specie

belonging to the genus Haloarcula with a potential to degrade saturated hydrocarbons.
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1. INTRODUCCION
1.1. La diversidad microbiana en ambientes extremos
1.1.1. Estudio de la diversidad microbiana

Los procariotas son los organismos mdis abundantes de la tierra, comprendiendo los
dominios Bacteria y Archaeca, siendo su diversidad, resultado de 3,8 mil millones de afios de
evolucién (Oren, 2002). Se considera que los procariotas son actores esenciales de la bidsfera,
produciendo componentes de la atmdsfera terrestre y catalizando transformaciones
indispensables en los ciclos biogeoquimicos (Rainey y Oren, 2006). El estudio de la diversidad
microbiana es esencial para comprender la historia de Ia tierra y para entender los procesos de
adaptacion bioldgica ante la variacion del entorno {Ogunseitan, 2005).

La diversidad microbiana, entendida como los diferentes tipos de organismos y su
relativa abundancia, puede ser estudiada mediante técnicas cultivo dependientes o técnicas
moleculares (Torsvik y col., 1998). La aproximacion cultivo dependiente, incluye la elaboracion
y utilizacién de medios liquidos, semisélidos o s6lidos para el crecimiento y aislamientos de
microorganismos. Este acercamiento es de gran utilidad, por el bajo costo de los reactivos y la
posibilidad de disponer del microorganismo para diferentes estudios (Margesin y Shinner, 2001).
Sin embargo, algunos trabajos sugieren que el enfoque cultivo dependiente no es adecuado para
determinar la estructura de la comunidad microbiana (Curtis y Sloan, 2005), pues se estima que
menos del 1% de los microorganismos existentes son aisiados por herramientas convencionales
de cultivo (Torsvik y Ovreas, 2002). Por otra parte, la aproximacién molecular estudia el
material genético presente a través de herramientas de biologia molecular como amplificacién de
ADN, clonacion y secuenciacién (Madigan y col., 2006). El estudio de la diversidad microbiana
a través de las secuencias de genes de ADN ribosomal revel6 la existencia del dominio Archaea,
marcando una transformacién para el entendimiento de la evolucién de la vida (Woese y col.,

1990). Por otro lado, la diversidad microbiana puede estudiarse mediante genes que codifican
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para funciones especificas en los ecosistemas, como por ejemplo, el estudio de los genes
relacionados a Ia fijacién del nitrégeno (Jetten, 2008). En metagendmica, se puede estudiar la
diversidad microbigna a través de la clonacién y secuenciacion de segmentos de ADN
directamente de muestras ambientales (Madigan y col., 2006). Si bien la utilizacién de técnicas
moleculares para estudiar la diversidad microbiana da una visién global de la riqueza,
abundancia y dindmica de los microorganismos {Curtis y Sloan, 2005), el uso de la
aproximacién cultivo dependiente permite disponer del microorganismo tanto para su
caracterizacién, como para su directa utilizacién en potenciales aplicaciones biotecnoldgica

(Schiraldi y col., 2002).

1.1.2.  Diversidad en ambientes extremos y su potencial biotecnolggico

Algunos microorganismos habitan ambientes considerados extremos para la vida, estos
microorganismos, llamados extremdfilos, pueden vivir a temperaturas cercanas al punto de
ebullicién o bajo el punto de congelacion del agua, en condiciones de pH acidas o basicas, de
extrema salinidad o alta presién (Horikoshi y Grant, 1998). Los microorganismos extreméfilos
han desarrollado adaptaciones fisioldgicas en sus proteinas y lipidos, var'i(;suposeen eﬁciéﬁt:es
sistemas de reparacion de ADN (Rainey y Oren, 2006). Distintas aplicaciones biotecnoldgicas
han sido investigadas usando microorganismos provenientes de ambientes extremos (Larrain-
Linton y col., 2007). Algunas aplicaciones biotecnolégicos incluyen al organismo en si mismo,
como por ejemplo en la biolixiviacién de minerales, donde una comunjdad de microorganismos
mesofilos, termofilos, hiperferméfilos, todos ellos aciddfilos, interactian en la oxsid;icién del
azufre o hierro (Alexander y col., 1987). Otras aplicaciones incluyen la purificacién de enzimas
activas a temperaturas o pH extremos utiles en la industria de detergentes, aIirr;c;ntaria e
industria del papel (Podar y Reysenbach, 2006). Asimismo, estudios proyectan el uso de

extremofilos en la bioremediacion de ambientes extremos (Margesin y Shinner, 2001),

18




1.2.  Microorganismos degradadores de hidrocarburos
1.2.1. Degradacion de hidrocarburos mediada por micraorgc’m_ismos

La degradacién de hidrocarburos mediada por organismos se conoce tanto en el dominio
Bacteria como Eukarya (Ollivier y Magot, 2005). Si bien existen reportes de degradacion de
hidrocarburos en ambientes donde habitan arqueas (Oren, 2005), el dominio Arcl‘iaea“aﬁn no ha
sido establecido como degradador de hidrocarburos (Ollivier y Magot, 2005). En la tabla 1, se
presentan los principales géneros degradadores de hidrocarburos para el dominio Bacteria y
Eukarya.

El paso inicial del metabolismo microbiano de hidrocarburos corresponde a la entrada

-

del hidrocarburo hacia el interior de la célula, proceso que ocurre a u‘avés de acceso.. di;ecté 'o'
mediado por biosurfactantes (Ron y Rosenberg, 2002; Bordoloi y Konwar, 2008). Una vez
ingresado, el hidrocarburo saturado se metaboliza por vias de oxidacién aerdbica o anaerébica
(van Beilen y Funhoff, 2007). En la degradacién aerdbica, los hidrocarburos saturados son
sustrato para enzimas monooxigenasas del tipo alcano hidroxilasa o citocromo P450 (Bernhardt

2006). El rol de las enzimas monooxigenasas es diverso ya que ademas de iniciar la degradacwn
de distintas fuentes de carbono, participan en la detoxificacién de compuestos toxicos, sintesis
de metabolitos secundarios o sefializacion de moléculas (van Beilen y Funhoff, 2006).

Asociada a una cadena transportadora de electrones, la enzima monooxigenasa oxida al
hidrocarburo en su correspondiente alcohol primario (Wentzel y col., 2007). El alcohol formado,
ahora més soluble, es blanco para sucesivas deshidrogenaciones, convirtiéndose en el acido
carboxilico respectivo (Wentzel y col., 2007). El 4cido carboxilico se metaboliza posterioriente
hasta convertirse en acetil-CoA, molécula central en el metabolismo, el que puede ingresar al
ciclo de Krebs, a las vias metabolicas de biosintesis de dcidos grasos o biosintesis de

aminodcidos (Fig. 1) (van Beilen y Funhoff, 2005; van Beilen y col., 2006).
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Tabla 1. Principales organismos degradadores de hidrocarbures. Diferentes
bacterias, levaduras, hongos y algas son capaces de crecer a través de la degradacion
de hidrocarburos. Nétese la presencia de los dominios Bacteria, Eukarya y la
ausencia del dominio Archaea (adaptado de Ollivier y col., 2005).

Bacterias Levaduras Hongos Algas
Achromobacter Candida Aspergiilus Prototheca
Acinetobacter Cryptococcus Cladosporium
Alkanivorax Debaryomyces Cunninghamella
Alkaligenes Hansenula Dendryphiella
Bacillys Pichia Fusarium
Brevibacterium Rhodotorula Glicicladium
Corymebacterium | Saccharomyces Lulworthia
Geobacillus Sporobolomyces Varicosporina
Gordonia Torulopsis Verticillium
Mycobacterium Trichosporom
Nocardia Yarrowia
Pseudomona
Rhodococcus
Sphingomanas
Streptomyces
Thermoleophilum
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Figura 1. Degradacién aerébica de hidrocarburos. Diferentes alcanos saturados
actian como sustrato para sistemas enzimdticos de monooxigenacién tipo alcano
hidroxilasa o citocromo p450. Sucesivas oxidaciones convierten el hidrocarburo en
Acil-CoA, Después del proceso de la B-oxidacién, se forma un Acetil-CoA, molécula
central en el metabolismo que puede entrar al ciclo de Krebs, las vias metabélicas de
biosintesis de 4cidos grasos o biosintesis de aminoécidos (adaptado de van Beilen y
Funhoff , 2007).
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1.2.2.  Microorganismos degradadores de hidrocarburos en ambientes extremos

Diversds ambientés coiifariiinados por hidrocarburos sori éaractérizados por presentar
bajas temperaturas, pHs extremos o altas concentraciones de sal (Aislabie y col., 2006).
Microorganismos degradadores de hidrocarburos adaptados a estas condiciones son importantes
para el tratamiento biolégico de la contaminacién (Margesin y Shinner, 2001). La degradacion
de hidrocarburos ha sido reportada en una variedad de ambientes terrestres y marinos
(Alexander, 1999), como por ejemplo, la degradacién de hidrocarburos mediada por
microorganismos ha sido descrita en suelos de la Antértica (Aislabie y col., 2006). Bacterias
heterétrofas acidofilas han sido descritas por metabolizar diferentes hidrocarburos alifaticos
como propanol, acetona, acetaldehido, propanaldehido, dodecano y hexadecano en suelos a pH
3,0 (Alexander y col, 1987). Degradacién de fenol bajo condiciones alcalinas ha sido
demostrada para pseundomonales por Oren (2005). Se destaca que la mayoria de los procesos
biolégicos involucrados en la degradacién en estos ambientes alin no se conocen (Margesin y

Shinner, 2001; Oren, 2005).

1.3.  Ambientes hipersalines y degradacién microbiana de hidrocarburos
1.3.1.  Microorganismos haldfilos extremos

Los ambientes hipersalinos son entornos caractéerizados por contener ;oncentraciones
mayores a 3,5% de sales, que comresponde a la concentracién salina del agua de mar (Oren,
2002). Dependiendo de su composicidn, pueden clasificarse en sistemas talasohalinos, cnando
contienen las mismas proporciones de sales que contiene el agua d; mar; o sis{emas
atalasohalinos, cuando las proporciones de sales son diferentes a lfzs del agua de mar (Oren,

2008). En estos ambientes crecen los microorganismos liamadés. hal6filos (Otenr 2002; Oren,

2008). Los haléfilos pueden ser clasificados segim los requerimientos salinos Gptimos de
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crecimiento en leves (2-5% de sal total), moderados (5-20% de sal total) y extremos (20-30% de
sal total) (Oren y col, 2008).

Los microorganismos hal6filos extremos pertenecen al dominio Archaea (Oren, 2002).
Para el crecimiento en un ambiente hiperténico, las arqueas halofilas extremas acumulan una
concentracion intracelular de KCl equivalente a la concentracion externa de NaCl para mantener
el balance osmético (Falb y col., 2008). La adaptacion a las altas concentraciones de KCl y NaCl
incluyen la modificacién de la carga superficial de las proteinas a través de una mayor
sustitucion de aminodcidos como el glutamato y el aspartato (Dassarma, 2006)
Morfologicamente, los microorganismos haléfilos extremos pueden ser bacilares, discoides, con
formas triangulares o cuadrados (Boone y col., 2001), tal como se muestra en la Figura 2.
Ademds, algunos son pleomorficos, especialmente cuando las condiciones i6nicas del medio no

son las Optimas para su crecimiento (Dassarma y Dassarma, 2008).

Figura 2. Imédgenes de microscopia electrénica de diferentes microorganismos haléfilos
extremos. La diversidad morfologica de las arqueas haléfilas extremas es una caracteristica
de la orden halobacteria. 1, Haloarcula japonica, 2, Halobacterium salinarium; 3.
Haloquadratum walsbyi. Imagenes obtenidas de Archaea, Laboratoire de Biologie
Moléculaire du Géne chez les Extremophiles, http://archaea.u-psud.fr/archaeapics.html
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Se distinguen por ser pigmentados debido a la presencia de carotenoides (Oren, 2005).
Metabélicamente pueden ser aerdbicos o aerdbicos facultativos, médiante la réduccidn de nitrato
o la fermentacién de aminodcidos L-arginina (Mancinelli y Hochstein, 1986; Rainer y col,,
1980). Se ha descrite que especies aisladas y pertenecientes a los géneros Haloarcula, Haloferax
y Halorubrum, son capaces de utilizar carbohidratos como fuente de energia y carbono (Oren y

col., 1997).

1.3.2. Degradacicn de hidrocarburos en ambientes hipersalinos

Distintos contaminantes organicos son degradados por microorganismos en ambientes
salinos (Horikoshi y Grant, 1998; Oren, 2002). Si bien existe una relacién inversa entre salinidad
y la seolubilidad de hidrocarburos, existen reportes de microorganismos. capaces de degradar
hidrocarburos a concentraciones entre 4 y 30% de NaCl (Margesin y Shinner, 2001).
Microorganismos haléfilos o halotolerantes provenientes de sistemas marinos (3,5 % de sal)
contaminados con hidrocarburos han sido aislados y caracterizados (Harayama y col., 2004).
Una arquea haldfila extrema aislada de un salar en Francia (Bertrand y col., 1990) y una arquea
hal6fila extrema aislada de un yacimiento petrolifero salino han sido capaces crecer en presencia
de hidrocarburos a 32% de NaCl (Oren, 2005). Una arquea perteneciente al género Haloferax y
olra pertencciente al género Halorubrum, han sido aislados en sitios contaminados con
hidrocarburos (Zyyagintseva y col, 1995). Un estudio realizado en un salar argentino, observd la
degradacion de hidrocarburos en presencia de 20% de NaCl (Kulichevskaya y col., 1992). Sin
embargo, estudios sobre los mecanismos biolégicos implicados afin no han sido reportados en

estos microorganismos (Oren, 2005).
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1.3.3.  Salar de Ascotany microorganismo haldfilos extremos

El norte de Chile presenta caracteristicas geolégicas, geomorfologicas y climaticas
tinicas para la formacion de diferentes sistemas hipersalinos. Estos sistemas hipersalinos, que
pueden ser de origen talasohalino o atalasohalino se extienden en Ia costa, depresion intermedia
y altiplano (Risacher y col., 1999), entre ellos el Salar de Llamara, el Salar de Atacama y €] Salar
de Ascotan.

El Salar de Ascotan, es un sistema hipersalino ubicado en el altiplano de la region de
Antofagasta, Chile (Fig. 3). Es un sistema atalasohalino, alimentado por distintas fuentes
termales y escurrimientos provenientes de rocas volednicas, presentando zonas con salmueras y
salinas (Risacher y col., 1999).

Pocos estudios acerca de la diversidad microbiana han sido realizados en el Salar de
Ascotan, seglin describe Demergasso y col. (2003), Los estudios de diversidad microbiana
realizados través técnicas moleculares presentan una diversidad compuesta principalmente por
bacterias pertenecientes a las flavobacterias, proteobacterias y bacterias no identificadas y
arqueas hal6filas extremas pertenecientes al género Haloarcula y Halorubrum (Demergasso y
col., 2004).

Si bien existe el potencial de describir nueves microorganismos en este sistema

hipersalino, estudios cultive dependientes no han sido publicados.
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Figura 3. Salar de Ascotan. 1, imagen satelital del norte de la region de Antofagasta, Chile; 2, El
Salar de Ascotan esta localizado a 3750 m, en el Altiplano de la region of Antofagasta, Chile. Este
lugar es caracterizado por la una alta radiacion y baja actividad de agua; 3, fotografia del Salar de
Ascotan, donde pueden observarse algunas pozas.
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Considerando todo lo anteriormente expuesto, este trabajo propone la siguiente

hipdtesis:

Es posible aislar arqueas hal6filas extremas capaces de degradar hidrocarburos desde

muestras ambientales provenientes del Salar de Ascotan.

1.4.  Objetivo general
Para demostrar esta hipdtesis, se realizard una aproximacién cultivo dependiente cuyo
objetivo general serd aislar y caracterizar una arquea haléfila exirema capaz de degradar

hidrocarburos saturados.

1.5.  Objetivos especificos -
Se plantean los siguientes objetivos especificos:
e Detectar y aislar arqueas hal6filas extremas.
¢ Seleccionar arqueas haléfilas extremas capaces de crecer en hidrocarburos.

s  Optimizar el crecimiento de las arqueas haléfilas extremas seleccionadas en funcién de

la temperatura, pH y concentracién de sal total.

® Realizar la caracterizacion microbiolégica para identificar una nueva arquea haléfila

extrema en un microorganismo seleccionado.

e Demostrar la actividad monooxigenasa involucrada en la degradacién de hidrocarburos.
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2. MATERIALES Y METODOS
2.1. Muestras, medios y condiciones de cultivo
2.1.1. Procedencia de las muestras

Diferentes muestras de sedimentos se obtuvieron del Salar de Ascotan, ubicado en el
altiplano de la II regién, Chile (3750 m de altura., Coordenadas UTM, 7609476N 577107E 19).
La toma de muestras se realizé considerando la presencia de pigmentacion en los diferentes
sedimentos, tal como se muestra en la Figura 4. Los sedimentos se colectaron en tubos falcon de

50 mL bajo condiciones estériles y se almacenaron a -4 °C, hasta su utilizacion.
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Figura 4. Fotografias de los sedimentos obtenidos en el Salar de Ascotan. Detalle de la
pigmentacion de los sedimentos obtenidos desde el Salar de Ascotan (3750 m de altura,
Coordenadas UTM, 7609476N 577107E 19). La diversidad de pigmentacion indica la
posible presencia de microorganismos incluyendo arqueas halofilas extremas.

2.1.2.  Medio de enriguecimiento y aislamiento de los microorganismos
Las muestras se enriquecieron a 48 °C en medio modificado SW (Sea Water) al 23%
(p/v) de sal total y ajustado a pH 7.2. El enriquecimiento se bas6 en el medio descrito por

Rodriguez-Valera y col. (1979). El medio SW modificado para una concentracion 30% (p/v),
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contiene: 240 g/1. NaCl, 30 g/I. MgCl, x Hy0, 35 g/L MgSO; x 7TH;0, 7 g/L KCL, 5 g/L de
extracto de Peptona y 1 /L de extracto de levadura (Oxoid). Se adicion6 1 ml. de solucién traza
que contiene: 1,5 g/L FeCly, 1 g/l ZnCl,, 0,3 g/L. MnCl, x 4H,0, 3 g/L H:BO;, 2 g/LL CoCl; x
2H,0, 0,2 g/L CuCl, x 2H,0, 0,24 g/L NiCl, x 6H,0 y 0,3 g/L. NaMoO, x 2H,0. La preparacion
del medio sélido se realizé agregando 1,5 % (p/v) de agarosa al medio SW. Las placas se

realizaron a alta temperatura para permitir una gelificacion homogénea.

2.1.3. Seleccién y caracterizacion preliminar de los microorganismos capaces de crecer en 2
% de keroseno.

Los microorganismos capaces de crecer en keroseno se seleccionaron en medio KSW
(Kerosene Sea Water) propuesto en este trabajo, basado en el medio modificado SW descrito
anteriorménte. El medio KSW contiene medio modificado S# al 23% (p/v) de sal total, sin
peptona ni extracto de levadura y 2% (v/v) de keroseno, ajustado a pH 7,2. Se considerd
crecimient;) positivo a través de la medicién de DO a 600 nm en un espectrofotémetro y
mediante observacién al microscopio. La morfologia de los microorganismos seleccionados se
describié usando criterios microbiol6gicos estdndares, que incluyé tipo de borde, pigmentacion y
elevacion de la colonia. La morfologfa celular se examiné al microscopio dptico utilizando
cultivos liquidos en crecimiento exponencial (Madigan y col., 2006).

Para la mantencién de los microorganismos en 2% de keroseno se utilizaron placas R2A al
23% de NaCl las cuales contienen: 0,5 g/L. de extracto de levadura, 0,5 g/L. de peptona, 0,5 g/LL
de caseina hidrolizada, 0,5 g/L de glucosa, 0,5 g/L de almidén soluble y 0,3 g/L de piruvato de

sodio (Aislabie y col., 2006).
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2.2. Técnicas de biologia molecular
2.2.1. Extraccién del ADN gendmico

El método de extraccion del ADN genémico se realizé mediante la modificacién del
protocolo propuesto por Yang y col. (2007). 1 mL de cultivo en fase exponencial se centrifugd
durante 5 min a 14.000 rpm y posteriormente se descart6 el sobrenadante. Para realizar lisis
celular osmotica, se agregd 400 pL. de agua bidestilada y se agité en vortex durante 20 s,
Posteriormente, se centrifugé por 15 min a 14.000 rpm y se recuperd el sobrenadante
cuidadosamente. Posteriormente, fa solucién se calent6 a 73 °C durante 10 min. La extraccibn se
almaceno a -4 °C, hasta su utilizacion.

El ADN obtenido se visualizé mediante electroforesis en gel de agarosa al 0,8 % en
solucién amortiguadora de TBE 0,5 M y se utilizé el marcador de peso molecular del fago
lambda EcoR1/HindIIL. El mix de carga consisti6 en 3 pL del extracto ADN genémico, 3 pL de
solucién de carga (3 mL glicerol (30%), 25 mg azul de bromofenol (0,25%) y H,O destilada
hasta 10 mL) y 2,5 pL de sybergold. El gel se corri6 a 85 V/cm durante 40 min. Los resultados

se observaron en un transilumidador.

2.2.2. Amplificacion de la secuencia del gen del 16S ADN ribosomal

La secuencia del gen del 168 ADN ribosomal se amplificé usando el primer universal
1492R (5'-GGTTACCTTGTTACGACTT-3"), el partidor especifico para i3acteria 27F (5*-
AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3") y el partidor especifico para Archaea 21F (5'-
TCCGGTTGATCCYGCCGG-3', donde Y=Co T).

La reaccién de PCR consisti6 en: 2,5 pL buffer 10X*, 2 pL MgClL*(25mM), 2 pL. dNTPs
*(10 mM mix), 1 pL partidor 1492R, 1 pL partidor 21F o 27F, 0,2 pL de Tag *(5U/uL), 13,3 pk
agua destilada y 3 pL. ADN templado (*, fermentas). Las condiciones de PCR fueron: 1 min Aot

start 2 95 °C; 30 ciclos de 1 min de desnaturacién a 93 °C, 1 min de hibridacién a 55 °C y 1 min
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de elongacién a 72 °C; y una extensién final de 10 min a 72 °C (Dyall-Smith, 2008). La
visualizacion se realiz6 en gel de electroforesis en agarosa como se describi6 anteriormente. El

producto amplificado de PCR se almacené a -4 °C.

2.3. Anailisis filogenéticos

Los ADNs se enviaron a la Universidad de Michigan para secuenciacion. Las secuencias
para establecer las bases de datos y realizar los analisis posteriores, se seleccionaron desde la
base de datos del EMBL y Ribosome Database Project, RDP (Maidak, 1997; Maidak, 2000).
Los cromatogramas de las secuencias de los microorganismos Ascl-i, Ascl-ii, Asc3-ii y Asc3-iii
se revisaron utilizando el programa FinchTV. Las secuencias revisadas obtenidas se sometieron
a un alineamiento bésico con el programa BLASTn (Altschul, 1990). Las secuencias de los
microorganismos aislados junto con diversas secuencias seleccionadas se sometieron a un
alineamiento mltiple con el programa ClustalX (Thompson, 1997). Posteriormente las
secuencias se editaron para que todas tuvieran el mismo tamafio, 500 bases. Posteriormente, los
andlisis filogenéticos fueron realizados con la suite PHYLIP 3.67, bajo el criterio de méxima
parsimonia, con el algoritmo JQ y un boostrapping de 1000 (Abdennadher y Boesh, 2007;

Retief, 2000).

2.4. Condiciones de cultivo para los ensayos de temperatura, pH y sal total
2.4.1 Estudio del crecimiento microbiano en relacion a la temperatura

En el estudio de crecimiento microbiano en relacién a la temperatura, los
microorganismos se crecieron en medio modificado S# al 23% de sal total ajustado apH 7,2 a
las temperaturas 5, 12, 25, 29, 33, 37, 41 y 45 °C. El crecimiento se determiné a través de la

medicién del DO a 600 nm durante 16 dias. Las experiencias se realizaron en triplicado.
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2.4.2. Determinacion de la velocidad de crecimiento en relacion al pH

Para determinar el crecimiento microbiano en relacién al pH, los microorganismos se
crecieron a 37 °C en medio modificado SW al 23% de sal total, a diferentes pHs entre 5,5 y 8,5,
usando un incremento de 0,5 unidades de plL. Los medios a pH 5,5-6,5, se ajustaron en
presencia de la sotucién de amortiguacion MES 25 mM (concentracién final). Los medios a pH
6,5-7,5, se ajustaron en presencia de la solucion de amortiguacion HEPES 25 mM
(concentracién final). Los medios a pH 8,0 y 8,5, se ajustaron en presencia de la solucién de
amortiguacién EPPS 25 mM (concentracién final). El crecimiento se determino a través de la

medicién del DO a 600 nm al tercer dia. Las experiencias se realizaron en triplicado.

2.4.3. Determinacion de la velocidad de crecimiento en relacién a la concentracion de sal
total
Para determinar el crecimiento microbiano en relacién a la concentracion de sal total, los
microorganismos se crecieron a 40 °C en medio modificado SW ajustado a pH 6,5 en diferentes
concentraciones de sal total, entre 1y 30%. La peptona, el extracto de levadura y las sales trazas
fueron mantenidas constantes. El crecimiento se determind a través de la medicién del DO a 600

nm al tercer dia. Las experiencias se realizaron en triplicado.

2.5. Ensayos microbiolégicos para caracterizacién de halobacteriales
2.5.1. Crecimiento anaerdbico via reduccion de nitrato.

El crecimiento anaerdbico via reduccidn de nitrato se realizé modificando lo descrito por
Mancinelli y col. (1986). Se agregé 1g/L. de KNO;, 10 pL de 4cido sulfamilico 0.8% (disuelto
en 4cido acético al 30%) y 10 pL de n-naftilamina 0,5% (disuelto en 4cido acético al 30%) al

medio modificado SW al 27,5% de sal total y ajustado a pH 7,5. Para la anaerobiosis, un frasco
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con tapa de goma se lleno con el medio modificado SW'y se esteriliz6 en autoclave durante 20
min a 120 PSI. Una vez abierto la autoclave, el O, disuelto se desplazé mediante el bombeo de
N, a través de un sistema manifold (Girguis y col., 2005). La inoculacién se realizo al 5% (v/v)
en fase exponencial y se crecid a 37 °C, durante 7 dias. El resultado positivo se observé por el

cambio a una coloracién viol4cea y observacién microscopica.

2.5.2. Crecimiento anaerébico via fermentacion de L-arginina

Para el estudio de! crecimiento anaerébico via fermentacion de L-arginina, se agrego 2,5
g/L de L-arginina (Rainer y Oren, 1980) al medio modificado SW al 27,5% de sal total y
ajustado a pH 7,5 .La anaerobiosis se realizé segiin lo descrito anteriormente, se inoculd con 5%
de cultivo en fase exponencial y se crecié a 37 °C, durante 7 dias. El resultado positivo se

observo por crecimiento del microorganismo.

2.5.3. Crecimiento en diferentes fuentes de carbono como sustrato

Para estudiar el crecimiento a través del consumo de diferentes fuentes de carbono, se
prepararon medios de cultivos sélidos y liquidos con el medio modificado SW al 27,5% de sal
total, ajustado a pH 6,3, sin extracto de levadura ni peptona y distintas fuentes de carbono: 0,1%
de sacarosa, galactosa, maltosa, glicosa, ribosa, galactosa o manitol {Oren y col., 1997). Para
suplementar la ausencia de nitrégeno se agreg6 1 g/L de NH4Cl, ademés, se adiciond la solucién
de amortiguacién MES 25mM (concentracion final) para controlar el cambio de pH debido al
consumo de los azucares (Oren y col., 1997). Se inoculd al 5% en fase exponencial y se cultivo a

37 °C. El crecimiento se detecté por medicién de DO a 600 nm.
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2.5.4. Test para catalasa
Para el test para catalasa, se aplicé directamente a un grupo de colonias 3 gotas de H;0,

al 30% de sal total. EI test positivo se observo por la liberacién de burbujas de aire, transcurridos

5 min (Dyal-Smith, 2006).

2.5.5. Test para oxidasa
Para el test para oxidasa, se aplicé el 1% de reactivo de Kovacs a un papel filtro
impregnado con colonias. El test positivo se observé por el cambio de color del papel a una

coloracion violdcea (Dyall-Smith, 2006)

2.3.6. Test de actividad esterasa y proteasa.

La actividad esterasa y proteasa para arquea haldfilas extremas se estudio mediante el
ensayo de Tween 80 realizado simultdneamente segiin lo descrito por Gutiérrez and Gonzélez
{1972). La actividad esterasa se observaria por la formacién de halos debido a la precipitacion
del oleato calcico y la actividad proteasa por la formacién de un halo opaco alrededor de las

colonias.

2.6, Microscopia electrénica de barrido

La microscopia electrénica de barrido se realizé segin lo descrito por Nicolaus y col.
(1999), en su estudio de exopolisacaridos en Haloarcula. 1 mL de cultivo en fase exponencial se
concentré mediante 10 min de centrifugacién a 10.000 rpm. Posteriormente, el pellet se lavd
usando una solucién amortiguadora A (buffer fosfato 0,05 M preparado al 10% de NaCl y
ajustado a2 pH 6,5). Las células se fijaron al 3% (v/v) de glutaraldehido en solucion
amortiguadora A, durante 30 min a 25 °C y posteriormente fueron filtradas usando un filtro de

poliamida (Sartorius) 0,45um. Las células fijadas se deshidrataron por lavado en incrementos de
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10% de etanol (60-100%). Luego, las células se secaron al vacio y se recubrieron con oro-
paladio en un recubridor catédico durante 60 s. Las muestras se visvalizaron en un microscopio

electrénico JEOL JSM-T300 (resolucion, hasta 10nm).

2.7. Estudio de la actividad monoexigenasa para hidrocarburos saturados
2.7.1 Degradacion especifica de hidrocarburos

Para estudiar la degradacién especifica de distintos hidrocarburos se preparé medio
modificado SW al 27,5% de sal total y ajustado a pH 6,5, sin extracto de levadura ni peptona,
més distintas fuentes de hidrocarburos: hexadecano 7 mM, dodecano 7 mM y 2 % de keroseno.
Se utilizé el doble de las concentraciones descritas por Saul y col. (2005). El crecimiento se

detectd por medicién de DO a 600 nm.

2.7.2. Preparacion del extracto crudo para zimograma

La obtencién del extracto crudo para el zimograma se realizd a través de una
modificacion de lo propuesto por Dyall-Smith (2006). 500 mL de cultivo celular se crecié en el
medio modificado SW, sin extracto de levadura, con 1 g/L de peptona y dodecano 10 mM. El
cultivo en fase exponencial se centrifugé durante 45 min a 8.000 rpm. Posteriormente, el
sobrenadante se descarto, El precipitado fue resuspendido en 25 mL de KCl 2M, se adicion6 1
mg de ADNasa y lisozima, y se incubd durante 30 min a 37 °C. Luego, se centrifugd a 4 °C

durante 30 min a 8.000 rpm, se recuperé el sobrenadante y se almacené a -4 °C.

2.7.3. Determinacién cuantitativa de las proteinas

La cuantificacién de proteinas se realizo segiin el método de Bradford (1976), utilizando

el sistema comercial Bio-rad Protein Essay (Biorad).
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2.7.4. Deteccion cualitativa de actividad monooxigenasa mediante zimograma

La deteccion cualitativa de actividad monooxigenasa se realizé mediante un zimograma,
seglin lo descrito por Zazueta-Sandoval y col. (2003). La electroforesis en gel de poliacrilamida
(PAGE) no denaturante se realizé al 10%, el que se realizé con una mezcla de 13,3 mL de
solucién acrilamida/bisacrilamida (mezcla de 30 g de acrilamida y 0,8 gr de N,N-
metilenbisacrilamida en H,O destilada hasta 100mL), 10 mL de buffer fosfato a pH 7,5, 16,48
mL de H,O destilada, 1 mL de persulfato de amonio al 10% y S5puL de TEMED. Se cargo 40 pL
de extracto de crudo de proteinas en solucion de carga (relacion 1:1). El gel se corrié en buffer
fosfato pH 7,5, durante 18 hrs a 80 V/em (Ausubel, 2003). La presencia de proteinas en el gel de
acrilamida se confirmo por la tincién con azul de comassie aplicado directamente en el gel y su
posterior lavado con agua a 50 °C.

En el ensayo de actividad, el gel no-denaturante PAGE se sumergié en mezcla de
reaccion de 10 mL de solucién A (20 mg de o-dianisidina disuelta en 15 ml de alcohol absoluto
y titulado hasta 100 ml con buffer Tris-HCI 25mM, pH 7,5); 9 ml de buffer Tris-HCI, pH 7,5; y
1,0 ml de dodecano. El ensayo enzimatico se realizé a 37 °C y se agitd hasta que aparecié una

banda de coloracién café (Zazueta y col., 2003).
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3. RESULTADOS
3.1. Aislamiento y caracterizacién de microorganismos haléfilos extremos
3.1.1. Arqueas haldfilas extremas

Para la obtencién de arqueas haléfilas extremas, los sedimentos de las muestras llamadas
Ascl, Asc2, Asc3 y Ascé se enriquecieron en medio SW a 48 °C y se incubaron durante 14 dias.
Se determind el estado de crecimiento a través de medicion de DO a 600 nm y observaciones al
microscopio. Posteriormente, los enriquecimientos se sembraron en placas SW y se incubaron
durante 10 dias a 48 °C. Distintas colonias pigmentadas fueron obtenidas de los
enriquecimientos de Ascl, Asc2 y Asc3, las cuales fueron aisladas y traspasadas sucesivamente
en medios sélidos y liquidos. Se obtuvieron un total de seis cultivos puros llamados: Ascl-i,

Ascl-ii, Ascl-iii, Asc3-i, Asc3-ii y Acs3-iii (Fig. 5).

i

Figura 5. Fotografia de diferentes cultivos puros obtenidos utilizando medio SW. Los
aislados se obtuvieron realizando traspasos sélidos y liquidos a 48 °C en medio SW al 23%
y ajustado a pH 7,2. De izquierda a derecha: Ascl-i, Ascl-ii, Ascl-iii, Asc3-i, Asc3-ii,
Acs3-iii y JurB (control positivo).
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3.1.2.  Seleccion de microorganismos en 2% de keroseno.

Los cultivos puros se inocularon al 10% (v/v) en medio KSW y se incubaron a 48 °C
durante 10 dias. Se determiné el estado del crecimiento a través de la medicion de DO a 600 nm
y observaciones al microscopio. Ademds se observé la emulsién del keroseno (datos no
mostrados). Se observo que los microorganismos Ascl-i, Asc3-ii, Acs3-iii (Fig. 6) y Ascl-ii (no

mostrado) fueron capaces de crecer en 2% de keroseno.

Figura 6. Fotografia de los cultivos puros creciendo en medio KSW. Los cultivos
se realizaron en medio SW 23% de NaCl ajustado a pH 7,2 mas 2 % de keroseno y
sin peptona ni extracto de levadura. El crecimiento se determiné por la medicion de
DO a 600 nm en comparacion al control.

3.1.3.  Caracterizacion preliminar de los microorganismos seleccionados
La caracterizacién de los microorganismos capaces de crecer en kerosene al 2%, se
realizé usando criterios microbiolégicos andlisis macroscopicos y microscopicos. El resumen de

la caracterizacion se muestra en la Tabla 2 y la imagen de las colonias en la Figura 7.
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Tabla 2. Caracterizacién preliminar de los microorganismos capaces de crecer en 2%
de keroseno. Los aislados capaces de crecer en 2 de keroseno fueron caracterizados en base
a su morfologia macroscopica y microscopica. Ademas, fueron crecieron en placas de sal en
un rango entre el 15 y 30%. La motilidad fue observada en tubos semi-tendidos con medio
SW al 23% de NaCl al 0,2 % de agar.

Caracteristica Ascl-i Ascl-ii Asc3-ii Ase3-iii
Pigmentacion Naranja claro Naranja Naranja oscuro Naranja
Forma colonia Irregular Circular Circular Circular
Elevacion Plana Plana Convexa Convexa
Forma celular Diplococo Pleomorfo Coco Coco
Motilidad + + + +
Rango de
conesiracion 20-30% 15-30% 15-30% 20-30%
de sal en medio
solido
Ascl-i Ascl-ii Asc3-ii Ase3-iii

Figura 7. Fotografia de los aislados capaces de crecer en keroseno. Colonias de los
diferentes aislados capaces de crecer en keroseno como unica fuente de carbono y energia,
mantenidas en placas R2A.
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3.2. Anilisis moleculares
3.2.1. Extraccidon de ADN gendmico

La extraccion de ADN gendmico de los microorganismos Ascl-i, Ascl-ii, Asc3-ii y
Asc3-iii, los cuales fueron seleccionados por su capacidad de crecer en 2 % de keroseno, se
realizé a través de la modificacién del protocolo propuesto por Yang y col (2007). Este
protocolo resulto ser €l que generé mayor cantidad de ADN. El ADN obtenido se visualizo

mediante electroforesis en 1% de gel de agarosa (Fig. 8).

21226 -

5148-
4268-

1804-
1580-

847-

Figura 8. Extraccibn de ADN gendmico de fos microorganismos capaces de
crecer en 2% de keroseno. Los microorganismos Ascl-i, Ascl-ii, Asc3-ii y Asc3-iii
se incubaron a 37 °C en medio SW al 23 % y ajustado a pH 7,2. El ADN de todos los
aislados se someti6 en 1% de gel de agarosa durante 40 min a 80V/em. 1, Ascl-i; 2,
Ascl-i; 3, Asc3-ii y 4, Asc3-iii. M, marcador de peso molecular Lambda
EcoRV/HindIil.

3.2.2.  Amplificacion del gen 16§ ADN ribosomal

La amplificacién de la secuencia del gen 16S ADN ribosomal de los microorganismos
Ascl-i, Ascl-ii, Asc3-ii y Asc3-iii se realizé usando los partidores especificos para bacterias
27F, arqueas 21F en par con el partidor universal 1492R. La reaccién de amplificacién de la

secuencia del 165 ADN ribosomal resultd positiva solo para arqueas. Las reacciones con ADN
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gendmico sin diluir presentaron amplificacién inespecificas con pesos moleculares mayores al
del gen 16S ADN ribosomal. El ADN diluido 10 veces también presento amplificacién de
bandas inespecificas pero se observo la amplificacion que corresponde a la banda del gen 168

ADN ribosomal (Fig. 9).

21226 -

5148-
4268-

1904-
1580-

Figura 9. PCR del gen 168 ADN ribesomal para arqueas. PCR de la secuencia
del 1658 ADN ribosomal de los microorganismos Ascl-i, Asc3-ii y Asc3-iii crecidos
a 37 °C en medio WS 23% y ajustado a pH 7,2 utilizando el partidor especifico para
arqueas 21F con el partidor universal 1492R. Los carriles 1, 2 y 3, muestran la
amplificacion positiva inespecifica para arqueas; Los carriles 4,5 y 6, muestran
amplificacion inespecifica para arqueas utilizando el ADN diluido 10 veces. Sélo el
carril 6 posee amplificacion con ¢l tamafio correspondiente al 168 ADN ribosomal
(flecha nepra). 1, Ascl-; 2, Ascl-ii v 3, Asc3-ii, neto. 4, Ascl-i; 5, Asc3-ii y 6,
Asc3-ii, dilucién 10. M, marcador de peso molecular lambda EcoRI/HindIIl,

Para aumentar la especificidad de la amplificacién de la secuencia del 165 ADN
ribosomal, se probaron distintas concentracion de MgCl,, utilizando el ADN diluido 10 veces,

Los resultados mostraron que s¢ requirié una menor concentracién de MgCl, (Fig. 10).
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Figura 10, Especificad del PCR en relacién a la concentracion de Mg*. La
reaccion de PCR se realizd a 6 diferentes concentraciones de MgCl,, 3 mM (1}, 2,5
mM (2, 2 mM 3), 1,5 mM (4, 1 mM (5) y 0,5 mM (6). M, marcador peso
molecular Lambda EcoRI/HindIIL

En base a los resultados anteriores, el PCR para la secuencia del gen del 165 ADN
ribosomal, se realizé utilizando el ADN diluido 10 veces y con 1 mM de MgCl, (Fig. 11).

Figura 11. PCR optimizado de las diferentes secuencias del 165 ADN ribosomal.
Amplificacién de las secuencias del 165 ADN ribosomal de los microorganismos
Ascl-i, Asc3-ii y Asc3-iii crecidos a 37 °C en medio WS 23% y ajustado a pH 7,2. 1,
Ascl-; 2, Ascl-ii; 3, Asc3-ii y 4, Asc3-iii. M, marcador de peso molecular Lambda
EcoRI/HindII.
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3.3. Analisis filogenético

Los cromatogramas y secuencias en formato FASTA de los microorganismos Ascl-i,
Ascl-ii, Asc3-ii y Asc3-ili, se analizaron con diferentes herramientas bioinforméticas. Los
cromatogramas se examinaron y corrigieron con la herramienta FinchTV. Posteriormente, las
secuencias en formato FASTA corregidos fueron analizados con el programa BLASTn. Los

resultados de los alineamientos se presentan en la Tabla 3.

Tabla 3. Resultades de BLASTn de los microorganismos Ascl-i, Ascl-ii, Asc3.ii y
Asc3-iii. Los resultados muestras que los microorganismos aislados estdn cercanos a
Haloarcula marismortui ATCC 43049,

Alineamiento mis
Microorganismo oL Identidad Gaps
significativo
Haloacula marismortui
Ascl-i 87 % 3%
ATCC 43049
Haloacula marismortui
Ascl-ii 94% 0%
ATCC 43049
Haleacula marismortui
Asc3-ii 91% 1%
ATCC 43049
- Haloacula marismortui
Ase3-tii 91% 2%
ATCC 43049

En base a los alineamientos realizados, diferentes secuencias del gen 165 ADN
ribosomal del grupo de los Halobacteriales se seleccionaron, considerando miembros del género
Haloarcula. Las secuencias se seleccionaron de las bases de datos del EMBL o RDP (Ribosome
Database Project). Las secuencias se alinearon y cortaron con el programa ClustalX. Los
andlisis filogenéticos se realizaron con el criterio de maxima parsimonia usando el programa
DNAPARS y se realizé un bootstrap de 1000. Para la seleccion del arbol se utilizé el programa

CONSENSE. Para visualizar el 4rbol se usd el programa ViewTree. Los microorganismos
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forman distintos nodos monofiléticos con especies del género Haloarcula (Fig. 12-14). En base
a estos resultados, los microorganismos Asc3- ii y Asc3-iii fueron seleccionados para andlisis

posteriores.

—— Haloferax mediterranei
 inuannand Methanococcus hungatei
= Halorubrum lacusprofundi
Natronobacterium pharaonis
640

— Halobacterium salinarum

— fialomicrobitmmukohataei(rrnA}

Haloarcula argentinensis{rmA}

Haloarcula japonica(rrnA)

Ascl-l [ Acl-il

Haloarcula vallismortis(rrnA)

Haloarcula hispanicalrrnA)

Haloarcula marismortui(rrnA)

— Haloarcula quadrata{rnA)

e Halomicrobium mukohataei(rinB)

Haloarcula argentinensis(rrn8)

Haloarcula japonica(rinC)

543
_.. Haloarcula hispanicafrrnB)

Haloarcula japonica{rnB)

Haloarcula quadrata{irnB)

Haloarcula marismortuifrrnB)

Haloarcula vallismortis(rnB)

Figanra 12. Cladograma para los microorganismos Ascl-i y Acsl-ii. Distintas secuencias
del grupo halobacteriales se analizaron con los microorganismos Ascl y Ascl-ii. Se observa
que el microorganistno Ascl-i y Ascl-ii formaron el mismo nodo monofilético con
Haloarcula Japonica rrnd, con un bootstrap de 739. La relacién filogenética se realizado
usando el criterio de maxima parsimonia. Los valores sobre 400 de Bootstrap son mostrados
en los nodos.
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Halobacterium safinarum

Natronobacterium pharaonis

Haloferax mediterranei
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Figura 13. Cladograma para el microorganismo Asc3-ii, El estudio de los relaciones
filogenéticas entre el microorganismo Asc3-ii, mostrd que Asc3-ii agrtpa a un nodo
monofilético que contienen las especies de Halearcula japonica rrnd, Haloarcula
argentinensis rrnd y Haloarcula argentinensis rrnB. La relacién filogenética se realizado
usando el eriterio de méxima parsimonia. Los valores sobre 400 de Bootstrap son mostrados
en los nodos.
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Haloarcula quadrata(rrnB)
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S Haloarcula vallismortis(rrnB)

Figura 14. Cladograma para el microorganismo Asc3-ii. El estudio de los relaciones
filogenéticas entre el microorganismo Asc3-iii, mostré que Asc3-iii comparte un nodo
monofilético con las especies de Haloarcula rrnB. La relacion filogenética se realizado
usando el criterio de méxima parsimoniz, Los valores sobre 400 de Bootstrap son mostrados
en los nodos.
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31.4. Estudio del erecimiento microbiano en funcién de la temperatura, pH y sal total
|
34.1. Velocidad de crecimiento microbiano en funcion de la temperatura

El estudio de la cinética del crecimiento microbiano de los microorganismos Asc3-ii y

c3-iii en relaci6n a la temperatura se realiz6 a ocho temperaturas diferentes: 4, 10, 19, 29, 33,

%

W

7, 41 y 45 °C, durante 15 dias. El progreso del crecimiento se determind a través de la toma de

estras y mediciones de DO a 600 nm (en triplicado). Ambos microorganismos no presentaron

=

recimiento a 4 y 10 °C (resultados no mostrados). En cambio, si presentaron crecimiento entre

[ 2]

lclns 19 y 45 °C (Fig. 15). De los gréficos se desprende que la velocidad de crecimiento p (In
[;:)OIIDOO]/[tI-to], t en dias) tiene un comportamiento similar a partir de los 19 °C. No obstante,
se:f: observd una relaci6n inversa entre el tiempo de la fase lag y la temperatura (Fig. 15).

i Para definir una temperatura 6ptima en un tiempo t, se considero el crecimiento
microbiano ocurrido entre el primer y cuarto dfa, intervalo de tiempo que se consideré para el

1
resto de los estudios.

Las velocidades de crecimiento obtenidos para las diferentes temperaturas en los

microorganismos Asc3-ii y Asc3-iii, mostraron que el microorganismo Acs3-ii presentd una
velocidad de crecimiento mayor a 37 y 45 °C y el microorganismo Asc3-ifi presenté una

|
|
velocidad de crecimiento mayor a 33 °C (Fig. 16).

|
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Figura 13. Crecimiento microbiano de Asc3-ii y Ase3-iii en funcién a la temperatura,
Los microorganismos Asc3-ii (I} y Asc3-iii (2) se incubaronr en medio SW al 23 % de NaCl

2 v

y ajustado a pH 7,2, La medicidn
dias.

de la DO a 600 nm {en triplicado) se realizé durante 15
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Figura 16. Velocidad de crecimiento de Asc3-ii y Asc3-ii en funcién de la temperatura,
Los microorganismos Asc3-ii { # } y Asc3-iii (= ) fueron crecidos en medio SW 23 % y
ajustado a pH 7,2, exhibieron una velocidad de crecimiento p directamente proporcional
hasta los 37 °C. Posteriormente presentaron comportamientos diferentes.

3:4.2. Velocidad de crecimiento microbiano en relacién al pH

! La velocidad de crecimiento p en relacién al pH se estudio entre el primer y cuarto dfa,

Las distintas velocidades registradas para los diferentes pH para los microorganismos Asc3-ii y

A:sc3-iii son mostrados en la Figura 17. De los resultados graficados se observd que el

1

microorganismo Asc3-ii tuvo una mayor velocidad de crecimiento a pH 7,5. A diferencia, para

Asc3-iii ocurre a pH 7,0.
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Figura 17. Velocidad de crecimiento de Asc3-ii y Asc3-iii en funcién al pH. Los
microorganismos Asc3-ii ( @) y Asc3-iii ( ») fueron crecidos a 37 °C en medio SW 23%,
mostrando una velocidad de crecimiente gt mayor 2 pH neutro,

3.4.3. Velocidad de crecimiento en relacion a la concentracion total de sal.,
La velocidad de crecimiento en relacion a la concentracion total de sal se estudié entre el

primer y cuarto dfa para el microorganismo Asc3-ii y Asc3-iii. La velocidad de crecimiento para

A:sc3-iii no se logré determinar debido a la presencia de contaminacién a concentraciones

nilenores al 20% (datos no mostrados). Las distintas velocidades de crecimiento del

rrilicroorganismo Asc3-ii en relacién a la concentracién de sal total se grafico (Fig. 18). Los

|
rfi:sultados mostraron que la mayor velocidad de crecimiento se obtiene a 27,5 % de sal total.
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1
|
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Figura 18. Velocidad de crecimiento del microorganismoe Asc3-ii en funcién a la
! concentracién de sal total. El microorganismo Asc3-ii ( #) incubado 2 37 °C en medio S
y ajustado a pH 7,2, presentando una velocidad de crecimiento p mayor a 27,5% de sal.

3.5. Caracterizaci6én microbiolégica del microorganismo Asec3-ii

3.5.1. Curva de crecimiento

Basado en los resultados filogenéticos y en los estudios de crecimiento microbiano en

relacion a la temperatura, pH y concentracion de sal total, el microorganismo Asc3-ii se
|

selecciond para la caracterizacién microbiolégica. El microorganismo Asc3-ii se crecié a 45 °C,

p:I-I 7,5y 27,5 % de sal total (Fig. 19). La curva de crecimiento se construy6 mediante recuento
|

celular en cAmara Neubauer 0,01 (en triplicado) durante 17 dias. La curva de crecimiento

;Tresenté dos fases de crecimiento exponencial, el primero con un tiempo de generacion de

|
2,17/dia entre el dia 1 y 4 y el segundo con un tiempo de generacion de 0,38/dia entre el dia 4 y

8|. La fase estacionaria se presenta entre el dia 8 y 10, seguido de la fase de muerte. El recuento
|
d|e las células en cAmara Neubauer 0,01 entregd un valor de 1,76 x 107 cel/mL, hacia el final de

1a fase exponencial.
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Figura 19. Curva de crecimiento de Asc3-ii en condiciones 6ptimas. El microorganismo
Asc3-ii se incubd a 45 °C en medio SW al 27,5 % de NaCl, ajustado a pH 7,5. La fase
exponencial se extiende hasta el dia 8, 1a fase estacionaria hasta al dia 10 y la fase de muerte
se extiende a partir de ahi.

5.2, Crecimiento anaerébico

El crecimiento anaerdbico a través de la reduccién de nitrato por el microorganismo

e gy

TASC3-ii, resulto positivo (Fig. 20). Con este resultado el microorganismo Asc3-ii es clasificado
como aerdbico facultativo, capaz de utilizar el nitrato como ultimo aceptor de electrones. El
|

ensayo de crecimiento anaerébico de Asc3-ii via fermentacién del aminoacido L-arginina se

4

monitored durante 10 dias sin resultados positivos.
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Figura 20. Crecimiento anaerébico mediante la reduccién del nitrato en Asc3-ii.
El microorganismo Asc3-ii se crecié a 45 °C en medio SW al 27,5 % de NaCl,
ajustado a pH 7,5 bajo condiciones anaerobicas. A la derecha, ensayo colorimétrico
positivo de reduccion de nitrato positivo sobre el cultivo Asc3-ii, en donde se aprecia
la coloracién rosada. A la izquierda, el control negativo. El ensayo colorimétrico
sigue la reaccién, 2NO5 + 4e + 4H 22NO, + 2H,0

3.5.3.  Crecimiento utilizando distintos sustratos

El crecimiento del microorganismo Asc3-ii se estudio utilizando distintos sustratos
como unica fuente de carbono y energia, tanto en medios sélidos como liquidos. Los ensayos
monitoreados durante 10 dias fueron positivos para galactosa, sorbitol, sacarosa y manitol. Por lo
tanto, el microorganismo Asc3-ii posee maquinaria metabélica para usar distintos carbohidratos

como una fuente de carbono y energia.

3.5.4. Test para la catalasa
El ensayo para la catalasa en el microorganismo Asc3-ii resulto positivo a través de la

aparicion de burbujas sobre una cantidad de colonias (Fig. 21).
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Figura 21. Ensayo para la presencia de catalasa en cultivo de Asc3-ii. Células
provenientes de placas de cultivo fueron mezcladas con agua oxigenada al 30%. 1,
colonias con H,05; 2, colonias sin H,O,.La aparicién de las burbujas en la figura de
la izquierda indica la presencia de actividad catalasa. Las burbujas de O, son
producidos por la reaccion H,O, + H,0, = 2H,0 + O,

3.5.5. Test para la oxidasa

La presencia de actividad se observo mediante el cambio a una coloracion violeta de un
papel impregnado con células del microorganismo Asc3-ii. El test para la oxidasa para la
presencia de enzimas tipo citocromo, resulto positivo para el microorganismo Asc3-ii (datos no

mostrados).

3.5.6. Ensayo actividad esterasa y proteasa.
El ensayo de actividad esterasa y proteasa especifico para halobacteriales, durante el

transcurso de 10 dias no present6 actividad positiva.
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3.6. Microscopia electrénica de barrido

La microscopia electrénica de barrido se realizé segun lo descrito por Nicolaus y col.
(1999). Debido a que las condiciones ambientes de temperatura, pH y concentracion de sales
afecta la morfologia celular de las arqueas halofilas extremas, se utilizaron las mayores
velocidades de crecimiento encontradas para Asc3-ii. Las células del microorganismo Asc3-ii se
lavaron con una solucién al 10% de NaCl para que no ocurriera lisis osmética y se fijaron en
etanol. El microorganismo Asc3-ii presentd morfologia cocoide de aproximadamente 8 um de

diametro (Fig. 22).

Figura 22. Imagen de microscopia electronica de barrido para el
microorganismo Asc3-ii. Las células del microorganismo Asc3-ii fijadas en oro-
paladio y visualizadas en un microscopio electrénico de barrido (EOL JSM-T300,
resolucion de hasta 10nm) presentan morfologia cocoide.
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.7.  Estudio de la actividad enzimética monooxigenasa para hidrocarburos

Y 7 PO N N

W

.7.1. Degradacion especifica de hidrocarburos
En el estudio de degradacion especifica de hidrocarburos, el microorganismo Asc3-ii se

inoculé a 37 °C en diferentes medios SW al 23% de NaCl (sin extracto de levadura ni peptona)

adicionado s6lo con hexadecano, dodecano o keroseno como tinica fuente de carbono y energia.

I
El estudio se realizdé al 23 % de NaCl y no al 27,5% de NaCl (la concentracién 6ptima

?ncontrada para Asc3-ii), debido a que se reporta una relacion inversa enfre concentracién de
|

|
NaCl y solubilidad de los hidrocarburos (Margesin y Schinner, 2001). Los resultados mostraron

que el microorganismo Asc3-ii crecié diferencialmente en dodecano, hexadecano y keroseno,

siendo el crecimiento ligeramente mayor en dodecano (Fig. 23). No se realizé recuento celular al
|

inicroscopio debido a la presencia de los hidrocarburos, que dificulta el enfoque.
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Figura 23. Crecimiento del microorganismo Asc3-ii en diferentes
hidrocarburos. El microorganismo Asc3-ii se inoculd a 37 °C en medio SW al 23%
sin extracto de levadura ni peptona y se adicioné hexadecano (7 mM), dodecano (7
mM) o kerosene (2% (v/v)). Después de 72 hrs de incubacién, el crecimiento
observado a través de la medicién de DO a 600 nm.
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3.7.2. Deteccion cualitativa de actividad monooxigenasa mediante zimograma

La actividad enzimética para monooxigenasas tipo citocromo P450 en el
microorganismo Asc3-ii, se estudio a través de un zimograma. El extracto crudo de proteinas se
obtuvo de un cultivo que crecié a 37 °C en medio WS al 23% de NaCl, ajustado a pH 7,5 sin
extracto de levadura y con dodecano y peptona (disminuida a 1 g/L). La peptona se agrego
debido a que diferentes ensayos mostraron que las células del microorganismo sélo crecian
adheridas a la superficie de las micelas de dodecano, obteniéndose un bajo rendimiento de masa
celular (resultados no mostrados). El extracto crudo obtenido se cuantificoé mediante el método
de Bradford.

El extracto crudo se ensayo a distintos pH (datos no mostrados), para lograr que las
proteinas nativas entraran en el gel de poliacrilamida (PAGE) no denaturante. Mediante la
tincion de proteinas con azul de Coomasie, se observé bandas de proteina nativa en el gel de

poliacrilamida a pH 7,5 (Fig. 24).

Figura 24. Tincién de proteinas de un extracto crudo de Asc3-ii en PAGE no
denaturante. El extracto fue sometido a una electroforesis en PAGE no denaturante
durante 18 hrs. La tincién con azul de Coomasie, mostré la presencia de bandas de
proteina nativa presentes en el gel a pH 7,5. 1, 9,45 mg/mL de proteina; 2. 4,75
mg/mL de proteina.
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Para el ensayo de actividad, el PAGE no denaturante con las proteinas nativas, se
sumergié en 10 mL de una mezcla de reaccion de solucion A, que contiene o-dianisidina y
dodecano (ver materiales y métodos). El ensayo realizado a 37 °C y con agitacion suave,
presento la aparicién de una banda de coloracion café a los 15 minutos, el cual corresponde al

ensayo positivo para actividad monooxigenasa tipo citocromo P450 (Fig. 25).

Figura 25. Zimograma de actividad monooxigenasa con dodecano como
sustrato. El PAGE no denaturante de Asc3-ii, fue sumergido en solucién con
dodecano como sustrato y o-dianisidina. La actividad monooxigenasa se revelo por la
banda de color café debido a la oxidacién de la o-dianisidina (flecha negra). 1-2 y 3-
4, se cargaron a concentraciones finales de 9,45 mg /mL y 4,75 mg /mL de proteinas
totales, respectivamente.
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DISCUSION
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1.  Deteccién y aislamiento de microorganismos

En este trabajo la presencia de microorganismos haléfilos extremos en el salar de Ascotan

'?c demostrd a través de técnicas cultivo dependientes, tal como sugirié Demergasso y col. (2004)

|
a través de técnicas moleculares. La utilizacién del medio modificado SW en el sistema

atalosohalino de Salar de Ascotan y la utilizacion de 48 °C en el enriquecimiento, resulté una

|
estrategia cultivo dependiente adecuada para el aislamiento de arqueas haléfilas extremas. No

T)bstante, es posible que sélo una parte de la diversidad haya sido detectada (Papke y col., 2007).

La presencia de microorganismos haléfilos extremos con el potencial de degradar

hidrocarburos de cadena saturada se observé usando el medio KSW propuesto en este trabajo. Se
|

iiestaca que la concentracién de 2% de keroseno utilizada, corresponde al doble de lo usado en
i

%rabaj os para blisqueda de bacterias degradadoras de hidrocarburos (Aislabie y col., 2006; Saul y

| . . " .
col.,, 2005). La concentracién se eligié en base que los sitios contaminados en donde se ha

estudiado la degradacion microbiana de hidrocarburos en ambientes hipersalinos es mayor al 2%
|

|
(Le Borgne y col., 2008). Otro hecho importante fue la observacion de emulsion del keroseno
|

|
(datos no mostrados), siendo esto un indice claro de degradacién del hidrocarburo y también una

potencial presencia de biosurfactantes (Ron y Rosenberg, 2002).
|

} En la caracterizacién preliminar de los microorganismos seleccionados, la presencia de

| -

pigmentaci6n naranja, morfologia celular pleomorfica y crecimiento en placas en un rango entre

15 a 30% de sal total, sugirieron la presencia de arqueas halofilas extremas.,
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4.2. Biologia molecular

| La extraccion de ADN genémico consistio basicamente en lisis osmoética. Se prefirié
{
este método por el alto % de rendimiento de ADN comparado a la extraccién fenol cloroformo

(Dyall-Smith, 2006). Sin embargo, hubo dificultades en la amplificacién especifica en la

|
|
%ecuencia del gen del 168 ADN ribosomal, posiblemente a debido las sales presentes en el
|

extracto. La dilucién y estandarizacién de la concentracion de MgCly, mejord la especificidad de

la reaccién de PCR. Sin embargo, es posible que un proceso de purificacidn previo, hubiera

mejorado significamente la especificidad de Ja reaccién de PCR.

%
}
4.3. Anilisis filogenéticos

Los cromatogramas obtenidos mostraron un alto contenido de bases nitrogenadas

pirimidicas guanidina-citocina y sectores con ruido, definido como zonas en ¢l cromatogramas

donde no se pudo determinar qué base nitrogenada correspondia. Es conocido que la presencia

|:1e ruido es comiin en el estudio de microorganismos del dominio Archaea, sin embargo, la

presencia de los sectores de especificos sectores con ruido podria sugerir la presencia de
|

bolimorﬁsmo- en el gen 168 ADN ribosomal hecho observado en el género Haloarcula, el cual
%osee tres genes 16S ADN ribosomal. Para dilucidar esto, lo que debe realizarse es la clonacién
!de la secuencia completa del gen 1658 ADN ribosomal.

| El andlisis filogenético mostré que los microorganismos pertenecian a la orden
#alobacteriales, género Haloarcula. Los resultados de los drboles filogenéticos indicaron que los
?aislados Ascl-i y Ascl-ii eran la misma especie. El aislado Asc3-ii agrupd en un nodo
Plonoﬁiético que incluyé a las especies Haloarcula Japonica tinA, Haloarcula argentinensis
rrnA y Haloarcula argentinensis rrnB. El aislado Asc3-iif agrupo en un nodo monofilético que

incluyé a todas las especies de Haloarcula rmA. Sin embargo, algunos nodos presentaron

valores de bootstrap menores a 400 (valores no mostrados), esto podria explicarse por el tamafio
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|
|
}
|
de las secuencias utilizadas (450-500 pb), el cual esta en el limite para los andlisis con el criterio
|
de méxima parsimonia. En relacién al origen de las muestras, los resultados son consistentes con
|
t
|
|
|
|

la descripcién de microorganismos cercanas a Haloarcula mediante técnicas cultivo
independendientes en el Salar de Ascotan (Demergasso y col., 2004). Si bien Haloarcula no

suele ser uno de los microorganismos més abundantes dentro de un ecosistema, es conocido por

!
t
|

ser uno de los géneros cultivables debido a su capacidad de crecer en una diversidad de sustratos

(Papke y col., 2007).

|

I .

|
4.4. Crecimiento microbiano en relacién a la temperatura, pH y sal total.
Durante el estudio del crecimiento microbiano en funcion a la temperatura en los

microorganismos Asc3-ii y Asc3-iii, se observé una velocidad de crecimiento relativamente

i
b,
%
constante a partir de los 19 °C. La diferencia principal correspondio al tiempo de la fase lag, la

! Lo . .
cual disminuia al aumentar la temperatura. Para la eleccion de una temperatura optima en un

tiempo determinado, se determino la velocidad de crecimiento entre primer y cuarto dia. El

microorganismo Asc3-ii mostrd una mayor velocidad de crecimiento a 37 y 45 °C. A diferencia,

el microorganismo Asc3-iii, presento velocidad de crecimiento mayor a 33 °C, con un posterior

c;iecaimiento a temperaturas mayores. El resultado de Asc3-ii es consistente con la descripeién de

otras arqueas haléfilas extremas cuyo 6ptimo de velocidad de crecimiento estd cercano a los 50

°C (Papke y col., 2007).

‘ Con respecto al pH ambos microorganismos presentaron una mayor velocidad de
(::recimiento a pH neutro. Este resultado es consiste con las mediciones realizadas en el Salar de
1i&scotan (Richaser y col,, 1999).

La velocidad de crecimiento microbiano en relacién a la concentracion de sal sélo se realizé

en el microorganismo Asc3-ii, el cual presento mayor a una concentracién total de 27,5% de sal.
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4.5. Caracterizacién microbiolégica del microorganismo Asc3-ii

li El microorganismo Asc3-ii se selecciono en base los resultados filogenéticos y los
1
|

]
resultados del estudio de crecimiento microbiano en relacion a la temperatura, pH y

c!oncentraci()n de sal total. La realizacién de Ia curva de crecimiento en condiciones 6ptimas
!

presento un comportamiento particular. Directamente de la curva puede observarse la presencia
de 2 fases de crecimiento exponencial, la primera hacia el final del cuarto dia con un tiempo de

duplicacién de 2,17/dia y la segunda con un tiempo de duplicacion de 0,38/dia. Este

comportamiento, llamado crecimiento microbiano complejo, ha sido descrito en arqueas

haléfilas extremas y ha sido especialmente estudiando en Halobacterium salinarum NRC817, en
|
donde se ha descrito hasta 6 distintas velocidades de crecimiento en la fase exponencial (Shand y

|
Peréz, 1999). Este comportamiento ocurriria similarmente al conocido crecimiento diauxico,

c}onde existe una preferencia una preferencia de sustratos segin su disponibilidad (Madigan,
2006).

Los ensayos microbiolégicos se realizaron siguiendo todos los protocolos para la
caracterizacién de un taxén de la orden halobacteriales propuestos por Oren y col. {1997). El

| . sy ® .o . .. s -
crecimiento anaerébico a través de la desnitrificacién resulto positivo. Este resultado es comiin

en arqueas haléfilas extremas, las cuales presentan un metabolismo que evoluciono desde un

|
ambiente reducido presente en la tierra primitiva, hacia el actual ambiente oxidado (Oren, 2002).

|
La capacidad del microorganismo Asc3-ii de crecer en diversas fuentes de carbono, evidencio la

gran diversidad metabdlica que posee el orden halobacteriales. La presencia de catalasa y

oxidasa para citocromo P450, mostré la presencia de mecanismos de reparacién y detoxificacién
|

f)ara la mantencién de la integridad celular.

Los resultados del anélisis filogenético y la caracterizacién microbioldgica sugieren que el

microorganismo Asc3-ii corresponde a una nueva especie del género Haloarcula. En la Tabla 4,




se comparan las caracterfsticas del microorganismo Asc3-ii obtenidas en este trabajo con los

otros miembros del género Haloarcula ya descritos.

Tabla 4. Propiedades de diferenciacién del microorganismo Asc3-ii con otras especies vélidamente
descritas del género Haloarcula. Los datos derivan de los trabajos de Oren y col. (1999).

Caracterfstica 3 ] -
) 3 ] 3 ) )
. 3§ 3 3 3 35 §8 3
i B8 | Bf | EY¥ | B8 | 8§ | &% | &%
3 5 S8 s§ | §% | §% §5 | 33
% S =3 = g GRS = & = & § s §
< &= s o E CEY E ] = E R &
Forma Cocos Bacilar Pleo- Bacilar triangular | triangular | Bacilar cuadrada
Dominante morfo corto corto
Motitidad + + +- + + + + +
Hidrolisis de - - - + - ND ND -
Gelatina
Hidrélisis de ND + + + - ND ND +
Almiddn
Hidrdlisis de ND - ND +- - ND ND -
caseina

+, Positiva; -, negativo; +-, variable; ND, no se dispone de datos.
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4.6. Microscopia electrénica de barrido

La realizacién de la microscopia de barrido es una herramienta esencial para la
caracterizacion, pues la morfolégica de las arqueas haldfilas extremas es diversa. Un
inconveniente se produjo en el proceso de fijacién del microorganismo Asc3-ii, el cual debi6
realizarse con una concentracion molar NaCl al 10%, para evitar la lisis osmética. Esto resulto
en que la imagen de la microscopia electrénica de barrido realizada, presentard ruido (la
rugosidad de la superficie de los microorganismos). La morfologia cocoide se presento para el

microorganismo Asc3-ii, el cual no ha sido descrito previamente en el género Haloarcula.

4.7. Estudio de la actividad monooxigenesa para hidrocarburos

Sin bien distintos trabajos mencionan la degradacién de hidrocarburos en ambientes
hipersalinos mediada por microorganismos, todavia no ha sido bien establecido cuales son los
microorganismos y los sistemas enziméticos involucrados. El hexadecano, dodecano y keroseno
corresponden a hidrocarburos saturados de cadena mediada a larga. El hexadecano es un
hidrocarburo saturado de 6 carbonos (denominado Cg), el dodecano es un hidrocarburo saturado
de 12 carbonos (denominado C;3) y el keroseno es una mezcla de hidrocarburos saturados entre
6 y 12 carbonos (hidrocarburos entre C¢-Cy2) (Olivier y Magot, 2005). Estos hidrocarburos
representan entre el 30 y 40 % de la proporcién de los hidrocarburos presentes en los sitios
contaminados por derrames de petrSleo (Olivier y Magot., 2005). van Beilen y col. (2005)
describe los principales sisteras enziméticos que metabolizan hidrocarburos, donde diferentes
clases de enzimas degradan especificos hidrocarburos, dependiendo del tamafio (Tabla 5).

Segtin los resultados obtenidos y la informacién previamente descrita sobre la degradacion
aerébica de hidrocarburos, el sistema enzimdtico putativo que explica la degradacion en el

microorganismo Asc3-ii, corresponde al citocromo P450.
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Tabla 5. Enzimas que son capaces de degradar hidrocarburos saturados (adaptada de van Beilen y

col., 2005)
Enzima Composicidén y cofactores Ej. microorganismos con | Sustrato
el sistema
P450 oxigenasa: P450 hemo Sphingomonas sp. HXN-200, CyCyg
Clase IP450 | Ferredoxina: (2Fe-25) Mycobacterium sp. HXN-1500,
Ferredoxina reductasa: FAD, NADH | Aeinetobacter sp. EBI04
Clase I1 P450 Oxigenasa microsomal: P450 hemo Candida maltosa, Candida C1o-Cis
(CYP 52) Reductasa: FAD, FMN, NADPH tropicalis, Yarrowia lipolytica
Clase I P450 | Oxigenasa microsomal: P450 hemo Humanos y conejos Ce-Cro
(CYPZE, Reductasa; FAD, FMN, NADPH
CYp4B)
Alcano Membrana hidroxilasa: Fe dinuclear | Acinefobacter, Alcanivorax, C-Cyo
hidroxilasa Rubredoxina: Fe Burkholderia, Mycobacterium,
integral de Rubredoxina reductasa: FAD, NADH | Pseudomonas, Rhodococcus
membrana

Por otro lado, a través de una aproximacidn bioinformatica, se revelo la presencia de un
ORF (open reading frame) que codificando para un posible citocromo P450 clase I en el genoma
secuenciado de Haloarcula marismortui ATCC 43049 (Fig. 26). El citocromo P450 es una

enzima que posee distintas funciones en la célula, siendo el principal responsable del
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metabolismo oxidativo de los agentes xenobidticos respondiendo a ellos mediante una oxidacién

que agrega un alcohol primario bajando su toxicidad (van Beilen y col., 2007).
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Este resultado podria explicar el porqué se presentaria la degradacion de hidrocarburos

en sistemas hipersalinos contaminados y en los microorganismos aislados del Salar de Ascotan,

sitio que previamente no habia sufrido contaminacion.

< NCBI Entrez Gene = 1=
Search Gens v for [Go_| [Clear|
Display  Full Report v Show 20 v SorbyRelevance v Sendio v

Al 1 anames 1 ) %
_!1: cyp1 cytochrome P450 [ Haloarcula mansmodu ATCC 43049]

GanelD: 3129385 updated 13-May-2008
Summary 82

Gene name cypl
Locus tag rmAC3312
Gene type proten coding
RefSeq status Provisional
Organism Haloarculs mansmortu A 43099 (strain: ATCC 43049
Lineage Archaea; Euryarchaeota; Halobacteria; Halobactenales; Halobacteniacese, Haloarculs

Genomic regions, transcripts. and products t 7

Go to reference seguence detals

T
5 *

Figura 26. Citocromo P450 clase I en Haloarcula marismortui, monooxigenasa putativa
en el microorganismo Asc3-ii. La presencia del ORF que codifica para un posible
citocromo P450 clase I en el genoma Haloarcula marismortui ATCC 43049, hallado a
través del alineamiento de las diferentes secuencias de enzimas monooxigenasas descritas.

Para corroborar estos resultados, son necesarios otros estudios enziméticos que
involucren el aislamiento y caracterizacion del citoctromo P450 y de su relacion con la

degradacion de diferentes hidrocarburos.
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5.

CONCLUSION

il

La presencia de microorganismos hal6filos extremos en muestras provenientes del Salar

de Ascotan se demostr6 por el aislamiento de seis microorganismios.

La seleccién de cuatro microorganismos con la capacidad de crecer en 2% de keroseno

mostro la presencia microorganismos con potencial de degradar hidrocarburos.

Los microorganismos seleccionados correspondian a arqueas haléfilas extremas,

pertenecientes al grupo halobacteriales y cercanos al género Haloarcula.

La velocidad de crecimiento en Asc3-ii fiue mayor a 45 °C, pH neutro y una

concentracion del 27,5% de sal.

La caracterizacién microbiol6gica usando protocolos para la descripcién de un taxdn en

halobacteriales, sugiere que Asc3-ii corresponde a una nueva especie, Haloarcula sp.

La actividad monooxigenasa involucrada en la degradacién de hidrocarburos en el

microorganismo Haloarcula sp., se demostré a través de un zimograma para

monooxigenasas tipo citocromo P450.
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