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Resumen

RESUMEN

Estimados recientes basados en estudios moleculares de secuencias del gen
16S ribosomal (16S rARN) sugieren que solamente el 1% de la diversidad
microbiana mundial ha logrado ser cultivado en el laboratorio. Con base en lo
anterior, es de asumirse que un pais como el nuestro que se encuentra entre los
10 mas megadiversos del mundo, es altamente probable que aun contenga n
namero de microorganismos autéctonos todavia por cultivar y descubrir. Para el
aislamiento de microorganismos, uno solamente tendria que buscar en cualquier
ambiente o0 ecosistema que se nos ocurriese, pero evidentemente distintos
aspectos influyen en el aislamiento de cada grupo bacteriano y sin duda alguna el
estudio de comunidades microbianas en lugares poco accesibles o inusuales
resulta un area que favoreceria el descubrimiento y una posible estimacién de la
biodiversidad microbiana nacional. En el presente trabajo, un grupo de
microorganismos recuperados de un ambiente acuatico subterraneo nacional se
estudiaron para establecer sus relaciones a nivel de género y especie. Los
microorganismos recuperados muestran caracteristicas Unicas que los asignan a
la clase Actinobacteria, es decir, bacterias Gram positivas con un alto contenido de
Guanina y Citosina. Este grupo de microorganismos se recupero6 de las cuevas de
Naica en el estado de Chihuahua, un sitio de caracteristicas Unicas de humedad y
temperatura, por lo que el presente trabajo refleja la importancia de estudiar
ecosistemas inusuales como una fuente latente para la evaluacibn de la

diversidad actinobacteriana nacional.

Palabras clave:
Actinobacteria, gen 16S rARN, biodiversidad, cuevas Naica, Chihuahua.
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1. INTRODUCCION
1.1 Importancia del estudio de microorganismos en cuevas.

México esta considerado entre los paises con mayor megadiversidad, entre
otros aspectos, por que presenta al menos 10% de la biodiversidad terrestre del
planeta (Mittermeier y Goettsch, 1992). Tal biodiversidad se refleja en el area de
estudio del presente trabajo, sus cuevas, las cuales ocupan alrededor del 20% del
territorio nacional donde es muy probable encontrar nuevas especies microbianas

dentro de ellas (Espinasa, 1994).

Se considera como una cueva a cualquier espacio natural debajo de la
superficie de la tierra extendiéndose mas alla y en donde penetra la luz del dia 'y
que es accesible a los seres humanos (Gillieson, 1996). Entre las aportaciones
que hacen las cuevas, se encuentra la posibilidad de desempefiar un papel
importante de salvaguardar especies Unicas, incrementando asi la biodiversidad
de las regiones donde éstas se localizan. Las condiciones ambientales que
imperan en las cuevas determinan muchas de las caracteristicas de los seres
vivos que las habitan, lo cual es producto de un largo proceso evolutivo que les

permite sobrevivir en éstas condiciones Unicas (Cano y Martinez, 2000).

Algunos de los factores que determinan la diversidad microbiana dentro de las
cuevas son: a) latitud, b) cantidad de energia organica, c) frecuencia de
inundaciones, d) diversidad de sustratos, e) antigledad, f) tamafio y g) el clima,

como lo han reportado Cano y Martinez (2000).

El término “microorganismo” puede comprender a los tres grandes dominios
reconocidos en la actualidad, es decir, Archaea, Bacteria y Eukarya. Los grupos
bacterianos son, desde el punto de vista estructural, los mas simples de los
microorganismos aunque, fisioldgicamente unos de los mas complejos. Dos
grandes grupos bacterianos se han definido con base en la tincion de Gram. Las

diferencias en la respuesta de las bacterias a dicha tincion se deben a
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caracteristicas especificas en la estructura de la pared celular de las bacterias
Gram positivas y Gram negativas.

Ambos grupos bacterianos cuentan con capas adicionales que se sitdan al
exterior de ésta. La capa rigida tiene una composicion quimica muy similar tanto
en bacterias Gram positivas como en Gram negativas. Se denomina capa de
peptidoglicano (0 mureina) y esta formada por finas laminas compuestas por dos
derivados de azUcares, N-acetil-glucosamina (NAG) y acido N-acetilmuramico
(NAM) y un pequefio grupo de aminoacidos que incluyen la L-alanina, D-alanina,
D-glutamico, lisina o acido diaminopimélico (DAP). Estos componentes se unen
entre si para formar una estructura repetitiva que se denomina tetrapéptido del

glicano (Figura 1; Madigan et al., 2006).

El peptidoglicano soOlo se presenta en el dominio Bacteria; entre los
constituyentes de las paredes de Archea o de Eukarya nunca se han encontrado
el NAM ni el DAP. Sin embargo, no todas las bacterias tienen DAP en su

peptidoglicano.

k- Acetil M- &aetil
murarmico Oglucasarmina
e

L-slmmirnsa Ho—iH s H,

D-Acids glutarmico -
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Figura 1. Estructura de la unidad repetitiva del peptidoglicano con el tetrapéptido
(Fuente: http://www.microbiologybytes.com/blog/2008/02/ -agosto 2009- )
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El DAP es un aminoacido que se encuentra en todas las bacterias Gram
negativas y en algunas Gram positivas, pero la mayoria de los cocos Gram
positivos poseen lisina en lugar de DAP y otras bacterias Gram positivas contienen
otros aminoacidos (Madigan et al., 2006). La presencia y/o ausencia de los
diferentes isémeros del DAP que un microorganismo presenta constituye una guia

para su identificacion (Staneck y Roberts, 1974).

Debido a la alta capacidad de adaptacion que los microorganismos pueden
presentar ante diferentes condiciones de temperatura, presion y fuentes de
carbono y energia, se les puede encontrar creciendo de manera aislada o
comunitaria en algunos de los lugares mas extremos del planeta. Con respecto a
las fuentes de carbono, se denominan autétrofos a los microorganismos que
pueden usar CO, como Unica o principal fuente de carbono y heterétrofos a
aguellos que emplean moléculas organicas preformadas, a partir de otros
organismos. Con relacion a la fuente de energia, los fotétrofos emplean luz para
su desarrollo y los quimiétrofos obtienen su energia a partir de la oxidacién de
compuestos quimicos (Alberts et al., 2004; Prescott et al., 1999).

En las cuevas, indudablemente el desarrollo de biopeliculas se encuentra
favorecido por una circulacién limitada de aire, una temperatura estable a lo largo
del afo, y un elevado nivel de humedad (Albertano y Urzi, 1999; Groth y Saiz-
Jimenez, 1999; Groth et al., 1999). Una biopelicula esta constituida por
comunidades de microorganismos (generalmente bacterias) que trabajan de
manera conjunta. Estas se anclan en superficies rigidas y comienzan a
multiplicarse por lo que conforme el tiempo transcurre, la biopelicula crece y
aumenta en fuerza ya que constituye la forma mas efectiva de soportar

condiciones hostiles (Qureshi et al., 2005).

Las biopeliculas de cuevas estan compuestas por una gran variedad de
hongos, cianobacterias y otras bacterias. Los microorganismos fotosintéticos
dentro de las cuevas se pueden desarrollar debido a la utilizacion de lamparas

artificiales, pues la disponibilidad de materia organica producida por las
4
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cianobacterias fotosintéticas y la fijacion de nitrégeno (N,) que llevan a cabo
logran soportar el crecimiento de los otros microorganismos asociados,

usualmente a otras bacterias y hongos (Albertano y Urzi, 1999).

Este desarrollo contribuye de una manera sinérgica al establecimiento de
biopeliculas, fomentando un aumento en la actividad biologica sobre la superficie
colonizada (Albertano y Urzi, 1999). Las bacterias y hongos, generalmente son
capaces de utilizar materia organica producida por los microorganismos fotétrofos.
A su vez, los microorganismos heterétrofos se caracterizan por producir 4cidos
organicos, de bajo peso molecular, que pueden conducir a la solubilizacién

progresiva de los minerales del sustrato (Warsheid y Braams, 2000).

El establecimiento de una microbiota heterétrofa sobre superficies rocosas
es también posible sin la participacion de organismos fototrofos. En este caso los
microorganismos utilizarian materia organica presente en paredes de cuevas con
unas condiciones microclimaticas estables (humedad y temperatura) que
caracterizan los ambientes subterraneos (Albertano y Urzi, 1999). Por ejemplo, las
aguas estan enriquecidas con particulas, compuestos organicos y nitratos
procedentes de los suelos que estan por encima de los nichos biolégicos y que
facilmente se infiltran a través de los materiales volcanicos que constituyen las

paredes de dichos ambientes. (Palmer et al., 1991, Sanchez-Moral et al., 2005).

La clase Actinobacteria es un grupo de bacterias filamentosas, que
presentan un crecimiento en forma de red llamado micelio. Aunque las
dimensiones son mucho mas reducidas que el micelio de los hongos, son en
muchos sentidos comparables. La mayoria de las actinobacterias forman esporas
y la forma en que éstas se forman y se agrupan se usa en la separacion de los
distintos subgrupos conocidos. El contenido del ADN es de 63-78% de Guanina y
Citosina lo que permite definirlos como bacterias Gram positivas con un alto
contenido de Guanina y Citosina. La clase Actinobacteria resulta de especial

interés por su versatilidad en actividades metabdlicas. De hecho, en la naturaleza
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juegan un papel crucial en la descomposicibn de compuestos organicos y
contaminantes ambientales (Groth y Saiz-Jimenez, 1999; Madigan et al., 2006).

Hoy en dia, se considera que las actinobacterias estan implicadas en la
formacién de biopeliculas y pueden causar cambios significativos en las
propiedades fisico-quimicas de la estructura mineral (Warsheid y Braams, 2000).
Este amplio y diverso grupo bacteriano cuenta con un extenso espectro de
utilizacién de nutrientes que los hace capaces de crecer mediante el empleo de
compuestos como hidrocarburos aromaticos y alifaticos, macromoléculas
complejas como la lignina y sustancias humicas (Ball et al., 1989; Saiz-Jiménez,
1997; Groth y Saiz-Jiménez, 1999; Zanardini et al., 2000).

Las comunidades microbianas heterotrofas de los espeleotemas
(estalactitas activas y concreciones de la pared), techo de galerias y suelos de la
cueva, se han reportado dominados por actinobacterias. Esto sugiere que en
algunos lugares dentro de las cuevas (suelos alterados y paredes de pasajes
estrechos) la colonizacion con actinobacterias y su respectivo crecimiento se inicio
tras el descubrimiento de las cuevas, pero la presencia de dichos
microorganismos en estalactitas activas y concreciones (acumulacion de
particulas unidas para formar una masa) de las paredes de las cuevas parece ser
un proceso natural (Groth et al., 1999; Leonila et al., 2000; Groth et al., 2001).

Debido a las constantes busquedas humanas de minerales y otros
productos por la industria minera, se han encontrado cuevas y galerias
subterraneas que cuentan con condiciones de temperatura y humedad
relativamente extremas para el desarrollo de una gran cantidad de
microorganismos (Lazcano, 2001). Sin embargo, es bajo estas condiciones que
algunas de estas especies microbianas han encontrado un mejor habitat, alejados
de contacto con cualquier otro organismo vivo lo que les permite establecerse

como la poblacién dominante en este microambiente.
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Las cuevas de Naica, encontradas en unas minas en el estado de
Chihuahua y pertenecientes a Industrias Pefioles, podrian ser un ejemplo de lo
mencionado previamente. La explotacidon del mineral en Naica requiere de la
extraccion de agua caliente, cuyo nivel freatico original se encuentra a 110 metros
de profundidad. El principal reto tecnologico es mantener en funcionamiento
permanente un complejo sistema de bombeo que permite la extraccion del agua
desde el nivel -850 m. donde se encuentra actualmente el nivel freatico. Este
sistema drend el agua de las cuevas hace aproximadamente 20 afios y
circunstancias accidentales lograron el descubrimiento de la Cueva de los
Cristales en el afio 2000 (Badino et al., 2009).

Este sistema de bombeo que actualmente mantiene en operacién la mina
con la extraccion de 22 mil galones de agua por minuto, parara en algin momento
cuando la explotacion mineral se agote, inundando nuevamente tuneles y cuevas,
permitiendo que éstas regresen a sus condiciones naturales y continden

alimentando el crecimiento de sus cristales bajo el agua (Badino et al., 2009).

La Mina de Naica constituye un sistema geoldgico particular que condiciona
el mecanismo responsable del desarrollo de macro-cristales de yeso
(CaS04-2H,0) como se muestra en la Figura 2 (Garcia-Ruiz et al., 2007).

Los macro-cristales se formaron bajo el agua en un punto donde el agua
termal profunda, a 52°C saturada de sulfuros, entraba en contacto con aguas
meteodricas frias y ricas en oxigeno que se infiltraban por escurrimiento natural
(Marin et al., 2006).

En la actualidad, el estudio, registro y conservacion del sistema de cuevas
de Naica es monitoreado minuciosamente. El presente trabajo se orient6 hacia la
caracterizacion feno y genotipica de un grupo actinobacteriano aislado de este

sistema de cuevas.
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Figura 2. Vista interior de la Cueva de los Cristales, mina Naica, Chihuahua, México
(Fuente: http://www.photography.nationalgeographic.com/staticfile -agosto, 2009-).
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2. ANTECEDENTES
2.1 Biodiversidad microbiana

Los procariontes, tradicionalmente conocidos como bacterias, son el grupo
taxondmico que engloba a todos los organismos anucleados de la biosfera
(Roselld, 2005). Dichos microorganismos han habitado el planeta por mas de 3.5
millones de afios y su diversidad se expresa en términos de fisiologia y
metabolismo, optimizando sus procesos bioquimicos para absorcion y utilizaciéon
de una amplia variedad de nutrientes, creando una regulacion genética y vias
Unicas para satisfacer una diversidad de condiciones dentro de la naturaleza
(Hunter-Cevera, 1998).

Los microorganismos existen en cada lugar del planeta desde ecosistemas
acuaticos hasta terrestres lo que incluye cualquier ambiente o habitat extremo.
Estudios basados en biologia molecular indican que solamente del 1 al 5% de las
especies microbianas se han logrado cultivar en el laboratorio, por lo tanto,
quedan por descubrir mas del 95% de especies en toda la diversa gama de
ambientes de nuestro planeta (Hunter-Cevera, 1998; Whitman et al., 1998;
Rosello, 2005; Maldonado et al., 2005; Barton y Jurado, 2007). El conocimiento de
la diversidad microbiana ha aumentado de manera espectacular con el empleo de

herramientas moleculares.

Se define como diversidad biolégica o biodiversidad a la variedad y
variabilidad de todas las formas de vida, el complejo ecoldgico en el cual estan
presentes y los procesos de los que forman parte (Olalde y Aguilera, 1998). Una
manera de visualizar la biodiversidad microbiana de un ecosistema es examinando
el nimero de especies dentro de la comunidad y el tamafio de estas poblaciones.
Sin embargo, la proporcion de sus miembros se encuentra sujeta a cambios
fisicos y quimicos en el medio ambiente, asi como es dependiente de las
actividades inherentes a los procesos fisioldégicos y metabdlicos por parte de los

microorganismos (Hunter-Cevera, 1998).
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Por medio de analisis del material genético, sobre todo del acido
desoxirribonucleico (ADN), la comprension de la diversidad microbiana en los
diferentes ecosistemas ha cambiado radicalmente. El uso de secuencias de ADN
altamente conservadas ha permitido inferir relaciones evolutivas y taxones
(cada una de las subdivisiones de la clasificacion biolégica) que aumentan el

conocimiento sobre la extension de la diversidad microbiana (Bull et al., 2000).

La diversidad microbiana es una parte integral en el funcionamiento de un
ecosistema ya que son precisamente los componentes microbianos los que
contribuyen en los ciclos geoquimicos. Por lo tanto, resulta relevante su estudio

asi como el reconocimiento e identificaciéon de nuevas comunidades microbianas.
2.2 Caracterizacion microbiana

Una parte integral en la identificacion de los microorganismos, es el empleo
de pruebas que incluyan las caracteristicas fenotipicas y genotipicas de éstos

como se describe brevemente a continuacion.
2.3 Aspectos fenotipicos de la caracterizacién microbiana

El analisis de la composicién de la célula microbiana revela que mas del
95% del peso seco de la célula esta constituido por unos pocos elementos:
carbono, oxigeno, hidrégeno, nitrégeno, azufre, fésforo, potasio, calcio, magnesio
y hierro. Por lo tanto, estos elementos son necesarios para el crecimiento
bacteriano, ademas de condiciones fisicas como pH, concentracion de oxigeno,
temperatura, presién atmosférica, salinidad y disponibilidad de agua (Prescott et
al., 1999; Madigan et al,. 2006).

En general, la caracteristica nutricional mas notable de los microorganismos
es su extraordinaria flexibilidad en relacion con las fuentes de carbono, debido a
que son el principal constituyente de la materia celular. Practicamente, no existe
ninguna molécula organica natural que no pueda ser empleada metabdlicamente
por un microorganismo ya sea éste una arquea o0 una bacteria. (Prescott et al.,
1999; Madigan et al,. 2006).
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Después del carbono, el siguiente elemento necesario y el mas abundante
es el nitrégeno. En una bacteria alrededor del 12% de su peso seco es nitrégeno.
El nitrégeno es utilizado para la biosintesis de proteinas, acidos nucleicos y
polimeros de la pared celular lo que lo convierte también en un elemento esencial

para el crecimiento y desarrollo bacteriano.

El carbono y el nitrdgeno son considerados como macronutrientes y son

elementos necesarios para gran parte del crecimiento microbiano.

Entre las diferentes pruebas empleadas para la caracterizacion microbiana,
la utilizacion de éstos dos macronutrientes se ha evaluado de manera tradicional
desde los afios 60’s para establecer una matriz que describa el perfil metabdlico
del o de los microorganismos de estudio o interés (Sneath, 1957). Estas pruebas
junto con el crecimiento a diferentes temperaturas y una curva de crecimiento a
diferentes valores de pH permiten establecer no solo el disefio de esquemas de
identificacion (conocidos como “tablas de identificacion”) sino que al proporcionar
el perfil metabdlico de un microorganismo desconocido, esto puede facilitar el
disefio y evaluacion de medios de cultivo especificos para el aislamiento de
grupos particulares que muestren cierta preferencia por uno u otro grupo de las
pruebas aplicadas. Puesto que lo anterior es medido de “manera visual” y
depende estrictamente de las caracteristicas observables del microorganismo
durante la lectura de las pruebas, esto es conocido como una caracterizacion

“fenotipica microbiana” (Logan, 1994).

La caracterizacion fenotipica de casi cualquier microorganismo estuvo en
algin momento de su historia basada en observaciones morfolégicas y, aunque la
morfologia es todavia una caracteristica importante para la descripcion de
taxones, no puede ser exclusiva debido a las minimas diferencias morfologicas
presentes entre muchos géneros (Labeda, 1987). El estudio detallado de las
propiedades quimicas de los distintos componentes de la pared celular microbiana
complement6 la informacién obtenida con la caracterizacion fenotipica y dio origen

a la “quimiotaxonomia”. Esta puede definirse como la aplicacibn de técnicas

11



Antecedentes

analiticas bioquimicas (principalmente cromatografia y métodos de separacion
electroforética) para el estudio de distribuciones especificas de compuestos
quimicos en la pared celular de las bacterias, tales como aminoéacidos, proteinas,

azucares y lipidos (Logan, 1994).

Por medio de la cromatografia en capa fina (Thin-Layer Chromatography
TLC; del inglés), es posible separar y determinar los isébmeros del DAP (un
componente de la pared celular) y ésta técnica es importante para una primera
clasificacion de algunos miembros de la clase Actinobacteria. El procedimiento
consiste en tomar varias colonias de la superficie del agar del medio de cultivo,
posteriormente realizar una hidrélisis acida empleando acido clorhidrico (HCI)
hasta la obtencion de los aminoacidos de la pared celular. En una placa de
celulosa (TLC) es posible visualizar los puntos del DAP en una gama de colores
que van desde el gris, verde y amarillo, con los isomeros del DAP. Los
aminoacidos aparecen con una coloracibn morada o roja y migran posteriormente

después de los puntos del DAP (Staneck y Roberts, 1974).
2.4 Aspectos genotipicos de la caracterizacién microbiana

Empleando como “modelo” a la caracterizacion fenotipica descrita
anteriormente, la caracterizacion genotipica de un microorganismo consiste en el

estudio de su material genético. Esta basado en el empleo de secuencias de ADN.

De acuerdo a determinaciones geoquimicas, se considera una edad de
4600 millones de afios para el planeta Tierra. Las primeras evidencias de
procariontes, datan aproximadamente desde hace mas de 3500 millones de afios.
Estas formas de vida primitiva posiblemente carecian de ADN, contenian algunas
proteinas y consistian principalmente de ARN utilizado Unicamente en procesos de
replicacion. Por lo tanto un periodo de vida con ARN pudo haber precedido a la

vida celular (Madigan et al., 2006).

Debido a la probable antigiedad de la maquinaria sintetizadora de

proteinas, los ARN ribosémicos son moléculas excelentes para discernir las
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relaciones evolutivas entre los seres vivos. Los ARN ribosomicos son
funcionalmente constantes, estan universalmente distribuidos y su secuencia esta
moderadamente bien conservada a través de amplias distancias filogenéticas.

Estos muestran la posicion evolutiva méas probable existente entre los organismos.

Existen tres moléculas de ARN ribosdmico, que en procariontes tienen
distintos tamafos: 5S (120 nucleétidos -nt-), 16S (1500 nt) y 23S (2900 nt). Estas
moléculas contienen regiones de secuencia altamente conservada que resultan
Utiles para obtener alineamientos de secuencia apropiados. EI ARN 16S es mucho
mas manejable experimentalmente con respecto al 23S, por lo tanto se ha
utilizado para el desarrollo de bases de datos para eucariontes y procariontes.
Estas bases de datos de libre acceso permiten la comparacién inmediata de
secuencias “desconocidas” contra toda la informacion contenida en ellas (Figura 3
Madigan et al., 2006).

m—
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23S
[—2900)
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[—120)
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Figura 3. Partes del ribosoma: 5S, 16S y 23S formas del ARN de la subunidad pequefia
del ribosoma (Madigan et al., 2006)

Técnicas basadas en la informacién genética de los microorganismos para
lograr su identificacion, por ejemplo, la secuenciacién de su genoma o de algin
gen en especifico, permiten la amplificaciéon (aumento en el nimero) de una
secuencia definida del ADN a través de una técnica llamada Reaccién en Cadena
de la Polimerasa (Polymerase Chain Reaction; PCR del inglés) para

posteriormente estudiarla. Es precisamente a partir de la obtencién de un cultivo
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puro de un microorganismo que la técnica de PCR puede emplearse para
amplificar directamente los genes que codifican el ARN ribosémico 16S.

2.4.1 Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)

La PCR fue inventada por Kary Mullis en 1983 y su primera publicacion fue
hasta 1985. Dicha técnica se basa en la actividad de la enzima ADN polimerasa, la
cual es capaz de fabricar una cadena de ADN complementaria a partir de otra ya
existente. Sus Unicos requerimientos: son que existan nucleétidos en el medio que
son la materia base para fabricar el ADN, y una pequefia cadena de ADN que
pueda unirse a la molécula que se requiere copiar para que sirva como cebadora 6
“primer”. Esta técnica emplea minimas cantidades de ADN (menor a 1 pg), puede
ser visualizado aproximadamente en 3 horas y por ultimo, los productos de la PCR
pueden ser purificados para posteriormente ser secuenciados (Kim et al., 2002).

La técnica de la PCR consta basicamente de 3 etapas fundamentales,

dividida en varios ciclos (usualmente de 25 hasta 40) y comprende (Figura 4):
e Desnaturalizaciéon (95°C),
¢ Alineamiento (55-60°C),
e Extensién (72°C).

En una PCR, primeramente se desnaturaliza el ADN por medio de calor (95°C)
para casi de inmediato bajar la temperatura de modo que los extremos 3’ de las
hebras sean separados hasta que se puedan aparear con oligodesoxinucleétidos
complementarios, con la respectiva formacién de hibridos estables con la molécula
que funciona como molde o plantilla. Dichos oligonucleétidos funcionan como
cebadores (también denominados oligonucleoétidos, iniciadores o “primers”) de
modo que una polimerasa resistente a la desnaturalizaciébn por calor, la Taq
polimerasa (aislada de la bacteria termdfila Thermus aquaticus y resistente a altas
temperaturas) extiende los extremos 3’ de ambos oligonucleétidos empleando las

hebras del ADN bicatenario como plantilla, proceso que se conoce como extension
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y que usualmente se lleva a 72°C, por tratarse de la temperatura 6ptima de la Taq

polimerasa (Metzker y Caskey, 2001; Kim et al., 2002).

| Reaccidn en Cadena de la Polimerasa |
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Figura 4. Pasos generales de la PCR

(Fuente: http://users.ugent.be/~avierstr/principles/pcrsteps.gif -agosto, 2009- ).

Una siguiente desnaturalizacion pone fin a un ciclo y da comienzo al

siguiente. Al término del primer ciclo de reaccion se obtienen dos copias idénticas

bicatenarias del acido nucleico original. Esto se repite alrededor de 25 a 40 veces,

sin la adicion de mas enzima y empleando las moléculas obtenidas en el ciclo

anterior como molde o plantilla. De esta manera se produce un aumento

exponencial del nimero de copias de la secuencia especifica igual a 2", donde n

es el numero de ciclos. Al término de todos los ciclos, la muestra se enfria a 4°C

para su conservacion y posterior analisis.

Para realizar la técnica de PCR se necesitan los siguientes reactivos (White,

2005: Newton y Graham 1997).

® Desoxinucleotidos trifosfato (ANTPs), provee de nucleétidos (Adenina,

Guanina, Citosina y Tiamina) a la reaccion para la sintesis de ADN.
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® Oligonucledtidos, secuencias cortas (normalmente de 18 a 22
nucledtidos) que se emplean para iniciar la reaccion y actian como

secuencias complementarias a las dos hebras de ADN.

® lones de magnesio (Mg?), una concentracién 6ptima de cloruro de
magnesio (MgCl,), es requerida para la actividad y fidelidad de la enzima

ADN polimerasa.

® Buffer, mantiene el pH adecuado para el funcionamiento de la ADN

polimerasa.

® ADN (Taq) polimerasa, actia empleando el ADN molde para sintetizar la

cadena complementaria.
® ADN molde, es la muestra que se desea amplificar.

® Termociclador, aparato que va a mantener la temperatura necesaria en

cada paso del ciclo de la PCR.

Los productos obtenidos por la PCR se visualizan mediante electroforesis en
donde se espera observar tanto el tamafio del producto como el niamero de
bandas. Si esto no llegase a ocurrir usualmente es necesario optimizar las

condiciones de reaccion.

El secuenciamiento del ADN o productos de PCR es la determinacion del
orden de bases en una molécula. Existen basicamente dos métodos: la
degradacion quimica o método de Maxam-Gilbert y la sintesis enzimatica de la
region a secuenciar o método de los dideoxi de Sanger. En secuenciacion, un gran
avance tecnolégico lo constituy6 la introduccién de equipos automatizados los
cuales son usados para separar los productos de las reacciones de secuenciacion,
detectar y finalmente colectar (a través de una computadora) la informacion de las
reacciones asi como establecer el orden de las bases para automaticamente
deducir la secuencia del fragmento de ADN de Interés (Figura 5; Hardin, 2001;
Maldonado, 2009).
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Figura 5. Esquema que muestra la doble cadena de ADN, imagen de un gel de

secuenciamiento y cromatograma o0 representacion grafica de la secuencia
correspondiente (parte inferior; Maldonado, 2009).

|

2.5 La clase Actinobacteria y la familia Pseudonocardiaceae

El origen de la palabra actinomiceto tiene una larga historia taxonémicamente
confusa. Su origen proviene de los siguientes vocablos: actino “rayo” y myces
“hongo”, por lo que una definicion “estricta” seria “hongo radiado”. La primera
clasificacion formal se dio en el afio 1943 con Waksman y Henrici, al considerar
dichos microorganismos como un puente evolutivo entre bacterias y hongos
Transcurrieron varias décadas considerando a este grupo microscopico como
parte del reino Fungi, debido a sus caracteristicas morfolégicas notablemente
similares al crecimiento de los hongos. Después de numerosos estudios basados
en las propiedades quimiotaxonémicas y con la comparacién de secuencias
ribosomales del gen 16S rARN, finalmente se establecid que estos “hongos
radiados” se encuentran relacionados filogenéticamente a las Eubacterias y
ocupando un lugar cercano con las bacterias Gram positivas (Figura 6).
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Figura 6. Arbol filogenético con base en secuencias del gen del 16S ribosomal.
La flecha indica la posicién taxondmica de la clase Actinobacteria (Stackebrandt et al.
1997; Zhi et al., 2009) dentro de las Eubacterias (Madigan et al., 2006).

Una vez establecida su posicion evolutiva, el término clase Actinobacteria
es el que se utliza actualmente para su denominacidon genérica aunque en
muchas ocasiones sea el término original (actinomiceto) el que siga prevaleciendo
entre diferentes grupos de investigacion. La clase Actinobacteria incluye diversas
familias, géneros y subordenes. La gran mayoria de los géneros que comprende
han sido aislados de fuentes terrestres ya que se consideraba este habitat como
Su reservorio por excelencia aunque actualmente estudios sobre biodiversidad
microbiana apuntan a sefialar al ambiente marino como un buen reservorio de
este grupo microbiano (Maldonado et al., 2005, Gontang et al., 2007; Maldonado
et al., 2009).

Actualmente, la clase Actinobacteria es un grupo extremadamente diverso
que para agosto del 2009, comprendia 51 familias y 257 géneros
(http://www.ncbi.nlm.gov). Los géneros mas conocidos en el area clinica y en el
ambito industrial y econdmico son Mycobacterium y Streptomyces,

respectivamente.
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El primero y en particular la especie M. tuberculosis es uno de los agentes
infecciosos de mayor renombre en la historia de la humanidad pues se estima que
cerca de un tercio de la poblacion esta infectada con la enfermedad y el restante
en algun momento de su vida podria adquirir la primo-infeccién, es decir, el primer
contacto que monta una respuesta inmunoldgica contra el patégeno (Demangel
et al., 2005). De manera opuesta y sobresaliente, el género Streptomyces incluye
actualmente mas de 575 especies descritas y son los modelos genéticos por
excelencia en cuanto a la produccion de antibioticos. El descubrimiento y empleo
de la estreptomicina por Streptomyces griseus ademas de haber sido el primer
farmaco empleado para el tratamiento de la tuberculosis en 1948 constituye un
ejemplo paradéjico de los beneficios y los perjuicios de los miembros de la clase
Actinobacteria (Hopwood, 2007).

De esta paradoja se desprende el hecho importante de la composicion de la
pared celular presente en géneros relacionados a Mycobacterium tales como
Gordonia, Nocardia y Rhodococcus (entre otros) lo que ademas les proporciona su
caracteristica “acido alcohol-resistencia” (Goodfellow y Maldonado, 2006). Los
grupos actinobacterianos que comparten esta propiedad pertenecen al subgrupo
de los “productores de acidos micolicos” (del inglés Mycolic Acid Containers o
MAC) y muestran un diferente grado de tincion acido alcohol-resistencia mediada
por la presencia de diferentes tamafios de cadenas de carbono en sus acidos
micolicos. Aquellos grupos actinobacterianos que no muestran acidos micolicos en
su pared celular pero que muestran una morfologia similar al género Nocardia
fueron reclasificados en una nueva familia denominada Pseudonocardiaceae
(“las falsas Nocardia”) precisamente para justificar la existencia de grupos
morfologicamente similares a Nocardia pero que no cuentan con acidos micélicos

en su pared celular (Logan, 1994).
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2.6 La Familia Pseudonocardiaceae

Con base en secuencias del gen 16S rARN y caracteristicas
guimiotaxonémicas basadas en la ausencia de acidos micdlicos, se propuso la
familia Pseudonocardiaceae que actualmente incluye los siguientes 14 géneros:
Actinoalloteichus, Actinopolyspora, Amycolatopsis, Crossiella, Goodfellowia,
Kibdelosporangium, Kutzneria, Prauserella, Pseudonocardia, Saccharomonospora,
Saccharopolyspora, Streptoalloteichus, Thermobispora y Thermocrispum
(Jiang et al., 2008). La incorporacion a esta lista del género “Prauseroides” aun no
ha sido autorizada aunque la secuencia del gen del 16S ARN ribosomal esta
disponible en los sitios de bases de datos de la red desde diciembre del 2008

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov). Todos los géneros “aprobados” de esta familia

varian en su morfologia y en otras caracteristicas fenotipicas, por lo que su
identificacion a nivel macroscopico es complicada (Embley, 1992; Takeuchi et al.,
1992; Warwick et al., 1994).

La familia Pseudonocardiaceae incluye géneros de interés industrial como
el caso de los productores de antibiéticos eritromicina, rifampicina y vancomicina
producidos por Saccharomonospora erythraea, Amycolatopsis mediterranei y
Amycolatopsis orientalis, respectivamente (Okazaki et al., 1983). Todos los
miembros son aerdbicos y catalasa-positivos, pero presentan una amplia gama de
diferentes fisiologias desde autotroficas a termofilicas hasta hal6filos (Embley,
1992). Estos microorganismos forman un grupo coherente de la clase
Actinobacteria en el arbol filogenético basado en secuencias del gen 16S rARN

como se indica en la Figura 7.

Algunas especies de estos generos, Amycolatopsis jejuensis, A.
halotolerans, Prauserella halophila y P. alba han sido aislados de cuevas y/o
ambientes extremos por lo que el estudiar este grupo actinobacteriano en

ambientes extremos nacionales es un tema interesante de investigacion.
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Figura 7. Arbol filogenético construido por el método del vecino méas cercano derivado de
las secuencias del gen 16S rARN mostrando la relacién entre los géneros de la familia
Pseudonocardiaceae (ligeramente modificado de Jiang et al., 2008).

2.7 Area de Estudio
2.7.1 Ubicacioén

La Cueva de los Cristales se encuentra en el nivel -290 metros dentro de la
mina Naica (latitud 27°52'00"N, longitud 105°26'15"W, altitud 1500 metros SNM) la
cual se ubica al norte de la Sierra de Naica, a 112 km al SE de la ciudad de
Chihuahua, México. El area esta formada por una estructura en domo de
orientacion NO-SE de 12 km de largo por 7 km de ancho (Garcia-Ruiz et al., 2007;
Figura 8).

2.7.2 Descripcion general

La mina Naica es considerada uno de los depésitos de plomo, zinc y plata
mas importantes del mundo, de ahi gran parte de su relevancia para el grupo

Pefioles (Garcia-Ruiz et al., 2007).

21



Antecedentes

e MEXICO
[\ ¢Chihuahua
.\'1\:\.\- ‘3’ ‘\‘g_
SN, A
SO <«——> NE AW b
NAIGA 31;3 i
~ 4

Sierra de Naica
Cueva de las

T S e S eSS e e e e e s e S S s S S eSS e S S S S
ivel freatic .
oo ongmal o/ o Espadas
Cueva de los,
Cristales
—200m ---- Y& s __ T T s T N
- . . - j
) . ”o,,{ %,
b s z’/’ G/)‘; -
~ E‘E -
A _ = L
= = ’
g & smivel de
5 = agua u::‘tua:‘i
e O
= | T T
500 m
Figura 8. Ubicacion geografica de la Cueva de los Cristales dentro de la mina Naica

(Garcia-Ruiz et al., 2007).

2.7.2 Descripcién general
La mina Naica es considerada uno de los depdsitos de plomo, zinc y plata

mas importantes del mundo, de ahi gran parte de su relevancia para el grupo

Pefioles (Garcia-Ruiz et al., 2007).
Segun la tradicién, Naica significa “lugar sin agua” pero muy probablemente

el término es de origen tarahumara, proveniente de la raiz Raramuri “Nai” (lugar) y
“ka” (sombra), que significa “lugar sombreado”, como se justificaria por la sombra

proyectada de la sierra en el desierto colindante (Lazcano, 2001).
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Debido a la constante busqueda de metales, se han realizado excavaciones
de nuevas galerias y tuneles en la mina Naica, descubriendo cuevas que
contienen cristales métricos de selenita, la variedad cristalina transparente del
yeso. Uno de estos hallazgos se refiere a la Cueva de los Cristales, descubierta en
el aflo 2000 por los hermanos Delgado, mineros de la Industria Pefioles. La cueva
se encuentra recubierta por cristales de selenita de hasta 11 metros de longitud
por 1 metro de grosor, dimensiones superiores a cualquier cristal de yeso hasta
ahora descubierto (Figura 9). El tamafio de la cueva es de casi 50 metros de largo

por 30 metros de ancho.

Figura 9. Cueva de los Cristales. Se observan los cristales de selenita que “nacen” de la
base y/o paredes del sitio. (Fuente: http://www.panoramio.com/photo/16723529 -agosto

2009-).
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Antecedentes

Los macro-cristales de selenita (yeso) se formaron bajo el agua en un punto donde
el agua termal profunda, a 52°C saturada con sulfuros estaba en contacto con
aguas meteodricas frias y ricas en oxigeno que se infiltraban por escurrimiento
natural. Esta agua al no mezclarse directamente debido a la diferencia de
densidad con aquellas mas profundas y mineralizadas, provocaron la “difusion” del
oxigeno con el estrato inferior con la consiguiente oxidacion de los iones de sulfuro
a sulfato, con una leve sobre-saturacion respecto al yeso y por lo tanto una lenta
deposicion. Estas condiciones singulares permitieron una mineralizacion
extraordinaria para formar cristales gigantes de selenita, cuyo tamafio obedece a

las condiciones de estabilidad durante miles de afos.

Debajo de la Cueva de los Cristales se encuentra una camara magmatica, un
enorme lago fundido a una alta temperatura, lo que provoca el calentamiento de
las aguas termales hasta los 52°C y con una humedad al 100%, por lo que se
considera una de las cuevas mas calientes del mundo. De hecho, una persona sin
el equipo adecuado no podria sobrevivir dentro de la cueva por algunos minutos y
el acceso con fines de investigacion es restringido a 30 minutos para evitar
cualquier posible percance (Lazcano, 2001; Marin et al., 2006; Garcia-Ruiz, et al.,
2007).
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Planteamiento del Problema

2.8 Planteamiento del Problema

Existen pocos o nulos reportes acerca de microorganismos habitantes de
cuevas y mucho menos de aquellos en condiciones extremas, como es el area de
estudio del presente trabajo. Por lo tanto, resulta importante identificar a dichos
microorganismos, conocer sus caracteristicas asi como su posible utilidad en el

area clinica o industrial.

Al ser México un pais megadiverso que cuenta con cerca del 20 % de su
territorio nacional en cuevas, este tipo de habitat es probable que presente nuevos
microorganismos aun por descubrir. Este trabajo de investigacion se concentré en
la caracterizacion de microorganismos procedentes de la Cueva de los Cristales

de la mina Naica en el estado de Chihuahua.
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2.9 Objetivo General

Caracterizar y comparar feno-genotipicamente actinobacterias aisladas de
la Cueva de los Cristales (mina Naica, Chihuahua).

2.10 Objetivos Particulares
De las actinobacterias aisladas:
e Determinar el crecimiento en diversas fuentes de Carbono.
e Determinar el crecimiento en diversas fuentes de Nitrégeno.
e Comparar el efecto de diferentes valores de pH en el crecimiento.

e Analizar el grado de tolerancia en diferentes concentraciones de cloruro de
sodio (NacCl).

e Determinar el efecto de diferentes antibioticos.
e Determinar la degradacion en diferentes sustratos.

e Realizar un estudio comparativo y establecer su filogenia.

2.11 Hipotesis

Las actinobacterias recuperadas de la Cueva de los Cristales (mina Naica,
Chihuahua) cuyo ambiente presenta condiciones extremas y distintas a cualquier
otra cueva en el mundo, es probable que formen nuevos nucleos taxonémicos en

el arbol filogenético de la familia Pseudonocardiaceae.
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3. MATERIALES Y METODOS

En el presente trabajo se realizaron distintos analisis microbioldgicos y
moleculares para la caracterizacion feno- y genotipica de microorganismos

obtenidos de la Cueva de los Cristales (Naica, Chihuahua).

El estudio microbiolégico constd de las siguientes determinaciones:
a) utilizacion de fuentes de carbono, b) utilizacién de fuentes de nitrogeno, c)
crecimiento a diferentes valores de pH, d) tolerancia a diferentes concentraciones
de cloruro de sodio (NaCl), f) sensibilidad a antibi6ticos, g) caracteristicas
morfolégicas macroscépicas, h) determinacion del DAP vy finalmente i)

caracterizacion en pruebas de degradacion.
En cuanto al estudio molecular: a) extraccion de ADN, b) electroforesis
horizontal, ¢c) PCR con primers universales, d) secuenciamiento del producto de

PCR, e) construccion del arbol filogenético.

Un diagrama indicativo (diagrama de flujo) de las diferentes etapas que el

presente trabajo de investigacion incluyd se anexa a continuacién (Figura 10).
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Figura 10. Esquema general del trabajo de investigacion
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3.1 Aislamiento y cultivo de cepas

Las muestras fueron obtenidas de la Cueva de los Cristales ubicada dentro
de la mina Naica (Chihuahua). Se recolectaron tanto 1 g de cristal como 1 g de
pared de la cueva. Se realizaron diluciones seriadas (1:10, 1:100 y 1:1000) con
solucion salina isotonica (SSI) para todas las muestras obtenidas. A partir de las
diluciones, se transfirieron a cajas de Petri que contenian medio de cultivo EMA
(Extracto de Malta) adicionado con 0.5% y 1% de CaSO. y medio PDA (Potato
Dextrose Agar). Ambos medios se incubaron a 45°C, temperatura dentro de la

cueva cuando se tomaron las muestras.

Se realizaron tinciones de Gram al igual que el analisis micro- vy
macroscopicos de las morfologias microbianas que se desarrollaban en los
medios de cultivo. El aspecto macroscépico de las colonias sugirid que éstas
pertenecian a la clase Actinobacteria, las cuales pueden crecer bajo condiciones

extremas.

Se resembraron los microorganismos en medios de cultivo especificos para
el crecimiento de actinobacterias, como es el caso de medio GYM (Agar Extracto
de Levadura y Extracto de Malta; DSMZ 2001; Anexos) y GYEA (Agar Extracto de

Levadura; Gordon y Mihm, 1962; Anexos) a 45°C hasta obtener colonias puras.

Al transcurrir una semana de incubacién, se hicieron observaciones del
desarrollo macroscépico, se tomaron 7 cajas de Petri, las cuales parecian
contener microorganismos completamente diferentes entre cada caja con medio

de cultivo.

3.1.1 Preparacién del in6culo para las pruebas fenotipicas

Se obtuvo biomasa fresca (7 dias de crecimiento en GYEA, a 45°C) de los 7
aislados de estudio, depositandose en crioviales de plastico con rosca estériles,

previamente identificados, que contenian 1.3 mL de solucién salina isoténica
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(0.9%) para obtener una suspension de cada uno de los microorganismos que se

estudiaron.

3.1.2 Inoculacién de las diferentes pruebas fenotipicas

Las cajas Petri con agar ISP-9 y medio basal se enumeraron y etiquetaron
de tal forma que se asegurara fuera posible inocular cinco microorganismos por
caja como se ilustra en la Figura 11. Siete pyL de cada suspension de
microorganismos se inocularon en cada caja petri. Estas placas se incubaron a
37°C por 14 dias, revisando y registrando los resultados a los 7 y 14 dias de

crecimiento en una tabla de Excel (Microsoft Corp, EUA).

Figura 11. Forma de inoculacion de los microorganismos de estudio en las cajas de Petri.

3.2 Caracterizacion morfolégica macroscépica de las bacterias de
estudio

Las cepas Naica AE-2, Naica AE-4y-A, Naica AE-4x, Naica AE-5, Naica AE-
7, Naica AE-11x y Naica AE-12, se resembraron en el medio GYEA y se incubaron
a 37°C por 14 dias. Las caracteristicas morfolégicas micro- y macroscopicas de
cada uno de los microorganismos se registraron a los 7 y 14 dias de crecimiento
con excepcion de la tincion de Gram que se realizé y observo a los 10 dias de

sembrado.
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3.3 Determinacion de los isdmeros del acido diaminopimélico

En crioviales estériles, previamente marcados con la clave correspondiente
a cada cepa, se agregaron dos asadas de biomasa fresca de cada
microorganismo, los cuales se homogeneizaron con 500 pyL de &cido clorhidrico
6N (HCI; J.T. Baker, México) y 100 ug de perlas de vidrio (Sigma-Aldrich, México).
Se agitaron durante 10 minutos a maxima velocidad en un vortex. Posteriormente
se colocaron durante 4 horas en un horno de conveccion ajustado previamente a
100°C, al transcurrir el tiempo, se retiraron los crioviales y se enfriaron a
temperatura ambiente. Se centrifugaron a 6,000 rpm durante 5 minutos. El
sobrenadante de cada criovial se transfirié con una micropipeta (Gilson, Francia) a
un tubo Eppendorf estéril (1.5 mL) se evaporo el contenido hasta sequedad, en
una parrilla de calentamiento ajustada a una temperatura de 100°C. Se agregaron
500 uL de agua destilada agitando suavemente cada criovial. El liquido se evapord
nuevamente hasta sequedad y se dejoé enfriar a temperatura ambiente. Por ultimo,
se adicionaron 100 pL de agua destilada con la finalidad de reconstituir los

hidrolizados.

En cuanto a la observacion de los isdmeros del DAP, éstos se separaron en
una placa de cromatografia en capa fina de dimensiones 20 cm x 20 cm y un
espesor de 0.5 mm (Merck, Alemania). Se aplicé 1 yL de solucion estandar en el
primer y ultimo carril de la placa previamente marcada y conservando 1 cm entre
cada muestra. De cada muestra, se aplicaron 4 uL que contenian los hidrolizados
del DAP de cada uno de los microorganismos aislados. La placa de TLC se revel6
en un tanque con Metanol:Agua:HCI-6N:Piridina en una proporcion 80:26:4:10
(v/v) durante 4 horas. Pasado este tiempo la placa se retir6 del tanque y se dejé
secar a temperatura ambiente por un tiempo de 15 minutos en una campana de
extraccion. Una vez seca la placa se rocié con una solucion de ninhidrina (0.2%),
se dejo secar por otros 15 minutos y pasado este tiempo se coloco en un horno de
convecciéon a 100°C durante 3 minutos para finalmente retirarla del horno y

observar los isomeros del DAP comparando contra aquellos del estandar.
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3.4 Utilizacién de diferentes fuentes de carbono y nitrégeno

Se evaluo el crecimiento de los microorganismos en 22 fuentes de carbono

y 13 fuentes de nitrégeno (Tablas 1y 2, respectivamente).

Para la preparacion de los medios de cultivo se pesaron 1 g de las fuentes
de carbono y 0.1 g de las fuentes de nitrogeno (respectivamente) y ambas se
disolvieron en 20 mL de agua bidestilada. Por separado, se prepararon los medios
ISP-9 (International Streptomyces Project, del inglés) y medio basal para las
fuentes de carbono y de nitrogeno, respectivamente (Shirling y Gottlieb, 1966;
Anexos). Los medios y las fuentes de carbono y nitrégeno se esterilizaron en
autoclave a 15 libras de presion, a 121 °C durante 15 minutos. Una vez
esterilizados ambos componentes, se dejaron enfriar aproximadamente a 45°C y

se mezclaron individualmente antes de verter en cajas Petri de plastico estériles.

Las cajas de Petri se incubaron a 37°C durante 14 dias y el crecimiento de

los microorganismos se registrd a los 7 y 14 dias.

La ponderacion de los valores presentados en las tablas de la
caracterizacion fenotipica se baso principalmente en el desarrollo de cada uno de
los microorganismos. Se indicd ausencia de desarrollo con (-) y la presencia con
(+++++) si éste fue excelente, con diferentes rangos de desarrollo entre los

extremos.

3.5 Tolerancia de los aislados a diferentes concentraciones de NacCl

La capacidad de los aislados para tolerar diferentes concentraciones de
NaCl se evalu6 preparando medio GYEA como medio basal al cual se le
agregaron diferentes concentraciones de NaCl, 0, 1, 2, 3, 4, 5,6, 7, 8, 9, 10, 11,
12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19 y 20%. Las cajas Petri se numeraron, etiquetaron,
inocularon e incubaron a las mismas condiciones que se indicaron en el punto

anterior.
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3.6 Efecto del pH en el crecimiento de los aislados

Se evalud el crecimiento de los siete aislados en los siguientes valores de

pH: 5, 6, 7, 8 y 9. Se utiliz6 medio de cultivo GYEA al cual se le adicionaron

diferentes concentraciones de buffers que permiten mantener el pH de evaluacion

en el medio de cultivo empleado.

Tabla 1. Fuentes de carbono seleccionadas para
(concentracién final de cada fuente de carbono: 1.0%).

la caracterizacion fenotipica

Fuentes de Tipo Fuentes de Tipo
Carbono Carbono
1 | Acido Malénico | Acido dicarboxilico | 12 Lactosa Disacarido
2 Adonitol Monosacarido 13 Maltosa Disacarido
3 Arabinosa Monosacarido 14 Manitol Poli-alcohol
4 Celobiosa Disacarido 15 Manosa Monosacarido
5 Celulosa Polisacarido 16 Pectina Polisacarido
6 Dextrano Polisacarido 17 Rafinosa Trisacarido
7 Fructosa Monosacarido 18 Ribosa Monosacarido
8 Galactosa Monosacarido 19 Sorbitol Poli-alcohol
9 Glicerol Alcohol 20 Sucrosa Disacarido
10 Glucosa Monosacarido 21 Xilitol Poli-alcohol
11 Inositol Poliol 22 Xilosa Monosacarido

Tabla 2. Fuentes de nitrégeno seleccionadas para
(concentracién final de cada fuente de nitrégeno: 0.1%).

la caracterizacion fenotipica

Fuentes de Tipo Fuentes de Tipo

Nitrégeno Nitrégeno
1 | Acido aspartico Acido 8 Isoleucina Alifatico
2 | Acido glutamico Acido 9 Ornitina Dibasico
3 Adenina Base nitrogenada | 10 Prolina Alifatico
4 Alanina Alifatico 11 Serina Hidroxilado
5 Arginina Basico 12 Triptéfano Aromatico
6 Fenilalanina Aromatico 13 Valina Alifatico
7 Histidina Basico
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3.7 Sensibilidad a diferentes antibioticos
La tolerancia de los aislados a 10 diferentes antibidticos empleados a 4

distintas concentraciones se indican en la siguiente tabla (Tabla 3).

Tabla 3. Antibidticos seleccionados para el presente estudio

Antibidticos Tipo Concentraciones empleadas
(Mg/mL)
Acido Nalidixico Quinolona 8/16/32/48
Clortetraciclina Tetraciclina 8/16/32/48
Demeclociclina Tetraciclina 8/16/32/48
Eritromicina Macrolido 5/10/15/20
Estreptomicina Aminoglucésido 5/10/15/20
Kanamicina Aminoglucésido 5/10/15/20
Neomicina Aminoglucésido 4/8/12/16
Penicilina G B- lactamico 5/10/15/20
Rifampicina Ansamicina 1.25/25/3.75/5
Vancomicina Glucopéptido 0.15/0.30/0.45/0.60

En este caso, se emple6 medio GYEA adicionado con los antibidticos
indicados en la Tabla 3 y a cada una de las respectivas concentraciones. Los
antibiéticos se prepararon por filtracién y a partir de una solucién concentrada. Las
placas se enumeraron, etiquetaron, inocularon e incubaron de la misma forma que
se indicé para los incisos anteriores. Los resultados de esta prueba se revisaron y

registraron también como para los incisos anteriores.

3.8 Pruebas de degradacién de sustratos

Empleando el medio GYEA como base, se prepararon cajas Petri a las
cuales se les agregd el compuesto por degradar previo a su esterilizacion en
autoclave bajo las condiciones indicadas previamente. Una vez pasado el tiempo
de esterilizacion y que la temperatura del medio estuviera alrededor de los 45°C,
éste se vacid en cajas Petri para posteriormente ser inoculado con los
microorganismos de estudio. Los compuestos empleados en las pruebas de

degradacion se indican en la siguiente tabla (Tabla 4).
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Tabla 4. Compuestos empleados para las pruebas de degradacion. Se indica entre
paréntesis la concentracion final de cada compuesto en el medio.

Adenina (0.4%) Guanina (0.4%)
Almidon (0.1%) Hipoxantina (0.4%)
Caseina (0.5%) Tirosina (0.5%)
Elastina (0.3%) Xantina (0.4%)

3.9 Extraccion de ADN de los aislados

En tubos Eppendorf estériles de 1.5 mL (previamente marcados con la
clave correspondiente a cada cepa), se homogeneizaron dos asadas de biomasa
fresca de microorganismos con 100 pg de perlas de vidrio (Sigma-Aldrich, EUA) y
500 uL de buffer Glucosa-Tris-EDTA. Posteriormente se colocaron los tubos
Eppendorf en el refrigerador a 4°C durante 12 horas. Al transcurrir el tiempo, se
agitaron constantemente en un vortex (Daigger-Genie 3, EUA) a velocidad maxima
durante 15 minutos y una vez transcurrido ese tiempo, los tubos se centrifugaron
por 15 minutos a 14,500 rpm en una minicentrifuga MiniSpin-Plus (Eppendorf,
EUA). Los sobrenadantes de cada tubo (400 uL) se transfirieron a un nuevo tubo
Eppendorf estéril de 1.5 mL, descartandose tanto la biomasa como las perlas de
vidrio remanentes de los tubos originales. A cada tubo se adicioné el mismo
volumen de fenol:cloroformo:alcohol isoamilico (24:24:1 v/v respectivamente;
Sigma-Aldrich, EUA) y se mezclaron los contenidos por inversion o al ponerlos en
un vortex durante 5 segundos. De las dos fases que se obtuvieron una vez que los
tubos se centrifugaron por 15 minutos a 14,500 rpm se tomé la fase superior con
ayuda de una micropipeta (Gilson, Francia) para transferir a un nuevo tubo
Eppendorf de 1.5 mL. Este paso se repiti6 dos veces para eliminar la mayor
cantidad de proteinas de los microorganismos, la cual se observa como una
pequefa nata de color blanco en la interfase de las dos capas mencionadas

previamente.
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Una vez realizadas las dos extracciones, se agrego un volumen doble al
presente en cada tubo de etanol frio al 99% (Sigma, EUA) para precipitar los
acidos nucleicos. Los tubos nuevamente se centrifugaron por 15 minutos a 14,500
rom y se decantd el sobrenadante cuidando de no traerse la pastilla de acidos
nucleicos. Cada tubo se colocd en posicidon invertida por 12 horas, dejandolos

abiertos para facilitar la evaporacion de cualquier residuo de etanol.

Pasado este periodo de tiempo, la pastilla de ADN se lavé ahora con 200
ML de etanol al 70% repitiéndose este proceso en dos ocasiones. Los tubos
nuevamente se centrifugaron a 14,500 rpm durante 15 minutos para
posteriormente eliminar el remanente de etanol de lavado por decantacion y
dejandose nuevamente los tubos secar a temperatura ambiente por inversion
sobre papel absorbente durante 12 horas. EI ADN se reconstituyé en 100 uL de
baffer 1x Tris-EDTA (TE). La visualizacién del ADN se realizd por electroforesis

horizontal como se describe a continuacion.

3.10 Electroforesis Horizontal

Para la preparacion del gel, en una balanza analitica (Mettler Toledo, EUA)
se pesO 1 g de agarosa, la cual se homogeneizd con 100 mL de buffer Tris-acido
borico-EDTA (TBE) 0.5X en un vaso de precipitados de 250 mL calentandose
hasta disolucién en un horno de microondas (LG, México). A ésta disolucion se
agregaron 1 uL de bromuro de etidio (EtBr) y la agarosa se dejo enfriar durante 10
minutos en una campana de extraccion. Una vez transcurrido este tiempo se vertio
en una camara de electroforesis horizontal con peines de plastico de 20 pozos.
Una vez polimerizado el gel (30-45 minutos) se retiraron los peines, se coloco en
la camara de electroforesis y se agregd amortiguador TBE 0.5X hasta cubrirlo
completamente. EI ADN (2 pl) mezclado con buffer de carga (2 pl) se deposité en
el pozo correspondiente y el marcador molecular (1000 pares de bases; Bioline,
EUA) se coloc6é en el pozo posterior a la ultima muestra. Los respectivos

electrodos (+ y -) se conectaron a la camara de electroforesis y a la fuente de
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poder, ésta ultima programandose a 100 Voltios por un tiempo de 35 minutos. Una
vez transcurrido el tiempo de electroforesis, el ADN gendmico se observo en un
transiluminador (Probiotek, México). La imagen resultante se capturé con un
fotodocumentador UVISAVE (Probiotek, México) y se guardé en una memoria
CompactFlash de 256 MB (Kingston Technology, EUA) en formato TIFF. Las
imagenes se transfirieron al disco duro de una computadora PC para visualizarse
con el software Paint Shop Pro version 8.1 (JASC Corp, EUA).

3.11 Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR)

Una vez comprobada la presencia de ADN por el método de extraccion, se
realizé una PCR para amplificar exclusivamente una porcién del gen del 16S rARN
actinobacteriano con los oligos definidos por Stach et al. (2003), ACT-F (5-
CGCGGCCTATCAGCTTGTTG-3’) y ACT-R (5-CCGTACTCCCCAGGCGGGG-3)).
La siguiente mezcla de reaccion (Tabla 5) fue la empleada para cada tubo de

reaccion.

Tabla 5. Concentracion y cantidades de los reactivos de la mezcla de PCR.

Reactivo Volumen (uL)
Buffer (10X; Bioline, EUA) 5
MgCl, (50 mM; Bioline, EUA) 1.5
dNTP’s (10 mM; Bioline, EUA) 1.25
Act-F (Primer 1; 20 mM) 0.3
Act-R (Primer 2; 20 mM) 0.3
ADN 0.5
Taqg polimerasa (Bioline, EUA) 0.1
H.O 41.05
Total 50

El programa de amplificacion para la PCR se llevd a cabo en un

termociclador TC-512 (Techne, EUA) que consistié en 1 ciclo de 95°C por 10
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minutos (desnaturalizacion inicial), seguido de 35 ciclos compuestos por 95°C por
1 minuto (desnaturalizacion), 60°C por 1 minuto (alineamiento) y 72°C por 1
minuto (extension). El producto de PCR de cada muestra se examiné por
electroforesis en un gel de agarosa al 1% tefido con EtBr como se menciond
anteriormente para la electroforesis del ADN pero sustituyendo el ADN por cada

producto de PCR. El producto de PCR fue de aproximadamente 640 pb.

3.12 Secuenciamiento del producto de PCR

Al revisar cada producto de PCR, éstos se purificaron utilizando el QlAquick
PCR Purification Kit (Qiagen Ltd, Alemania) de acuerdo a las indicaciones e
instrucciones del fabricante. Los productos purificados fueron analizados
nuevamente en una electroforesis horizontal en gel de agarosa para confirmar la
presencia del producto y estimar su concentracion por comparacion contra un
marcador de peso molecular de concentracion conocida. Esta electroforesis se
realizé como se describid previamente para las electroforesis horizontales de ADN
y productos de PCR en los incisos anteriores. Los productos purificados se
conservaron a una temperatura de -20°C hasta llevarse al Instituto de Biologia de
la UNAM para su procesamiento de acuerdo a las indicaciones de la M. en C.
Laura Marquez Valdelamar, responsable del laboratorio de Biologia Molecular de

dicho Instituto.

3.12.1 Comparacién empleando GenBank y BLAST

Las secuencias obtenidas en el Instituto de Biologia fueron enviadas en
archivos de formato ZIP por correo electronico los cuales al descomprimirse
mostraban las secuencias resultantes en formato ABI. Los archivos en formato ABI
se leyeron con el Software Chromas Lite Version 2.01 (Technelysium Pty Ltd,
Australia) y el texto de la secuencias se exportd en formato de Texto al procesador

de textos Word 2003 (Microsoft Corp, EUA). El texto correspondiente a cada una
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de las secuencias obtenidas se copié dentro de la ventana de la opcién BLAST del

sitio GenBank.

3.13 Analisis y construccién del arbol filogenético

Las secuencias nucleotidicas obtenidas después del secuenciamiento se
visualizaron con el programa Chromas el cual permite observar el cromatograma
de la secuencia resultante (archivos de extension “ABI”). La secuencia (en forma
de archivo de texto) se exportd al programa Phydit el cual permite alinear con base

a la estructura secundaria del gen ribosomal 16S rARN.

Cada secuencia fue colocada en el sitio NCBI-GenBank (National Center for

Biotechnology Information, del inglés; (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) bajo la opcién

BLAST registrandose los resultados en forma de tabla.

Para el alineamiento de las secuencias obtenidas se recuperaron los
resultados del BLAST asi como de representantes de la familia
Pseudonocardiaceae a partir de la base de datos del NCBI. El arbol filogenético se
construy6 a partir del método del “vecino mas cercano” (Neighbour-Joining, del
inglés; Saitou y Nei, 1987) una vez realizado un alineamiento manual de las
secuencias obtenidas y de aquellos representantes de la familia
Pseudonocardiaceae con el programa PHYDIT. El arbol filogenético se construyo
entonces con el software TREECON (Van de Peer y DeWachter, 1994).
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4.- RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Caracterizacion morfolégica de las bacterias de estudio

En las imagenes mostradas en esta pagina se pueden observar las

caracteristicas macroscopicas de los aislados. Caracteristicas generales de cada

uno de los aislados se indican al lado de la imagen correspondiente.

Naica AE-2

Naica AE-12

Naica AE-7

Forma: Irregular

Bordes: Irregulares con protuberancias de 0.5 a 0.8 cm
Elevacion: Plana

Textura: Butirosa

Color: Amarillo palido a grisaceo por ambos lados de la
caja de Petri.

Forma: Circular

Bordes: Irregulares de 1 a 2 mm de diametro

Elevacién: Rugosa

Textura: Seca

Color: Amarillo en la parte inferior de la caja Petri y
ligeramente blanca en la parte superior.

Forma: Circular

Bordes: Semi-irregulares de 1 a 2 mm de diametro
Elevacion: Convexa

Textura: Seca

Color: Amarillo claro en la parte inferior y superior de la
caja Petri.

Figura 12. Imagenes de los aislados de estudio crecidas a 37°C por 15 dias.
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Naica AE-4y-A

Naica AE-11x

Naica AE-4x

Forma: Irregular

Bordes: Irregulares con protuberancias de 0.5 a 1 cm de
diametro

Elevacion: Plana

Textura: Butirosa

Color: Amarillo palido tanto en la parte superior como en
la inferior de la caja de Petri

Forma: Irregular

Bordes: Irregulares de 0.8 a 1 cm de diametro
Elevacion: Convexa

Textura: Butirosa

Color: Amarillo claro por ambos lados de la caja de Petri.

Forma: Puntiforme

Bordes: Enteros de 0.5 a 1 cm de diametro.

Elevacion: Plana

Textura: Viscosa

Color: Amarillo claro por ambos lados de la caja de Petri.

Forma: Irregular

Bordes: Irregulares 0.8 a 1 cm de diametro

Elevacién: Plana

Textura: Seca

Color: Amarillo palido a grisaceo por ambos lados de la
caja de Petri.

Figura 12. Continuacién
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4.2 Determinacién de los isémeros del acido diaminopimélico (DAP)

Las siete cepas de estudio presentaron una pared celular de tipo Il, Il o IV,
caracterizada por la presencia de &cido diaminopimélico (DAP) en la forma
meso-A;pm. Lo anterior es una referencia para descartar aislados del género
Streptomyces, los cudles presentan la forma LL-A,pm del DAP en la pared celular.

Los resultados de la placa de TLC se muestran en la Figura 13.

LL-Aom

LL-A>,pom
I:: meso-A,pm

meso-A>om

Figura 13. Isdmeros del (DAP). Los carriles 1 y 9 corresponden al estandar con las dos
formas del isdmero DAP (indicados con flechas). Los carriles 2, 3, 4, 5, 6, 7 y 8
pertenecen a las cepas aisladas de la Cueva de los Cristales, identificadas con las claves:
Naica AE-12, Naica AE-7, Naica AE-11x, Naica AE-4-x, Naica AE-5, Naica AE-2 y Naica
AE-4y-A, respectivamente.
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4.3 Utilizacion de las fuentes de carbono

La capacidad de los siete aislados para utilizar las distintas fuentes de

carbono se ejemplifica en la Figura 14.

epas
Glucosa

Maica
AE-Ay-A

MNaica
AE-12

i
m L
Z<g

MNaica MNaica MNaica
AE-T AES

AE-11x AE-2

MNaica

Figura 14. Medio ISP-9 con diferentes fuentes de carbono e imagenes de los aislados.

Las fuentes de carbono utilizadas por las cepas para su crecimiento y
desarrollo fueron diversas como se indica en la Figura 14. Estas incluyeron

monosacaridos, disacaridos, alcoholes, y polioles. En cambio, no pudieron crecer
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en presencia de trisacaridos, polisacaridos y acido dicarboxilico. Con el empleo de
un control positivo (glucosa) y un control negativo (agua), se determinaron las
fuentes de carbono empleadas o no por los microorganismos del presente trabajo
de investigacion. Los resultados del empleo de las fuentes de carbono muestran

algunas tendencias que se describen en la tabla 6.

Solamente una cepa, Naica AE-7, presentd un excelente crecimiento en la
mayoria de las fuentes de carbono. Esto es, en presencia de adonitol, celobiosa,
fructosa, galactosa, glicerol, glucosa, inositol, maltosa, manosa, sorbitol, xilitol y

xilosa.

En cuanto al rango considerado como un muy buen crecimiento, el
comportamiento de las cepas fue el siguiente: Naica AE-12 en inositol, maltosa,
manosa, xilitol y xilosa. La cepa Naica AE-7 solamente mostré buen crecimiento

en presencia de manitol.

Una gran parte de las cepas aisladas se pudieron agrupar en el rango
denominado como “buen crecimiento”. La capacidad de utilizar diferentes fuentes
de carbono por parte de los aislados se menciona a continuacion. En presencia de
las fuentes de carbono adonitol, arabinosa, celobiosa, galactosa y glicerol; Naica
AE-12. En fructosa, Naica AE-12 y Naica AE-5. En glucosa, Naica AE-12, Naica
AE-5, Naica AE-2, Naica AE-11x, Naica AE-4yA y Naica AE-4x. En manitol Naica
AE-12, Naica AE-5, Naica AE-2 y Naica AE-11x. En manosa, xilitol y xilosa Naica
AE-2 y Naica AE-11x. En sorbitol Naica AE- 5, Naica AE-2, Naica AE-11x, Naica
AE-4y-A y Naica AE-4x.

Las cepas Naica AE-4y-A y Naica AE-4x presentaron un pobre crecimiento

en la mayoria de las fuentes de carbono evaluadas.

Ninguna de las siete cepas aisladas empleadas en el presente trabajo de

investigacion pudieron crecer y desarrollarse en presencia de acido maldnico
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(acido dicarboxilico); lactosa, melibiosa y sucrosa (disacaridos); rafinosa
(trisacarido); celulosa, dextrano y pectina (polisacaridos). Lo anterior es
interesante pues indica que los aislados muestran dificultad en emplear fuentes de

carbono con una estructura quimica de dos o mas unidades de monosacaridos.

Es importante destacar que solamente unas cuantas fuentes de carbono
permitieron observar diferencias con respecto al crecimiento, siendo heterogéneo
y en algunos casos con la inhibicion del crecimiento de colonias aisladas en el
medio de cultivo. Las fuentes de carbono fueron adonitol, celobiosa, inositol y
maltosa. Estas fuentes permiten observar posibles diferencias con respecto a las

especies de los microorganismos estudiados.

Con base en lo anterior, los aislados se pudieron agrupar en dos subgrupos
de microorganismos. En primera instancia, aquellos capaces de utilizar 10 fuentes
de carbono y que son: arabinosa, fructosa, galactosa, glicerol, glucosa, manitol,
manosa, sorbitol, xilitol y xilosa. Los aislados de este grupo son Naica AE- 5,
Naica AE- 4x, Naica AE- 2 y Naica AE- 11x. El segundo subgrupo, fue capaz de
utilizar las mismas 10 fuentes de carbono ademas de adonitol, celobiosa, inositol
y maltosa. Los aislados de esta segunda agrupacion son Naica AE-7, Naica AE-12
y Naica AE-4y-A.

De esta forma, se observd que los microorganismos de la mina Naica
aparentemente solo muestran la capacidad de utilizar monosacaridos, algunos

disacaridos, polioles y alcoholes para su crecimiento y desarrollo.

Esta informacion resulta de gran utilidad para intentar desarrollar medios de
cultivo especificos con fuentes de carbono que permitan el crecimiento,
aislamiento e identificacion selectiva de microorganismos pertenecientes a la clase

Actinobacteria de este tipo de ecosistemas.
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Tabla 6. Crecimiento de los microorganismos en las diferentes fuentes de carbono.

Cepas
Naica Naica Naica Naica Naica Naica Naica
Carbono AE-2 AE-4x AE-4yA AE-5 AE-7 AE-11x AE-12
- (Fuentes)
Acido Malonico - - - - - - -
Adonitol - - ++ - +++++ - +++
Arabinosa + + ++ + +4++ + 4+
Celobiosa - - ++ - +++++ - +++
Celulosa - - - - - - -
Dextrano - - - - - - -
Fructosa ++ ++ ++ +++ +++++ ++ +++
Galactosa ++ ++ ++ ++ +++++ ++ +++
Glicerol ++ + ++ ++ +++++ ++ +++
Glucosa +++ +++ +++ +++ +++++ +++ +++
Inositol - - + - +++++ - ++++
Lactosa - - - - - - -
Maltosa - - ++ - +++++ - ++++
Manitol +++ ++ ++ +++ ++++ +++ +++
Manosa +++ ++ ++ ++ +++++ +++ ++++
Melibiosa - - - - - - -
Pectina - - - - - - -
Rafinosa - - - - - - -
Sorbitol +++ +++ +++ +++ +++++ +++ ++
Sucrosa - - - - - - -
Xilitol +++ ++ ++ ++ +4+4++ +++ ++++
Xilosa ++ ++ ++ ++ +4++++ +++ ++++
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4.4 Utilizacion de fuentes de nitrogeno

De manera similar, se establecié la capacidad de los siete aislados para

utilizar las distintas fuentes de nitrégeno que ahora se ejemplifican en la Figura 15.

Cepas Fuentes de Nitrogeno
Alanina Histidina Isoleucina Prulinaﬂ Valina

MNaica Maica

AE-4x AE-12 AE-4y-A

MNMaica

i
‘w W
r

Maica Maica
AE-T

alca

AE-11x AE-2

Figura 15. Medio basal con diferentes fuentes de nitrdgeno e imagenes de los aislados.

Para este grupo de pruebas se emplearon como fuentes de nitrogeno 11 de
los 20 aminoacidos esenciales para la formacién de proteinas. Estos fueron L-

acido glutamico, L-acido aspartico, L-alanina, L-arginina, L-fenilalanina,
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L-histidina, L-isoleucina, L-prolina, L-serina, L-triptéfano y L-valina. También se
adicionaron otro par de fuentes; la adenina que corresponde a una base
nitrogenada que forma parte de los acidos nucléicos y la L-ornitina que es un

aminoacido dibasico.

El crecimiento y desarrollo de los siete microorganismos aislados en
presencia de las diferentes fuentes de nitrdgeno fue homogéneo en comparaciéon
con los resultados observados en las fuentes de carbono (Tabla 6). Con el empleo
de un control negativo (agua) se determind la capacidad de utilizar las diversas
fuentes de nitrogeno por parte de las cepas. Algunas de las tendencias

observadas se describen en la tabla 7.

En presencia de los aminoacidos L-alanina e L-histidina, unicamente la

cepa identificada como Naica AE-7 presentd un excelente crecimiento.

En el rango denominado como muy buen crecimiento se tuvieron tres cepas
relacionadas en esta agrupacion. Naica AE-12 en L-histidina; Naica AE-7 en L-

serina, L-triptéfano; Naica AE-5 y Naica AE-7 en L-valina.

La mayoria de las cepas se pudieron clasificar en el rango denominado
como buen crecimiento. En presencia de L-adenina, los aislados Naica AE-12,
Naica AE-4x, Naica AE-7 y Naica AE-5; en L-alanina Naica AE-12, Naica AE-4x,
Naica AE-4y-A y Naica AE-5; en L-arginina Naica AE-12, Naica AE-4x, Naica AE-
7, Naica AE-5; en L-fenilalanina Naica AE-12, Naica AE-7 y Naica AE-5; en L-
histidina Naica AE-2, Naica AE-4x, Naica AE-11x y Naica AE-5; en L-isoleucina
Naica AE-12, Naica AE-4x, Naica AE-4y-A, Naica AE-7 y Naica AE-5; en L-ornitina
Naica AE-4x, Naica AE-7 y Naica AE-5; en L-prolina, L-serina, L-triptéfano y
finalmente en L-valina Naica AE-12, Naica AE-4x y Naica AE-4y-A.

Las siete cepas de estudio mostraron un crecimiento homogéneo en la

utilizacién de las fuentes de nitrégeno. Las cepas Naica AE-2 y Naica AE-11x
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presentan una tendencia similar, con respecto al pobre crecimiento de las

colonias.

Ninguna de las siete cepas presentaron crecimiento y desarrollo de colonias
en el medio de cultivo adicionado con los aminoacidos acido aspartico y acido
glutamico. Esto estd en linea con el resultado obtenido con &acido maldnico
(fuentes de carbono) pues estos compuestos comparten un grupo funcional en
comun que aparentemente no puede ser empleado por los microorganismos de

estudio.

Nuevamente, se forman dos subgrupos con respecto al empleo de las
fuentes de nitrogeno que pueden emplear los microorganismos aislados de la

mina Naica.

En resumen, los microorganismos aislados presentan una amplia capacidad
para utilizar distintas fuentes de nitrégeno sin observarse una tendencia que
permitiese su diferenciacion o separacion ya que ninguno de ellos logré emplear ni
al acido aspartico ni al acido glutamico. Todos los aislados lograron emplear de

manera homogénea (crecimiento similar) las fuentes de nitrégeno evaluadas.
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Tabla 7. Crecimiento de los microorganismos en las diferentes fuentes de nitrégeno.

Cepas
Naica Naica Naica Naica Naica Naica Naica
Nitrégeno AE-2 AE-4x AE-4yA AE-5 AE-7 AE-11x AE-12
- (Fuentes)
Acido Aspartico - - - - - - -
Acido Glutamico - - - - ; ; -
Adenina ++ +++ + +++ +++ ++ +++
Alanina ++ +++ +++ +++ +++++ ++ +++
Arginina ++ +++ + +++ +++ ++ +++
Fenilalanina ++ ++ ++ +++ +++ ++ +++
Histidina +++ +++ ++ +++ +++++ +++ ++++
Isoleucina ++ +++ +++ +++ +++ ++ +++
Ornitina ++ +++ ++ +++ +++ ++ ++
Prolina ++ +++ +++ +++ +++ ++ +++
Serina +++ +++ +++ +++ ++++ +++ +++
Triptéfano +++ +++ +++ +++ ++++ +++ +++
Valina ++ +++ +++ ++++ ++++ ++ +++
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4.5 Tolerancia a concentraciones de cloruro de sodio (NaCl)

La capacidad de los siete aislados para tolerar distintas concentraciones de
NaCl se evalu6 de acuerdo a lo indicado en los Materiales y Métodos. Una imagen
del comportamiento observado para la tolerancia de los aislados se muestra en la

Figura 16.

Cepas Concentracion de NaCl (%)
012345078 90MRBUBABTH9N

g % i

"‘..'...'.~"|'3é4
W

Figura 16. Medio GYEA con diferentes concentraciones de NaCl e imagenes de tres de
los siete aislados.

En general, se observd que las cepas presentan un crecimiento 6ptimo
entre las concentraciones de 0 a 9% de NaCl (Tabla 8). Sin embargo, el aislado
Naica AE-12 mostré un excelente crecimiento hasta una concentracion de 4%, al

igual que la cepa Naica AE-7 pero hasta una concentracion de 5% de sal.

Entre las concentraciones 10 y 13% de NaCl aun se logré observar un buen

crecimiento de los microorganismos, pero se nota gradualmente una disminucion
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conforme se incrementa la concentracion de sal en el medio de cultivo GYEA. De
las siete cepas aisladas, unicamente Naica AE-2 dejo de mostrar crecimiento al

alcanzar el 19% de NacCl.

En general, se observo que las cepas pueden tolerar altas concentraciones
de NaCl (hasta 20%).

El efecto en el aumento de la concentracion de NaCl en el crecimiento y
desarrollo de las cepas es evidente, viéndose notablemente disminuidas en el
tamafio y morfologia de las colonias aisladas. Lo anterior sugiere una tolerancia a
la salinidad por parte de los microorganismos lo que les permite adaptarse a

condiciones microambientales especificas en el interior de la cueva.
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Tabla 8. Crecimiento de los microorganismos a diferentes concentraciones de NaCl.

Cepas
Naica Naica Naica Naica Naica Naica Naica
NaCl AE-2 AE-4x AE-4yA AE-5 AE-7 AE-11x AE-12
(%)
0 +++ +++ ++++ +++ +++++ +++ +++++
1 +++ +++ ++++ +++ +++++ +++ +4++++
2 +++ +++ ++++ +++ +++++ +++ +++++
3 +++ +++ ++++ +++ +++++ +++ +++++
4 +++ +++ ++++ +++ +++++ +++ +++++
5 +++ +++ +++ +++ +++++ +++ ++++
6 +++ +++ +++ +++ ++++ +++ ++++
7 +++ +++ +++ +++ ++++ +++ ++++
8 +++ +++ +++ +++ ++++ +++ +++
9 +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++
10 +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++
11 +++ +++ +++ ++ +++ +++ +++
12 +++ +++ +++ ++ +++ +++ +++
13 +++ +++ ++ ++ +++ ++ +++
14 ++ ++ ++ ++ ++ ++ +++
15 ++ ++ ++ + ++ ++ ++
16 + + + + ++ ++ ++
17 + + + + ++ ++ ++
18 + + + + ++ ++ ++
19 - + + + ++ ++ ++
20 - + + + ++ ++ ++
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4.6 Efecto del pH en el crecimiento de los aislados
La capacidad de los siete aislados para tolerar un medio de crecimiento

ajustado a diferentes valores de pH se muestra en la Figura 17.
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Figura 17. Medio GYEA ajustado a diferentes valores de pH e imagenes de los aislados.

De acuerdo con lo observado para el crecimiento de los microorganismos,
las condiciones acidas en el medio de cultivo GYEA (pH = 5) no favorecieron el

crecimiento y/o desarrollo de ninguna de las cepas aisladas.
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Sin embargo con el aumento en los valores de pH, se observd un cambio
significativo al obtener un comportamiento homogéneo en el crecimiento y
desarrollo de los aislados para todos los microorganismos de estudio. Al alcanzar
un valor de pH de 9, la cepa Naica AE-4y-A ya no presento crecimiento (Figura 17
y Tabla 9).

A partir de pH 7, se observd el crecimiento de todas las cepas, en donde
Naica AE-12 y Naica AE-7 presentaron un crecimiento excelente, el resto de las
cepas se pudieron catalogar en el rango denominado como muy buen crecimiento.
Con respecto a un valor de pH de 8, la tendencia se conserva pues Unicamente la
cepa identificada como Naica AE-7 mantuvo un excelente crecimiento y las seis

cepas restantes mostraron muy buen desarrollo.

A un valor de pH de 9, la condicion alcalina presente en el medio de cultivo
GYEA afecto el crecimiento de los aislados lo que se reflejéo en una disminucion.
Unicamente la cepa Naica AE-2 no soporté dichas condiciones y dejé de mostrar

crecimiento alguno.

Las condiciones fisicoquimicas dentro de la Cueva de los Cristales que
permite el desarrollo de macro-cristales de yeso (CaSO42H,0) seguramente
ofrece condiciones alcalinas al ecosistema lo que se refleja en la tolerancia

observada por los aislados a crecer en valores de pH de este tipo.
Las cepas de estudio crecen en valores de pH entre 6 y 9, con un éptimo

crecimiento entre 7 y 8, por lo tanto se les podria considerar como cepas

neutrofilas.
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Tabla 9. Crecimiento de los microorganismos a diferentes valores de pH.

Cepas
P Naica Naica Naica Naica Naica Naica Naica
pH AE-2 AE-4x AE-4yA AE-5 AE-7 AE-11x AE-12
pH 5 - - - - - - -
pH 6 +4++ +4++ - +++ +++ +++ +++
pH 7 ++++ ++++ ++++ ++++ +++++ ++++ +++++
pH 8 ++++ +44++ +4+4++ +4+4++ +4++++ +4+4++ ++4++
pH9 - +++ +++ +++ ++++ +++ +++
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4.7 Sensibilidad a diferentes antibioticos

La capacidad de los aislados para tolerar diferentes concentraciones de un

rango variado de antibidticos se indica en la Figura 18.

Lepas
Eritromicina(pglmL) Estreptomicina(pglmL) Rifampicina (yg/mL) Yancomicina (yg/mL)
(I J 0 1% 25 3% 50 015 03 045 06

00N B6ET Do R
TR
4 0N 0000 B0
1000 00 D60 0000
1000 0060 0000 0900

Figura 18. Medio GYEA con diferentes antibiéticos e imagenes de los aislados.

MRNaica
By -

Rlaica
A E -1

W
0y
wl
Z4

Nlaica
AE 5

De acuerdo a la figura 18 y tabla 10 resulté claro que las siete cepas

lograron tolerar un amplio rango de antibiéticos a las concentraciones evaluadas
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para este grupo de pruebas. Tal fue el caso para acido nalidixico (quinolona),
clortetraciclina (tetraciclina), eritromicina (macrélido), penicilina G (B- lactamico),
en los cuales se tuvo una tendencia homogeénea al presentar un buen crecimiento

de colonias aisladas en los medios que contenian dichos antibidticos.

En el caso de rifampicina (ansamicina) y vancomicina (glucopéptido),
también se presentd crecimiento de los siete microorganismos de estudio en las
cuatro concentraciones utilizadas pero los aislados crecieron pébremente con la

excepcion de la cepa Naica AE-7 que mostré un excelente crecimiento.

Todos los microorganismos del estudio resultaron sensibles a los
antibiéticos kanamicina y neomicina (aminoglucésidos) en sus cuatro diferentes

concentraciones.

Para el antibidtico demeclociclina (tetraciclina), cinco de las cepas
resultaron sensibles a tres concentraciones, tolerando uUnicamente dos
concentraciones (8 y 16 ug/mL) las cepas Naica AE-11x y Naica AE-5 pero con

pobre crecimiento.

El antibidtico estreptomicina (aminoglucésido) mostré la mayor sensibilidad
para las muestras de microorganismos, al inhibir el crecimiento de un par de
cepas, Naica AE-2 y Naica AE-11x, en sus cuatro diferentes concentraciones. Al
igual que las cepas Naica AE-4y-A y Naica AE-5 en dos y una concentracion,

respectivamente, no se presentd crecimiento.

En general, las siete cepas resultaron sensibles a cuatro de los 10
antibidticos usados, demeclociclina, kanamicina, neomicina y estreptomicina en
diferentes concentraciones. Estos antibidticos estan clasificados como
aminoglucosidos, ejerciendo su modo de accidn por inhibicion de la sintesis de

proteinas a nivel del ribosoma en la subunidad 308S.
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Tabla 10. Crecimiento de los microorganismos en diferentes antibidticos y respectivas concentraciones.

Concentraciones Naica Naica Naica Naica Naica Naica Naica
Antibiéticos (ng/mL) AE-2 AE-4x AE-4yA AE-5 AE-7 AE-11x AE-12
i 8 16 +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ 4+ | A | | | +++ +++
Acido Nalidixico
32 48 +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +4++ | | | | +++ +++
8 16 +++ +++ +++ +++ ++ ++ +++ +4++ | A | | | +++ +++
Clortetraciclina
32 48 +++ ++ +++ ++ ++ ++ +++ ++ +++++ | | ++ +++ +++
o 8 16 ++ - ++ - ++ - ++ + ++ - ++ + ++ -
Demeclociclina
32 48 - - - - - - - - - - - - - -
_ o 5 10 ++ ++ +++ +++ ++ ++ +++ +4++ | A | | | +++ +++
Eritromicina
15 20 ++ ++ +++ +++ ++ ++ +++ + +H+++ | ++ ++ +++ ++
o 5 10 - - ++++ | +++ +++ ++ ++ + +++++ | -+ - - ++++ | +++
Estreptomicina
15 20 - - ++ ++ - - + - ++++ +++ - - +++ ++
o 5 10 - - - - - - - - - - - - - -
Kanamicina
15 20 - - - - - - - - - - - - - -
o 4 8 - - - - - - - - - - - - - -
Neomicina
12 16 - - - - - - - - - - - - - -
o 5 10 +++ +++ +++ +++ +++ ++ +++ +4++ | | | | +++ ++
Penicilina G
15 20 +++ +++ +++ +++ ++ ++ ++ ++ +++++ | | | ++ ++
_ o 1.25 2.5 ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ +++++ | ++ ++ +++ ++
Rifampicina
3.75 50 + + ++ + ++ + + + +++++ | ++ + ++ +
o 0.15 0.30 +++ +++ ++ ++ +++ ++ ++ ++ +++++ | A | | +++ ++
Vancomicina
0.45 0.60 ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ +++++ | | | ++ ++
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4.8 Degradacion de sustratos

Las pruebas de degradacion de los sustratos evaluados se realizaron
adicionando el medio GYEA con cada uno de los compuestos de este grupo de
pruebas. Los resultados para este ultimo grupo de pruebas solamente se
registraron como degradacién positiva (+) o degradacién negativa (-) y se
ejemplican en la Figura 19 para el aislado Naica AE-7 y Tabla 11 para todos los

aislados.

Solamente un par de cepas pudieron degradar tres de los ocho sustratos
empleados para este grupo de pruebas y fueron hipoxantina y tirosina, ambos por
la cepa Naica AE-7. Esta cepa, al igual que Naica AE-12 también degradaron
elastina. Lo anterior se observé por un halo de degradacion en el medio de cultivo

alrededor de las colonias aisladas como se ejemplifica en la Figura 19.

Los siete microorganismos mostraron buen crecimiento en el medio GYEA
a pesar de la presencia del compuesto de degradacion por evaluar pero no

pacidad de degradarlos.

mostraron la ca

1la

2a

Figura 19. Medio GYEA con Tirosina (1) e Hipoxantina (2) para la cepa Naica AE-7.
(Anverso y reverso de la caja Petri [a] y [b], respectivamente).

60



Resultados y Discusion

Tabla 11. Resultados de la degradacion de sustratos.

Cepas
Naica Naica Naica Naica Naica Naica Naica
Degradacion AE-2 AE-4x AE-4yA AE-5 AE-7 AE-11x AE-12
(compuestos)
Adenina
Almidoén
Caseina
Elastina
- - - - + - +
Guanina
Hipoxantina
- - - - + - -
Tirosina
- - - - + - -
Xantina
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4.9 Estudio molecular y construccion del arbol filogenético

El ADN de los aislados se extrajo con éxito con la metodologia descrita en
la seccion previa. La electroforesis horizontal se observa en la Figura 20 mientras

que el producto de PCR empleando oligonucleétidos especificos para la clase

Actinobacteria se muestra en la Figura 21.
1 2 3 4 5 6 7 8

Figura 20. ADN extraido de los microorganismos de estudio en gel de agarosa al 1%.
Carriles 1 a 7: Naica AE-2, Naica AE-4x, Naica AE-4y-A, Naica AE-5, Naica AE-7, Naica
AE-11x y Naica AE-12. Carril 8: Marcador de peso molecular en pares de bases (pb).

1 2 3 4 5 6 7 8 9

1000 ' Producto

Zgg P _ ¢ _ & _ = _ & < 4e PCR

500
300 -
.

Figura 21. Producto de PCR (aprox. 650 bp) en gel de agarosa al 1%. Carriles 1:
Marcador de peso molecular; carril 2: Control negativo; carriles 3 al 9: Naica AE-2, Naica
AE-4x, Naica AE-4y-A, Naica AE-5, Naica AE-7, Naica AE-11x y Naica AE-12.

El fragmento de secuencia obtenida para cada uno de los aislados se
comparé con aquellas secuencias de la base de datos del NCBI opciéon BLAST
(http://www.ncbi.nim.nih.gov). El resultado de esta comparacion indica que los
aislados estan asociados a un género recientemente propuesto “Prauseroides”

(Pseudonocardiaceae bacterium) y Prauserella (Tabla 12; Anexo 8.3).
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Tabla 12. Resultados del BLAST para cada una de las secuencias de los aislados.

_ NUumero de bases Resultado del BLAST
Cadigo del o
_ ) empleadas en (cédigo GenBank de la
microorganismo _
BLAST secuencia mas cercana)
Pseudonocardiaceae
Naica AE-2 645 bp bacterium NH3
(FJ598086.1)
Pseudonocardiaceae
Naica AE-4x 645 bp bacterium NH3
(FJ598086.1)
Pseudonocardiaceae
Naica AE-4y-A 629 bp bacterium NH3
(FJ598086.1)
Pseudonocardiaceae
Naica AE-5 645 bp bacterium NH3
(FJ598086.1)
Prauserella sp. 05-Be-005
Naica AE-7 645 bp
(FM956091.1)
Pseudonocardiaceae
Naica AE-11x 645 bp bacterium NH3
(FJ598086.1)
Prauserella sp. 05-Be-005
Naica AE-12 627 bp
(FM956091.1)

Las secuencias de cada uno de los aislados asi como aquellos resultados

del BLAST (Anexos) se utilizaron para hacer un alineamiento manual en el

programa PHYDIT que permite el manejo de las secuencias como si se tratara de
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archivos de texto. Una vez que la secuencias fueron manualmente alineadas se
procedidé a construir el arbol filogenético en el programa TREECON (Van de Peery
DeWachter, 1994) empleando el método del vecino mas cercano (Saitou y Nei,
1987; Figura 22). En el arbol resultante se observa la formacién de sus subgrupos
con la secuencia del gen del 16S rARN de “Prauseroides maris” justo en medio,

separando a los siete aislados de la Cueva de los Cristales (Figura 22).

0.1 substitutions/site
—
Naica AE-2 h
Naica AE-4x
Naica AE-4y-A > Aislados de estudio
Naica AE-11x
Naica AE-5 _J
84— Prauseroides maris
93 Nai.ca AE-7 } Aislados de estudio
84 | Naica AE-12
100( Prauserella halophila
I Prauserella alba
100 100[ Saccharomonospora glauca
Saccharomonospora azurea
&|—— Saccharopolyspora hirsuta
100 93 Saccharopolyspora flava
81 Prauseria hordei
100 | Pseudonocardia antarctica
Pseudonocardia alni
— Amycolatopsis albidoflavus
Amycolatopsis alba

Figura 22. Arbol filogenético empleando el método del “vecino mas cercano” (Saitou y
Nei, 1987). Se emplearon las secuencias mas cercanas de acuerdo al resultado del
BLAST, es decir, secuencias de los géneros (en orden alfabético) Amycolatopsis,
Prauserella, Prauseria, Prauseroides, Pseudonocardia, Saccharomonospora y
Saccharopolyspora.
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5. CONCLUSIONES

El presente trabajo de investigacion representa el primer estudio en México
enfocado a la comparacion feno-genotipica de microorganismos de la clase
Actinobacteria aislados de la Cueva de los Cristales (mina Naica,
Chihuahua).

Los aislados forman parte de un género recientemente propuesto
denominado “Prauseroides” asociado a la familia Pseudonocardiaceae. Por
existir escasas referencias acerca de este género, no es posible establecer

las posibles relaciones en ambientes extremos y/o cuevas.

De las pruebas fenotipicas evaluadas, las que proporcionaron mayor nivel
de discriminacion comparando con el secuenciamiento parcial del gen del
16S rARN para la separacion de los dos grupos encontrados, son las
fuentes de carbono, con excepcion de los resultados encontrados para un
aislado.

La utilizacién de las fuentes de carbono por parte de los microorganismos
esta orientada hacia monosacaridos, disacaridos, polioles y algunos

alcoholes.

No existi6 una tendencia o preferencia de los microorganismos por emplear
alguna fuente de nitrégeno especifica para su crecimiento excepto por la
ausencia de desarrollo en aminoacidos acidos como lo fueron el &cido

aspartico y el acido glutamico.

El crecimiento de las cepas esta entre los valores de pH 6 a 9 con un
Optimo crecimiento a valores de pH entre 7 y 8 (ligeramente alcalinos y que

concuerda con las caracteristicas de la cueva).

Unicamente dos cepas presentaron degradacion de los sustratos
hipoxantina, tirosina y elastina lo que concuerda con las caracteristicas

oligotréficas del ecosistema de donde fueron aislados.
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6. RECOMENDACIONES

Las cuevas nacionales han sido pobremente estudiadas en términos de su
microdiversidad. Son necesarios estudios mas extensos para establecer si
los aislados del presente estudio estdn presentes exclusivamente en este
ecosistema o0 si se encuentran nacional o mundialmente distribuidos en

ecosistemas de caracteristicas similares.

Es necesario establecer el tipo de interacciones que se presentan entre los
dos grupos microbianos que se recuperaron de la cueva de los cristales.
Posiblemente los microorganismos ahi presentes tienen un papel
importante en la conservacion y mantenimiento de las caracteristicas
microambientales de la cueva ademas de ejercer un papel en los procesos
biogeoquimicos en cuanto al desarrollo de los cristales y yacimientos de la

mina.

Resulta notorio que solamente se hayan formado dos subgrupos a partir de
los siete aislados de estudio pues las caracteristicas macroscopicas
sugerian una mayor diversidad. Sin embargo, existen casos donde la
informacion que el gen del 16S rARN proporciona para algunos géneros de
la clase Actinobacteria no otorgan un nivel adecuado de discriminacién.
Primeramente, habria que determinar la secuencia completa del gen del
16S rARN para los siete aislados (aprox. 1,500 bp) y posteriormente
realizar estudios donde se evalUen diferentes regiones del genoma (genes
conservados) que permitan confirmar si la agrupacion de los dos subgrupos
se sigue conservando o si existe una mayor diversidad microbiana dentro

de los siete aislados del presente trabajo.
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8. Anexos

8.1 Medios de cultivo

Lista de medios de cultivo empleados en el presente trabajo.
Los medios fueron esterilizados a 15 Ib, 121°C por 15 minutos.

GYEA
(Agar Glucosa extracto de Levadura; Gordon
y Mihm, 1962)
Glucosa 10g
Extracto de Levadura 10 g
Agar 12 g
Agua destilada 1000 mL
pH 7.2
GYM

(Agar Glucosa extracto de Levadura y Malta;
Catalogo DSMZ, 2001)

pH 7.4

Glucosa 49
Extracto de levadura 49
Extracto de malta 10g
Carbonato de calcio 29
Agar 12 ¢
Agua destilada 1000 mL
pH 7.0-7.2
Medio basal
(Shirling y Gottlieb, 1966)
D-glucosa 10g
MgSO,e7H,0 59
NacCl 05¢
FeSO,eH,0 0.01g
K;HPO, 109
Agar 189
Agua destilada 1000 mL
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ISP-9
(Shirling y Gottlieb, 1966)
KH,PO, 2.38¢g
KoHPO403H,0 5.65¢g
MgSQ4e7H,0 10g
Solucion sales traza 1mL
(Pridham y Gottlieb)
Agar 18 g
Agua destilada 1000 mL
pH 6.8-7.0

8.2 Soluciones y Buffers de trabajo

GTE
(100mL; Micklos y Freyer, 1990)
Glucosa al 40% (m/v) 2.27 mL
EDTA 0.5M pH 8 2.0mL
Tris-HCI pH 8 2.5 mL
H,O 93.23 mL

Baffer TBE 10X
(Micklos y Freyer, 1990)

Tris base 11.69
Acido borico 8.42 g
EDTA sddico 0.98¢g

H.O 1000mL
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8.3 Resultados de la opcion BLAST para cada uno de los aislados (s6lo se
indican los 10 primeros resultados)

8.3.1 Aislado Naica AE-2

Sequences producing significant aliguments:
(Click headers to sort columns)
Accession Description T Total Query _. Evalue _Hax
score score coverage ident
FI528086.1  Pseudonocardiaceae bacterium NH3 165 ribosomal RNA gene, partii 1147 1147 100% 0.0 98%
Fl444396,1  Prauserella sp. M5498 165 ribosomal RNA gene, partial sequence 1147 1147 100% 0.0 95%
FM335081.1 | Prauserella sp. 05-Be-005 partial 165 rRNA gene, type strain 05-Be 1147 1147 100% 0.0 58%
AB297964.1  Prauserella rugosa aene for 165 rRNA, partial sequence 1098 1039 100% 0.0 97%
AB327258.1  Prauserella rugosa gene for 165 rRNA, partial sequence, strain: NEI 1099 1099 100% 0.0 97%
NR 024333.1  Prauserella rugosa strain DSM 43194 165 ribosomal RNA, partial se 1093 1099 100% 0.0 97%
Fl444995.1  Prauserella sp. YIM 90694 165 ribosomal RNA gene, partial sequen: 1094 1054 100% 0.0 97%
F1444993.1  Prauserella sp. YIM 90630 165 ribosomal RNA gene, partial sequen: 1094 1094 100% 0.0 97%
Fl444592.1  Prauserella sp. YIM 90625 165 ribosomal RNA azne, partial sequen: 1094 1094 100% 0.0 97%
Fl444594.1  Prauserella sp. YIM 90636 165 ribosomal RNA gene, partial sequen: 1088 1088 100% 0.0 97%
8.3.2 Aislado Naica AE-4x
Sequences producing significant alignments:
(Click headers to sort columns)
Accession Description — Total AL _ Evalue _Hax
score score coverage ident
F1538086.1  Pseudonocardiaceae bacterium NH3 165 ribosomal RNA gene, parti| 1147 1147 100% 0.0 98%
Fl444906,1  Prauserella sp. M5488 165 ribosomal RNA gene, partial sequence 1147 1147 100% 0.0 98%
FM956091.1 | Prauserella sp, 05-Be-005 partial 165 rRNA gene, type strain 05-Be 1147 1147 100% 0.0 98%
A4B297364.1  Prauserella rugosa aene for 165 rRNA, partial seauence 1099 1099 100% 0.0 97%
AB327259.1  Prauserella rugosa cene for 165 rANA, partial sequence, strain: NBI| 1099 1099 100% 0.0 97%
Prauserella rugosa strain DSM 43194 165 ribosomal RNA, partial se 1093 1099 100% 0.0 97%
Prauserella sp. YIM 90694 165 ribosomal RNA gene, partial sequen 1094 1094 100% 0.0 97%
Prauserella sp. YIM 90630 165 ribosomal RNA gene, partial sequen 1094 1094 100% 0.0 97%
Prauserella sp. YIM 90625 165 ribosomal RNA gene, partial sequen 1094 1094 100% 0.0 97%
Prauserella sp. YIM 90636 165 ribosomal RNA gene, partial sequen 1088 1083 100% 0.0 97%
8.3.3 Aislado Naica AE-4y-A
Sequences producing significant alignments:
(Click headers to sort columns)
Accession Description Hax e Query _.Evalue _Hax
score score coverage ident
F1598086.1  Pseudonecardiaceae bacterium NH3 165 ribosomal RNA aene, partii 1046 1045 3% 0.0 9%
FJ444996.1  Prauserella sp. M53498 165 ribosomal RNA gene, partial sequence 1046 1046 93% 0.0 93%
FM956091.1 | Prauserella sp. 05-Be-005 partial 165 rRNA gene, type strain 05-Be 1046 1045 93% 0.0 95%
AB297964.1  Prauserella rugosa gene for 165 rRNA, partial sequence 998 583 83% 0.0 97%
AB327259.1  Prauserella rugosa qene for 165 rRNA, partial sequence, strain: NBI 398 393 93% 0.0 97%
NR_024889.1  Prauserella rugosa strain DSM 43194 165 ribosomal RNA, partial se 998 398 3% 0.0 97%
F1444995,1 | Prauserella sp. YIM 90694 185 ribosomal RNA gene, partial sequent 992 952 93% 0.0 96%
F1444993.1 | Prauserella sp. YIM 90630 155 ribosomal RNA gene, partial sequent 992 952 93% 0.0 9%
Fl444902.1  Prauserella sp. YIM 90825 155 ribosomal RNA gene, partial sequen: 992 992 93% 0.0 96%
F1452363.1  Saccharomonospara sp. Al 165 ribosomal RNA qene, partial seque 3490 990 93% 0.0 96%
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8.3.4 Aislado Naica AE-5

Sequences producing significant alignments:
(Click headers to sort columns)
Accession Description — Total L _ Evalue _Hax
score score coverage ident
F1333086.1  Pseudonocardiaceae bacterium NH3 165 rbosomal RNA gene, parti 1147 1147 100% 0.0 98%
Fl444996.1  Prauserella sp. M3498 165 ribosomal RNA gene, partial sequence 1147 1147 100% 0.0 93%
FM356091.1 | Prauserella sp. 05-Be-005 partial 165 rRNA gene, type strain 05-Be 1147 1147 100% 0.0 95%
AB297964,1  Prauserella rugosa gene for 165 rRNA, partial sequence 1093 1093 100% 0.0 97%
AB327255.1 | Prauserella rugosa gene for 165 rANA, partial sequence, strain: NEI 1099 1099 100% 0.0 97%
NR 024889.1  Prauserella rugosa strain DSM 43194 165 ribosomal RNA, partial se 1099 1099 100% 0.0 97%
Fl444995.1  Prauserella sp. YIM 90694 165 ribosomal RNA gene, partial sequen: 1094 1094 100% 0.0 97%
F1444993.1 Prauserella sp. YIM 90630 165 ribosomal RNA gene, partial sequen: 1094 1094 100% 0.0 97%
F1444992,1  Prauserella sp. YIM 90625 165 ribosomal RNA gene, partial sequent 1094 1054 100% 0.0 97%
Fl444954.1  Prauserella sp. YIM 90636 165 ribosomal RNA gene, partial sequent 1088 1088 100% 0.0 97%
8.3.5 Aislado Naica AE-7
Sequences producing significant alignments:
(Click headerz to sort columns)
Accession Description — Total e _ Evalue _Hax
score score coverage ident
FM356091.1 | Prauserella sp. 05-Be-005 partial 165 rRNA gene, type strain 05-Be 1192 1192 100% 0.0 100%
F1598086.1 | Pseudonocardiaceae bacterium NH3 165 ribosomal RNA azne, parti 1142 1142 100% 0.0 9%
Fl444996.1  Prauserslla sp. M5498 165 ribosomal RNA gene, partial sequence 1142 1142 100% 0.0 93%
AB297964.1 | Prauseralla rugosa gene for 165 rRNA, partial sequence 1116 1116 100% 0.0 97%
AB327259.1 | Prauserella rugosa gene for 165 rRNA, partial sequence, strain: NBI| 1116 1116 100% 0.0 97%
NR._024339.1  Prauserella rugosa strain DSM 43194 165 ribosomal RNA, partial se. 1116 1116 100% 0.0 5§7%
F1444534,1 | Prauserella sp. YIM 90636 165 nbosomal RNA gene, partial sequent 1105 1105 100% 0.0 7%
006563351 | Prauserella sp. YIM 90636 165 ribosomal RNA aene, partial sequent 1105 1105 100% 0.0 97%
NR. _028834.1 | Prauserella alba strain YIM30005 165 ribosomal RNA, partial sequer| 1105 1105 100% 0.0 97%
1 Fl462363.1  Saccharomaonospora sp. All 165 ribosomal RNA qene, partial seque % 1103 100% 0.0 97%
8.3.6 Aislado Naica AE-11x
Sequences producing significant alignments:
(Click headers to sort columns)
Accession Description — Total 2 _ Evalue _Hax
score score coverage ident
F1598086.1 | Pseudonocardiaceae bacterium NH3 165 ribosomal RNA gene, parti 1147 1147 100% 0.0 99%
Fl444996.1  Prauserella sp. M3493 165 ribosomal RNA gene, partial sequence 1147 1147 100% 0.0 93%
FM956091.1  Prauserella =p. 05-Be-005 partial 165 rRNA gene, type strain 05-Be 1147 1147 100% 0.0 98%
£B257964.1  Prauserella rugosa qzne for 165 rRNA, partial sequence 1099 1098 100% 0.0 97%
AB327259.1  Prauserella rugosa qene for 165 rRNA, partial sequence, strain: NBI 1099 1099 100% 0.0 97%
NR_024889.1  Prauserella rugosa strain DSM 43194 165 ribosomal RNA, partial se 1099 1099 100% 0.0 97%
F1444995,1  Prauserella sp. YIM 90694 165 ribosomal RNA gene, partial sequen: 1094 1094 100% 0.0 97%
Fl444993.1  Prauserella sp. YIM 30630 165 ribosomal RNA gene, partial sequent 1094 1094 100% 0.0 97%
FJ444992,1  Prauserella sp. YIM 30625 165 ribosomal RNA gene, partial sequent 1094 1094 100% 0.0 97%
Fl444954.1  Prauserella sp. YIM 30636 165 ribosomal RNA gene, partial sequent 1088 1088 100% 0.0 97%
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8.3.7 Aislado Naica AE-1

Sequences producing significant aligmments:
(Click headers to sort columnsz)

Accession Description b Total MR _ Evalue _Hax

score score coverage ident

FM335081.1  Prauserella sp. 05-Be-005 partial 165 rRNA qene, type strain 05-Be 1098 1098 96% 0.0 95%
F1333086.1  Pseudonocardiaceae bacterium NH3 165 ribosomal RNA qene, parti 1058 1058 96% 0.0 95%
F14445396.1 Prauserella sp. M5498 165 ribosomal RNA qene, partial sequence 1039 1059 96% 0.0 9%
AB297964,1  Prauserella rugosa gene for 165 rRNA, partial sequence 1022 1022 96% 0.0 96%
AB327259.1 | Prauserella rugosa gene for 165 rRNA, partial sequence, strain: NBI 1022 1022 96% 0.0 96%
MR 024333.1  Prauserella rugosa strain DSM 43194 165 ribosomal RNA, partial se 1022 1022 96% 0.0 96%
F1444594,1  Prauserella sp. YIM 90636 165 ribosomal RNA gene, partial sequent 1011 1011 96% 0.0 95%
D0656335.1  Prauserella sp. YIM 90636 165 ribosomal RNA gene, partial sequent 1011 1011 96% 0.0 6%
NR_028834.1  Prauserella alba strain YIM3000S 165 ribosomal RNA, partial sequer 1011 1011 56% 0.0 56%
F1812357.1  Saccharomonospora sp. 15 165 ribosomal RNA gene, partial sequer. 1007 1007 96% 0.0 96%
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8.4.3 Tolerancia a concentraciones de cloruro de sodio (NacCl)
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8.4.4 Efecto del pH en el crecimiento de los aislados
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8.4.5 Sensibilidad a diferentes antibidticos
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