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crecimiento de las cepas Bacillus atrophaeus HX11, Bacillus licheniformis FAMB1,
Bacillus atrophaeus HA120A, Bacillus sp. SA313, Brevibacterium halotolerans
SX139, Micrococcus sp. M12, Kocuria rosea SA129B y Micrococcus luteus SA211,
en medio liquido definido con 20 g/L de LiCl a 30 °C y 200 rpm. Los valores

corresponden al promedio de dos medidas con su correspondiente desvio estandar.

Figura 4.12 Remocion de litio empleando Bacillus atrophaeus HX11. Se muestra el
litio residual detectado en el sobrenadante antes (Al) y después de inocular 0,01 g
de células (peso humedo) a 50 mL de una solucion 72 uM de LiCl. Los valores

corresponden al promedio de dos medidas con su correspondiente desvio estandar.

Figura 4.13 Remocion de litio empleando Bacillus licheniformis FAMB1. Se muestra
el litio residual detectado en el sobrenadante antes (Al) y después de inocular 0,01
g de células (peso humedo) a 50 mL de una solucioén 72 yM de LiCl. Los valores

corresponden al promedio de dos medidas con su correspondiente desvio estandar.

Figura 4.14 Remocién de litio empleando Bacillus atrophaeus HA120A. Se muestra
el litio residual detectado en el sobrenadante antes (Al) y después de inocular 0,01
g de células (peso humedo) a 50 mL de una solucion 72 yM de LiCl. Los valores

corresponden al promedio de dos medidas con su correspondiente desvio estandar.

Figura 4.15 Remocion de litio empleando Bacillus sp. SA313. Se muestra el litio
residual detectado en el sobrenadante antes (Al) y después de inocular 0,01 g de



células (peso humedo) a 50 mL de una solucién 72 uM de LiCl. Los valores

corresponden al promedio de dos medidas con su correspondiente desvio estandar.

Figura 4.16 Remocion de litio empleando Brevibacterium halotolerans SX139. Se
muestra el litio residual detectado en el sobrenadante antes (Al) y después de
inocular 0,01 g de células (peso humedo) a 50 mL de una solucién 72 uM de LiCl.
Los valores corresponden al promedio de dos medidas con su correspondiente
desvio estandar.

Figura 4.17 Remocion de litio empleando Micrococcus sp. M12. Se muestra el litio
residual detectado en el sobrenadante antes (Al) y después de inocular 0,01 g de
células (peso humedo) a 50 mL de una solucién 72 uM de LiCl. Los valores

corresponden al promedio de dos medidas con su correspondiente desvio estandar.

Figura 4.18 Remocion de litio empleando Kocuria rosea SA129B. Se muestra el litio
residual detectado en el sobrenadante antes (Al) y después de inocular 0,01 g de
células (peso humedo) a 50 mL de una solucién 72 uyM de LiCl. Los valores

corresponden al promedio de dos medidas con su correspondiente desvio estandar.

Figura 4.19 Remocion de litio empleando Micrococcus luteus SA211. Se muestra el
litio residual detectado en el sobrenadante antes (Al) y después de inocular 0,01 g
de células (peso humedo) a 50 mL de una solucion 72 uM de LiCl. Los valores

corresponden al promedio de dos medidas con su correspondiente desvio estandar.

Figura 4.20 Minimo valor de litio residual detectado en el sobrenadante después de
inocular 0,01 g de células (peso humedo) a 50 mL de una solucién 72 uM de LiCl.
Se evaluaron las cepas Bacillus atrophaeus HX11, Bacillus licheniformis FAMBA1,
Bacillus atrophaeus HA120A, Bacillus sp. SA313, Brevibacterium halotolerans
SX139, Micrococcus sp. M12, Kocuria rosea SA129B y Micrococcus luteus SA211
Los valores corresponden al promedio de dos medidas con su correspondiente
desvio estandar.

Figura 4.21 Fotografias de microscopia electronica de barrido (3.000X) de Bacillus
atrophaeus HX11 obtenidos de cultivos en medio liquido definido sin (DM) y con 30
g/L de LiCl (D30) a 30 °C y 200 rpm. Las flechas rojas sefialan la formacién de
estructuras redondeadas que podrian ser estructuras de resistencia.

Figura 4.22 Fotografias de microscopia electronica de barrido (3.000X) de Bacillus
licheniformis FAMB1 obtenidos de cultivos en medio liquido definido sin (DM) y con
30 g/L de LiCl (D30) a 30 °C y 200 rpm.

Figura 4.23 Fotografias de microscopia electronica de barrido (3.000X) de Bacillus
atrophaeus HA120A obtenidos de cultivos en medio liquido definido sin (DM) y con
30 g/L de LiCl (D30) a 30 °C y 200 rpm.



Figura 4.24 Fotografias de microscopia electronica de barrido (3.000X) de Bacillus
sp. SA313 obtenidos de cultivos en medio liquido definido sin (DM) y con 30 g/L de
LiCl (D30) a 30 °C y 200 rpm.

Figura 4.25 Fotografias de microscopia electrénica de barrido (3.000X) de
Brevibacterium halotolerans SX139 obtenidos de cultivos en medio liquido definido
sin (DM) y con 30 g/L de LiCl (D30) a 30 °C y 200 rpm.

Figura 4.26 Fotografias de microscopia electrénica de barrido (3.000X) de
Micrococcus sp. M12 obtenidos de cultivos en medio liquido definido sin (DM) y con
30 g/L de LiCI (D30) a 30 °Cy 200 rpm.

Figura 4.27 Fotografias de microscopia electrénica de barrido (3.000X) de Kocuria
rosea SA129B obtenidos de cultivos en medio liquido definido sin (DM) y con 30 g/L
de LiCl (D30) a 30 °C y 200 rpm.

Figura 4.28 Fotografias de microscopia electrénica de barrido (3.000X) de
Micrococcus luteus SA211 obtenidos de cultivos en medio liquido definido sin (DM)
y con 30 g/L de LiCl (D30) a 30 °C y 200 rpm.

Figura 5.1 Ensayo del canal para determinar la tolerancia de cepas de arqueas
haléfilas a 7 y 10 M de LiCl (296,8 y 424 g/L). Se incluyeron cepas ATCC (N. asiatica,
H noriciense, H sinaiiensis, H curtirubrum, H salinarum, H saccharovorum),
Halobacterium sp. GSL-19, Halobacterium sp. NRC-1, y cepas aisladas del Salar de
Uyuni, Bolivia, llamadas 4-1A, 4-2, Haloterrigena sp. 5-1, 5-3, Natrinema sp. 5-4, 5-
5, 5-62 y Natrinema sp. 6-1.

Figura 5.2 Curvas de crecimiento de Halobacteruim sp. NRC-1 en medios de cultivo
con distintas concentraciones de sales: CM+, CM2, CM3, CM4 (4,3; 2; 3; y 4 M de
NaCl, respectivamente) y CM2Li1, CM2Li2, CM2Li3, CM2Li3,7 (2 M de NaCl
adicionado con 1, 2, 3y 3,7 M de LiCl, respectivamente). La densidad o6ptica (DO)
se midié a 600 nm y la DOy utilizada para la normalizacion, corresponde al valor
inicial.

Figura 5.3 Curvas de crecimiento de Halorubrum lacusprofundi en medios de cultivo
con distintas concentraciones de sales: CM+, CM2, CM3, CM4 (4,3; 2; 3; y 4 M de
NaCl respectivamente) y CM2Li1, CM2Li2, CM2Li3, CM2Li3,7 (2 M de NacCl
adicionado con 1, 2, 3y 3,7 M de LiCl respectivamente). La densidad éptica (DO) se

midié a 600 nm y la DOy utilizada para la normalizacion, corresponde al valor inicial.

Figura 5.4 Curvas de crecimiento de Halorubrum sp. 3-1 en medios de cultivo con
distintas concentraciones de sales: CM+, CM2, CM3, CM4 (4,3; 2; 3; y 4 M de NaCl
respectivamente) y CM2Li1, CM2Li2, CM2Li3, CM2Li3,7 (2 M de NaCl adicionado
con 1, 2, 3y 3,7 M de LiCl respectivamente). La densidad 6ptica (DO) se midié a 600

nm y la DOo utilizada para la normalizacion, corresponde al valor inicial.



Figura 5.5 Curvas de crecimiento de la cepa 4-2 en medios de cultivo con distintas
concentraciones de sales: CM+, CM2, CM3, CM4 (4,3; 2; 3; y 4 M de NaCl
respectivamente) y CM2Li1, CM2Li2, CM2Li3, CM2Li3,7 (2 M de NaCl adicionado
con 1, 2, 3y 3,7 M de LiCl respectivamente). La densidad 6ptica (DO) se midié a 600

nm y la DOo utilizada para la normalizacion, corresponde al valor inicial.

Figura 5.6 Curvas de crecimiento de Haloterrigena sp. 5-1 en medios de cultivo con
distintas concentraciones de sales: CM+, CM2, CM3, CM4 (4,3; 2; 3; y 4 M de NaCl
respectivamente) y CM2Li1, CM2Li2, CM2Li3, CM2Li3,7 (2 M de NaCl adicionado
con 1, 2, 3y 3,7 M de LiCl respectivamente). La densidad 6ptica (DO) se midi6é a 600

nm y la DOo utilizada para la normalizacion, corresponde al valor inicial.

Figura 5.7 Curvas de crecimiento de Natrinema sp. 5-4 en medios de cultivo con
distintas concentraciones de sales: CM+, CM2, CM3, CM4 (4,3; 2; 3; y 4 M de NaCl
respectivamente) y CM2Li1, CM2Li2, CM2Li3, CM2Li3,7 (2 M de NaCl adicionado
con 1, 2, 3y 3,7 M de LiCl respectivamente). La densidad 6ptica (DO) se midi6é a 600

nm y la DOo utilizada para la normalizacion, corresponde al valor inicial.

Figura 5.8 Curvas de crecimiento de Natrinema sp. 6-1 en medios de cultivo con
distintas concentraciones de sales: CM+, CM2, CM3, CM4 (4,3; 2; 3; y 4 M de NaCl
respectivamente) y CM2Li1, CM2Li2, CM2Li3, CM2Li3,7 (2 M de NaCl adicionado
con 1, 2, 3y 3,7 M de LiCl respectivamente). La densidad 6ptica (DO) se midi6é a 600

nm y la DOo utilizada para la normalizacion, corresponde al valor inicial.

Figura 5.9 Curvas de crecimiento de Salarchaeum sp. DS1 en medios de cultivo con
distintas concentraciones de sales: CM+, CM2, CM3, CM4 (4,3; 2; 3; y 4 M de NaCl
respectivamente) y CM2Li1, CM2Li2, CM2Li3, CM2Li3,7 (2 M de NaCl adicionado
con 1, 2, 3y 3,7 M de LiCl respectivamente). La densidad 6ptica (DO) se midi6é a 600

nm y la DOo utilizada para la normalizacion, corresponde al valor inicial.

Figura 5.10 Maximos valores de biomasa producida por arqueas haldfilas cultivadas
en medios de cultivo con concentraciones finales de 116,9; 175,3; 233,8 y 259 g/L
de NaCl, incubadas a 37 ° C y 100 rpm. El sombreado azul indica el rango de
salinidad para el crecimiento 6ptimo de microorganismos haléfilos moderados, vy el
rosado el de haldfilos extremos (5). La densidad 6ptica (DO) se midié a 600 nm y la

DOy utilizada para la normalizacion, corresponde al valor inicial.

Figura 5.11 Maximos valores de biomasa producida por arqueas haldfilas cultivadas
en medios de cultivo con concentraciones finales de 42,4; 84,8; 127,2; 156,9 g/L de
LiCl, incubadas a 37 ° C y 100 rpm. La densidad optica (DO) se midié a 600 nm y la

DOy utilizada para la normalizacion, corresponde al valor inicial.

Figura 5.12 Relacién de biomasa producida en medio de cultivo con litio en relacién

a la obtenida en el mismo tiempo en medio de cultivo sin litio para cada



microorganismo. DOLi es la maxima densidad 6ptica medida en medio de cultivo con
litio agregado (20 g/L para bacterias, medio D20 y 42,4 g/L para arqueas, medio
CMZ2Li1) y DO es la correspondiente sin LiCl (DM y CM2 para bacterias y arqueas
respectivamente). Se cultivé a 37 °C y 100 rpm para arqueas y 200 rpm y 30 °C para

bacterias.

Figura 6.1 Imagen de Micrococcus luteus SA211 crecida en medio de cultivo
APCsal.

Figura 6.2 Geles de las corridas electroforéticas de las muestras de ADN control (sin
digerir) y digeridas con ARNasa (Inbio, 10 mg/mL, 2,5 U/ug). Cada 20 ulL de extracto
de acidos nucleicos totales se agregaron 3 uL de enzima y se incubé durante 40 min
a 37 °C.

Figura 6.3 Distribucion de las proteinas totales de Micrococcus luteus SA211 de
acuerdo con su punto isoeléctrico (pl).

Figura 6.4 Comparacion de las secuencias de los genomas correspondientes a las
cepas Micrococcus sp. FDAARGOS 333, Micrococcus sp. CH7, Micrococcus sp.
HMSC31B01, Micrococcus sp. HMSCO067EQ9, Micrococcus luteus NCTC 2665,
Micrococcus sp. KT16 y Micrococcus luteus SA211. Los bloques de colores de cada
genoma representan secuencias compartidas. Las secuencias compartidas se

relacionan mediante lineas de unién entre los genomas.

Figura 6.5 Comparacion de las secuencias de los genomas correspondientes a las
cepas de Micrococcus luteus NCTC 2665, SGAIir0127 y SA211. Los bloques de
colores de cada genoma representan secuencias compartidas. Las secuencias

compartidas se relacionan mediante lineas de unién entre los genomas.

Figura 6.6 Distribucion de pl de las proteinas totales predichas de Halobacterium sp.
NRC-1, Bacillus subtilis subsp subtilis 168, Escherichia coli BL21y Micrococcus
luteus SA211.

Figura 6.7 Distribucién de pl de las proteinas totales predichas para Halobacterium
sp. NRC-1, Methanothermobacter thermautotrophicus, Salinibacter rubrum 'y

Micrococcus luteus SA211.

Figura 6.8 Distribucion de pl de las proteinas totales predichas de diferentes cepas
de Micrococcus, entre las que se encuentran Micrococcus sp. HMSCO067E09,
Micrococcus sp. HMSC31B01, Micrococcus sp. FDAARGOS 333, Micrococcus sp.
KT16, Micrococcus sp. CH7 y Micrococcus luteus SA211.

Figura 7.1 Sintesis diferencial de proteinas en geles monodimensionales de las
cepas Bacillus atrophaeus HA120A, Brevibacterium halotolerans SX139 y Bacillus
licheniformis FAMB1 cultivadas en medio definido con 10 (D10) y 30 g/L (D30) de

cloruro de litio. Las flechas rojas sefialan las bandas presentes en solo una de las



condiciones evaluadas para cada cepa y las verdes sefalan proteinas presentes en

ambas concentraciones de LiCl pero sobresintetizadas en la situacion sefalada.

Figura 7.2 Sintesis diferencial de proteinas en geles monodimensionales producidas
por Micrococcus luteus SA211 cultivada en medio definido sin (DM) y con 10 (D10)
y 30 g/L (D30) de LiCl y con 14 (Na1) y 42 g/L (Na2) de NaCl. Las flechas rojas
indican bandas detectadas so6lo en esa condicion, las verdes indican sobresintesis
con respecto a DM vy las celestes sefialan proteinas que estan presentes en todas
las condiciones en distintas intensidades.

Figura 7.3 Geles bidimensionales mostrando las proteinas sintetizadas por
Micrococcus luteus SA211 cultivado en medio definido sin (DM) y con 10 (D10) y 30
g/L (D30) de LiCl. Los geles con las letras A, B 'y C corresponden a tres experimentos
independientes (kDa: kilodalton).

Figura 7.4 Andlisis del proteoma de Micrococcus luteus SA211 cultivado en medios
sin (DM) y con 10 (D10) y 30 g/L (D30) de LiCl. Los geles bidimensionales se tifieron
con Coomassie Coloidal y se evaluaron por triplicado. Los spots marcados con
circulos, numerados del 1 al 46 para facilitar su localizacion, son los que mostraron
diferencias en su intensidad, por lo que se cortaron del gel y se enviaron a secuenciar
(kDa: kilodalton).
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Resumen

La obtencion de litio ha tomado gran importancia en los ultimos afios debido a la
gran demanda para la produccion principalmente de baterias. Este elemento tiene
ademas otras utilidades, como en la industria ceramica y médica. Se conoce que la
forma mas econdmica y eficiente de obtener litio es a partir de salmueras naturales
con altas concentraciones del metal, distribuidas principalmente en la zona de la puna
sudamericana, al oeste de los Estados Unidos y en lagos salinos de China. El Salar
del Hombre Muerto, ubicado en el noroeste argentino, es uno de los vértices del
“Triangulo del litio” que incluye toda el area comprendida entre este Salar, el de Uyuni
en Bolivia y el de Atacama en Chile. En esta zona se concentra alrededor del 85% del

litio soluble a nivel mundial.

En la presente tesis doctoral se plante6 como objetivo general determinar la
influencia del litio sobre diferentes géneros microbianos aislados de muestras
ambientales con elevada concentracion de mineral y caracterizar la composicion de
las comunidades microbianas que se encuentran en estos ambientes. A partir de este
conocimiento, intentar discernir los mecanismos que les permiten a los organismos
tolerar dichas condiciones adversas y sus potenciales capacidades y/o aplicaciones
biotecnoldgicas.

Se inici6 este trabajo determinando la importancia del litio, resaltando sus
aplicaciones y demanda a nivel mundial. Posteriormente se describié la distribucion
del metal alrededor del mundo, teniendo en cuenta las reservas actualmente en
explotacion como las que aun permanecen sin explotar. Se seleccioné el Salar del
Hombre Muerto como sitio de estudio de donde se tomaron muestras de suelo de dos
puntos diferentes, de agua dulce y de salmuera. Estas se caracterizaron de acuerdo
con su composicion quimica y sus propiedades fisicas. También se estudié la
composicion de la comunidad microbiana en muestras de suelo utilizando técnicas de
metagenomica. El analisis de los datos obtenidos permitio establecer una relacion

entre las propiedades de los suelos con las comunidades microbianas que lo habitan.

Por otra parte, se evalud la presencia de microorganismos mediante microscopia
optica y electronica en las muestras de agua dulce y salmuera y se aislaron bacterias
y hongos mediante técnicas microbioldgicas a partir de las muestras disponibles. Del
total de 238 cepas bacterianas obtenidas, se continud el trabajo con aquellas capaces
de crecer en altas concentraciones salinas (186), de las que se evalud su tolerancia al

cloruro de litio mediante el crecimiento en medios de cultivo sélido (ensayo del canal) y



liquido. Las 36 cepas bacterianas clasificadas como tolerantes en medio liquido (de un
total de 56 clasificadas como tal en medio sélido) se caracterizaron en cuanto a su
morfologia microscépica y la de sus colonias y a su capacidad de formar biofilms y de
producir carotenoides. De ellas, 26 cepas se secuenciaron e identificaron empleando
técnicas de biologia molecular y bioinformatica. Se depositaron las secuencias

obtenidas en el GeneBank.

A partir de los aislamientos bacterianos tolerantes a litio, se seleccion6 un grupo de
8 cepas de las que se evalud la capacidad de crecer en presencia de cloruro de litio y
de recuperar el litio soluble. Se verific6 que las células poseen la capacidad de
adsorber una fraccion del litio soluble y que en algunas de las cepas el litio, en

elevadas concentraciones, afecté a la morfologia celular.

Asimismo, se evalud la tolerancia al cloruro de litio de 19 cepas de arqueas
haldfilas, de diferente origen, en medio sdlido mediante el ensayo del canal y el
crecimiento en medio liquido con diferentes concentraciones de sales de sodio v litio.
Se identificaron tres cepas haldfilas extremas y dos con capacidad para crecer en
altas concentraciones de litio, siendo estas ultimas comparables a los aislamientos

bacterianos obtenidos.

Finalmente, se selecciond una de las cepas aisladas del Salar del Hombre Muerto,
Micrococcus Iluteus SA211, para profundizar su estudio. Se secuencio y analizé su
genoma y metiloma completo, lo que permitié analizar la potencialidad de la cepa y
predecir que la mayoria de las proteinas que la cepa podria sintetizar serian acidas.
Se estudid la sintesis diferencial de proteinas de esta (y de otras tres cepas) en
ausencia y presencia de sales de litio para identificar las proteinas involucradas en la
respuesta al litio, a la vez que se compararon con las sintetizadas en presencia de
sodio. Se identificaron 46 proteinas diferencialmente sintetizadas, involucradas en

distintas funciones del metabolismo celular, relacionadas con la presencia de litio.

En conclusion, se alcanzaron los objetivos propuestos en el tiempo previsto. Este
trabajo, primero en su indole con muestras del Salar del Hombre Muerto, constituye
una base sélida para profundizar los estudios de las capacidades de las cepas
obtenidas y optimizar procesos de recuperacion de litio soluble, entre otras potenciales

aplicaciones biotecnoldgicas observadas en las cepas aisladas.



Abstract

Lithium exploitation has gained great importance in the last years because of the
increasing demand mainly for battery production. The element has also other uses, such
as in ceramic and medical industry. It is known that the cheapest and most efficient way
of obtaining lithium is from natural brines with high concentrations of the metal, which
are mainly located in the South American Puna Plateau, in the west of the United States
and in salt lakes from China. The Salar del Hombre Muerto, located in the northwest of
Argentina, is one of the vertices of the “Lithium Triangle”, which includes all the area
between this salt flat, the Uyuni’s in Bolivia and the Atacama’s in Chile. This area harbors

around 85% of soluble lithium worldwide.

The general objective of this thesis was to establish the influence lithium has on
different microorganisms isolated from environmental samples with high mineral
concentration and to characterize the microbial communities from these environments.
This knowledge would allow to determine the mechanisms used by these organisms to
tolerate such adverse conditions and their potential capabilities and/or biotechnological

applications.

First, the importance of lithium was determined, highlighting its applications and the
global demand. Then, the worldwide distribution of the metal was described, considering
the reserves currently under exploitation, as well as those that are not yet exploited. The
Salar del Hombre Muerto was selected as the study site, from which soil samples from
two different points, and fresh water and brine samples were collected. Samples were
characterized regarding their chemical and physical properties. Also, the composition of
the microbial communities from soil samples was studied using metagenomics. The
analysis of the obtained data allowed to establish a relationship between soil properties

and the composition of their microbial community.

On the other side, the presence of microorganisms was assessed in fresh water and
the brine through optic and electronic microscopy. Bacteria and fungi were isolated by
microbiological techniques from the all the samples. From a total of 238 bacterial isolates,
those able to grow in presence of high salt concentrations (186) were selected and their
tolerance to lithium chloride, by culturing them in solid and liquid media, was assessed.
The 36 strains classified as tolerant in liquid medium (out of a total of 56 classified as
such in solid medium) were further characterized regarding their microscopic

morphology and that of their colonies and their capacity for biofilm formation and



carotenoid production. From those, 26 isolates were sequenced and identified through
molecular techniques and bioinformatics. The sequences were uploaded to the

GeneBank database.

From the lithium tolerant isolates, a set of 8 strains was selected and their ability to
grow in the presence of lithium chloride and to recover soluble lithium was evaluated.
The cells” ability to adsorb a fraction of soluble lithium and the fact that the morphology

of some cells was affected due to high concentrations of lithium, were verified.

Likewise, the tolerance to lithium chloride of 19 halophile archaeal strains from
different origins was assessed in solid media, as well as their ability to grow in liquid
media with different concentrations of sodium and lithium salts. Three extreme halophile
strains and two able to grow in the presence of high lithium concentrations were identified,

being the latest comparable to the bacterial isolates obtained.

Finally, Micrococcus luteus SA211, one of the isolates from the Salar del Hombre
Muerto, was selected for further studies. Its whole genome and methylome were
sequenced and analyzed, allowing to evaluate the strain potential and to predict that
most of the proteins that could be produced would be acidic. The differential protein
synthesis for this strain (and three others) in absence and presence of lithium, to identify
the proteins involved in the response to the metal, were studied, at the time that they
were compared to the ones synthesized in the presence of sodium. Forty-six proteins
differentially synthesized, involved in different functions of cell metabolism and related to

the presence of lithium were identified.

To conclude, the aims proposed for this thesis were achieved in the expected time.
This work, first of its kind with samples from the Salar del Hombre Muerto, constitutes a
solid base to deepen in the study of the isolates capabilities and to optimize the soluble
lithium recovery processes, among other potential biotechnological applications

observed for the isolated strains.
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Hipotesis de trabajo

El trabajo de tesis se ha desarrollado en base a tres hipotesis de trabajo:

1. Los microorganismos aislados de ambientes con elevadas concentraciones de
sodio y litio, presentan una tolerancia natural a la sales y son capaces de crecer
en medios de cultivo con litio y de recuperarlo.

2. Factores ambientales extremos, como los que se encuentran en los salares de la
puna, condicionan la diversidad microbiana de esos ambientes.

3. Los microorganismos adaptados a los ambientes salinos extremos cuentan con
una bateria de genes, que les permiten sintetizar proteinas que cumplen roles
esenciales para la supervivencia en esas condiciones, a la vez que resultan de

interés biotecnoldgico.

Objetivos

General

El objetivo general de este trabajo fue determinar la influencia del litio sobre
diferentes géneros microbianos aislados de muestras ambientales con elevada
concentracion de mineral y caracterizar la composicion de las comunidades
microbianas que se encuentran en estos ambientes. A partir de este conocimiento,
intentar discernir los mecanismos que les permiten a los organismos tolerar dichas
condiciones adversas y sus potenciales capacidades y/o aplicaciones

biotecnoldgicas.

Especificos

e Profundizar el estudio del litio, teniendo en cuenta sus aplicaciones, fuentes,
localizacién de reservas y explotacion a nivel mundial.

e Caracterizar muestras obtenidas del Salar del Hombre Muerto de acuerdo
con sus propiedades fisicoquimicas y describir la comunidad microbiana
presente en muestras de suelos.

e Aislar, seleccionar, caracterizar e identificar diferentes géneros microbianos
de las muestras del Salar del Hombre Muerto segun su capacidad de tolerar
elevadas concentraciones de LiCl.

o Determinar la capacidad de remover litio por parte de cepas bacterianas.

¢ Determinar la tolerancia a LiCl de arqueas haldfilas de diferentes origenes.



Seleccionar, entre los aislamientos obtenidos del Salar del Hombre Muerto,
uno con potencial biotecnologico, secuenciar su genoma y analizarlo.

Estudiar la sintesis diferencial de proteinas en bacterias seleccionadas
capaces de proliferar en presencia de elevadas concentraciones de LiCl,

identificar las proteinas y en lo posible su funcién.



Capitulo 1: El litio

1.1. Introduccion

El litio es el metal mas liviano sobre la Tierra y pertenece al grupo | de metales
alcalinos junto con el sodio, potasio, rubidio y cesio. Por su naturaleza quimica y
elevada electronegatividad, se encuentra naturalmente formando parte de salmueras y
de minerales ya que su reactividad es muy elevada en estado puro (1). Es altamente
flameable y ligeramente explosivo cuando se lo expone al aire y principalmente al
agua. También es corrosivo por lo que es necesario utilizar elementos de proteccién al
manipularlo para evitar el contacto con la piel.

Las funciones biologicas del litio aun no fueron determinadas pero se sabe que
dicho metal tiene la capacidad de reemplazar iones como sodio, potasio, magnesio y
calcio, por lo que su presencia produce un efecto en los organismos con los que tiene
contacto. En el caso de humanos, se conoce que en zonas en las que la concentracon
de litio en agua potable es menor a lo normal (0,07-0.170 mg/L), la tasa de suicidios,
crimenes y adiccion a drogas es mayor (2). Ademas, Shahzad y col (2016) (3)
evidenciaron que la presencia de litio produce alteraciones en el metabolismo de las
plantas, dependiendo de la naturaleza de la planta y de la concentracion de litio a la
que ella es expuesta. Por otro lado, el reemplazo de iones indispensables para el
correcto funcionamiento de enzimas lleva a alteraciones en su actividad, que resultan
en cambios a nivel metabdlico (4), por lo que el litio también podria tener un efecto a
este nivel.

El nombre del elemento proviene del griego lithos, que significa piedra y tiene una
densidad exactamente igual a la mitad de la del agua. Desde su descubrimiento por
Johann Arfverdson en 1817 hasta su obtencién en forma pura en 1855 (conseguido
por Robert Bunsen y Augustus Matthiesen), el litio fue estudiado en gran detalle y su
primer aplicacion de mayor envargadura fue en la fabricacion de lubricantes de altas
temperaturas, utilizados para los motores de los aviones en la segunda Guerra
Mundial (5). Desde 1955 crecid6 su demanda por la fabricacion de bombas

termonucleares (5, 6). Por otro lado, Jonh Cade (1949) descubrié que también se lo
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puede utilizar en el tratamiento de trastornos bipolares, teniendo una aplicacién en la
medicina (7).

El litio, encontrado de forma natural es una mezcla de dos isotopos estables, Li-6 y
Li-7, siendo el ultimo el mas abundante (8 vs 92%, respectivamente) (2).

1.1.1. Fuentes de litio

Como consecuencia de la demanda continua a nivel mundial, los recursos
conocidos de litio han aumentado y se han identificado alrededor de 50 millones de
toneladas. En total (entre salmueras de salares, geotérmicas, hectorita, de yacimientos
petroliferos y pegmatitas), los recursos de Estados Unidos (EEUU) fueron estimados
en 6,8 millones de toneladas. En Argentina el valor es de 9,8 millones de toneladas,
Bolivia 9 millones, Chile 8,4 millones, China 7 millones, Australia 5 millones, Canada
1,9 millones, Congo, Rusia y Serbia 1 millén cada uno, Republica Checa 840.000,
Zimbabwe 500.000, Espafia 400.000, Mali 200.000, Brasil y México 180.000 cada uno,
Portugal 100.000 y Austria 50.000 toneladas (8).

En la naturaleza, el 58% del litio se encuentra en salares, en pegmatitas el 26%,
como arcillas de litio el 7% y en salmueras geotermales, jadarita y otras salmueras, en
un 9% (Figura 1.1) (9, 10, 11).

Salmueras Zeolitas
geotermales 3%
3%

Salmueras
hidrocarburiferas
3%

Arcillas
7%

Pegmatitas y
granitos

26% Salares

58%

Figura 1.1 Distribucion de fuentes de litio a nivel mundial. Elaboracion propia con datos de
Bradley y col 2017 (11).
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1.1.1.1. Fuentes liquidas

Las salmueras son las fuentes de litio de mayor capacidad para produccion a gran
escala y a largo plazo (12). El litio se obtiene de salmueras mediante procesos de
evaporacion a cielo abierto, utilizando energia solar. Esta es una gran ventaja en
comparacion con la recuperacion de litio de minerales, ya que reduce el costo del
proceso. Para obtener una tonelada de litio se requieren 5,22 toneladas de salmuera 6
35,56 toneladas de pegmatita (13). Estos datos demuestran que la recuperacion de
litio a partir de salmueras es mas eficiente en comparacion con la de pegmatitas.

La salmuera concentrada contiene una mezcla de sales (cloruros y sulfatos de
sodio, potasio, calcio, magnesio, boro vy litio). Es importante en las muestras acuosas
determinar la relacion de magnesio/litio, ya que altas concentraciones de magnesio
interfieren en la recuperacion de litio de las salmueras (14).

Las mejores tasas de recuperacion de litio ocurren en ambientes con altas tasas de
evaporacion debido a elevada radiacién solar, baja humedad, vientos moderadamente
intensos y poca precipitacion. Estas condiciones climaticas se dan en ciertas regiones
de Latinoamérica que se constituyen asi en grandes reservorios del mineral.

La concentracion de litio en el agua de mar es baja (0,17 ppm) en comparacion con
la de los salares (1.000 — 3.000 ppm). La recuperacioén de litio del agua de mar implica
llevar a cabo procesos de intercambio idnico con resinas, extraccién con solventes,
coprecipitacion y adsorcién. El uso de estas metodologias encarece el proceso,

haciéndolo inviable a escala industrial (13).

1.1.1.2. Fuentes minerales

El litio se encuentra en mas de 145 minerales diferentes, pero se extrae de
ambligonita, lepidolita, petalita, eucriptita y espodumeno (13). La mayoria de los
minerales de litio se encuentran en pegmatitas (rocas igneas de gran tamano) de litio-
cesio-tantalio (LCT) y los mas importantes son espodumeno, petalita y lepidolita. Entre
los anteriores, el espodumeno es el mas abundante. Los concentrados de
espodumeno se utilizan para producir carbonato de litio y a partir de éste, litio metalico
(13).

En general, los minerales que contienen litio estan compuestos ademas de metales
raros (como berilio, tantalio, cesio, etc.), por lo que se utilizan para la extraccion tanto
del litio como de estos metales (15). El litio se comercializa como mineral concentrado,

sales de litio y metal refinado.
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1.1.2. Usos y demanda de litio a nivel mundial

El uso excesivo de fuentes convencionales de energia, tales como los
combustibles fosiles (carbon, gas y petroleo), es una de las principales causas del
cambio climatico global. Dichas alteraciones climaticas representan una de las
mayores amenazas a la supervivencia de organismos vivos, razon principal por la que
es indispensable disminuir las emisiones de gases invernadero (16). Esta es la
principal razén por la que en la actualidad se estan estudiando diferentes fuentes
alternativas de energia que permitan reemplazar a los combustibles fésiles (16, 17). El
uso de energias renovables (solar, edlica, etc.) es una opcion muy prometedora, sin
embargo esta sujeta a las condiciones meteoroldgicas de cada area.

Por su parte, las baterias de litio surgieron a partir del estudio de alternativas de
almacenamiento de energia y su utilizacion amigable con el medio ambiente. Dichas
baterias son capaces de almacenar grandes cantidades de energia en volumenes
relativamente pequefios, en comparacion con las baterias convencionales (18, 19). La
produccion de baterias de litio ha estado en constante crecimiento en los ultimos afios
(13), y tiene potencial para continuar de esa forma ya que ademas se utilizan en
teléfonos celulares, electrénicos inalambricos y computadoras portatiles. En baterias,
el litio puede utilizarse en combinaciéon con materiales activos en el anodo, catodo y
como electrolito. Las diferentes combinaciones afectan el voltaje, la densidad de
energia y los ciclos de carga/descarga (13). Las baterias producidas pueden ser
primarias (un uso) o secundarias (recargables). Las primeras utilizan litio metalico
como anodo y una sal de litio disuelta en un solvente organico como electrolito. Las
baterias secundarias usan grafito como anodo, un 6xido metalico de litio como catodo
y una sal de litio en un solvente organico como electrolito. Ademas, se esta evaluando
la posibilidad de utilizar litio reciclado para el armado de baterias, de gran importancia
a mediano y largo plazo (11, 20).

Las aplicaciones y versatilidad del litio lo hacen realmente atractivo (5). En cuanto
a la proporcion de litio destinada a distintos usos, la produccion de baterias representa
el 39% de la demanda, seguido por el uso en vidrios y ceramicas (donde se lo utiliza
para aumentar la dureza de los productos y disminuir la expansion térmica de los
ceramicos) (13), en la fabricacion de grasas y aceites, aleaciones, polimeros, filtros de
aire y en usos para la industria farmacéutica (Figura 1.2). Hasta no hace mucho
tiempo, la aplicacion mas importante del litio era la produccién de vidrios y ceramicas,
la cual ha sido superada por el uso en baterias, ademas se espera que en 2025, el uso

de litio para baterias represente dos tercios de la demanda. Al ser este cambio muy
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reciente, en algunos informes continian observandose los datos de la produccién de

vidrios y ceramicas como aplicacion principal (11).

Otros usos
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polimeros -
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Figura 1.2 Principales usos del litio de acuerdo a los porcentajes de consumo en 2013,
Elaboracion propia con datos publicados por Delbuono y col ( 2017) (1).

La utilizacion de litio en tratamientos de aire es consecuencia de su capacidad de
absorber humedad, y se lo utiliza en aires acondicionados en procesos simultaneos al
enfriamiento del aire (15). Ademas, un porcentaje se utiliza para producir compuestos
inorganicos como absorbentes de dioxido de carbono, catalizadores, soluciones para
revelado de fotografias, entre algunas de las aplicaciones minoritarias (13, 15).

Con respecto a la demanda de litio a nivel mundial, la proyeccién desarrollada por
Delbuono y col (2017) (1) estima un incremento en el uso de litio para la obtencién de
baterias, representando una demanda de las dos terceras partes de la produccion de
litio (Figura 1.3). Es importante conocer la demanda estimada, para determinar si
podra ser abastecida con las reservas disponibles para la extraccion. Cabe remarcar
que, al haber incrementado tanto la demanda de litio en el ultimo tiempo, no solo las
fuentes naturales disponibles son relevantes, sino que esta tomando gran importancia

la reutilizacion del litio.
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Figura 1.3 Demanda de litio, expresada como miles de toneladas de carbonato de litio
equivalente (LCE) proyectada para el 2025 (Fuente: Delbuono y col 2017) (1).

1.2. Objetivos:

o Establecer las fuentes de litio en explotacion a nivel mundial

e Evaluar la produccion mundial y regional del elemento

e Determinar los salares actualmente en explotacion en Argentina

e Caracterizar al Salar del Hombre Muerto como fuente de litio en

Argentina

1.3. Materiales y Métodos

Se llevo a cabo la busqueda de datos actuales de fuentes y explotacion de litio
para realizar una evaluacion a nivel mundial y determinar cual es la situacion regional

en ese aspecto.
1.3.1. Relevamiento de la informacion

El estudio de las caracteristicas, propiedades y aplicaciones del litio ha estado en
constante aumento en los ultimos afios. Como consecuencia de su elevada
potencialidad en aplicaciones industriales, su estudio fue llevado a cabo tanto por
entidades gubernamentales como por una gran variedad de institutos de
investigaciones a nivel mundial.

La informacién recopilada para el armado y la organizacion de este capitulo ha
sido obtenida de fuentes publicas como por ejemplo de informes del Ministerio de
Energia y Mineria de la Nacién Argentina y del Servicio Geolégico de Estados Unidos
principalmente (1, 8, 9, 11, 18). El mercado del litio esta en constante crecimiento, y es
por esta razén que fue posible acceder a fuentes de informaciéon actuales con datos

oficiales.
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Con respecto a las fuentes de litio, es posible encontrar una gran cantidad de
informacion al respecto no soélo de las caracteristicas del metal, sino que también de
las fuentes naturales distribuidas a nivel mundial que pueden utilizarse como
potenciales puntos de explotacion del metal.

Asimismo, al haber encontrado litio bajo diferentes formas en la naturaleza, se han
desarrollado mecanismos de extraccion especificos para cada caso, y el estudio de
estas situaciones también ha experimentado un incremento importante a nivel mundial.

El estudio de este metal de importancia tan alta, permite acceder a informacién
actual y de calidad con respecto a todos los aspectos que se propusieron estudiar en
este capitulo, desde sus caracteristicas, pasando por sus aplicaciones, para
finalmente evaluar las fuentes de las que se puede obtener y evaluar el caso

especifico de la situacion de Argentina en este marco.

1.4. Resultados y discusion

La busqueda de informacion se utilizé para organizar los datos disponibles con
respecto a la distribucién y produccion del litio a nivel mundial y sefalar cual es la

situacion actual en Argentina.

1.4.1. Distribuciéon mundial y explotacion de las fuentes de litio

El litio se encuentra ampliamente distribuido a nivel mundial, estando presente en
diferentes formas en los cinco continentes. Las fuentes minerales de litio se
encuentran en minerales que estan dispersos por el globo, mientras que las reservas
en salmueras tienen una distribucidn menor, encontrandose principalmente en el
continente americano. Aunque una cantidad importante de los depédsitos se
encuentran en explotacién, y ésta va en aumento, todavia hay numerosos lugares de

reserva sin explotar.

1.4.11. Depodsitos y explotacion de litio a partir de minerales

En Norteamérica, los depdsitos mas importante de litio en minerales se encuentran
en el Kings Mountain, un cinturén de pegmatita localizado al este de Estados Unidos y
en Canada (Figura 1.4), que contienen ademas berilio, aunque estos depdsitos aun no
han sido explotados. En Sudamérica las reservas minerales mas grandes de litio se
encuentran en Minas Gerais, Brasil. Con respecto a Australia, los depdsitos mas
grandes estan al sudoeste (en Greenbushes), zona que también ha sido utilizada para
la obtencién de tantalio y litio (15). En Africa estan la pegmatita Bikita, el cinturén

Kamativi y el sistema de pegmatitas de la Republica de Congo.

1-7
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En cuanto a la produccién, los principales productores de litio a partir de

pegmatitas son Australia, Brasil, China, Portugal y Zimbabwe.
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Figura 1.4 Distribucién mundial de pegmatitas de litio-cesio-tantalio (LCT) (puntos rojos) y de
granitas de litio (puntos amarillos) (Fuente: Bradley y col 2017) (11).

1.4.1.2. Depodsitos y explotacion de litio a partir de salmueras

Con respecto a las reservas de litio en salmueras, los depdsitos principales se
encuentran en las zonas del Altiplano Andino (incluye zonas de los paises de
Argentina, Chile, Bolivia y Peru), en China (principalmente en dos lagos salinos de
altura, el Lago Zabuye en la meseta Tibetana y la cuenca de Qaidam en la meseta de
Mongolia) y el sudoeste estadounidense (Figura 1.5) (21). Los procesos de extraccion
en salmueras de la Puna se ven favorecidos por el clima arido de esta zona, que
facilita el primer paso de la obtencion de lito mediante evaporacion solar. Sin
embargo, la desventaja con respecto a la obtencion de litio de salmueras es que son
pocas las fuentes explotables a nivel mundial (las salmueras de interés estan
concentradas en Sudamérica y China) y los tiempos de evaporacidon necesarios para
el proceso son relativamente largos (14).

La obtencién de litio a partir de salmueras hipersalinas en Sudamérica representa
aproximadamente dos tercios de la produccion a nivel mundial (21). El Salar de
Atacama en Chile es la principal fuente de carbonato de litio, y su salmuera tiene una

concentracion de litio promedio de 1.400 ppm (21). En Bolivia se encuentra el Salar de
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Uyuni, considerado como el mas grande del planeta (15), que cuenta con 9 millones
de toneladas métricas de litio estimadas en una concentracién de 320 ppm. La
desventaja de este Salar es la relativamente baja concentracion de litio en su salmuera
(320 ppm) y elevada concentracion de magnesio (6.080 ppm) (14, 22).

En el caso de China el lago Zabuye tiene una reserva estimada de 1 milléon de
toneladas métricas a una concentracion de aproximadamente 1000 ppm (11).

En cuanto a las reservas norteamericanas, la salmuera de Clayton Valley (Silver
Peak, Nevada) ha sido explotada desde 1966 para producir carbonato y hidréxido de
litio. Esta salmuera tiene una concentracién de litio de alrededor de 200 ppm y su
reserva estimada es de 0,3 millones de toneladas métricas (11, 22). En Estados
Unidos también existen reservas de litio en pozos petroliferos, pero la naturaleza de
las muestras es tan compleja desde un punto de vista quimico que aun no son muy

atractivas como fuentes de dicho elemento (11).
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Figura 1.5 Distribuciéon de salmueras en salares, salmueras de pozos petroliferos, geotermales,
arcillas y depdsitos de zeolita. (Fuente: Bradley y col 2017) (11).

Con respecto a la produccion, Chile es el principal productor de carbonato de litio
en el mundo, seguido por China y Argentina (Tabla 1.1). El litio es concentrado y
purificado en dos plantas, una de cloruro y otra de hidroxido de litio en Antofagasta. El

Salar de Atacama es el de mayor produccién, seguido por el de Olaroz y en tercer



Capitulo 1: El litio

lugar se encuentra el del Hombre Muerto (Tabla 1.1). Con respecto a China, los

mayores recursos de litio se encuentran en el lago West Taijinar, provincia de Qinghai.

Tabla 1.1 Salares con las reservas mas grandes de litio a nivel mundial, cantidades de recurso
disponibles, operadores encargados de la extraccién de litio en cada salar y producciéon anual
de litio (Fuente: Flexer y col 2018) (10).

Li métalico Produccién
i . Concentracion
Pais Reserva equivalente Operador actual
de Li (ppm) ;
(t) (t/afo)
. Salar de
Argentina 1,2x10° Sales de Jujuy 690 17.500
Olaroz
Salar del
Argentina  Hombre 8x10° FMC Lithium 620 19.730%
Muerto
Sociedad Quimica
Salar de
Chile 3x10° y Minera de Chile 1.500 54.0004
Atacama
SA
Salar de
Chile 3x10° Albemarle 1.500 72.0004
Atacama
Lago de

Qinghai Lanke
China  agua salada 1x10° J 210-350 5.000*
Lithium Industry

Chaerhan
CITIC Guoan
West
China 2,7x10°  Lithium Science & 100-300 5.000*
Taijinar
Technology
Tibet Mineral
China Zhabuye 1x10° 1.000 5.000
Development
Clayton
Estados Rockwood
_ Valley 3x10° _ 230 6.000
Unidos Holdingsm Inc.

(Silver Peak)

A Corresponde a la suma de produccion de Li2COs y LiCl

1.4.2. Produccién mundial y regional

La produccion de litio a nivel mudial fue en aumento en los ultimos afos. En un
comienzo la extraccidn ocurria principalmente a partir de depdsitos minerales, sin

embargo en la actualidad, las fuentes preferidas son las salmueras (Figura 1.6).
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Figura 1.6 Produccién mundial de litio desde 1900 a 2007 teniendo en cuenta la reserva
(Fuente: Bradley y col 2007) (11).

En 2011, la produccion mundial de litio fue de 34.800 toneladas métricas, un 30%
mas que en 2010 (13). En 2016, la produccién alcanzé las 192.500 t de carbonato de
litio equivalente (LCE) (1). A pesar de la preferencia por las salmueras como fuente de
litio, Australia, que produce litio a partir de minerales, es el principal productor, con un
40% del mercado (11, 18). El litio obtenido proviene principalmente de la mina
Greenbushes, que produce concentrados de espodumeno a partir de pegmatitas (15).
En segundo lugar esta Chile, con una produccion estable que alcanza el 33% del
mercado y produce derivados de litio en el Salar de Atacama a través de las
companiias Sociedad Quimica y Minera de Chile y Sociedad Chilena de Litio Chemetall
(1, 18). Al tercer lugar lo ocupa Argentina, con una oferta del 16% del litio mundial,
incrementada desde el 2015 por al aporte del Salar de Olaroz, operado por Orocobre.
El resto de la produccion proviene del Salar del Hombre Muerto, operado por Food
Machinery Corporation (FMC) Lithium, que también aumentd su produccion en los
ultimos anos (1). China ocupa el cuarto lugar con respecto a la produccion de litio,
explotando tanto las salmueras de Qaidam como depdsitos minerales (1, 11, 15).
Ademas, China produce carbonato e hidréxido de litio a partir de concentrado de

espodumeno australiano (1).
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La produccion de litio a partir de minerales se ha incrementado por la utilizacion de
litio en baterias y ademas, las minas también son una fuente importante de tantalio, un
metal con alto valor econdmico utilizado en capacitores para la mayoria de los circuitos

eléctricos y electronicos (13).

1.4.21. Produccién de litio en Argentina

La produccion de litio en Argentina se lleva a cabo principalmente a través de la
explotacion de salmueras de la Puna. En el Ministerio de Energia y Mineria de la
Nacion existen registrados numerosos proyectos de extraccion de litio (Tabla 1.2), los

cuales se encuentran en distintas etapas (1).

Tabla 1.2 Proyectos de extraccion de litio en salares de Argentina en distintas etapas de
produccion (Fuente: Delbuono y col 2017) (1).

Proyecto Salar Empresa Provincia Estado
Salar de De Olaroz* Orocobre SA, Jujuy Operacion
Olaroz Toyota tsusho,
JEMSE
Mina Fénix  Del Hombre FMC Lithium Catamarca Operacion
Muerto
Salar del Del Rincon®  ENIRGI Group Salta Operacion parcial/
Rincén Corporation Planta Piloto
Cauchari- De Lithium Americas, Jujuy Construccion
Olaroz Cauchari® JEMSE, SQM
Pozuelos De Pozuelos POSCO, Lithea Salta Construccion
Planta Piloto
Salde Vida  Del Hombre Galaxy Catamarca Factibilidad
Muerto? Resources
Limited
Sal de Los De Lithium-X Energy Salta Analisis econémico
Angeles Diablillos®  Corp - Aberdeen preliminar

International Inc

JEMSE: Jujuy Energia y Mineria Sociedad del Estado
A Estos proyectos incluyen la extraccion de litio y potasio
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Tabla 1.2 Proyectos de extraccion de litio en salares de Argentina en distintas etapas de
produccion (Continuacién) (Fuente: Delbuono y col 2017) (1).

Proyecto Salar Empresa Provincia Estado
Cauchari De Advantage Lithium, Jujuy Exploracion
Cauchari® Orocobre SA Avanzada
Salarde De Ratones Eramet Salta Exploracion
Centenario Avanzada

Ratones
Mariana I, Llullaillaco International Salta Exploracion
I, 1 Lithium JV, Jiangxi Avanzada
Ganfeng Lithium
Co Ltd
Centenario Centenario®  Lithium Power Salta Exploracion
International Avanzada
Gallego Del Everlight Salta Exploracion
Project Hombre Resources Avanzada
Muerto

Antofalla De Advantage Lithium, Catamarca  Exploracion
Antofalla®  Albemarle, Bolland Avanzada

International

JEMSE: Jujuy Energia y Mineria Sociedad del Estado
A Estos proyectos incluyen la extraccion de litio y potasio

Los salares mas importantes para la extraccion de litio en Argentina son el de
Olaroz y el del Hombre Muerto. Sin embargo, hay también otros salares en el area que
cuentan con salmueras de altas concentraciones de litio, tales como los Salares de
Cauchari, del Rincon, de Ratones, de Centenario y de Diablillos, todos en el noroeste

argentino (Figura 1.7).
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Figura 1.7 Salares con proyectos de extraccion de litio en provincias del norte argentino
(Fuente: Delbuono y col 2017) (1).

1.4.3. El Salar del Hombre Muerto: caracteristicas, localizacion e

importancia industrial

La zona sudamericana que incluye el area entre el Salar de Uyuni (Bolivia), Salar
de Atacama (Chile) y Salar del Hombre Muerto (Argentina) se conoce como el
triangulo de litio y concentra mas del 80% del litio disponible en salmueras y mas de

60% de los recursos totales de litio (1, 12).

Una de las mayores reservas de litio en la Republica Argentina, es el Salar del
Hombre Muerto, que se encuentra en Antofagasta de la Sierra en la provincia de
Catamarca. El Salar del Hombre Muerto consiste de dos subcuencas con salmueras
que contienen entre 220 a 1000 ppm de Li con concentraciones bajas de magnesio
(15). El depdsito salino presente en esa zona se conoce como Yacimiento Fénix y es
explotado actualmente por la empresa estadounidense FMC Lithium, que opera a
través de la Minera del Altiplano S.A. FMC Lithium cuenta en el Salar del Hombre
Muerto con una planta de absorcién selectiva, una de carbonato de litio y servicios
auxiliares y en la provincia de Salta con una planta de cloruro de litio y una estacién de
transferencia de cargas. La produccién anual de esta empresa es 12.000 t de
carbonato y 7.730 t de cloruro de litio. A partir del litio producido, la misma empresa

fabrica electrodos y baterias recargables principalmente (23).
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En Argentina, el Salar del Hombre Muerto ha sido la Unica salmuera en produccion
de litio por muchos afos. Sin embargo, actualmente se estan explotando otras
salmueras como la del Salar del Rincén en Salta y el Salar de Olaroz en Jujuy. Las
exportaciones argentinas de litio (tanto carbonato como cloruro) han ido en aumento
en las ultimas dos décadas (Figura 1.8). Entre los afios 2015 y 2016, se produjo un

aumento del 111%, debido principalmente a la producciéon de Olaroz.
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Figura 1.8 Exportaciones argentinas de cloruro y carbonato de litio expresadas en litio
equivalente (LCE) (Fuente: Delbuono y col 2017) (1).

1.5. Conclusiones

Alrededor del mundo, se explota litio a partir de diversas fuentes, siendo las
salmueras las de mayor importancia por la facilidad que representa la extraccion. El
principal productor de litio en el mundo es Australia, y lo obtiene a partir de la
explotacion de la mina Greenbushes. Al segundo lugar lo ocupa Chile, obteniendo litio
de salmueras del Salar de Atacama. Argentina, en tercer lugar, produce litio mediante
la explotacion de los Salares de Olaroz y del Hombre Muerto, y en cuarto lugar esta
China, que obtiene litio mediante la explotaciéon tanto de sus salmueras como de sus

depdsitos minerales.

Las reservas de litio en forma de minerales se encuentran distribuidas en una
mayor cantidad de lugares, pero la concentracion de litio en estas reservas es menor
que las encontradas en salmueras. Ambos tipos de reservas son importantes para la
extraccion y comercializacion del metal, y aun continta la busqueda de nuevas fuentes

y la optimizacion de los procesos de extraccion.
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En Argentina, una de las reservas mas importantes es el Salar del Hombre Muerto,

que ha sido la principal fuente de litio por varios afios. En el uUltimo tiempo se han

explorado nuevos salares y dado inicio a nuevos proyectos de extraccion que han

permitido aumentar las exportaciones de litio, representando un ingreso importante de

divisas al pais.
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Capitulo 2: Caracterizacion fisicoquimica y
comunidad microbiana de muestras del Salar del

Hombre Muerto

2.1. Introduccion

Los microorganismos estan presentes en practicamente todos los ambientes
explorados. Se han encontrado organismos capaces de colonizar sitios con condiciones
tan inhdspitas que resultaron en un gran atractivo en cuanto a sus potenciales
aplicaciones biotecnoldgicas (1, 2, 3). En volcanes, cristales de sal, en las profundidades
del mar, en el aire, expuestos a altas dosis de radiacion UV, a grandes amplitudes
térmicas, en presencia de contaminantes, solo por mencionar algunos ejemplos, se han
encontrado comunidades microbianas que no solo sobreviven en dichas condiciones,
sino que muchas veces las necesitan para su proliferacion (4, 5). Los ambientes en los
gue no se esperaria encontrar vida por poseer condiciones hostiles, se conocen como
ambientes extremos y los organismos que requieren de esas condiciones para proliferar

tomaron el nombre de extremdfilos o “amantes de condiciones extremas”.

De acuerdo con la condicibn extrema para la que estén preparados, los
microorganismos se pueden clasificar en psicrofilos o termdfilos (requieren
temperaturas extremadamente bajas o altas para crecer, respectivamente), bardfilos
(crecen en presiones altas), alcalofilos o acidofilos (proliferan en ambientes
extremadamente basicos o acidos, respectivamente) y haldfilos (requieren altas
concentraciones de sales para su desarrollo). Muchas veces los organismos requieren
mas de una condicion extrema para proliferar, y por lo tanto se habla de poliextremofilos
(6). Este es el caso, por ejemplo, de los microorganismos que habitan las profundidades
del mar, adaptados a vivir en elevadas concentraciones de sal y, ademas, en altas

presiones.

En cada uno de los ambientes extremos existen comunidades compuestas por
microorganismos adaptados. Las adaptaciones varian de acuerdo con las condiciones

a las que son expuestos, y han sido desarrolladas a lo largo de los afios para habitar
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esos nichos. Muchas veces, los microorganismos cumplen funciones especificas en una
comunidad organizada, permitiendo a la comunidad aprovechar los recursos disponibles

y adaptarse a los cambios en el ambiente.
2.1.1. Ambientes hipersalinos

En los ambientes hipersalinos el factor limitante de crecimiento mas notable es la
elevada concentracibn de sales, que a veces viene acompafada de bajas
concentraciones de oxigeno disuelto y de nutrientes, de valores de pH extremos y
elevadas temperaturas y presiones y de la presencia de compuestos téxicos. Entre
algunos ejemplos a mencionar de ambientes con altas concentraciones de sales se
encuentran lagos, salmueras, suelos salinos, minas, piletas de evaporacion y
sedimentos. El Salar del Hombre Muerto, que constituye una importante reserva de litio
en el pais (Capitulo 1), es un excelente ejemplo de un ambiente hipersalino del noroeste

argentino (Figura 2.1).

J’ .41?,‘5-{”;(%7 oz i

Figura 2.1 Salar del Hombre Muerto, Catamarca, Argentina. Foto: Reuters
(https://www.clarin.com/economia/gigante-coreano-compro-mina-litio-catamarca-us-280-
millones_0_BkULTznkm.html).

La salinidad y sodicidad en suelos abarcan un area de aproximadamente 950
millones de hectareas alrededor del mundo (7). La salinidad afecta el 23% del suelo
arable y los suelos salino-sédicos afectan un 10% adicional (7). Esto tiene efectos
negativos sobre la produccion agricola y produce un cambio en la composicién vy
actividad de las comunidades microbianas. Los microorganismos participan en los ciclos
geoquimicos, por lo que su actividad es indispensable para mantener el equilibrio de la
naturaleza. Conocer cuales son los microorganismos que forman parte de los ambientes
hipersalinos y determinar las caracteristicas fisicoquimicas del ambiente, permitira

determinar los ciclos geoquimicos en los que estan involucrados.
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En cuanto a las salmueras, de acuerdo con su composicion quimica pueden ser
clasificadas en talasohalinas o atalasohalinas. Las primeras se caracterizan por tener
una composicion similar a la del agua de mar, siendo el NaCl el principal componente
(8), como por ejemplo es el caso de algunos suelos salinos, y lagos, como el Great Salt
Lake (8). Por su parte, las salmueras atalasohalinas, difieren en cuanto a su
composicion ionica y pueden tener concentraciones elevadas de cationes divalentes
como el magnesio (9). Un ejemplo en este caso es el Mar Muerto, con magnesio y calcio
como cationes mayoritarios (10, 11). La concentracion de sales del Mar Muerto es de
35% (p/p); sin embargo, el sodio no es el ion dominante y presenta concentraciones
elevadas de bromuros y cloruros. En otros casos, las salmueras atalasohalinas pueden
estar desprovistas de magnesio y calcio por la presencia de altas concentraciones de
carbonato. Esto lleva a la formacion de lagos salinos alcalinos, con valores de pH
superiores a 10.

La presencia de sales afecta tanto la presion osmotica celular como a la actividad
de agua de los ambientes (12). Microorganismos que no estén naturalmente adaptados
no seran capaces de sobrevivir en un ambiente con poca disponibilidad de agua.
Muchas veces estos ambientes sufren variaciones estacionales, por lo que los
microorganismos deben tener la capacidad de modificar su metabolismo rapidamente

para sobrevivir a estos cambios.
2.1.2. Microorganismos haléfilos y halotolerantes

Los ambientes con concentraciones naturales elevadas de sales estan colonizados
por una gran variedad de microorganismos “amantes de la sal”. Los organismos haléfilos
incluyen arqueas heterotréficas, fototroficas y metanogénicas, bacterias fotosintéticas,
litotroficas y heterotroficas asi como microorganismos eucariotas fotosintéticos vy

heterotroéficos (6,10).

Las arqueas haldfilas crecen mejor en concentraciones altas de sales, y en algunos
casos presentan una coloracién que puede dar lugar a la pigmentacién de las aguas
que habitan (Figura 2.2). En el caso de las arqueas haldfilas, algunas especies son
poliextremofilas. Por ejemplo, tres especies de haloarqueas aisladas de la Antartida
(Halobacterium sp DL1, Halohasta litchfieldiae y Halorubrum lacusprofundi) tienen

ademas la capacidad de crecer a temperaturas bajas (10).
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Figura 2.2 Pigmentos en la salmuera de la Bahia de San Francisco debido a la presencia de
arqueas haldfilas (Crédito de la fotografia: Robert Campbell).

Las cianobacterias son abundantes en lagos y muchas veces se encuentran
formando tapetes microbianos. Los microorganismos que forman parte de los tapetes
son capaces de crecer en un amplio rango de NaCl (de 2 a 5 M) y presentan laminas de
diferentes colores donde su composicion esta controlada por factores como la luz, la
temperatura, la salinidad, el oxigeno disuelto y la presencia de sulfuros. La diferencia
en la coloracién de sus laminas depende del desarrollo de bacterias fotosintéticas
(cianobacterias) que contienen distintos pigmentos y, por lo tanto, distintos patrones de
utilizacion de la luz disponible (10).

En cuanto a las bacterias, existen especies moderadamente haldfilas vy
halotolerantes pertenecientes a una gran variedad de géneros. Algunos de los géneros
mejor conocidos que se encontraron en ambientes salinos (salmueras, suelos, agua de
mar) son Halomonas, Chromohalobacter, Bacillus, Halobacillus, Marinococcus,
Salinicoccus, Brevibacterium, entre otros (10, 12, 13). Existen también actinobacterias
haldfilas que crecen mejor a concentraciones moderadas de NaCl (10). En suelos
salinos, existen microorganismos que forman comunidades microbianas y pertenecen a
filos microbianos especificos como Proteobacteria, Bacteroidetes, Firmicutes,
Actinobacteria, Chloroflexi y Acidobacteria (10, 11). La caracteristica principal de los
microorganismos halotolerantes es que no requieren de concentraciones elevadas de

sales para su crecimiento, pero al tolerarlas pueden proliferar en ambientes salinos.

Entre los microorganismos eucariotas capaces de crecer en ambientes con elevada
salinidad, se encuentran principalmente las algas verdes, estando ampliamente
distribuidas las especies que pertenecen al género Dunaliella (10). La mayoria de estos

microorganismos son halofilos moderados, con pocas especies capaces de crecer en
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concentraciones de saturacion de cloruro de sodio. En general, estos organismos
sintetizan solutos compatibles para combatir el estrés osmotico del ambiente (10).
También se han encontrado levaduras y hongos filamentosos en ambientes con

elevadas concentraciones de sal y generalmente tienen un metabolismo aerébico (10).

2.2. Objetivos

e Seleccionar sitios de muestreo en el Salar del Hombre Muerto
o Tomar muestras liquidas y de suelo de los sitios seleccionados
e Caracterizar desde el punto de vista fisicoquimico las muestras obtenidas

e Analizar la comunidad microbiana de las muestras obtenidas

2.3. Materiales y métodos

Se caracterizaron muestras del salar con respecto a su composicion y propiedades

fisicas y ademas se estudio la comunidad microbiana que habita en suelos.

2.3.1. Seleccidn del sitio y toma de muestras

El Salar del Hombre Muerto se localiza al sur de la Puna de Atacama (una altiplanicie
compartida entre Chile y Argentina). Se encuentra en el limite entre Salta y Catamarca
en el departamento de Antofagasta de la Sierra a 4.000 msnm y cuenta con una
salmuera subterranea saturada de cloruro de sodio, y con concentraciones importantes
de litio, potasio, sulfato y boro (14, 15, 16, 17). Ademas, tiene concentraciones bajas de
rubidio, cesio y bromo. En general, el litio en el salar se encuentra en una concentracién
entre 500 y 800 ppm y es uno de los salares mas importantes en cuanto a la produccion
de litio en el mundo, tal como fue descripto en el Capitulo 1. Las reservas llegan a
850.000 toneladas de litio, a una profundidad de 70 metros.

Por su importancia como reserva de litio y su ubicacion, se eligioé este salar para el
estudio de muestras de aguas y suelos. Se tomaron dos muestras liquidas, una de una
reserva de agua dulce en el Salar y otra de la salmuera propiamente dicha, en botellas
plasticas limpias de un litro y se almacenaron a 4 °C hasta su procesamiento en el
laboratorio.

Por otra parte, se tomaron cuatro muestras de suelo siguiendo las indicaciones de
las normas ISO (10381-1:2002), se colectaron en bolsas negras plasticas y se llevaron
al laboratorio para su procesamiento. Las muestras (S) se nombraron con numeros (1y
2) segun el sitio y con letras (A y B) segun la profundidad. Asi, la muestra de suelo S1
corresponde a una zona alejada del Salar y la S2 al Salar propiamente dicho, separados

entre si por aproximadamente 2 km. En la Figura 2.3 se pueden ver las zonas de donde
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fueron tomadas las muestras y en la Figura 2.4 se muestras las localizaciones de los

puntos de muestreo en el Salar en un mapa.

Figura 2.3 Zonas de muestreo de suelo, sitios S1 (izquierda) y S2 (derecha) en el Salar del
Hombre Muerto.

Figura 2.4 Localizacion de los puntos de muestreo de suelos en el Salar del Hombre Muerto,
imagen tomada por Google Earth, acceso el 11 de Diciembre de 2018.

Ademas, en cada sitio se recolectaron muestras de suelo de dos profundidades: S1A
correspondiente a la muestra superficial (0-10 cm de profundidad) y S1B a la mas
profunda (10-60 cm de profundidad en relacién con la superficie del suelo) del sitio 1.
Con respecto a las muestras tomadas en el salar, es importante destacar que en el sitio
2 los primeros 10 cm correspondieron a una costra de sal, por lo que se separé esta
capa para tomar las muestras de suelo. No se realizaron analisis en la costra de sal
superficial. En el sitio 2, S2A es la muestra de 10-30 cm de profundidad y S2B de 30-60
cm. En el laboratorio, cada una de las muestras de suelo fue dividida en dos fracciones,
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una de las cuales se mantuvo sin ningun tratamiento adicional y la otra fraccion se dejé
secar a temperatura ambiente por 72 h, se molié utilizando un mortero y se pasé por
tamiz de 2,0 mm. Luego, todas las muestras fueron preservadas a 4 °C hasta su uso.
Las bolsas fueron tratadas de manera de asegurar su aireacion, conservandose sin

apilar.
2.3.2. Analisis fisicoquimico de las muestras

Se analizaron las muestras de suelo para determinar algunas de sus caracteristicas
fisicoquimicas mas importantes, entre las que se destacan la textura (expresado como
porcentaje de arena, limo y arcilla), capacidad hidrica de saturacién, pH, conductividad
eléctrica y una serie de iones solubles en el extracto de saturacion, entre los que se
incluyeron sodio, potasio, calcio y magnesio. Ademas, se determinaron carbono vy
materia organica, nitrégeno total, fosforo extractable, relacion de adsorcion de sodio,
porcentaje de sodio intercambiable y cloruros solubles. La determinacién de los
parametros descriptos se llevo a cabo en las instalaciones de INTA, Cerrillos, Salta.

Por otro lado, se analizé6 la composicién quimica de las muestras liquidas,
determinando la concentracion de algunos elementos presentes, entre los que se
incluyeron sodio, magnesio, potasio, litio, arsénico, boro, calcio, hierro, azufre, silicio,
rubidio y estroncio. La determinacién se realizé mediante espectroscopia de emision
atomica de plasma acoplado inductivamente (ICP-AES) utilizando un espectrometro
Optima 4300 DV Perkin Elmer (Norwalk, EEUU). El pH y la conductividad eléctrica de
las muestras liquidas se determinaron con un instrumento HANNA multiparametro
HI3512 y la turbidez y salinidad fueron medidos con un instrumento de sistema de
monitoreo de calidad de agua (HORIBA, Japon). Los sélidos totales, suspendidos y
disueltos se determinaron siguiendo el protocolo de Métodos Estandares para la

Examinacién de Aguas y Aguas Residuales (18).

2.3.3. Extraccion de ADN genémico

El ADN gendmico de las muestras de suelos se extrajo con el kit de MoBio para
suelos (PowerLyzer® PowerSoil® DNA Isolation Kit). Se siguieron las instrucciones del
fabricante, a excepcién de una minima modificacion en la etapa de elucién final.
Brevemente, se pesaron 250 mg de suelo seco tamizado por malla de 2 mm (ASTM
10) y se colocaron en buffer de lisis preservado en refrigeracion a 4 °C. Posteriormente,
se homogenizaron con microesferas mecanicamente en el instrumento FastPrep 24®
(MP Biomedicals) durante 45 s a 6 m/s y se procedio con las etapas de centrifugacion
(10.000 rpm) con diferentes buffers de limpieza durante 1 min cada uno. Finalmente, la

elucién se realizé por medio de dos lavados con 40 ul del buffer de elucién estéril del
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kit (10 mM Tris, pH 7,5- 8,5, libre de EDTA). Los extractos de ADN gendmico se
congelaron inmediatamente a -80 °C, hasta la sintesis del amplicon para posterior
secuenciacién. En el caso de algunas muestras en las cuales se observd una
coloracion remanente, se adicion6 una etapa de limpieza con columnas del kit

OneStep™ PCR Inhibitor Removal Kit (Zymo Research) para purificar el ADN.

2.3.3.1. Control de calidad y cuantificacion del ADN extraido

La cuantificacion se realizé utilizando métodos espectrofotométricos y de
fluorescencia. En el primer caso, se utilizé el espectrofotdbmetro Nanodrop-1000
(Thermo Scientific) para obtener el cociente de absorcion 260/280, indicativo de la
calidad del ADN extraido. Valores cercanos a 2,0 son indicativos de una pureza dptima
y libres de contaminacion con ARN y/o proteinas. En el segundo caso, el ADN se
cuantifico fluorométricamente con Qubit 2.0 ® (Invitrogen), con el kit de alta sensibilidad
(dsDNA HS Assay Kit, Invitrogen, California); se prepararon los estandares

correspondientes siguiendo las instrucciones del fabricante.
2.3.4. Secuenciacion del amplicon 16S RNAr

La secuenciacion del amplicon del gen 16S se realiz6 mediante dos pasos de
amplificacién por reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), siguiendo los protocolos

estandarizados del Earth Microbiome Project (http://www.earthmicrobiome.org/), con

algunas modificaciones que se detallan a continuacion. Inicialmente, se amplifico la
region  hipervariable V4-V5 del gen 16S (515F-directo primer 5-ID-
GTGYCAGCMGCCGCGGTAA-3 y 926R-inverso primer 5'-ID-
CCGYCAATTYMTTTRAGTTT-3’). Se eligio este par de primers, porque produce una
menor sobreestimacion de la clase Gammaproteobacteria, un taxén comin en muestras
marinas (19). Se corrieron controles negativos y positivos en cada tanda de
amplificaciones por PCR. Se utilizaron 10 ng de ADN gendémico extraido, 12,5 uL de la
mezcla lista para usar KAPA HiFi HotStart ReadyMix (Kapa Biosystems), 0,5 uM de
cada primer y agua libre de nucleasa para completar 25 uL de volumen total de reaccion.
Las condiciones de la reaccion de PCR fueron las siguientes: 95°C por 3 min, 30 ciclos
de 95 °C durante 30 s, 55 °C por 40 sy 72 °C durante 30 s, con una extension final de
72 °C durante 5 min. Los productos de la PCR, por triplicado, se combinaron y
purificaron usando microperlas magnéticas (Agencourt AMPure XP-PCR purification,
Beckman Coultier). Posteriormente, mediante el uso de la plataforma Agilent 2200
TapeStation se verificod la calidad y tamafo de los productos purificados de la PCR.

Estos amplicones se utilizaron para correr una segunda reaccion de PCR para insertar
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los marcadores duales especificos de Illlumina y asi poder usar la tecnologia multiplex.
Luego de la cuantificacion de la libreria, las muestras se secuenciaron usando el
secuenciador MiSeq (lllumina, Inc.; San Diego, CA.) en el Singapore Centre for
Environmental Life Sciences Engineering (SCELSE). El kit Miseq v3 se us6 para

producir reads (lecturas) con una longitud de 300 pares de bases.
2.3.5. Analisis bioinformatico de los datos de la secuenciacion

Las lecturas se recortaron con un umbral de Q20 y se removieron los primers y
adaptadores con el software Cutadapt-1.9.1 (20). Se utilizé el programa Paired-End read
merger (PEAR 0.9.8) (21) para combinar (unir) las lecturas. Se siguio el flujo de trabajo
propuesto por la plataforma Quantitative Insights Into Microbial Ecology (QIIME 1.9.1)
(22), usando uchime para la remocioén de quimeras y el agrupamiento de novo OTU
clustering con UCLUST (23) con un 3% de divergencia entre secuencias para el
agrupamiento. La base de datos SILVA rRNA (24) se utilizé para la asignacion de
taxonomia. Se eliminaron las lecturas alineadas a Phi-X, cloroplasto y mitocondria,
como asi también singletons and doubletons. Se obtuvieron un total de 428.843 lecturas
combinadas de alta calidad, con una longitud promedio de 380 pares de bases. La
muestra S1A conté con 259.076 lecturas mientras que la muestra S1B obtuvo 169.767
lecturas. Con fines comparativos y para obtener el mismo nivel de cobertura y
profundidad de secuenciaciéon, ambas muestras se normalizaron a 169.767 lecturas

para realizar el analisis de comunidad microbiana.

2.4. Resultados y discusion

El analisis de las muestras permitié determinar sus caracteristicas y la estructura de
la comunidad microbiana presente en los suelos.
2.4.1. Analisis fisicoquimico

La caracterizacion de las muestras de acuerdo a su composicién permitié realizar

comparaciones entre sitios diferentes y de acuerdo a su profundidad.

2.4.1.1. Caracterizacion de las muestras de suelo

El estudio de la composicion de los suelos junto con sus caracteristicas
fisicoquimicas es muy importante ya que ellos representan ambientes muy variados y
complejos. Los suelos analizados estan compuestos principalmente de arena y con
porcentajes variables de arcilla y limo (Tabla 2.1). La composicidon de los suelos esta
directamente relacionada con su capacidad de aireacion y tiene un efecto directo sobre

las comunidades bacterianas presentes (25).

2-9



Capitulo 2: Caracterizacion fisicoquimica y comunidad microbiana de muestras del Salar
del Hombre Muerto

Tabla 2.1 Caracterizacion fisicoquimica de las muestras de suelo provenientes de dos sitios (S1
y S2), a dos profundidades (A, muestra superficial y B muestra profunda), del Salar de Hombre

Muerto.

S1A S1B S2A S2B
Profundidad (cm) 0-10 10-60 10-30 30-60
Arena (%) 73 92 44 60
Limo (%) 20 6 20 18
Arcilla (%) 7 2 36 22
Callificacion textural Franco Arenoso  Franco Franco arenoso
arenoso arcilloso
Capacidad hidrica de 23 24 57 39
saturacion (%)
pHsa" 8,1 8,4 8,5 8,8
pHps” 7,1 7.9 7,6 7,6
Conductividad eléctrica en 182 22,8 398 332
extracto de saturacién (ES)
(dS/m)
Carbonato de Ca y Mg 23 10,1 15,1 2,7
(Calcareos) (%)
C organico (%) 0,28 0,19 1,55 1,12
Materia organica (%) 0,48 0,33 2,67 1,93
N total (%) 0,03 0,01 0,11 0,08
Relacién C/N 9 19 14 14
P extractable (ppm) 4 <1 1 1
Na soluble en ES (meq/L) 1.480 145 4.200 3.700
K soluble en ES (meq/L) 82 15 300 200
Ca soluble en ES (meq/L) 382 67 172 172
Mg soluble en ES (meq/L) 80 10 78 98
Relacion de adsorcion de 97 23 376 318
sodio (RAS)
Na intercambiable (PSI) (%) 59 25 85 82
Cl soluble en el ES (meq/L) 1.760 180 4.490 3.390

ApHsa: pH en suspension de agua

ApHps:pH en pasta saturada

Otra de las caracteristicas importantes de los suelos es el valor de su pH. Existen
diferentes formas de realizar esta medicidn, pero se conoce que la medicién del pH en
suspensiones de suelo-agua puede sobreestimar el valor real del pH del suelo cuando

toma valores superiores a 6,6 (26). Al ser este el caso, los valores de pH que se tuvieron
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en cuenta para realizar comparaciones y caracterizar las muestras fueron los de pasta
saturada. El pH en suspension de agua (pHsa) de todas las muestras (suelo: agua: 1:2,5)
mostré valores entre 8,1 y 8,8, mientras que el medido en pasta saturada (pH,s) se midié
entre 7,1y 7,9 en todas las muestras de suelo.

En la muestra S1A se observé la presencia de cristales de sal, dando una coloraciéon
blanquecina a la superficie, contrariamente a lo observado para la S1B. En cuanto a la
composicion idnica de los suelos, en general los iones mayoritarios fueron en todas las
muestras, el cloruro y el sodio. Las diferencias mas grandes en cuanto a
concentraciones de iones, valores de conductividad y porcentaje de materia organica se
observaron entre los dos sitios de muestreo, lo que se justifica por las diferentes
condiciones de los suelos en las dos localizaciones. En cuanto a los elementos
presentes, la concentracion de calcio y potasio en S1A fue alrededor de cinco veces
mayor que en S1B, y para el magnesio la diferencia es ocho veces mayor en la muestra
superficial (Tabla 2.1). Con respecto a S2, la concentraciéon de iones es mucho mas
elevada en relacion a S1 y esto se confirma con un valor mayor de conductividad. La
presencia de precipitados blancos en las muestras indico altas concentraciones de sales,
que podrian ser de calcio, ya que también lograron detectarse carbonatos de calcio y
magnesio.

En cuanto a los compuestos organicos presentes, la cantidad de carbono y materia
organica fue mayoritaria en el S2, tanto en la muestra superficial como en la de
profundidad. Estos resultados fueron similares a los obtenidos por Bischoff y col (2018)
(27), que realizaron un estudio para determinar la manera en la que los componentes
organicos del suelo variaban en relacién con la salinidad del suelo. Ellos también
encontraron un aumento en la cantidad de componentes organicos presentes en suelos
con concentraciones de sales crecientes, contrario a lo que habian hipotetizado, ya que
en general, en suelos salinos se observaron cantidades bajas de materia y carbono
organicos (28, 29). En general, los suelos afectados por elevadas concentraciones de
sales tienen potenciales osmoéticos muy bajos, limitando el crecimiento de plantas,
dando como resultado valores muy bajos de materia organica. Sin embargo, este
resultado estaria ligado fuertemente al gradiente de humedad del suelo. Si este
parametro covaria con la salinidad, el estrés salino puede ser similar, permitiendo el
crecimiento de plantas aun en presencia de elevadas concentraciones de sales, y por
esta razon puede no detectarse una disminucion en las mediciones de materia y carbono
organicos en el suelo (27). Ademas, es necesario tener en cuenta la textura del suelo,
ya que esta ligada fuertemente a la capacidad del suelo de retener agua (30). En el caso

de las muestras S2A y S2B, presentan porcentajes mas altos de limo y arcilla que los
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correspondientes a las muestras de S1. Al tener particulas mas pequenas, los suelos
S2 tienen mayor capacidad para retener agua, por lo que ocurriria una situacién similar
a la descripta por Bischoff y col (2018) (27).

Con respecto a su clasificacion, y teniendo en cuenta los parametros fisicoquimicos
determinados, los suelos toman distintas categorias. Para que un suelo sea considerado
salino, la World Soil Resources Reports (WRB) ha fijado el valor minimo de
conductividad eléctrica en 15 dS/m (31), clasificacion por la cual todos los suelos
evaluados en este estudio entran en la categoria de “salinos”. Sin embargo, el Ministerio
de Agricultura de los Estados Unidos ha fijado este valor minimo en 30 dS/m, por lo que
segun este valor, tres de las cuatro muestras serian consideradas salinas en el presente
estudio (S1A, S2A y S2B) (32). Por otro lado, el valor de sodio intercambiable (PSI) es
también importante a la hora de clasificar los suelos. Suelos con valores mayores a 15%
de PSI se consideran sodicos (26). Por lo tanto, las cuatro muestras estudiadas

presentan caracteristicas de suelos tanto salinos como sédicos (28).

2.4.1.2. Caracterizacion de las muestras liquidas

Se analizd la composicion de la salmuera y de la muestra de agua dulce
provenientes del Salar del Hombre Muerto (Tabla 2.2). El componente mayoritario en la
composicion de la salmuera es el sodio, caracteristico de las salmueras en esta zona.
En el Salar de Uyuni (Bolivia) se han encontrado concentraciones similares de sodio a
las del Salar del Hombre Muerto; sin embargo, la diferencia principal se encuentra en la
concentracion de magnesio, que esta presente en el salar boliviano hasta en un factor
de mas de 30 veces en comparacion con la del Hombre Muerto (33). El potasio de las
salmueras del Salar del Hombre Muerto es potencialmente aprovechable para la
extraccion, ya que se encuentra en concentracion elevada y su obtencion seria

favorecida por las caracteristicas ambientales del salar (16).
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Tabla 2.2 Composicion de las muestras liquidas de la reserva de agua dulce y de la salmuera
del Salar del Hombre Muerto por ICP-AES.

Elementos (ppm) Salmuera  Agua dulce
Na 98.055,00 30,97
K 8.153,00 3,12
S 3.393,50 11,73
Mg 1.062,50 3,49
Li 773 0,44
Ca 566,5 23,18
B 447,5 0,64
Rb 39,2 N/A
Sr 16 N/A
Si 55 16,48
As 1,8 1,38
Fe 0,5 N/D

N/A No analizado
N/D No detectado

Con respecto a la concentracion de litio, este salar se encuentra entre los que
presentan mayores concentraciones a nivel mundial (16) con valores comparables a
salares de Bolivia y China. Esta caracteristica es la base de su importancia econémica
e industrial. En la muestra analizada también se ha detectado una concentracion
elevada de boro, mayor a la informada en analisis previos (34, 35) y similares a los del
Salar de Uyuni (33).

En la salmuera se midié6 un pH de 7,2 con una conductividad 256,0 mS/cm. La
determinacion de sélidos disueltos dio 276,9 g/L, practicamente sin sélidos suspendidos,
lo que concordd con la turbidez por debajo del punto de deteccidn del equipo utilizado.

Las mediciones de la muestra de reserva de agua dulce dieron valores de pH de
7,52, conductividad eléctrica de 0,305 mS/cm y un porcentaje de salinidad de 0,01.
Como puede verse claramente, los datos de salinidad y conductividad eléctrica son
caracteristicos de una muestra con baja concentracion de iones. En esta muestra no se
encontraron valores elevados de ninguno de los elementos analizados, verificando que

ambas fuentes se encuentran aisladas una de la otra.
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2.4.2. Analisis de la comunidad microbiana

La comunidad microbiana se analizé a través de herramientas de secuenciacion

masiva.

24.21. Extracciéon de ADN de las muestras liquidas vy de suelos

La extraccién de ADN se llevo a cabo en todas las muestras estudiadas, sin embargo,
la presencia de concentraciones muy altas de sales, de cantidades bajas de
microorganismos y dificultades en el procesamiento de las muestras en los

procedimientos de extraccion llevaron a obtener cantidades muy bajas de ADN.

Finalmente se selecciond la muestra de suelo S1 para la caracterizacion de la
comunidad microbiana. A partir de las muestras correspondientes a las dos
profundidades en este punto se obtuvieron cantidades suficientes de ADN con las que

se llevo a cabo el analisis.

En general, la proporciéon detectada de organismos pertenecientes al dominio
Bacteria fue muy alta con respecto a la del dominio Archaea, probablemente debido a
que el proceso de extraccion de ADN le fue mas favorable. Cabe destacar que el kit
utilizado para la extraccion de ADN fue seleccionado por sus particularidades
especificas para suelo, lo que permite la deteccion de la mayor cantidad de
microorganismos presentes en este tipo de muestras. Sin embargo, se ha informado
que la caracterizacion de las comunidades utilizando diferentes kits puede llevar a la
obtencion de resultados diferentes, por lo que es necesario tener en cuenta todos los

elementos utilizados para la descripcion de la comunidad (36).

2.4.2.2. Microorganismos del dominio Archaea en muestras de suelo del Salar del

Hombre Muerto

En las dos muestras de suelo del sitio 1 se encontraron Archaeas. En S1A (0-10 cm)
la proporcién fue del 3% del total de microorganismos detectados, mientras que fue de
s6lo 0,78% para S1B (10-60 cm). Es decir, se encontré una mayor proporcion de
Archaeas en la porcion de suelo superficial, que contiene salinidad mas elevada y que

esta directamente expuesta a condiciones ambientales mas extremas.

En cuanto a los filos encontrados en las dos muestras, el mas abundante fue
Euryarchaeota, con un 67% de abundancia relativa (Figura 2.5), seguido por
Thaumarchaeota. En el primer filo se encontraron organismos del género Halolamina,

en mayor abundancia relativa, conocidos por estar distribuidos en una gran variedad de
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ambientes salinos (37). En general, los microorganismos del filo Euryarchaeota se
encontraron en mayor abundancia relativa en la muestra de suelo superficial (2,328 %
en S1A en comparacion a 0,106 % detectados en S1B), ya que al tener concentraciones
mas elevadas de sales favorecen la proliferacion de arqueas haldfilas (datos no
mostrados).

Thaumarchaeota
33%

Euryarchaeota
67%

= Halolamina

= Otro

= Natronomonas
Candidatus Halobonum

= Halorhabdus

= Halobaculum

Halarchaeum
Halovenus
Halomicrobium

%

Figura 2.5 Distribucién de arqueas de acuerdo con su filo en las muestras de suelo del Salar del
Hombre Muerto. Se indica ademas la abundancia relativa de los géneros detectados en el filo
Euryarchaeota.

Miembros del filo Thaumarchaeota se detectaron en suelos, ambientes marinos,
sedimentos y pantanos y son abundantes en muestras salinas (38). Los
microorganismos incluidos en este filo son heterétrofos, algunos tienen la capacidad de
fijar carbono y podrian participar en procesos de nitrificacion, ya que se encontraron en
ellos genes involucrados en la oxidacion del amonio (38).

Ademas, en S1 se encontraron organismos pertenecientes a los géneros
Natronomonas, Candidatus Halobonum, Halobaculum, Halarchaeum, todos
pertenecientes al filo Euryarchaeota. Ademas de participar en procesos involucrados en
el ciclo geoquimico del nitrégeno, algunos de ellos han sido descriptos como
solubilizadores de fosfato, por lo que participarian en ambos ciclos (39). Estos
microorganismos han sido caracterizados como productores de acidos organicos, por lo
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que la solubilizacién de fosfatos ocurriria mediante el mecanismo de disminucion del pH
mediante la sintesis de acido glucénico, citrico, formico y/o fumarico, por ejemplo, por
mencionar algunos (39). Esta funcion de las arqueas haldfilas puede ser fundamental
en ambientes hipersalinos para promover el crecimiento vegetal mediante solubilizacion

de fosfatos y fijacion de nitrégeno.

2.4.2.3. Bacterias en las muestras de suelo a niveles taxondmicos de filo y clase

En las muestras estudiadas se observé una mayor proporcion de microorganismos
pertenecientes al filo Actinobacteria (Figura 2.6). Con una abundancia relativa de
alrededor de 34-35%, fueron los microorganismos con mayor representacion en las
muestras estudiadas. Otros filos detectados fueron Proteobacteria, Chloroflexi y
Acidobacteria; sin embargo, las abundancias son diferentes a las encontradas en otros
suelos salinos, que tuvieron predominancia de Proteobacteria, seguido por

Acidobacteria y Actinobacteria (25).

Deinococcus-Themus
Armatimonadetes
Verrucomicrobia
Thaumarchaeota BS1A mSI1B
Otro

Cyanobacteria
JL-ETNP-Z39
Euryarchaeota
Nitrospirae
Firmicutes
Bacteroidetes
Gemmatimonadetes
Planctomycetes
Acidobacteria
Chloroflexi
Proteobacteria

Actinobacteria

0% 10% 20% 30% 40%

Figura 2.6 Abundancia relativa (%) de microorganismos de acuerdo a su filo en las muestras de
suelo S1A (sitio 1, 0-10 cm de profundidad) y S1B (sitio 1, 10-60 cm de profundidad) del Salar
del Hombre Muerto. Se tomaron abundancias relativas superiores al 1%.

En un estudio realizado sobre nueve muestras de suelos salinos superficiales en
Italia (Sicilia), los taxones dominantes fueron Proteobacteria (95,95%), Actinobacteria
(85,39%), Acidobacteria (72,12%), Verrucomicrobia (70,60%) y Firmicutes (64,14%)
(32). Ademas, se encontraron en menor cantidad, pero distribuidos en todas las

muestras a ejemplares de Bacteroidetes, Chloroflexi y Chlorobi. La distribucién relativa



Capitulo 2: Caracterizacion fisicoquimica y comunidad microbiana de muestras del Salar
del Hombre Muerto

de los grupos de bacterias varia de acuerdo al sitio y al grado de salinidad del suelo en
el que se realizo el analisis. Ellos encontraron un grupo de filos distribuidos de manera
uniforme y que estarian relacionados a suelos salinos o hipersalinos. Asi, agruparon a
los filos Acidobacteria, Actinobacteria, Firmicutes, Proteobacteria y Bacteroidetes como
caracteristicos de ambientes salinos. Todos estos filos también se detectaron en S1.
Este grupo de filos también se encontré como dominante en dos ambientes salinos de
Polonia, uno naturalmente salino y el otro con salinidad antropogénica (40). Sin embargo,
en esa investigacion se encontré que el filo Proteobacteria era el mas abundante
(alrededor del 9%) en ambos sitios, mientras que en el presente caso solo se
encontraron en mayor proporcion en S1A (18 %), que contiene concentraciones de sal
mas altas. Cabe destacar que, en cuanto a las caracteristicas fisicoquimicas de las
muestras, las estudiadas por Szymanska y col (2018) (40) tienen concentracion de sodio
similar a S1A, reafirmando que estos microorganismos son los que mejor prevalecen en
ambientes salinos.

En cuanto a las diferencias encontradas entre la muestra superficial (0-10 cm) y la
de profundidad (10-60 cm), en los filos Actinobacteria y Proteobacteria el porcentaje de
los organismos encontrados fue muy similar (alrededor del 34% para Actinobacteria y
18% para Proteobacteria en ambas muestras). Las diferencias fueron mas acentuadas
con respecto a los filos Chloroflexi y Acidobacteria, encontrandose representados en
mayor proporciéon en la muestra entre 10 y 60 cm de profundidad (S1B).
Microorganismos pertenecientes al filo Chloroflexi han sido aislados de muchos
ambientes, entre los que se encuentran sedimentos marinos y de agua dulce (41). Estos
organismos tienen una gran diversidad metabdlica, incluyendo fotoautrétofos y
fermentadores, ademas de ejemplares que son capaces de utilizar compuestos
organohalogenados. Al ser capaces de tener un metabolismo anaerobico, se puede
comprender que se encuentren en mayor proporcion en las capas mas profundas del
suelo, donde es mas dificil acceder al oxigeno. Ademas, Seuradge y col (2017) (42)
encontraron una relacién directa entre la abundancia de Chloroflexi y Nitrospirae (entre
otros) con la profundidad del suelo, tal como se encontr6 en este estudio, donde el
porcentaje de Nitrospirae fue de alrededor de 5 veces mayor en S1B que en S1A.

Con respecto a las Acidobacteria, su estudio ha permitido determinar que tienen la
potencialidad de reducir nitratos y nitritos, ademas de reducir hierro (43). Las bacterias
de este filo pueden ser aerobias o microaerofilas y también hay organismos anaerébicos
facultativos. Esta variedad de capacidades metabdlicas puede explicar que estén
presentes en las dos muestras de suelo a distintas profundidades, con la posibilidad de

que realicen diferentes tipos de metabolismo en ambas muestras (43).
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Chen y col (2017) (44) estudiaron variaciones en la actividad metabdlica y en la
estructura de comunidades microbianas en suelo utilizando agua de riego con
concentraciones de sales crecientes. Comparando las comunidades desarrolladas en
un periodo de 5 meses con exposicion a distintas salinidades, ellos pudieron determinar
que la riqgueza del suelo fue mayor en suelos con mayor salinidad y que ademas en
estos casos la diversidad microbiana fue menor. Tres filos se encontraron en mayor
proporcion como consecuencia del riego con agua con elevada salinidad
(Proteobacteria, Actinobacteria y Chloroflexi), dos en abundancias menores
(Planctomycetes, Bacteroidetes) 'y dos no  sufrieron modificaciones
(Gemmatimonadetes y Acidocabteria). Finalmente, es interesante mencionar que la
composicion de la comunidad microbiana de las muestras después del riego con
concentraciones elevadas de sales presenté los mismos filos mayoritarios que en el
analisis realizado en las muestras del presente trabajo, verificando que esos
microorganismos son los que prevalecen en muestras con alta salinidad.

Los microorganismos pertenecientes al flo Gemmatimonadetes son conocidos por
estar adaptados a condiciones de baja humedad (42), condicidon que en este caso se
encontré en S1A. Ademas, en esta muestra se detecté una mayor abundancia relativa
de microorganismos del filo Cyanobacteria, que participan en procesos de fotosintesis
oxigénica, lo que explica que estén practicamente solo en la muestra superficial, con
mayor exposicion a la luz solar y al oxigeno atmosférico.

Teniendo en cuenta la abundancia de clases (Figura 2.7) se acentuan las diferencias
entre S1A y S1B. La clase Alphaproteobacteria se encontré6 en ambas muestras en
mayor proporcion (entre 10 y 12%), y teniendo en cuenta el resto de las Proteobacterias
secuenciadas, la segunda clase en abundancia fue la Gammaproteobacteria, en un
porcentaje similar al de la Deltaproteobacteria (alrededor del 3%) y finalmente y en un
porcentaje de abundancia relativa muy bajo (alrededor del 1%) se encontraron las

Betaproteobacterias.
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Figura 2.7 Abundancia relativa (%) de microorganismos de acuerdo con su clase en las muestras
de suelo S1A (sitio 1, 0-10 cm de profundidad) y S1B (sitio 1, 10-60 cm de profundidad) del Salar
del Hombre Muerto. Se tomaron abundancias relativas superiores al 1 %.

Con respecto a la clase Acidimicrobiia, se observé una disminucién en el porcentaje
de organismos en S1B. lwaoka y col (2017) (45) estudiaron los impactos en la fertilidad
y salinidad del suelo mediados por comunidades microbianas y establecieron una
relacion negativa entre el aumento del pH del suelo con el porcentaje de Acidimicrobiia
encontrado en el sitio. En este caso ocurre la misma situacion, ya que la muestra S1A
tiene un pH cercano a 7, la S1B a 8 y en la primera se observa mayor porcentaje de
Acidimicrobiia.

La presencia de microorganismos de la clase Actinobacteria MB-A2-108 esta
directamente relacionada tanto a la profundidad de la muestra de suelo como a su pH,
e inversamente relacionada al carbono total presente (42). Esto permite entender la
mayor abundancia de organismos de esta clase en S1B con respecto a S1A (13,5% vs
5%).
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2.5. Conclusiones

Independientemente de su profundidad, las muestras de suelos mostraron una
elevada proporcion de iones sodio y cloruro y junto con el andlisis de otros parametros

medidos, fueron clasificados como suelos salino-sédicos.

Con respecto al analisis de las muestras liquidas, la de agua dulce mostré bajas
concentraciones de iones, mayor turbidez y pH neutro. En el caso de la salmuera, su
composicion es caracteristica de salmueras talasohalinas, resaltando la elevada
concentracion de sodio pero principalmente destacando la concentracién de litio

presente, razén de la importancia econémica del salar a nivel mundial.

Las comunidades microbianas de las muestras de suelo del sitio 1 presentaron
algunas diferencias entre las dos profundidades analizadas. En la muestra superficial
se encontraron microorganismos capaces de fotosintetizar y realizar un metabolismo
aerébico, mientras que en la de profundidad se encontraron microorganismos que
pueden realizar respiracion anaerdbica. La composicion de las comunidades no sélo
esta ligada a las caracteristicas fisicoquimicas del suelo y a la profundidad de donde
fueron tomadas las muestras, sino que sobre todo estd muy relacionada a la

concentracion de sales presentes.
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Capitulo 3: Aislamiento y caracterizaciéon de
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3.1. Introduccion

Como se expuso en el Capitulo 2, los microorganismos presentes en ambientes
extremos han desarrollado capacidades que les permiten sobrevivir en condiciones
ambientales hostiles. Unos de los ambientes extremos mas estudiados son los
hipersalinos, que toman esa clasificacion cuando la concentracion de sal supera 3,5 %
(p/v) (1). Los microorganismos capaces de sobrevivir en estos ambientes se clasifican
de acuerdo con su capacidad de tolerar o al grado de requerimiento de sales para su
crecimiento. Aquellos capaces de crecer en ambientes sin sal pero que también
proliferan en ambientes salinos se denominan halotolerantes. Si, en cambio, necesitan
sal para proliferar, son haléfilos y de acuerdo con la cantidad requerida pueden ser
haldfilos leves (1-5% (p/v) de NaCl), moderados (5-20% (p/v) de NaCl) o extremos (20-
30% (p/v) de NaCl) (2).

Los mecanismos mejor conocidos mediante los cuales los microorganismos
pueden proliferar en ambientes con concentraciones altas de solutos son el salt-in y
salt-out. Estos permiten mantener una elevada presién osmética dentro de la célula
mediante la acumulacién de sales inorganicas (KCIl) y solutos organicos,
respectivamente. Las adaptaciones a ambientes hipersalinos en general no son
suficientes si el ambiente bajo estudio sufre variaciones, en cuyo caso es también
importante la capacidad de adaptacién al cambio. Los organismos que utilizan el
mecanismo salt-out tienen mayor capacidad de adaptacion a disminuciones de

salinidad en los ambientes (2, 3).

Muchos de los ambientes hipersalinos se encuentran en zonas con exposiciones

elevadas a la radiacion solar y grandes amplitudes térmicas. Por esto, en algunos
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casos un microorganismo adaptado a sobrevivir en ambientes con altas
concentraciones de sales también puede soportar temperaturas de crecimiento muy
bajas (ser psicrofilo) (por ej. Halobacterium sp. DL1) o valores de pH altos

(Natronomonas pharaonis) (2).
3.1.1. Potenciales aplicaciones biotecnolégicas

Como estrategias de supervivencia, los microorganismos han desarrollado
distintas capacidades. Entre ellas se encuentran sintetizar sustancias extracelulares,
generar compuestos que absorban radiaciones perjudiciales en sus membranas y
modificar la relacién con las sales presentes en el medio ambiente para poder
mantener el balance osmético y evitar su lisis (4, 5, 6). Estas capacidades son muy

atractivas desde el punto de vista biotecnoldégico.

Las propiedades de Archaea y de Bacteria de produccion de sustancias
extracelulares, enzimas, osmoprotectores, formacion de biofilms, sintesis de
carotenoides, por mencionar algunos, son de gran importancia para su aplicacién en
procesos a gran escala. Las ventajas que representan estos compuestos en
comparacion a otros similares producidos por organismos no halofilos, es que poseen
y mantienen su actividad en condiciones de baja actividad de agua, permitiendo
utilizarse en procesos biotecnologicos bajo esas condiciones. En este capitulo se hace
hincapié en la capacidad microbiana de sintesis de sustancias poliméricas
extracelulares (EPS, por sus siglas en inglés -exopolymeric substances-) y de
formacion de pigmentos, ya que son las propiedades que se evaluaron en los

microorganismos bajo estudio.

3.1.11. Sintesis de EPS

Los EPS producidos por las bacterias pueden estar relacionados a la capacidad de
desarrollar biofilms, los cuales participan en las funciones de adhesion y de
colonizacion de superficies. El biofilm formado también debe permitir el intercambio de

nutrientes con el ambiente, razén por la cual su composicion es muy importante (7).

La composicion de las sustancias producidas puede variar tanto dependiendo del
microorganismo como de los nutrientes disponibles y de las condiciones ambientales

bajo las que esta creciendo (8).

Los microorganismos haldfilos tienen la capacidad de excretar sustancias
exopoliméricas, formadas por compuestos carbonados, proteinas y que presentan

elevada viscosidad, resistencia a salinidad, temperatura y pH extremos (8). Es la
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capacidad de mantener sus propiedades en esas condiciones la que los hace
interesantes para su aplicacion en las industrias farmacéutica, en biomedicina y en la

industria alimenticia.

3.1.1.2. Sintesis de pigmentos

Los carotenoides se encuentran entre los pigmentos mas abundantes en la
naturaleza y presentan caracteristicas antioxidantes, son fuentes de vitamina y pueden
utilizarse como colorante de alimentos (5, 6). Dichas propiedades han tomado gran
importancia por las aplicaciones biotecnolégicas que pueden tener en diversas
industrias, principalmente en la alimenticia (9). Quimicamente, estos compuestos son
isoprenoides lipofilicos que toman distintas coloraciones entre amarillo, anaranjado y

rojo.

Una gran variedad de microorganismos tiene la capacidad de producir
carotenoides como un mecanismo de defensa frente a condiciones de exposicion a la
radiacién. Los microorganismos que habitan ambientes marinos han desarrollado
mecanismos protectores que incluyen la sintesis de estos compuestos que en general
cumplen un rol biolégico muy importante. Algunos de los carotenoides producidos por
bacterias y arqueas en ambientes marinos son f-caroteno, astaxantina, salinixantina,
bacterioruberina y saproxantina (10, 11). Estos compuestos tienen actividades
antioxidante, anticancer, antiinflamatoria, antidiabetes y antitumorales, entre otras (12,
13).

Los carotenoides son necesarios para estimular los sistemas de fotorreparacion de
dimeros de timina originados por la exposicion a radiacion ultravioleta. Los mas
abundantes en las Archaeas son las bacterioruberinas de C50 y en menores
cantidades se encuentran el 3-caroteno y licopeno (2). En el caso de las haloarqueas

también se ha observado la sintesis de retinal (14).

En cuanto a la sintesis de carotenoides en bacterias, destacan el B-caroteno,
licopeno, zeaxantina, astaxantina y luteina. Asker (2017) (11) ha encontrado que es
necesario optimizar la concentracién de sales para la produccion, ya que tanto el
medio de cultivo, como la agitacion y el tiempo del cultivo tienen un efecto importante

sobre el crecimiento celulary la produccion de carotenoides.

En general, los microorganismos capaces de proliferar en ambientes hipersalinos
son ventajosos como fuentes de carotenoides porque generalmente tienen
requerimientos nutricionales bajos para el crecimiento. Esto hace que la produccion de

carotenoides utilizando microorganismos haldfilos, presente mas ventajas que la
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produccion utilizando microorganismos no haldfilos, ya que la elevada salinidad de los
medios de cultivo inhibe el crecimiento de otros microorganismos y favorece la
proliferacion de los de interés (10). Ademas, son fuente de carotenoides raros; a modo

de ejemplo se encuentran las bacterioruberinas, sintetizadas por arqueas.

3.2. Objetivos

o Detectar la presencia de microorganismos en las muestras liquidas

mediante técnicas de microscopia

o Aislar y caracterizar microorganismos a partir de muestras liquidas y de

suelos del Salar del Hombre Muerto
e Evaluar la tolerancia al litio de los aislamientos obtenidos

e Identificar y caracterizar los aislamientos bacterianos mediante

metodologias de biologia molecular

3.3. Materiales y métodos

Las muestras del Salar se utilizaron para detectar la presencia, aislar y caracterizar

microorganismos adaptados a ese ambiente.

3.3.1. Observacion microscopica

Para la observacion mediante técnicas de microscopia, optica y electrénica de

barrido, se utilizaron las muestras liquidas (salmuera y agua dulce, respectivamente).

La observacion de la muestra de salmuera mediante microscopio 6ptico (Arcano,
XSZ 107) fue realizada en fresco, colocando una alicuota de la muestra en porta

objeto y observando con un aumento de 100X.

En el caso de la observacion por microscopia electronica, una alicuota de la
muestra de agua dulce se filtré (Millipore Sigma SLGSV255F Millex® GS Sterile
Vented Syringe Filter y membranas de acetato de celulosa estériles con tamafio de
poro 0,22 um). Estas se observaron a través del microscopio electronico de barrido
(SEM por sus siglas en inglés - Scanning Electron Microscope-) (Zeiss, EVO LS 15).
La muestra se llevd posteriormente al Laboratorio de Microscopia Electrénica de
Barrido (LASEM), del Instituto de Investigaciones para la Industria Quimica,
Universidad Nacional de Salta, Argentina, donde se llevaron a cabo los puntos criticos,

metalizados y observacion.
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3.3.2. Aislamiento de microorganismos

Se emplearon distintos medios de cultivo para el aislamiento de microorganismos
(Tabla 3.1). El aislamiento de bacterias se realiz6 en Yeast Peptone Dextrose
(Levadura peptona dextrosa - YPD), YPD suplementado con salmuera (YDPsal), Agar
Plate Count (Agar para el recuento en placa - APC) y APC suplementado con
salmuera (APCsal), mientras que para el aislamiento de hongos se utilizaron YPD,
YPDsal, Agar Sabouraud (Sab) y Agar Sabouraud suplementado con salmuera
(Sabsal). La salmuera agregada (Tabla 3.1) fue la proveniente del Salar del Hombre
Muerto (caracterizada en el Capitulo 2). Se la adicion6 a los medios correspondientes
y se esterilizaron en autoclave. La incubacion se realizé a 24 °C hasta observar

crecimiento y en el caso de los medios liquidos, se agitdé a 150 rpm.

Tabla 3.1 Composicién de los medios de cultivo utilizados para el aislamiento y la seleccion de

microorganismos de muestras liquidas y de suelos del Salar del Hombre Muerto.

Componente APCA YPD? CNA Sab*
Glucosa (g/L) 1 20 - 40
Extracto de levadura
2,5 10 - -
(g/L)
Peptona (g/L) 5 20 5€ 10°
Extracto de carne i i 3 i
(g/L)
Salmuera (%) (v/v) 12,58 33,38 2,58 12,58
Agar (g/L) 15 - - 15

A APC: Agar Plate Count, Agar para el recuento en placa, YPD: Yeast Peptone Dextrose,
levadura, peptona dextrosa; CN: Caldo Nutritivo; Sab: medio de cultivo Sabouraud, especifico
para el crecimiento de hongos.

B S6lo para medios de cultivo con sal (APCSal, YPDsal, CNsal y Sabsal, respectivamente).
La composicién quimica de la salmuera utilizada fue descripta en el Capitulo 2, seccion 2.4.1.2.

€ Se adiciond pluripeptona el lugar de peptona.

Una vez obtenidos los aislamientos bacterianos y asegurada su pureza, se
sembraron en 20 mL de CNsal (caldo nutritivo suplementado con salmuera) en frascos
de 100 mL y se cultivaron durante 24 h en agitacion orbital a 150 rpm y 30 °C. Se
cosecharon las células por centrifugacién a 5000 rpm por 5 min (Centrifuga Eppendorf
5415R), se resuspendieron en 2 mL de CNsal fresco y se almacenaron en glicerol a -

20y -80 °C por duplicado hasta su uso.
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Para el enriquecimiento de microorganismos de las muestras liquidas, se
agregaron 5 mL a 20 mL de medio de cultivo rico (YPD e YPDsal, Tabla 3.1) en
Erlenmeyer de 100 mL y se incubd a 30 °C y 150 rpm hasta observar crecimiento.
Alicuotas provenientes de los cultivos anteriores se utilizaron para el aislamiento en
placas de Petri con medio sélido con y sin el agregado de salmuera (APC, APCsal,
Sab y Sabsal), las que luego de su siembra se incubaron a 30 °C hasta observar
crecimiento. Los hongos obtenidos a partir de este aislamiento fueron almacenados en
medio de cultivo solido a 4 °C. La morfologia de los hongos se evalué mediante
microscopia Optica en fresco; sin embargo, los ensayos posteriores de caracterizacion
y tolerancia a cloruro de litio se desarrollaron utilizando unicamente los aislamientos

bacterianos.

Las muestras de suelo (S1A, S1B, S2A y S2B), descriptas en el Capitulo 2, se
dividieron y trataron en paralelo de dos formas diferentes. Por un lado, se secaron,
molieron y tamizaron (suelo tratado), mientras que a otra porcion no se le realizd
ninguno de dichos procedimientos (suelo no tratado). Para la desorcidon o extraccion
de microorganismos, se agregaron 5 g de suelo (tratado y no tratado) en Erlenmeyers
de 250 mL con 45 mL de hexametafosfato al 1% (p/v) o con agua destilada estéril (15).
El tiempo transcurrido entre la toma de la muestra y el aislamiento de
microorganismos fue de dos dias. Los frascos se agitaron a 200 rpm durante 10
minutos a temperatura ambiente, luego se dejaron decantar durante 1 h y se
sembraron 100 uL del sobrenadante y sus diluciones seriadas (1:10) en placas de
Petri conteniendo APC o APCsal. Las placas se incubaron a temperatura ambiente

hasta observar crecimiento.
3.3.3. Selecciéon de microorganismos tolerantes a cloruro de litio

Con el propdsito de seleccionar los aislamientos que presenten mayor tolerancia al

litio se realizaron ensayos de evaluacion en medios de cultivo liquido y solido.

3.3.3.1. Tolerancia a sales y a cloruro de litio en medio sélido

Todas las bacterias aisladas se sembraron en cajas de Petri con medio de cultivo
solido APCsal, y se incubaron a 30 °C durante cinco dias, para determinar su

capacidad de crecimiento en presencia de sales.

Las bacterias capaces de crecer en medio de cultivo APCsal fueron evaluadas con
respecto a su tolerancia a cloruro de litio utilizando el ensayo del canal. Para ello, se

utilizaron placas de Petri conteniendo medio de cultivo solido (APC). Una vez
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solidificado el medio se cortd un canal rectangular con bisturi estéril y se sembraron
las bacterias de forma perpendicular al canal, desde el borde del canal hacia afuera de
la placa (una distancia total de 3 cm, Figura 3.1). Luego se colocaron 650 uL de una
solucion de cloruro de litio estéril en el centro del canal y se dejé la placa a
temperatura ambiente hasta que la solucidon difundiera totalmente en el agar. Se
evaluaron distintas concentraciones de litio: 0,4; 0,8; 1,2; 4; 8; 13; 42; 64, 85; 167; 297;
424 y 636 g/L. Finalmente, las placas se incubaron a 30 °C y se evalué el crecimiento

durante 3 dias.

Canal con
solucién de LiCl

Medio de
cultivo APC
Distancia al
borde del canal
(cm)

Figura 3.1 Esquema del ensayo del canal para la evaluacién de tolerancia a LiCl por parte de
las bacterias halotolerantes en placas de Petri conteniendo medio de cultivo APCsal.

Se consideraron como tolerantes a cloruro de litio a aquellos aislamientos
bacterianos capaces de crecer al menos una distancia de 1,5 cm desde el borde del

canal.

3.3.3.2. Tolerancia al cloruro de litio en medio liquido

Las bacterias seleccionadas como tolerantes en el ensayo del canal fueron
evaluadas para determinar su tolerancia al cloruro de litio en medio de cultivo liquido.
Para ello se determinaron previamente la composiciéon del medio y las condiciones
ambientales adecuadas. En cuanto a la composicion, se evalud la capacidad de los
microorganismos de crecer utilizando diferentes fuentes de carbono (glucosa vy
sacarosa) y de nitrégeno (sulfato de amonio, nitrato de potasio, L-asparagina y urea).
Asimismo, se determinaron los valores de temperatura y pH Optimos para el

crecimiento, para lo cual se cultivo a 4, 20, 30,37y 41°CypH5,7y9.

Una vez decididas las condiciones ambientales Optimas y las mejores fuentes de

carbono y nitrégeno para el crecimiento, se prepardé el medio de cultivo con el
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agregado de concentraciones crecientes de cloruro de litio: 0, 10, 30, 40, 50 y 60 g/L
(los medios se llamaron DM, D10, D30, D40, D50 y D60, respectivamente). Se
sembraron tubos conteniendo 5 mL del medio de cultivo correspondiente y se
colocaron en un agitador orbital a 200 rpm y 30 °C durante 5 dias. Se clasificaron
como tolerantes aquellos aislamientos capaces de crecer en medio de cultivo definido

conteniendo como minimo 30 g/L de LiCl.
3.3.4. Caracterizacion de los aislamientos

Las cepas bacterianas aisladas se caracterizaron de acuerdo con sus propiedades

morfoldgicas y otras capacidades.

3.3.4.1. Propiedades macro y microscopicas

Se determinaron las propiedades morfolégicas microscépicas de los aislamientos
encontrados como tolerantes a cloruro de litio mediante tincién de Gram (16) y las
macroscopicas de las colonias formadas en placas de Petri con medio APCsal. Las

colonias se clasificaron de acuerdo con su pigmentacion, forma y bordes.

Por otro lado, se observaron las colonias obtenidas en medio APCsal y todas
aquellas que presentaron coloracion amarilla, naranja o roja (en alguna de sus

tonalidades) se consideraron como probablemente productoras de carotenoides.

3.3.4.2. Capacidad formadora de biofilm

Se evaluaron todas las cepas tolerantes, obtenidas en los ensayos en medio
liquido, de acuerdo con su capacidad para formar biofilms en placas estériles de 96
pocillos. Las cepas se sembraron por duplicado usando como medios de cultivo DM y
D30 y se evaluaron el crecimiento y la formacién de biofiim luego de 6 dias de
incubacion a 30 °C. Una vez completado ese tiempo, se elimind el cultivo plancténico,
las placas se lavaron con agua corriente dos veces y se dejaron secar a temperatura
ambiente. Luego se agregaron 125 uL de cristal violeta 0,1% (p/v) a cada pocillo.
Después de 10 minutos a temperatura ambiente, las placas se lavaron hasta quitar
totalmente el exceso de colorante y se secaron a temperatura ambiente. El agregado
de 200 pL de etanol 96° permitié solubilizar el exceso el cristal violeta de las paredes
de los pocillos (17). La presencia de color en el pocillo permitié determinar la
capacidad de formar biofilms de los microorganismos. Se utiliz6 como control negativo

el medio de cultivo estéril sin el agregado de bacterias.
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3.3.5. Identificacion y construccion de arbol filogenético

La identificacion de las bacterias seleccionadas se realizdO mediante la
secuenciacion del fragmento 16S de su ADNr, extraido a partir de cultivos puros de los

aislados.

3.3.5.1. Extraccién de ADN

La extraccion del ADN gendémico de los aislamientos bacterianos seleccionados se
realizé utilizando el protocolo propuesto por Pospiech y Neumann (1995) (18). Para
ello, se cultivaron las cepas en medio CNsal a 30 °C y 200 rpm hasta observar
crecimiento. Posteriormente se cosecharon mediante centrifugacion (durante 10
minutos a 3.000 rpm en centrifuga Eppendorf 5415R) y se lisaron mediante la accién
de 800 pL de lisozima (PB-L Productos Bio-Ldgicos, 10 mg/mL, 35.000 U/mg) en
buffer SET (75 mM NaCl, 25 mM EDTA, 20 mM de Tris, pH 7,5) durante 2 h a 37 °C.
Transcurrido el periodo de incubacion, se agregaron 80 uL de SDS al 10% (p/v), 20 uL
de proteinasa K (Invitrogen, 20 mg/mL, 40 U/mg) y se incubdé por 2 h a 55 °C.
Posteriormente se agregaron 335 uL de 5 M NaCl y 700 uL de cloroformo:alcohol
isoamilico (24:1) y se incubd a temperatura ambiente por 30 min. Se centrifug6 la
soluciéon a 12.000 rpm por 10 minutos y se recuperé la fase acuosa. Se precipito el
ADN con etanol, para lo que se utilizaron al menos 2,5 volumenes de etanol absoluto a
-20 °C, se dejo toda la noche a -20 °C y se centrifugd a 13.000 rpm durante 15
minutos. Luego de descartar el sobrenadante, se dejo secar el pellet a temperatura
ambiente. EI ADN obtenido se resuspendiéo en 50 uL de agua MiliQ estéril y se

conservo a -20 °C hasta su uso.

El tamafo y la integridad del ADN obtenido se evaluaron mediante electroforesis
en gel de agarosa al 1% (p/v) preparado con buffer TAE (Tris, acido acético y EDTA),
utilizando un marcador de peso molecular MilMarker B042-50 (Biodynamics). El gel se
revel6 con SYBR Safe en transiluminador (Labnet, U1000-230). EI ADN se cuantifico

utilizando Qubit 2.0 Fluorometer (Invitrogen).

3.3.5.2. Amplificacion del fragmento 16S del ADNr y secuenciaciéon

Se amplificé el ADN extraido mediante PCR utilizando los cebadores universales
27F (5-AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3’) y 1492R (5"
TACGGYTACCTTGTTACGACTT-3’) (19) o 63F (5-CAGGCCTAACACATGCAAGTC-
3’) y 1389R (5-GGGCGGWGTGTACAA GGC-3’) (20). La reaccion de PCR se llevo a
cabo en un termociclador GeneAmp 9700 (Applied Biosystems) siguiendo el protocolo

que se indica a continuacion: desnaturalizacion inicial a 95 °C durante 3 min y 35
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ciclos incluyendo desnaturalizacion a 95°C por 30 s, hibridacién a 57°C por 30 s y

extensiéon a 72 °C por 90 s.

El tamafo y la concentracién de los productos de PCR se evaluaron mediante
electroforesis en gel de agarosa al 1% (p/v) preparado con buffer TAE (Tris, acido
acético y EDTA) utilizando un marcador de peso molecular MilMarker B042-50
(Biodynamics) y revelado son SYBR Safe en transiluminador (Labnet, U1000-230).
Los productos de PCR (sin purificar) se enviaron a Macrogen (Seoul, South Korea)

para su secuenciacion.

3.3.5.3. Identificacion y construccion del arbol filogenético

Se utilizé el programa Chromas version 2.6 para obtener secuencias del fragmento
16S para cada bacteria. La secuencia final se compard, utilizando BLAST (blastn), con
las secuencias de 16S bacteriano disponibles en la base de datos de Genebank (21).
Las secuencias se alinearon utilizando Clustal W 1.74 (22) y se incorporaron a la base

de datos de GeneBank (https://www.ncbi.nIm.nih.gov/genbank/).

Las secuencias obtenidas se utilizaron para la construccion de un arbol filogenético

utilizando el software MEGA4 (http://www.megasoftware.net) (23).

3.4. Resultados y discusion

Se caracteriz6 a microorganismos presentes en el Salar con respecto a sus

propiedades, tolerancia e identidad.

3.4.1. Observacion microscopica de las muestras liquidas

En las muestras de salmuera se observaron claramente, mediante microscopia
Optica, cristales de sal junto a filamentos verdes, de apariencia similar a algas
microscopicas (Figura 3.2 A y B). La presencia de algas en las muestras de agua
también ve verific6 mediante SEM (Figura 3.2 C y D). Numerosos autores se han
enfocado en la busqueda de algas halotolerantes, ya que presentan capacidad para
acumular betacarotenos en condiciones de alta salinidad. Se conoce que las aguas
salinas son ambientes en los que pueden encontrase diferentes especies de algas
haldfilas, como por ejemplo a Dunaliella salina, conocida por estar presente en aguas
con concentraciones altas de sales. Esta alga se caracteriza por su capacidad de
producir B-caroteno y por coexistir en ambientes con cepas bacterianas como

Halomonas y Halobacterium spp (24). Ademas, también se ha informado la presencia
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de diatomeas en ambientes salinos (25), con estructuras celulares similares a las

encontradas mediante SEM en las muestras liquidas de este estudio.

Figura 3.2 A, B Imagenes de microscopia optica (100 X) de las muestras de salmuera; se
observa la presencia de microorganismos verdes y cristales de sal. C, D (4.000 y 1.500 X,
respectivamente) Imagenes de microscopia electronica de barrido de la muestra liquida filtrada
en membranas de acetato de celulosa (tamafio de poro 0,22 pum).

3.4.2. Aislamiento de microorganismos

Las muestras de suelos y agua se utilizaron para el aislamiento de

microorganismos, pudiendo recuperar tanto hongos filamentosos como bacterias.

3.4.2.1. Aislamiento de hongos

Un total de cinco cepas de hongos filamentosos fueron aislados de las muestras
de agua luego de ser inoculadas en medio de cultivo Sab y Sabsal. La observacion
mediante microscopio 6ptico permitid la identificaciéon de un Penicillium biverticilado

con esporas esféricas (Figura 3.3).

Otros autores también encontraron hongos del género Penicillium en ambientes
extremos y los caracterizaron por sus propiedades como promotores de crecimiento
vegetal bajo estrés salino (26). Estas propiedades incluyen la produccion de

fitohormonas, solubilizaciéon de nutrientes, ademas de disparar las reacciones de la
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planta frente a patégenos. En general, en los ambientes hipersalinos se encuentran
comunidades de microorganismos, entre los que se incluyen bacterias y hongos
adaptados a las elevadas concentraciones de sales. Como se describié en el Capitulo
2, las comunidades bacterianas que habitan los ambientes hipersalinos incluyen una
gran variedad de microorganismos y la presencia de hongos en los mismos ambientes
permitiria establecer una relacion entre microorganismos de distintos dominios. La
interaccion de estos microorganismos podria dar como resultado final la proliferacion

de plantas a pesar de las condiciones hostiles del ambiente.

Figura 3.3 A Hongo filamentoso aislado de muestras de Salar del Hombre Muerto cultivado
en medio Sabsal (izquierda, medio de cultivo Sabouraud preparado con 12,5% (v/v) de
salmuera) y Sab (derecha, medio de cultivo Sabouraud) a 30 °C. B Imagen de microscopia
optica (40X) de un Penicilluim biverticilado con esporas esféricas, aislado de una muestra
liquida y cultivado en medio Sabsal a 30 °C.

3.4.2.2. Aislamiento de bacterias

No se observaron diferencias en los recuentos de colonias (1 x 10° UFC/mL) entre
las dos matrices liquidas (agua destilada o hexametafosfato estéril) utilizadas para la
desorcion de los microorganismos de las muestras de suelo. Tampoco se observaron
diferencias en los recuentos obtenidos (1 x 10° UFC/mL) a partir de las muestras de

suelos tratados, en comparacién con los suelos sin tratar.

Las muestras liquidas permitieron aislar 45 cepas bacterianas, mientras que a
partir de las de suelo se obtuvieron 193 aislamientos, dando un total de 238 cepas
bacterianas. La mayoria de los microorganismos fueron aislados del sitio de muestreo
S1, que tiene condiciones ambientales menos hostiles en comparacion con el sitio S2.
Esta situacién es similar a la descripta por Wong y col (2010) (27), quienes
encontraron mayor actividad microbiana en suelos con menor salinidad que en

aquellos de salinidad mas alta.
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3.4.3. Seleccion de aislamientos tolerantes a litio

De los 238 aislamientos bacterianos obtenidos, s6lo 186 fueron capaces de crecer
en medio de cultivo sdélido en presencia de sales (APCsal). Estos microorganismos se

clasificaron como halotolerantes y se seleccionaron para posteriores analisis.

3.4.31. Seleccidon de aislamientos tolerantes a litio por ensayos en medio sélido

Luego de evaluar el crecimiento de los microorganismos mediante el ensayo del
canal utilizando distintas concentraciones de LiCl, se determiné que la que produce la
mayor inhibicion en el crecimiento microbiano es la cercana al punto de saturacion de
la sal. Cuando se utilizaron concentraciones de LiClI mas bajas todos los
microorganismos crecieron hasta el borde del canal, impidiendo visualizar la
sensibilidad a la sal. Se selecciono6 la concentracion de 636 g/L (15 M) de LiCl para
determinar tolerancia al cloruro de litio de los 186 microorganismos capaces de crecer
en APCsal (Figura 3.4).

| 297 g/L LiCl 636 g/L LiCl

Figura 3.4 Ensayo del canal en placas de Petri utilizando medio APCsal. Las fotografias
muestran el crecimiento bacteriano frente a soluciones de cloruro de litio 297 y 636 g/L.

De las 186 cepas evaluadas, 52 fueron capaces de crecer hasta una distancia de
1,5 cm desde el borde del canal que contiene la solucién concentrada de LiCl. En este
ensayo, la solucién concentrada de metal en el canal difunde en el agar en direccion
radial hacia los bordes de la placa, generandose como consecuencia un gradiente de
concentraciones, siendo las zonas mas concentradas las del borde del canal y las de
menor concentracion las mas alejadas. A pesar de esta limitacién esta metodologia se
utilizé para estudiar la resistencia a metales pesados (28) y a boro (29) en
actinomicetes, ya que permite observar de manera sencilla la sensibilidad de los

microorganismos.
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Mediante este analisis se determind que el 72% de los aislamientos capaces de
crecer en medio de cultivo APCsal presentan sensibilidad en presencia de una
solucién de 636 g/L de cloruro de litio, siendo incapaces de crecer proximas al canal

conteniendo esta solucion.

3.4.3.2. Formulacion del medio de cultivo y condiciones éptimas de crecimiento

De la evaluacion del crecimiento en diferentes condiciones se observé que la
mayoria de los aislamientos (85%) crece de forma éptima a pH 7, y es el valor que se
seleccion6 para ensayos posteriores. Asimismo, aunque muchos de los aislamientos
analizados crecieron tanto a 20 °C como a 41 °C, el mejor valor de entre los
ensayados para todos ellos fue de 30 °C, siendo éste el seleccionado para cultivos

sucesivos.

La fuente de carbono preferida por todos los microorganismos fue la glucosa, en
una concentracion de 10 g/L. De entre las fuentes de nitrdgeno evaluadas, la mayoria
de los microorganismos crecieron utilizando urea y L-asparagina preferentemente (71%
de los microorganismos evaluados). Aunque muchos (57%) mostraron la capacidad de
crecer utilizando sulfato de amonio, el crecimiento fue menor en comparacion a los
otros dos compuestos. Teniendo en cuenta la preferencia de crecimiento utilizando L-
asparagina, ésta fue esta fuente de nitrdgeno seleccionada finalmente como
componente del medio de cultivo definido para el crecimiento y la evaluacion de los

microorganismos en los ensayos posteriores.

A partir de los resultados obtenidos se determiné el medio de cultivo liquido
definido que se utilizoé en lo sucesivo para caracterizar a las bacterias de acuerdo a su

capacidad de formacion de biofilms y tolerancia a cloruro de litio (Tabla 3.2).

Tabla 3.2 Componentes del medio de cultivo definido utilizado para los ensayos de tolerancia a
LiCl en medio liquido y para la determinacion de la formacion de biofilms. El pH se ajusté a 7.

Componente Concentracion (g/L)
Glucosa 10

L-asparagina 0,5
K2HPO4 0,5

FeS04.7H.0 0,001
MgSQOg4 0,02
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3.4.3.3. Seleccién de aislamientos tolerantes a cloruro de litio por ensayos en
medio liquido

Con los 52 microorganismos seleccionados por su tolerancia al litio en medio
solido se realizaron los ensayos de tolerancia en el medio liquido definido
anteriormente optimizado. Siete de las cepas no fueron capaces de crecer en las
condiciones del ensayo. Nueve de ellas crecieron hasta una concentracion maxima de
10 g/L de LiCl, dos mostraron crecimiento hasta 30 g/L de LiCl, 8 hasta 40 g/L, la
mayoria de las cepas crecié hasta 50 g/L como concentracion maxima de cloruro de
litio en el medio de cultivo y solo 7 fueron capaces de crecer en la concentracion

=MD
«D10
- D30
D40
\ « D50

= D60

maxima evaluada (60 g/L LiCl) (Figura 3.5).

Figura 3.5 Tolerancia al LiCl de las cepas seleccionadas utilizando el ensayo del canal y en
medio liquido. Se muestra el nimero de aislamientos que fueron capaces de crecer a
diferentes distancias (indicadas abajo) desde el borde del canal (izquierda). En el grafico de
torta de la derecha se muestran cuantas cepas de las previamente clasificadas como tolerantes
a cloruro de litio fueron capaces de crecer en medio liquido definido con distintas
concentraciones de LiCl: 0 (MD), 10 (D10), 30 (D30), 40 (D40), 50 (D50) y 60 (D60) g/L.

El hecho de que los microorganismos toleren concentraciones mas bajas en medio
liquido que en medio solido fue observado también en cepas de Streptomyces, frente
al acido bdrico en ese caso, por Moraga y col (2014) (29). Esto puede ser
consecuencia de que en medio de cultivo liquido los microorganismos estan en
contacto directo mas intimo con los compuestos del medio de cultivo, mientras que, en
el medio solido con el ensayo del canal, las concentraciones varian de acuerdo con la

distancia del canal, dependiendo de la capacidad de difundir de las soluciones
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utilizadas. Majzlik y col (2011) (30) también informaron una mayor sensibilidad a la
presencia de zinc y cobre de bacterias del género Streptomyces en medio de cultivo
liquido, posiblemente como consecuencia de la interaccién de los microorganismos
con los componentes del medio de cultivo. Esta interaccion induciria a la bacteria a
formar un ambiente favorable alrededor de las células que puede unir iones formando
complejos, disminuyendo su disponibilidad y en ultima instancia su accién sobre el

metabolismo microbiano (30).

Como resultado de esta evaluacion, los 36 aislamientos capaces de proliferar en
concentraciones de cloruro de litio iguales o mayores a 30 g/L se clasificaron como
tolerantes a litio en medio liquido. Se seleccionaron estas cepas para una

caracterizacion mas profunda, detallada en las secciones posteriores.

3.4.4. Caracterizacion de los aislamientos seleccionados

3.4.41. Morfologiay tincién de Gram

Las 36 cepas bacterianas seleccionadas como tolerantes a LiCl en medio de
cultivo liquido se cultivaron en placas de Petri con APCsal hasta obtener colonias
aisladas para su caracterizacibn macroscépica. De entre todas ellas, solo tres
formaron colonias con bordes difusos. Todos los otros aislamientos crecieron
formando colonias con bordes redondeados y de forma circular. En la Figura 3.6 y a
modo ilustrativo, se pueden ver algunos de los aislamientos bacterianos evaluados; los
aislamientos denominados FAMB1, SX139 y M12 formaron colonias circulares, de
bordes definidos y regulares, mientras que el HA120A creci6 sobre el agar con bordes

difusos y lobulados.
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Figura 3.6 Colonias de aislamientos bacterianos crecidos en APCsal a 30 °C, durante 2 dias.

Con respecto a la tincion de Gram, entre las bacterias seleccionadas se
encontraron tanto Gram positivas como Gram negativas y ejemplares de todas las
morfologias (Figura 3.7). Se compilé6 toda la informacion obtenida sobre Ia
caracterizacion (Tabla 3.3) y se clasificaron los aislamientos de acuerdo con su origen,
morfologia y tincion de Gram. A partir de eso se seleccionaron 10 cepas de las
muestras de agua, de las cuales seis crecen con morfologia bacilar, tres cocoide y una
como cocobacilo, para continuar los estudios.

8

4 ym

Figura 3.7 Imagenes de microscopia optica (100X) de las células bacterianas después de la
tincion de Gram. A Cocos Gram positivos, B Bacilos Gram positivos.
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Tabla 3.3 Morfologia y clasificacion de Gram de las bacterias clasificadas como tolerantes al
cloruro de litio en medio liquido, segun su origen.

Morf ] Muestras liquidas Muestras de suelo
orfologia Gram Gram Total
celular
Positiva Negativa Positiva Negativa
Coco 3 0 3 0 6
Bacilo 6 0 19 1 26
Cocobacilo 1 0 2 1 4
Total 10 0 24 2 36

La mayoria de los aislamientos seleccionados (34 de las 36 cepas) fueron
clasificados como Gram positivos, lo que es comln de encontrar en ambientes con
elevada salinidad, ya que la rigidez de la estructura de la pared de una célula Gram
positiva es favorable para la supervivencia y proliferacion de las bacterias en
ambientes hostiles (31). Orhan y Gulluce (2015) (32), aislaron 45 microorganismos de
suelos salinos, y clasificaron a 44 de ellos como Gram positivos. Ademas, sélo 6 de
sus aislamientos presentaron forma de coco. Estos resultados concuerdan con los
obtenidos en este trabajo, ya que la mayoria de los aislamientos fueron bacilos Gram

positivos.

3.4.4.2. Formacion de biofilm

Las bacterias seleccionadas como tolerantes a cloruro de litio se evaluaron de
acuerdo con su capacidad de formar biofilms en medios de cultivo DM (sin LiCl) y D30
(con 30 g/L de LiCl). De las 36 cepas evaluadas, 19 formaron biofiims en DM y de
ellas, sélo 12 mantuvieron la capacidad en D30. Cuatro de los aislamientos fueron
capaces de formar biofilms s6lo en D30 y, aunque crecieron 13 no formaron biofilms

en ninguna de las condiciones evaluadas (Figura 3.8).
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DM D30

13 no forman biofilms

Figura 3.8 Ensayo de formacion de biofilms (a 30 °C) con los aislamientos seleccionados como
tolerantes a LiCl. Se utilizaron los medios de cultivo DM (sin LiCl) y D30 (30 g/L LiCl) en
microplacas de 96 pocillos. A. Fotografia de una placa de 96 pocillos luego de aplicar el
método de tincién con cristal violeta. B. NUmero de aislamientos capaces de producir biofilms
en los medios evaluados.

Es sabido que la capacidad de formar biofilms por parte de los microorganismos
esta relacionada con un mecanismo de defensa frente a diferentes condiciones
ambientales (33). Esto se debe a que los biofilms confieren a los microorganismos
mayor proteccién o resistencia frente a condiciones adversas, como serian la accién
de antibidticos y predadores, la desecacién, la salinidad y la presencia de metales
pesados (34, 35).

La caracterizacion de los aislamientos de acuerdo con su capacidad para formar
biofilms en presencia y ausencia de litio se evalu6 para determinar si podria ser una
respuesta al estrés salino. Se determind que 13 de las cepas evaluadas no forma
biofilms en ninguna de las condiciones, y que ademas 19 lo hacen en ausencia de
cloruro de litio. Sélo cuatro cepas bacterianas forman biofilms Unicamente en D30.
Con estos resultados se puede afirmar que la capacidad de formar biofilms no esta
ligada a la supervivencia bacteriana, ya que todas las cepas son capaces de crecer sin

formar biofilms aun en presencia de cloruro de litio.

Alrededor del 60% de los aislamientos crecid en medio de cultivo sélido APCsal
formando colonias en las que se visualizan sustancias de aspecto mucoso (como
FAMB1 y SX139 en la Figura 3.6). La formacion de dichas sustancias estaria
estrechamente relacionada a la capacidad de los microorganismos de formar biofilms
(35).

La composicion de los biofiims depende principalmente de las condiciones
ambientales, mas que de la identidad de las especies que lo forman (35). Por otro lado,

la composicion de los biofilms es muy importante para establecer sus propiedades, por
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lo que seria necesario estudiarla para determinar la manera en la que podria

interactuar con los elementos del ambiente.

3.4.4.3. Produccién de pigmentos

La formacion de pigmentos es otro de los mecanismos utilizados por los
microorganismos para afrontar la exposicion a condiciones adversas (36). La
produccion de pigmentos en la membrana celular les permite protegerse frente a
radiaciones de elevada energia, que podrian afectar la estructura de ADN provocando

la acumulacién de mutaciones, con la posterior muerte celular (37).

Los 36 aislamientos seleccionados como tolerantes al litio en medio liquido se
cultivaron en placa de Petri (medio de cultivo APCsal, incubacién a 30 °C) para
determinar la produccion de pigmentos compatibles con carotenoides en las
membranas celulares (Figura 3.9). Sélo seis de los aislamientos, de los géneros
Kocuria, Curtobacterium y Micrococcus, mostraron pigmentos de color amarillo y
anaranjado, en distintas intensidades.

Figura 3.9 Fotografia ilustrativa de la formacion de pigmentos compatibles con carotenoides
por bacterias aisladas del Salar del Hombre Muerto. Crecimiento en medio de cultivo APCsal a
30 °C durante cuatro dias.

En un estudio realizado por Rezaeeyan y col (2017) (13), detectaron la capacidad
de producir carotenoides de un aislamiento bacteriano haldfilo parcialmente
identificado como Kocuria sp. cepa QWT-12. El analisis del carotenoide producido por
esta cepa permitié determinar que presenta propiedades anticancerigenas. Ademas,
se conoce que los carotenoides tienen aplicaciones como suplementos nutricionales,
en farmacia y en colorantes de comidas (10). Por su alta demanda es importante
buscar alternativas de produccién de estos compuestos, y los microorganismos
haldfilos son una opcién prometedora. En el caso de Rezaeeyan y col (2017) (13), el
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pigmento producido presentd una coloracion amarilla mientras que, en el presente
estudio, se aislaron dos representantes del género Kocuria, uno de color amarillo y
otro naranja (cepas denominadas M9 y SA129B, respectivamente). Al presentar las
cepas M9y QWT-12 la misma coloracion y pertenecer el mismo género bacteriano, se
podria estimar que las caracteristicas quimicas y propiedades de los compuestos son
similares. Sin embargo, es necesario profundizar en su caracterizacioén para sostener

esta afirmacion.

En estudios realizados por Albarracin y col (2016) (38), se han agrupado
organismos capaces de resistir a elevadas exposiciones a la radiacion ultravioleta en
salares de altura, entre los que se encontraron como miembros de la familia
Micrococcaceae a los géneros Micrococcus y Kocuria. Ambos géneros fueron
detectados también entre las cepas aisladas en esta investigacién. La capacidad de
estos organismos de producir pigmentos les conferiria ademas la habilidad de
colonizar ambientes con elevada exposiciéon a radiacién ultravioleta, como son los

salares de altura.

La capacidad de sintetizar pigmentos, en conjunto con la habilidad de producir
sustancias poliméricas extracelulares, les permite a los microorganismos colonizar
ambientes con elevada salinidad, alta exposicién a la radiacién y baja actividad de
agua, como son los salares de altura. Los aislamientos caracterizados mostraron tanto
la habilidad de formar biofiims como de producir pigmentos, por lo que estas
propiedades podrian estar involucradas en su capacidad para colonizar ambientes con
condiciones ambientales hostiles. De esta manera, la sintesis de sustancias
exopoliméricas evitaria la desecacién, la accion de sustancias antibidticas y de los
cambios de temperatura y la sintesis de pigmentos impediria el desarrollo de

mutaciones en las células que son capaces de sintetizarlos.
3.4.4.4. |dentificacién

Teniendo en cuenta la tolerancia al cloruro de litio y demas caracteristicas de los
aislamientos obtenidos, se descartaron aquellos que podian representar cepas
repetidas. Asi, se seleccion6 un grupo final de 26 bacterias para su identificacién por

la secuenciacion del fragmento 16S de su ADNr.

El analisis de la secuencia y la comparacion en bases de datos permitio clasificar a
los aislamientos como pertenecientes a tres filos: Firmicutes, Actinobacteria y
Proteobacteria. De entre los 26 microorganismos identificados, 16 pertenecen al
género Bacillus sp, tres a Micrococcus sp, tres a Brevibacterium sp, dos a Kocuria sp y

hay un ejemplar de Curtobacterium sp y uno de Halomonas sp (Tabla 3.4). Yadav y
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Saxena (2018) (21) han encontrado una gran diversidad microbiana en ambientes
salinos extremos. Entre los géneros halotolerantes encontrados se encuentran
microorganismos de Bacillus, Brevibacterium, Halolamina, Halomonas, Haloterrigena,
Marinobacter, Oceanobacillus, Penicillium, Pseudomonas, Streptomyces, por
mencionar algunos. Tanto los organismos de manera individual o mediante
interacciones entre ellos, mostraron propiedades de promover el crecimiento vegetal
(PGP por sus siglas en inglés -Plant growth promoting-) en suelos sometidos a estrés
salino. Todos esos géneros, informados como caracteristicos de ambientes salinos (26,
39), también se encontraron en el presente estudio, ya sea a través del aislamiento y
secuenciacion o de los analisis metagenédmicos presentados en el Capitulo 2. Se ha
informado que los microorganismos halotolerantes previamente mencionados tienen la
capacidad de promover el crecimiento vegetal, por lo que podrian ser utilizados como

potenciadores del crecimiento de cultivos en ambientes salinos.
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Tabla 3.4 Identidad parcial determinada a través de la secuenciacion del fragmento 16S de ADNr de los 26 aislamientos y caracteristicas generales de las cepas.

Formacion de

Cepa Identidad parcial % ldentidad ':g:;z:)o de Iln;[lfloal:)gla deT(I;nr:In(:n Pigmento Dl\:iOf"m 30 a ;Ii'gée(r;lnsla
FAMB1 Bacillus sp 100 MF990749 Bacilos + No + + 50
HA120a Bacillus sp 99 MF990750 Bacilos + No + + 40
HA120b Bacillus sp 99 MF990751 Bacilos + No + + 60
HA120c Bacillus sp 99 MF990752 Bacilos + No + + 60

HX11 Bacillus sp 99 MF990753 Bacilos + No + + 40
HX127 Curtobacterium sp 99 MF990754 Bacilos + Anaranjado - + 40
HX135 Brevibacterium sp 100 MF990773 Bacilos + No - - 50

M12 Micrococcus sp 100 MF990756 Cocos + Amarillo - - 50
M9 Kocuria sp 100 MF990755 Cocos + Amarillo + - 50
SA129b Kocuria sp 100 MF990760 Cocos + Anaranjado - - 60
SA211 Micrococcus sp 100 MF990761 Cocos + Amarillo + - 50
SA313 Bacillus sp 100 MF990762 Bacilos + No + - 60
SA314 Brevibacterium sp 100 MF990774 Bacilos + No + + 50

SA32 Bacillus sp 99 MF990757 Bacilos + No - - 50

SA35 Bacillus sp 99 MF990758 Bacilos + No + + 60

SA39 Bacillus sp 100 MF990759 Bacilos + No - - 40

SFS Halomonas sp 100 MF990763 Bacilos - No - - 40
SX120 Micrococcus sp 100 MF990765 Cocos + Amarillo - + 60
SX130 Bacillus sp 100 MF990766 Bacilos + No - - 50
SX139 Brevibacterium sp 99 MF990767 Bacilos + No + + 60

SX32 Bacillus sp 99 MF990764 Bacilos + No - - 40

V10 Bacillus sp 100 MF990772 Bacilos + No + - 40

V2 Bacillus sp 99 MF990768 Bacilos + No - - 50

V3a Bacillus sp 100 MF990769 Bacilos + No + + 50

V3b Bacillus sp 100 MF990770 Bacilos + No - + 50

V3c Bacillus sp 99 MF990771 Bacilos + No - + 50
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Algunas bacterias pertenecientes al género Bacillus ya han sido caracterizadas
como dominantes en suelos salinos (40) y tolerantes a elevadas concentraciones de
sales (41). Yadav y col (2015) (39) encontraron una gran variedad de microorganismos
pertenecientes al género Bacillus relacionados en ambientes extremos en India. Orhan
y Gulucce (2015) (32) han identificado a la mayoria de sus aislamientos bacterianos
de suelos mediante secuenciacion del fragmento 16S del ADNr y encontraron que una
mayoria de Bacillus y un representante del género Halomonas, describiendo la misma
situacion a la encontrada en el presente estudio. Algunas especies de Halomonas han
sido descriptos como productores de exoenximas y exopolisacaridos, entre algunos de
los compuestos que son capaces de sintetizar (42). Ademas, tanto Halomonas como
Bacillus han sido clasificados como resistentes a la radiacion UV, otra propiedad de

microorganismos capaces de colonizar ambientes de altura (38).

En general, algunos autores han encontrado que las bacterias Gram positivas
prevalecen en suelos hipersalinos y salinos (43, 44, 45) y han caracterizado a
bacterias de los géneros descriptos como tolerantes a ambientes salinos (41).
Bacterias haldfilas de los géneros Alcaligenes, Bacillus, Microroccus y Pseudomonas
han sido encontrados en suelos salinos y sus diversas propiedades los hacen muy
interesantes, ya que los microorganismos pertenecientes a cada género tienen
propiedades diferentes (46, 47). Las bacterias por ejemplo de los géneros Micrococcus
y Bacillus son halotolerantes y producen proteinas que tienen la capacidad de
mantener su actividad tanto en presencia como en ausencia de sales (48). De la
misma manera, en el caso de Kocuria, dos especies aisladas de lugares diferentes en
India mostraron diferentes capacidades con potenciales aplicaciones. Kocuria marina,
aislada del salar Kovalam, produce biosurfactantes (49) y Kocuria turfanensis 2M4
posee actividades promotoras de crecimiento vegetal en suelos salinos y fue aislada
del desierto Little Rann de Kutch (50).

La caracterizacion de los microorganismos aislados por Yadav y Saxena (2018)
(26) permitio asociarles roles especificos en el ambiente, siendo el género Bacillus en
general el que participéd en mitigar las concentraciones elevadas de sales,
favoreciendo el crecimiento de las plantas. Se asocié también la capacidad de
solubilizar sales de fosfato con la actividad de hongos filamentosos halotolerantes del
género Penicilluim, que también se detectd en este trabajo mediante técnicas de
microscopia. Estos hongos también han sido asociados a la produccion de

fitohormonas (26).
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3.4.45. Armado del arbol filogenético

Con las secuencias del fragmento 16S de los aislamientos analizados e
informacion de bases de datos se construyé un arbol filogenético (Figura 3.10).
Basado en sus distancias evolutivas, el arbol filogenético se dividié en tres grupos
(Clusters I, Il y Ill). EI Cluster | incluye microorganismos del género Bacillus y
Brevibacterium y esta formado por 18 aislamientos bacterianos. El Cluster Il incluye 6
actinobacterias que pertenecen a los géneros Kocuria, Micrococcus y Curtobacterium.
Este cluster tiene el mismo origen que el Cluster |, lo que permite determinar que son
mas cercanos filogenéticamente entre si que con el Cluster Ill. Este ultimo incluye
unicamente al representante del género Halomonas.

—_

Brevibacterium halotolerans SX139 (MF990767)

Brevibacterium halotolerans HX135 (MF990773)
Brevibacterium halotolerans SA314 (MF990774)
Bacillus licheniformis FAMB1 (MF990749)
Bacillus licheniformis ATCC

Bacillus atrophaeus HA120A (MF990750)

Bacillus atrophaeus HX11 (MF990753)

Bacillus atrophaeus SA35 (MF990758)
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Figura 3.10 Arbol filogenético obtenido por el analisis de las secuencias de los aislamientos del

Salar del Hombre Muerto (el numero de acceso esta indicado entre paréntesis) y bacterias de
la base de datos del NCBI.
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Con respecto a las especies estimadas, dentro del grupo Bacillus, cuatro se
clasificaron como B. pumilus, siete como B. atrophaeus, FAMB1 esta relacionada con
B. licheniformis ATCC y tres cepas fueron clasificadas como cercanas a
Brevibacterium halotfolerans. En esta investigacion no se aislé Bacillus cereus, especie

mayoritaria en los resultados de Yadav y col (2015) (39).

La familia Bacillaceae esta compuesta por microorganismos con forma de bacilos
que son en su mayoria sapréfitos y tienen la capacidad de formar esporas,
caracteristica que les permite estar presentes en una gran variedad de ambientes. Se
conoce que la bacteria Bacillus licheniformis B3-15 (51) es haldfila y termotolerante y
ha sido informada como productora de exopolisacaridos (EPS). En este caso, su EPS
tiene la capacidad de inmovilizar metales y tiene efectos antivirales e
inmunomoduladores. FAMB1, la Unica cepa relacionada a la especie B. licheniformis

en nuestro analisis, fue capaz de formar biofilms en todas las condiciones evaluadas.

Las cepas productoras de pigmentos (Kocuria, Curtobacterium y Micrococcus)
fueron agrupadas en un solo cluster, mostrando que estan intimamente relacionadas

entre si y que son filogenéticamente diferentes a Bacillus y Halomonas.

Se conoce que las cepas del género Halomonas son capaces de producir
exopolimeros y de formar biofilms (52), aunque esto no ocurrid en el presente trabajo
en las condiciones estudiadas. Los factores ambientales (incluidas las fuentes de
carbono y nitrégeno) afectan la capacidad formadora de biofilms, por lo que la
optimizacion de la produccion de exopolimeros debe hacerse para cada organismo.
En el caso estudiado por Karuppiah y col (2015) (52), se observd que la interaccién
entre las fuentes de carbono y nitrégeno tienen un rol muy importante en la produccion

de exopolimeros, habiéndola potenciado utilizando peptona.
3.5. Conclusiones

En las muestras evaluadas se detectd la presencia de una gran variedad de
microorganismos, ya que se encontraron tanto algas, como bacterias y hongos. Los
géneros encontrados en las muestras de suelos por medio del analisis de los
aislamientos y a través de metagendmica (Capitulo 2) son caracteristicos de
ambientes salinos y presentan propiedades con potenciales aplicaciones
biotecnoldgicas. Entre los aislamientos evaluados se encontraron bacterias capaces
de formar biofiims y de producir pigmentos, caracteristicas que favorecen a la

supervivencia y proliferacion microbiana en ambientes salinos de altura.



Capitulo 3: Aislamiento y caracterizacion de microorganismos tolerantes a litio del Salar del
Hombre Muerto

Asimismo, las bacterias caracterizadas presentaron tolerancia a concentraciones
altas de cloruro de litio, siendo capaces de proliferar en medios de cultivo con

concentraciones de hasta 60 g/L de sal.

El conjunto de las propiedades analizadas en los aislamientos seleccionados
puede ser utilizado para proyectar las potenciales aplicaciones de estas cepas. Su
utilizacion en la obtencion de EPS, carotenoides o componentes que actien como
PGP son de gran atractivo, y todas las cepas evaluadas poseen alguna de estas

caracteristicas.
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4.1. Introduccion

Todos los ambientes estan habitados por comunidades microbianas adaptadas a
las condiciones de cada nicho. De acuerdo con éstas, los microorganismos
desarrollaron diferentes capacidades que les permitieron sobrevivir y colonizar esos
habitats.

Hay ambientes en los que hay una gran variedad de metales, algunos presentes
en concentraciones muy elevadas. En numerosas investigaciones se han descripto
algunos de los mecanismos utilizados por los microorganismos para resistir la
presencia de metales en el ambiente, algunos con elevada toxicidad. Entre ellos se
encuentran la precipitacion y la acumulacién en el exterior de la membrana plasmatica,
el transporte activo a través de la membrana, la acumulacion de los metales en el
interior y/o exterior celular mediante unién a proteinas y la detoxificacion mediada por

enzimas que transforman los metales a una forma menos téxica (1, 2).
4.1.1. Formacion de biominerales, biolixiviacion

Los microorganismos pueden actuar como inductores de la formacion de
biominerales. En general este fendmeno no esta ligado a un grupo de
microorganismos  especifico, sino que muchos organismos diferentes
filogenéticamente podrian tener influencia en la formacion de precipitados. Se ha
estudiado por ejemplo la interaccion de Halomonas maura con manganeso (3),
verificando su capacidad de inducir la precipitacion de cristales en formas de sulfatos.
Otros microorganismos relacionados a la oxidacion de manganeso pertenecen a los
géneros Bacillus y Micrococcus. Este proceso de transformacion de manganeso
soluble a 6xidos insolubles es indispensable en la biomineralizacion del metal (4). Otro
ejemplo es el estudio realizado por Shuster y col (2015) (5), en el que se demostro la
capacidad de consorcios microbianos de secuestrar iones de oro y precipitarlos. En
este ultimo ejemplo también la formacién de biofilms tuvo una funcién importante, no

so6lo porque funcioné como protector ante los iones oro (toxicos para las células), sino
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que ademas form¢ la superficie sobre la cual se secuestraron los iones. Ademas, la
capacidad de precipitar sales como calcio y magnesio utilizando bacterias
halotolerantes del Salar de Atacama esta siendo analizado por su potencialidad para
aumentar la calidad de agua que podria utilizarse en procesos industriales (6). Por su
parte, cepas del género Streptomyces han sido descriptas como capaces de precipitar

boro en solucién y formar biominerales (7).

Muchas veces, la remocién de metales implica su solubilizacién, en lugar de su
precipitacion. Esto es principalmente cuando la fuente a partir de la cual se quiere
extraer el metal de interés cuenta con concentraciones bajas del metal, o es muy
compleja, como en el caso de minerales o de residuos sélidos. Para esta situacion,
existen también microorganismos capaces de solubilizar metales, por ejemplo

Acinetobacter sp, caracterizada por su habilidad para solubilizar manganeso (8).

4.1.2. Biosorcion y sintesis de sustancias poliméricas extracelulares
(EPS)

La biosorcién es la propiedad de la de biomasa microbiana de unir metales a
través de procesos fisicos y quimicos (9). A través de este fendmeno los iones en
solucion se adsorben a la superficie microbiana a través de fuerzas de Van der Waals,
interacciones ionicas, interacciones electrostaticas y mediante la formacion de
complejos. La biosorcién, basada en biomasa microbiana, estd ganando atencion
porque es efectiva, de bajo costo, amigable con el ambiente y es una metodologia que
puede utilizarse cuando el metal de interés esta en concentraciones bajas (10). Una
de las ventajas de este proceso es que una pequefia cantidad de microorganismos
representa una gran superficie de adsorcion, explicando de esta forma la efectividad

del proceso.

Otro fendmeno de interés es la formacion de sustancias poliméricas extracelulares
(EPS), que pueden llevar a los microorganismos de un ambiente a adherirse a
superficies y proliferar en ellas, formando biofilms. Este, como ya se ha mencionado
en el capitulo anterior, es uno de los mecanismos utilizados por los microorganismos
para protegerse de contaminantes o de otros estreses que puedan presentarse en el
ambiente. La formacién de EPS, ligada intimamente a la disponibilidad de nutrientes
en el medio, puede llevar al atrapamiento de iones, siendo otra forma de remover
metales de un ambiente. Ademas, la sintesis de EPS puede estar involucrada en
procesos de biolixiviacion, como es en el caso de Thiobacillus ferrooxidans (11), en el
que cumple un rol esencial en las primeras etapas de adhesién a pirita para la

extraccion de hierro.
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Ambas formas de interaccion de microorganismos con metales son potencialmente
aprovechables para desarrollar procesos de remediacion de ambientes o de
recuperacion de compuestos para su posterior utilizacion o reutilizacién, en el caso de

realizar la remocion de los metales de productos usados (12).
4.1.3. Remocion de litio mediada por microorganismos

Uno de los metales de mayor importancia en los ultimos afos, por la diversidad en
aplicaciones y su creciente demanda a nivel mundial, es el litio. Como se explicd en
capitulos anteriores, los procesos de recuperacion de litio se desarrollan a partir tanto
de salmueras como de minerales, ricos en el metal y se llevan a cabo mediante

fendmenos quimicos y fisicos, sin la intervencion de organismos vivos.

La obtencion de litio a partir de fuentes en las que el elemento se encuentre en
bajas concentraciones podria llevarse a cabo mediante procesos en los que participen
organismos vivos o sus partes. La interaccion del litio con microorganismos permitiria
su remocion del ambiente en el que se encuentra, siendo una alternativa interesante
en los procesos de recuperacion que no son viables de acuerdo con las metodologias
de obtencidén utilizadas actualmente. La opcion de recuperar litio de baterias usadas o
de otras fuentes reciclables ha tomado gran importancia en el ultimo tiempo, por lo que
el desarrollo de tecnologias que favorezcan este proceso se esta analizando en
profundidad. La alternativa de utilizar microorganismos para la recuperacion de litio es

muy atractiva, y puede ser mediada por una gran variedad de ellos.

La remocion de litio mediada por microorganismos se encuentra en estudio desde
anos anteriores. Tsuruta (2005) (13) ha evaluado la capacidad de 70 cepas
microbianas de remover el metal cuando se encuentran en presencia de una solucion
con cloruro de litio. Para la evaluacién, se incluyeron bacterias, hongos filamentosos y
levaduras. Esta investigacién permitié determinar que la capacidad de remover litio de
los sobrenadantes fue muy alta en el caso de las cepas Arthrobacter nicotianae y
Brevibacterium helovolum, y que dicha capacidad se veia fuertemente afectada por
variaciones de pH. En general, la tendencia de las cepas que presentaron mayores
valores de adsorcion favorecio a las bacterias Gram positivas. Ademas, Belfiore y col
(2018) (14) han evaluado la capacidad de la cepa Rhodococcus sp AS5w» de adsorber

litio, demostrando que es capaz de removerlo de soluciones acuosas.

Teniendo en cuenta la importancia de la recuperacién de litio y la capacidad de los
microorganismos de interactuar con los metales, se considera que la evaluacion de las
cepas aisladas del Salar del Hombre Muerto es de gran importancia para determinar si

tienen la capacidad de remover litio del ambiente.
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4.2. Objetivos

e Evaluar el crecimiento de las bacterias seleccionadas en medio de
cultivo con cloruro de litio y seleccionar aquella que presente mejor crecimiento
en presencia de litio.

o Establecer si las bacterias seleccionadas tienen la capacidad remover
litio de soluciones acuosas y en ese caso seleccionar la cepa mas
prometedora.

e Analizar si se producen variaciones morfolégicas de las bacterias
seleccionadas como consecuencia de la presencia de LiCl en el medio de

cultivo

4.3. Materiales y métodos

Se seleccioné un grupo de bacterias sobre el cual se realizaron ensayos para
establecer la manera en la que la presencia de litio afecta su crecimiento y morfologia
celular. Ademas, se determind si los microorganismos son capaces de interactuar con

el litio en solucion.
4.3.1. Seleccion de bacterias

A partir de las 26 bacterias previamente clasificadas (seccion 3.4.4.4.) como
tolerantes a cloruro de litio, se seleccionaron 8 aislamientos para continuar con los
estudios: Bacillus atrophaeus HX11, Bacillus licheniformis FAMB1, Bacillus atrophaeus
HA120A, Bacillus sp. SA313, Brevibacterium halotolerans SX139, Micrococcus sp.
M12, Kocuria rosea SA129B y Micrococcus luteus SA211.

Las bacterias seleccionadas mostraron capacidad de crecer en medio de cultivo
definido adicionado con LiCl entre 40 y 60 g/L (seccion 3.4.3.3.). De entre los 8
aislamientos, tres presentan coloracion compatible con la formacion de carotenoides y
no forman biofiims y el resto no presenta coloracién pero son capaces de crecer

formando biofilms. Todas las bacterias fueron clasificadas como Gram positivas.
4.3.2. Crecimiento en medio definido sin y con LiCl

Se cultivaron las 8 bacterias seleccionadas en medio definido sin cloruro de litio
(DM) y con el agregado de 20 g/L de cloruro de litio (D20). La composicién del medio
de cultivo DM se definié en el Capitulo 3, en la Tabla 3.2. El pH se ajusté a 7,5. Los
cultivos se realizaron por duplicado en Erlenmeyers de 500 mL, conteniendo 100 mL

de medio, el que se sembrd con un indculo fresco. Este indculo se prepard a partir de
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cultivos frescos de cada aislamiento crecidos en medio sdélido APCsal, de cada uno de
los cuales se tomo6 una colonia pura y se la sembré en medio liquido CNsal y se
incubod a 30 °C y 200 rpm durante toda la noche. Las células se cosecharon y lavaron
con medio DM y se agregaron a los Erlenmeyers que contenian los medios de cultivos
para tener una concentracioén inicial de células correspondiente a una densidad 6ptica

a 600 nm (DOsoo) de 0,2 inicial medida en espectrofotdmetro Biotraza 752 UV Visible.

A pesar de que todas las cepas seleccionadas fueron capaces de crecer en
concentraciones mas altas, se eligié la de 20 g/L de LiCl porque a partir de este valor
se comenzd a observar un efecto sobre el crecimiento en muchas de las cepas
ensayadas, y se considerd que la visualizacion del efecto del litio sobre el crecimiento
seria mas notable utilizando esta concentraciéon de sal. La cuantificacion de litio en los
sobrenadantes de los cultivos se realizd con el objetivo de conocer si las cepas
seleccionadas presentaban la capacidad de retener, unir o adsorber el litio durante su

crecimiento, produciendo variaciones en la concentracion de litio en el sobrenadante.

Solo en el caso de la cepa FAMBH1, la producciéon de agregados celulares durante
el cultivo representd un impedimento para realizar mediciones de densidad 6ptica, por
lo que para esta cepa, el crecimiento se determind mediante recuento en placa. En
este caso, el inéculo se prepard de la misma manera que con los otros aislamientos y
en cada punto de muestreo se tomo una alicuota del cultivo, se diluyd en DM vy las
diluciones sucesivas (1:10) se sembraron en superficie con espatula de Drigalsky

estéril sobre medio de cultivo solido APC.

En todos los casos se siguié el crecimiento hasta alcanzar la fase estacionaria,
para lo cual se tomaron muestras a distintos tiempos, segun la velocidad de
crecimiento de cada microorganismo. Como ejemplo, para Micrococcus luteus SA211,
se tomaron muestras cada 24 h, mientras que para Kocuria rosea SA129B en DM, se

hizo lo propio cada 3 h.

En cada punto de muestreo y a partir de cada Elernmeyer se tomaron dos
muestras de 1 mL cada una. Una de ellas se utilizé para la determinacion de la
densidad optica o para recuento en placa en el caso de FAMB1, y la otra para
cuantificar el litio en el sobrenadante. Para ello, esta segunda muestra se centrifugé a
10.000 rpm durante 10 min a temperatura ambiente (Centrifuga Eppendorf 5415R) y el

sobrenadante se recuperd y refrigeré a 4 °C hasta su uso.
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4.3.3. Ensayos de adsorcion de litio a células en solucion acuosa

Los in6culos de las cepas seleccionadas se prepararon a partir de cultivos frescos
de cada aislamiento crecidos en medio sélido APCsal, de cada uno de los cuales se
tomo una colonia pura y se la sembré en medio liquido CN (para evitar que el litio de la
salmuera con la que se prepara CNsal interfiriera con la interacciéon de las células con
el litio soluble en el ensayo) y se incubd a 30 °C y 200 rpm durante toda la noche. Las
células obtenidas se cosecharon por centrifugacion a 5.000 rpm durante 10 min y se
lavaron dos veces con agua destilada estéril para eliminar los restos de medio de
cultivo. Se tomaron 0,01 g (peso seco) de células por duplicado para inocular dos
Erlenmeyer conteniendo 50 mL de soluciéon de LiCl 72 uM (pH 5,8), siguiendo las
indicaciones del ensayo llevado a cabo por Tsuruta (2005) (13). Asimismo, se tomaron
del mismo cultivo inicial y por duplicado 0,01 g (peso seco) de células para la

determinacion de peso seco.

Las suspensiones celulares en solucién de LiCl se agitaron a temperatura
ambiente a 100 rpm para evitar la decantacién de las células. Para cada cepa se
tomaron 0,5 mL de muestras de cada Erlenmeyer para cuantificar el litio en los
sobrenadantes antes de agregar las bacterias a la solucion de LiCl, inmediatamente
luego de agregarlas (tiempo cero), y luego de 1, 2, 4, 6 y 8 h. Para cada alicuota, la
suspension de células se centrifugdé a 10.400 rpm durante 15 min y el sobrenadante se
recupero y refrigeré hasta realizar la cuantificacion de litio. El ensayo de adsorcion se
realizé por duplicado. Al finalizar el ensayo, la viabilidad de las células se verificd

mediante siembra en placa.
4.3.4. Cuantificacién de litio

La cuantificacion de litio en muestras liquidas se llevd a cabo mediante una
reaccién quimica en la que el litio soluble reacciona con 1,4 dihidroxiantraquinona
(quinizarina). Si la reaccién ocurre en medio alcalino en presencia de dimetilsulféxido,
se obtiene una coloracion azul-violacea, cuya intensidad es proporcional a la

concentracion de litio en solucién (15).

El rango optimo de determinacién de la técnica es entre 50 a 600 ppb de litio
(Figura 4.1), por lo tanto, cuando fue necesario las muestras se diluyeron. Tanto para
las muestras de los sobrenadantes obtenidos durante el crecimiento como para las
muestras de sobrenadantes de los ensayos de adsorcion el procedimiento fue el
mismo. Este consisti6 en tomar una alicuota de 182 uL de cada muestra (0 una
dilucién) y agregarla a una solucion formada por: 4 x 10° M de quinizarina (Sigma-
Aldrich), 7,4 x 10*M NaOH (Cicarelli), 10 M Na,COj3 (Sigma-Aldrich) y 90% (v/v) de
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dimetilsulféxido (DMSO) (Biopack) en un volumen final de 2 mL. La reaccion se incubo
a 25 °C durante una hora y posteriormente se realizaron lecturas a 601 nm en
espectrofotémetro Biotraza 752 UV Visible. Los valores se expresaron en % de Li
residual, que representa el % de litio remanente en el sobrenadante con respecto al

total.

y = 0,0009x + 0,0297
R?=0,9826

0 200 400 600 800
ppb Li

Figura 4.1 Curva de calibracién para la cuantificacion de Li soluble en medio alcalino utilizando
quinizarina. Se utilizé 4 x 10° M de quinizarina, 7,4 x 10*M NaOH, 103 M Na2COs y 90% (v/v)
de dimetilsulféoxido (DMSO) en un volumen final de 2 mL. Se incubé a 25 °C durante una hora 'y
las lecturas se realizaron a 601 nm.

4.3.5. Analisis morfolégico de las bacterias

Para la evaluacién de la morfologia celular, las bacterias seleccionadas se
cultivaron en medio liquido definido con y sin litio. En este caso, la finalidad fue
observar cuan importante puede ser la variacién en la morfologia o la sintesis de
sustancias poliméricas extracelulares asociada con la presencia de litio. Por esta
razon, en este caso se selecciond una concentracion de litio que permita el
crecimiento de todas las bacterias, pero que produzca un estrés a la célula mas
intenso. Para ello, las células fueron cultivadas en medio de cultivo definido sin litio
(DM) y con el agregado de 30 g/L de LiCl (medio D30) a partir de un inéculo preparado
como se describié anteriormente (seccién 4.3.2.). Las bacterias se incubaron hasta
alcanzar la fase estacionaria de crecimiento y se cosecharon mediante centrifugacion
a 5.000 rpm por 10 min (Centrifuga Eppendorf 5415R). La pureza de los cultivos se
corroboré sembrando alicuotas de cada cultivo en medio APCsal, que se incubaron a
30 °C durante 48 h.

Posteriormente, las células se fijaron con formaldehido al 10% (v/v) en buffer
fosfato (pH 7) durante 48 h a 4 °C. Una vez transcurrido este periodo, las células se
deshidrataron mediante lavados sucesivos con alcohol etilico en concentraciones
crecientes, utilizando las siguientes soluciones: 30, 50, 70, 80, 96% (v/v) y, finalmente
con etanol absoluto. En cada lavado, las células se resuspendieron cuidadosamente y

se centrifugaron a 5.000 rpm durante 5 min, descartandose el sobrenadante. Una vez

4-7



Capitulo 4: Interaccion litio-microorganismos

finalizados los lavados, las células se llevaron al Laboratorio de Microscopia
Electronica del Instituto de Investigaciones para la Industria Quimica (LASEM -
INIQUI), donde se realizaron los puntos criticos y metalizados. Esta etapa es
necesaria ya que tanto las bacterias como los polimeros que forman son materiales no
conductores, entonces es necesario someterlas a un proceso de recubrimiento con
oro/paladio a través de un metalizador (DESK-IV). Ademas, el proceso de metalizacion
tiene una funcion protectora, evitando que el material se queme o altere por accién del

alto voltaje utilizado (16).

Las muestras preparadas se observaron en el LASEM y se tomaron fotografias de
todas las cepas en los dos medios de cultivo, evaluando ademas la presencia de

compuestos organicos extracelulares.
4.3.6. Analisis estadisticos de los datos

Los datos obtenidos tanto de crecimiento como de remocidon de litio del
sobrenadante fueron evaluados mediante el analisis de la varianza a través de Infostat

con un nivel de significancia de 0,05.

En algunos casos ademas de evaluaron los valores de las medias obtenidas de a
pares mediante un analisis de t de Student, también con un nivel de significancia de
0,05.

4.4. Resultados y discusion

La manera en que la presencia de cloruro de litio afecta el crecimiento bacteriano
se evaluo tanto a través del crecimiento como de la morfologia celular en presencia de
la sal. Asimismo, se determinaron las cinéticas de disminucién del litio en las

soluciones durante el crecimiento y utilizando células en suspension.
4.4.1. Crecimiento en medio liquido con y sin litio

El crecimiento de las bacterias seleccionadas se evalué en medio de cultivo liquido

definido tanto en presencia de 20 g/L de LiCl (D20) como en su ausencia (DM).

En el caso de la cepa parcialmente identificada como Bacillus atrophaeus HX11
(seccién 3.4.4.5.), el crecimiento desarrollado en DM alcanza la fase estacionaria
rapidamente, a las 9 h de crecimiento (Figura 4.2). Sin embargo, la misma cepa en
presencia de litio presenta un comportamiento muy diferente, alcanzando una
densidad celular maxima (2,6 veces mayor) a los dos dias y medio de cultivo en medio

D20, siendo esta diferencia estadisticamente significativa (p<0,05). Con respecto a la
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remocion del litio presente en el sobrenadante, esta cepa es capaz de reducir

alrededor de un 20% del litio presente inicialmente.
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Figura 4.2 Crecimiento de Bacillus atrophaeus HX11 en medio liquido definido sin (DM) y con
20 g/L de LiCl (D20) y Li residual (%) en el sobrenadante del cultivo en D20. DO es la densidad
optica de los cultivos medida a 600 nm. Los valores representados corresponden al promedio
de dos réplicas con su correspondiente desvio estandar.

La forma de crecer de este microorganismo permiti6 determinar que es capaz de
producir sustancias exopoliméricas extracelulares (3.4.4.) por lo que la sintesis de
estas sustancias podria ser el mecanismo utilizado por HX11 para interactuar con el
litio. Chowdury y col (2008) (17) evaluaron el comportamiento de especies del género
Bacillus aisladas de lagos salinos en presencia de metales pesados en
concentraciones iguales y superiores a 0,1 mM, encontrando que los microorganismos
son capaces de formar granulos en el interior celular acumulando el metal mediante la
formacion de nanoparticulas. En las especies evaluadas (17), esto ocurre con plomo,
cromo, mercurio y niquel. Ademas, se conoce que la interaccibn microbiana con
metales pesados puede ocurrir a través de sustancias producidas por los
microorganismos (2). Determinar la forma en la que HX11 interactua con el litio implica
realizar estudios mas profundos para establecer si la cepa puede acumularlo
intracelularmente o si la sintesis y excrecién de sustancias es el mecanismo preferido

por la cepa.

Por su parte la cepa Bacillus licheniformis FAMB1 también mostrd una ventaja en
el crecimiento en medio de cultivo D20 con respecto a DM, aunque en este caso en
menor proporcién que la cepa HX11 (Figura 4.3). Se ha informado en otra cepa de
Bacillus licheniformis, la B3-15, aislada de muestras de las Islas Vulcano, Italia, que
crece mejor en ambientes con sales en comparacion al desarrollado en medios sin sal,

presentando un crecimiento 6ptimo en 2% (p/v) de NaCl a pesar de que es capaz de
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proliferar en un rango de 0 a 7% (p/v) (18). La cepa Bacillus licheniformis FAMB1
también es productora de sustancias poliméricas extracelulares, ya que se ha
verificado su capacidad de adherirse a superficies y se ha observado la produccion de
sustancias de consistencia viscosa en APCsal (seccion 3.4.4.1.). Sin embargo, no
producen un efecto detectable en relacion con el litio soluble presente. Esto puede
deberse a que la sustancia sintetizada por el microorganismo en esas condiciones no
presenta caracteristicas que favorezcan la interaccion (19). Otras cepas de Bacillus
licheniformis han sido descriptas con aplicaciones potenciales en la detoxificaciéon de
plomo, cromo y cobre mediante bioadsorcién en la superficie celular (2). Al ser la
composicion de los EPS dependiente de los nutrientes disponibles, seria necesario
realizar una optimizacion del medio que permita a Bacillus licheniformis FAMB1

sintetizar EPS capaz de adherir litio soluble.
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Figura 4.3 Crecimiento de Bacillus licheniformis FAMB1 en medio liquido definido sin (DM) y
con 20 g/L de LiCl (D20) y Li residual (%) en el sobrenadante del cultivo en D20. Los valores
representados corresponden al promedio de dos réplicas con su correspondiente desvio
estandar. N es la concentracion de biomasa expresada en unidades formadoras de colonias
por mililitro (UFC/mL).

La cepa Bacillus atrophaeus HA120 alcanzé la fase estacionaria de crecimiento
alrededor del sexto dia de incubacion en ambos medios de cultivo. Aunque se observo
un incremento en la DO levemente superior en medio D20 con respecto a DM (Figura
4.4), esta diferencia no es estadisticamente significativa (p>0,05), por lo que se puede
afirmar que la presencia de litio no tiene efecto sobre el crecimiento celular de esta
cepa. Esta cepa produjo una la disminucién de litio en el sobrenadante de alrededor
del 30%, que se estabilizé al momento en el que el crecimiento alcanza la fase
estacionaria. Se podria hipotetizar entonces que, en este caso el fendmeno de
disminucion de litio en el sobrenadante es dependiente de la cantidad de células en el

medio (o de la superficie que ellas ofrecen para los fendmenos superficiales) y, por
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tanto, al alcanzar una cantidad estable, también se estabiliza la cantidad de litio que

son capaces de adsorber.
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Figura 4.4 Crecimiento de Bacillus atrophaeus HA120A en medio liquido definido sin (DM) y
con 20 g/L de LiCI (D20) y Li residual (%) en el sobrenadante del cultivo en D20. DO es la
densidad o6ptica de los cultivos medida a 600 nm. Los valores representados corresponden al
promedio de dos réplicas con su correspondiente desvio estandar.

Por su parte, el aislamiento Bacillus sp. SA313 presenté maximos de crecimiento a
las 24 h en medio de cultivo DM, a las 31 h en medio de cultivo D20 (Figura 4.5). Se
observé una disminucion en la cantidad de litio soluble de un 15% a las 31 horas de
crecimiento correspondiéndose, como en la cepa Bacillus atrophaeus HA120A, la
maxima densidad de células con la mayor capacidad de disminucion de litio en el
sobrenadante. Al final de la fase estacionaria puede observarse un cambio en la
tendencia de la concentracion de litio en el sobrenadante, que aumenta cuando la
densidad 6ptica disminuye. Dicho aumento en la deteccion de litio en el sobrenadante
podria implicar que son necesarias las células activas o al menos enteras para que
ocurra la interaccion con litio y por lo tanto su disminucién del medio de cultivo. Hong y
Brown (2006) (20) determinaron que la capacidad de adsorcion de las superficies
celulares esta ligada tanto a las condiciones extracelulares como a la fase de
crecimiento en la que se encuentren las células, por lo que la capacidad de adsorber
compuestos puede presentar variaciones a lo largo del crecimiento celular. Este puede
ser el fendmeno desarrollado por SA313, ya que la remocion de litio del sobrenadante

varia a lo largo del crecimiento celular.
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Figura 4.5 Crecimiento de Bacillus sp. SA313 en medio liquido definido sin (DM) y con 20 g/L
de LiCl (D20) y Li residual (%) en el sobrenadante del cultivo en D20. DO es la densidad optica
de los cultivos medida a 600 nm. Los valores representados corresponden al promedio de dos
réplicas con su correspondiente desvio estandar.

Brevibacterium halotolerans SX139, por su parte, alcanzé la fase estacionaria de
crecimiento en 24 horas, tanto en DM como en D20 (Figura 4.6). En este caso, la
mayor densidad celular se consiguié en medio de cultivo libre de litio. El Li residual
permanecio estable durante los primeros dos dias de incubacion, y disminuyé en un
20% al tercer dia, cuando el microorganismo se encuentra en plena fase estacionaria.
Esta bacteria también presenta la capacidad de producir sustancias poliméricas
extracelulares, por lo que la disminucion de litio soluble podria deberse a la interaccion
del ion con sustancias sintetizadas por la célula. Sin embargo, seria necesario realizar

evaluaciones del EPS formado para poder apoyar esta afirmacion.
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Figura 4.6 Crecimiento de Brevibacterium halotolerans SX139 en medio liquido definido sin
(DM) y con 20 g/L de LiCl (D20) y Li residual (%) en el sobrenadante del cultivo en D20. DO es
la densidad 6ptica de los cultivos medida a 600 nm. Los valores representados corresponden al
promedio de dos réplicas con su correspondiente desvio estandar.
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Las cepas mencionadas arriba -Bacillus atrophaeus HX11, Bacillus licheniformis
FAMBA1, Bacillus atrophaeus HA120A, Bacillus sp. SA313, Brevibacterium halotolerans
SX139- se agruparon como cercanas filogenéticamente, mientras que las cepas
evaluadas a continuacidén se agruparon en un cluster separado, tal como se discuti6
en el Capitulo 3 (Seccion 3.4.4.5).

Con respecto al crecimiento, el de Micrococcus sp. M12 se vio notablemente
afectado por la presencia de litio en el medio de cultivo, alcanzando una densidad
celular en fase estacionaria de alrededor del doble en DM en comparacion con D20

(Figura 4.7). No se detectd disminucion en la concentracion de litio en el sobrenadante.
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Figura 4.7 Crecimiento de Micrococcus sp. M12 en medio liquido definido sin (DM) y con 20
g/L de LiCI (D20) y Li residual (%) en el sobrenadante del cultivo en D20. DO es la densidad
Optica de los cultivos medida a 600 nm. Los valores representados corresponden al promedio
de dos réplicas con su correspondiente desvio estandar.

El crecimiento de Kocuria rosea SA129B se vio fuertemente inhibido (no hubo
practicamente crecimiento) cuando la cepa se cultivd en medio con litio (Figura 4.8), y
tampoco se observaron cambios en el litio disuelto, probablemente como
consecuencia de la ausencia de células que interactuen con el litio. El crecimiento se
produjo a gran velocidad en medio de cultivo sin litio, alcanzando el maximo de DO
luego de un dia de incubacion. En el medio D20 el crecimiento fue mucho menor. Esta
cepa es capaz de crecer en presencia de NaCl a mayor velocidad que en LiCl (datos
no mostrados), por lo que seria especificamente el litio el responsable de la

disminucioén en su capacidad de crecimiento.
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Figura 4.8 Crecimiento de Kocuria rosea SA129B en medio liquido definido sin (DM) y con 20
g/L de LiCI (D20) y Li residual (%) en el sobrenadante del cultivo en D20. DO es la densidad
Optica de los cultivos medida a 600 nm. Los valores representados corresponden al promedio
de dos réplicas con su correspondiente desvio estandar.

Por su parte, la cepa Micrococcus luteus SA211, aunque pudo crecer en el medio
con litio, se vio afectada negativamente por la presencia del metal (Figura 4.9). No se

detectd una disminucién en el litio en el sobrenadante, a pesar de ser Gram positiva.
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Figura 4.9 Crecimiento de Micrococcus luteus SA211 en medio liquido definido sin (DM) y con
20 g/L de LiCl (D20) y Li residual (%) en el sobrenadante del cultivo en D20. DO es la densidad
Optica de los cultivos medida a 600 nm. Los valores representados corresponden al promedio
de dos réplicas con su correspondiente desvio estandar.

Tsuruta (2005) (13) evalud la capacidad de una gran variedad de cepas
microbianas de adsorber litio en su superficie, encontrando que las bacterias Gram
positivas son capaces de adsorber una mayor cantidad frente a las Gram negativas.
Esto puede deberse a que los polimeros de acidos teicoicos de las paredes de las

células Gram positivas le dan a la superficie celular una carga negativa fuerte por la
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gran cantidad de grupos fosfatos ionizados. Teniendo esto en cuenta, la interaccion
del litio con la superficie de estas células produce interacciones mas fuertes que las
encontradas en la superficie de células Gram negativas, obteniendo una mayor
acumulacion de litio en las paredes Gram positivas. Con respecto por ejemplo al
uranio, Bacillus subtilis y Micrococcus luteus presentaron una mayor capacidad de
adsorcion, permitiendo estimar que distintas cepas podrian utilizarse para acumular

metales de forma selectiva (21).

En el estudio realizado por Belfiore y col (2018) (14) se puede ver que el
crecimiento de la bacteria Rhodococcus sp ASun se vio ligeramente inhibido en medio
con concentraciones de cloruro litio de alrededor a 20 g/L, la misma concentracion
utilizada en los medios de cultivo de este estudio. Ademas, Rhodococcus sp AS5unno
fue capaz de crecer en el medio con concentracion maxima de aproximadamente 60
g/L de LiCl. Es necesario destacar que en ese caso la determinacién de tolerancia se
llevé a cabo no solamente en medio de cultivo sdlido, sino que ademas se utilizé un
medio de cultivo complejo (como es el LB). La determinacion de la tolerancia a LiCl en
medios de cultivo diferentes puede llevar a obtener resultados de tolerancia diferentes.
Se conoce que en medios de cultivo ricos los componentes del medio pueden afectar
la interaccion del microorganismo con el metal, dando un resultado de mayor
tolerancia cuando en realidad la interacciéon que tiene con el metal es menor que
cuando se utiliza un medio de cultivo definido (22). En general, la cantidad total de
metal en una muestra no refleja necesariamente el grado toxicidad del metal, ya que
muchos otros factores como la salinidad, el pH, la temperatura y los componentes del
medio pueden afectar al estrés final del metal sobre la célula (23). Estos factores
pueden alterar la concentracion final de los iones o alterar el estado de los metales
(23). La presencia de componentes tales como peptona, triptona, extracto de levadura
en los medios ricos puede llevar a la formacion de complejos metalicos, protegiendo a

los microorganismos de la toxicidad del metal (23).

A los efectos comparativos, se normalizaron las curvas de crecimiento obtenidas
tanto sin litio (DM) (Figura 4.10 A) como con 20 g/L de LiCl (D20) (Figura 4.10 B). Las
cepas que mejor crecieron tanto en DM como en D20 fueron SX139 y FAMB1. A pesar
de presentar un mayor crecimiento, SX139 recuperdé baja cantidad de litio. Como ya se
menciond, HX11 crecié mejor en presencia de LiCl en el medio de cultivo y ademas
fue de las cepas que presentd mayor adsorcion, por lo que tiene un gran potencial

para remover litio soluble del medio.
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Figura 4.10 Curvas de crecimiento normalizadas para las cepas bacterianas evaluadas en
medio de cultivo (A) sin (DM) y (B) con 20 g/L de LiCl (D20) a 30 °C y 200 rpm. Se utilizaron
las cepas Bacillus atrophaeus HX11, Bacillus licheniformis FAMB1, Bacillus atrophaeus
HA120A, Bacillus sp. SA313, Brevibacterium halotolerans SX139, Micrococcus sp. M12,
Kocuria rosea SA129B y Micrococcus luteus SA211. El crecimiento para todas las cepas se
expres6é como una medida de la densidad optica (DO) a 600 nm, con excepcion de la cepa
Bacillus licheniformis FAMB1 que se expresé como las unidades formadoras de colonia por
mililitro (N en UFC/mL) y se representé en el eje secundario. El subindice 0 indica el valor
inicial, que se uso para la normalizacion.

Se observaron diferencias en el crecimiento de las bacterias evaluadas del Cluster
| (seccion 3.4.4.5), a pesar de tener un origen filogenético similar. Sin embargo, parece
haber una tendencia a un crecimiento mejor en presencia de litio (en la concentracion
evaluada) que en su ausencia y a una capacidad de interactuar con el metal
ocasionando su disminuciéon en el sobrenadante. Al tener en cuenta los valores

minimos de litio residual detectados en el sobrenadante en los medios de cultivo D20
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para cada cepa, independientemente del tiempo que les haya tomado alcanzar ese
valor, se puede ver que las que producen una mayor remocién son HA120A, HX11 y
SA313 (Figura 4.11). Todas estas cepas son cercanas desde el punto de vista
filogenético (seccién 3.4.4.5.) y se detectdé ademas que producen una sustancia
polimérica extracelular (seccién 3.4.4.2).

Asimismo, las diferencias encontradas entre las concentraciones de litio
detectadas en los sobrenadantes de la cepa HA120A en relacion con el resto son
estadisticamente significativas (p<0,001), por lo que se puede afirmar que esta cepa

es la que produce la mayor remocién de litio soluble del grupo evaluado.
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Figura 4.11 Litio residual minimo detectado en el sobrenadante durante el crecimiento de las
cepas Bacillus atrophaeus HX11, Bacillus licheniformis FAMB1, Bacillus atrophaeus HA120A,
Bacillus sp. SA313, Brevibacterium halotolerans SX139, Micrococcus sp. M12, Kocuria rosea
SA129B y Micrococcus luteus SA211, en medio liquido definido con 20 g/L de LiCl a 30 °C y
200 rpm. Los valores corresponden al promedio de dos medidas con su correspondiente desvio
estandar. El asterisco indica la cepa que mas litio recuperd, con una diferencia
estadisticamente significativa utilizando un nivel de significacion de 0,05.

4.4.2. Adsorcion del litio

Se realizé un ensayo para establecer si las variaciones de litio observadas en los
sobrenadantes celulares era consecuencia de la interaccion del metal con las células

en suspension.

En el caso del aislamiento Bacillus atrophaeus HX11, se observé una disminucion
inmediata de litio soluble de un 20% en el tiempo cero, correspondiente al momento
del agregado de las células, y luego continu6 disminuyendo hasta alcanzar valores del

50% de remocion de litio a las 8 h de incubacion (Figura 4.12). Estos valores de
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remocion presentaron la misma tendencia que los resultados de la seccion anterior

donde el mismo microorganismo fue capaz de remover el 20% del litio soluble en el

medio de cultivo durante el crecimiento.
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Figura 4.12 Remocion de litio empleando Bacillus atrophaeus HX11. Se muestra el litio
residual detectado en el sobrenadante antes (Al) y después de inocular 0,01 g de células (peso
humedo) a 50 mL de una solucion 72 uyM de LiCl. Los valores corresponden al promedio de dos
medidas con su correspondiente desvio estandar.

Por su parte, la cepa Bacillus licheniformis FAMB1 alcanzoé los valores maximos de
adsorcion de litio 1 h luego de haber inoculado las células (Figura 4.13). En este caso
se produjo una disminucion de litio en el sobrenadante de hasta un 30%
aproximadamente, sin embargo, la tendencia no se mantuvo, sino que al contrario las
siguientes mediciones mostraron valores de litio mas elevado en el sobrenadante. De
un modo interesante otro estudio realizado también con una cepa de Bacillus
licheniformis demostr6 que dicha bacteria tiene la capacidad de adsorber litio
utilizando una solucién con la misma concentracion de LiCl, mismo valor de pH y con
la misma proporcién de células que la utilizada en este trabajo en una cantidad de
56,5 umoles/g de biomasa seca en 1 hora (13). Esto significa que alrededor de 1,5%
del litio inicial fue capaz de unirse a las células o a alguna estructura y dejar de estar
disponible en solucién. Sin embargo, en nuestro caso, la cepa Bacillus licheniformis
FAMB1 demostré una mayor capacidad de adsorcién siendo capaz de retener hasta el
15% del litio en solucion.
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Figura 4.13 Remocion de litio empleando Bacillus licheniformis FAMB1. Se muestra el litio
residual detectado en el sobrenadante antes (Al) y después de inocular 0,01 g de células (peso
humedo) a 50 mL de una solucion 72 uM de LiCl. Los valores corresponden al promedio de dos
medidas con su correspondiente desvio estandar.

Para la cepa Bacillus atrophaeus HA120A, la remocién de litio de la solucion
inmediatamente luego de agregar el inéculo fue del 10% y luego aumentd hasta
alcanzar el 40% a las 2 h (Figura 4.14). Es importante aclarar que durante el
experimento de adsorcion las células no pueden crecer, ya que la solucién a la que
son inoculadas solo contiene agua vy litio. Si se comparan los resultados obtenidos
para la misma cepa con respecto a la capacidad de adsorber litio cuando esta
creciendo, se puede observar que las interacciones con el metal fueron similares en
ambos casos (seccion 4.4.1).
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Figura 4.14 Remocion de litio empleando Bacillus atrophaeus HA120A. Se muestra el litio
residual detectado en el sobrenadante antes (Al) y después de inocular 0,01 g de células (peso
humedo) a 50 mL de una solucion 72 uM de LiCl. Los valores corresponden al promedio de dos
medidas con su correspondiente desvio estandar.
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Cuando se empled la cepa Bacillus sp. SA313, se observdé una disminucién

inmediata del 30% del litio en el sobrenadante, manteniéndose de ese modo hasta las

determinaciones realizadas incluso después de 6 h de incubacion (Figura 4.15).
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Figura 4.15 Remocion de litio empleando Bacillus sp. SA313. Se muestra el litio residual
detectado en el sobrenadante antes (Al) y después de inocular 0,01 g de células (peso humedo)
a 50 mL de una solucién 72 uM de LiCl. Los valores corresponden al promedio de dos medidas
con su correspondiente desvio estandar.

Brevibacterium halotolerans SX139 no mostré capacidad de adsorber litio en las
primeras horas de incubacién, detectandose una disminucion de litio soluble en el
sobrenadante recién luego de las 2 h (Figura 4.16). A partir de ese momento, el litio
soluble continu6é disminuyendo y a las 8 h alcanz6 el maximo valor de adsorcion de
alrededor de 40%. Otras especies del género evaluadas por Tsuruta (2005) fueron
capaces de acumular litio de forma muy eficiente, adsorbiendo alrededor del 25% de
litio inicial en una hora (13), superando los valores alcanzados por SX139 en ese
tiempo. Sin embargo, con esta ultima se alcanzaron mayores valores de adsorcion,

aunque en un tiempo mas prolongado.
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Figura 4.16 Remocién de litio empleando Brevibacterium halotolerans SX139. Se muestra el
litio residual detectado en el sobrenadante antes (Al) y después de inocular 0,01 g de células
(peso humedo) a 50 mL de una solucién 72 uM de LiCl. Los valores corresponden al promedio
de dos medidas con su correspondiente desvio estandar.

Las tres ultimas cepas pertenecen al Filo Actinobacteria. Micrococcus sp M12 se
mostré capaz de reducir entre el 20 y 30% del litio soluble, de manera estable hasta el
final del ensayo (Figura 4.17).
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Figura 4.17 Remocion de litio empleando Micrococcus sp. M12. Se muestra el litio residual
detectado en el sobrenadante antes (Al) y después de inocular 0,01 g de células (peso humedo)
a 50 mL de una solucién 72 uM de LiCl. Los valores corresponden al promedio de dos medidas
con su correspondiente desvio estandar.

Por otro lado, con Kocuria rosea SA129B se produjo la mayor disminucion de litio
soluble en el menor tiempo, alcanzando el 50% de remocion de litio en el

sobrenadante inmediatamente luego de agregar las células a la solucion (Figura 4.18).



Capitulo 4: Interaccion litio-microorganismos

Sin embargo, este fendmeno no se mantuvo estable, observandose a las dos horas la
reaparicion paulatina de litio en el sobrenadante hasta alcanzar la concentracion inicial.
En este caso se pudo evidenciar que el fendmeno de adsorcion mediado por esta
cepa fue inmediato y reversible, por lo que pareceria haber una gran afinidad de las

células por el litio, el cual se va desorbiendo con el tiempo.
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Figura 4.18 Remocion de litio empleando Kocuria rosea SA129B. Se muestra el litio residual
detectado en el sobrenadante antes (Al) y después de inocular 0,01 g de células (peso humedo)
a 50 mL de una solucién 72 uM de LiCl. Los valores corresponden al promedio de dos medidas
con su correspondiente desvio estandar.

Por su parte, M. luteus SA211 mostré una minima adsorcién de litio soluble (Figura
4.19). Luego de las 6 horas de comenzado el ensayo se alcanz6 el valor maximo de

adsorcion de alrededor de 30%, aunque luego el litio fue rapidamente desorbido.
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Figura 4.19 Remocion de litio empleando Micrococcus luteus SA211. Se muestra el litio
residual detectado en el sobrenadante antes (Al) y después de inocular 0,01 g de células (peso
humedo) a 50 mL de una solucion 72 uyM de LiCl. Los valores corresponden al promedio de dos
medidas con su correspondiente desvio estandar.

En este ensayo cabe destacar que, aunque la masa agregada en cada caso fue la
misma, en las cepas formadoras de EPS no se pudo distinguir cuales fueron las
proporciones de EPS y de células que se agregaron a la solucion. Para las tres ultimas
cepas, que no forman EPS, la biomasa agregada incluy6 solo células, por lo que las
interacciones del metal con la superficie celular fueron directas, mientras que, en el
caso de las bacterias formadoras de EPS, las interacciones del metal pudieron ser
tanto con las células como con el EPS. Dependiendo de la carga y composicion del
EPS producido, las interacciones podrian ser diferentes. Por esto seria muy
importante profundizar en el estudio y determinar la composicion del EPS, ya que esto

podria permitir dilucidar el mecanismo de interaccion con el litio y potenciarla.

En el estudio desarrollado por Belfiore y col (2018) (14) se logré recuperar
alrededor del 40% del litio agregado luego de 3 horas. Sin embargo, es necesario
considerar que la masa de células que utilizaron es 100 veces mayor que la empleada
en este ensayo, por lo que también sera mucho mayor la superficie de interaccién con
la solucion de litio. Ademas, Ren y col (2015) (9) demostraron que la cantidad de
biomasa agregada a la solucion de metales es un parametro muy importante que
determina el grado de adsorcidon para una concentracién inicial determinada. Esto
puede ocurrir por un aumento en la disponibilidad de sitios en la superficie que pueden
interactuar con los iones cuando aumenta la concentracion de biomasa agregada (9).
Asimismo, el valor de pH de la solucion de metal utilizada también afecta el fenédmeno
de adsorcién. Se vio que para la adsorcién de plomo llevada a cabo por la cepa

Bacillus PZ-1, los valores de pH que favorecieron el fendmeno se encontraron entre 5

4-23
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y 6. De la misma forma, Tsuruta (2005) (13) encontré que el valor 6ptimo de pH para
la adsorcion de litio en Arthrobacter nicotianae I1AM12342 fue de 5,8. Sin embargo,
este valor debe ser optimizado, ya que las caracteristicas diferentes de la superficie y
de las sustancias producidas por las células utilizadas pueden ser exclusivas de cada
cepa.

A modo de sintesis, y teniendo en cuenta la maxima capacidad de adsorcién de
todos los microorganismos o minimo valor de Li residual obtenido en el sobrenadante
(Figura 4.20), se puede determinar que la cepa Bacillus atrophaeus HX11 es la mas
efectiva, seguida por Bacillus atrophaeus HA120A, Brevibacterium halotolerans SX139
y Kocuria rosea SA129B. Sin embargo, se verific6 mediante el analisis realizado que la
remocion de litio no presenta diferencias estadisticamente significativas entre las
cepas evaluadas. En general, todas presentan una capacidad de remover un
porcentaje similar de litio soluble del medio (p=0,0237).
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Figura 4.20 Minimo valor de litio residual detectado en el sobrenadante después de inocular
0,01 g de células (peso humedo) a 50 mL de una solucion 72 pM de LiCl. Se evaluaron las
cepas Bacillus atrophaeus HX11, Bacillus licheniformis FAMB1, Bacillus atrophaeus HA120A,
Bacillus sp. SA313, Brevibacterium halotolerans SX139, Micrococcus sp. M12, Kocuria rosea
SA129B y Micrococcus luteus SA211 Los valores corresponden al promedio de dos medidas
con su correspondiente desvio estandar.

4.4.3. Efecto del litio sobre las células

Las sustancias poliméricas extracelulares cumplen muchas funciones en las
bacterias, entre las que se encuentra la proteccién contra la deshidratacién y la
estabilizacion de enzimas cuando ocurren variaciones a nivel ambiental del pH y la
salinidad (14). Ademas, participan en la adhesion a superficies y el secuestro de

sustancias téxicas (24). Una de las maneras en las que las células pueden responder
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a la presencia de sales es mediante la sintesis de estas sustancias y sintesis de
estructuras de resistencia a pesar de que eso requiere de un gasto adicional de
energia (25, 28, 30).

Las bacterias estan formadas por una membrana plasmatica cubierta de una pared
celular rigida, que es la que define la morfologia celular. Cuando se exponen a
concentraciones altas de sales, el agua fluye a través de la membrana, afectando el

volumen, la turgencia celular y las concentraciones de iones intracelulares (26).

Se realiz6 microscopia electronica de barrido sobre las cepas seleccionadas
cultivadas en medio de cultivo definido sin (DM) y con el agregado de 30 g/L de cloruro
de litio (D30), lo que permiti6 no sélo determinar variaciones en la morfologia, sino
ademas detectar y verificar la produccion de sustancias poliméricas extracelulares en
algunas de ellas. Muchas de las especies de Bacillus estan relacionadas intimamente
desde el punto de vista filogenético, y ademas tienen la capacidad de producir EPS

(27), como ya se habia observado en los ensayos de biofilm (seccion 3.4.4.2.).

B. atrophaeus HX11 crecié de manera bacilar y con produccion de EPS que
mantiene a las células unidas entre si en medio DM (Figura 4.21), mientras que en
presencia de litio la morfologia celular presenté grandes variaciones. Se observaron
células de mayor tamafio, mas redondeadas y/o amorfas, perdiendo la clasica
morfologia bacilar. En medio D30 también se observd la produccién de EPS. Una
posible explicacion a las formas redondas de las células en presencia de litio podria
deberse a la formacion de esporas ya que se sabe que las bacterias pertenecientes al
género Bacillus tienen la capacidad de formar estas estructuras de resistencia (28).
Sella y col (2014) (29) han estudiado la estructura de las esporas formadas por B.
atrophaeus, describiendo que ademas se forman en condiciones de estrés ambiental.
Las estructuras formadas por esta cepa en estado de esporulacion tienen morfologia
diferente a la de las células en estado vegetativo, tomando formas mas redondeadas
similares a la observada en HX11 (Figura 4.21, flechas rojas). Ademas, bajo algunas
condiciones de estrés, células con morfologia de bacilo pueden desarrollar zonas con
protuberancias como ocurre en el caso de la interaccion de células con antibioticos f3-
lactamicos y en general, es una manera de retener la estabilidad osmoética (30), por lo
que coincidiria con el efecto que tiene en HX11 la presencia de altas concentraciones
de LiCl.
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Figura 4.21 Fotografias de microscopia electronica de barrido (3.000X) de Bacillus atrophaeus
HX11 obtenidos de cultivos en medio liquido definido sin (DM) y con 30 g/L de LiCl (D30) a
30 °C y 200 rpm. Las flechas rojas sefialan la formacion de estructuras redondeadas que
podrian ser estructuras de resistencia.

En el caso de la cepa B. licheniformis FAMB1, se pudo ver un claro aumento en la
produccion de EPS en presencia de cloruro de litio (Figura 4.22). En cuanto a su
morfologia, se observaron filamentos alargados, similares a los bacilos observados en
ausencia de litio, pero en este caso se encontraron formando cadenas que se
entrelazan. Esto ocurre como consecuencia de produccion de peptidoglicano en las
paredes laterales, pero no en la pared septal durante el crecimiento, entonces las
células se hacen muy largas. Este fendbmeno se conoce como “Filamentacion” o
“Elongacién” y se ha detectado en algunas bacterias como respuesta a diferentes tipos
de estrés, como es la presencia de antibiéticos u otros estresores fisicos o quimicos
(30).
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Figura 4.22 Fotografias de microscopia electrénica de barrido (3.000X) de Bacillus
licheniformis FAMB1 obtenidos de cultivos en medio liquido definido sin (DM) y con 30 g/L de
LiClI (D30) a 30 °C y 200 rpm.
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Con respecto a la sintesis de EPS, Belfiore y col (2018) (14) encontraron un
resultado similar con la cepa Rhodococcus sp Abwn, la cual fue capaz de formar estas
sustancias tanto en presencia como en ausencia de LiCl, aunque la produccion fue
mucho mas notable en presencia del metal. Este resultado puede estar ligado a que la
presencia del metal produce estrés en las células bacterianas, induciendo la sintesis
de sustancias exopoliméricas para proteger la célula, como un mecanismo de
aislamiento del medio. La sintesis de estas sustancias, su posterior acumulacion vy el
agrupamiento de las células, lleva a la formacién de un biofilm. Es importante destacar
que, aunque un microorganismo sea capaz de formar biofilm en un soporte, esta
capacidad no ocurre en cualquier superficie, por lo que es necesario tener en cuenta la

naturaleza del material al que el microorganismo es capaz de adherirse.

La produccion de EPS por parte B. licheniformis ha demostrado tener varias
utilidades y aplicaciones industriales, entre ellas la recuperacion de petréleo, como
describieron Simpson y col (2011) (27), destacando ademas la conocida capacidad de
producir EPS por miembros pertenecientes a dicha especie. En otros casos se ha
demostrado que es indispensable la presencia de B. licheniformis DB1-9 para que la
biomineralizacion de sales de carbonatos pueda ocurrir. En este caso la bacteria
participa en la regulacion del pH y en la sintesis de anhidrasa carbdnica, ambas

indispensables para que se lleve a cabo la mineralizacion (31).

Otro de los casos en los que la sintesis de EPS fue notable en el crecimiento en
los dos medios de cultivo estudiados, fue con B. atrophaeus HA120A (Figura 4.23).
Sin bien no se observaron grandes cambios a nivel morfolégico en presencia del metal,
se observo nuevamente un incremento en la sintesis de EPS en D30. Es interesante
observar que el EPS producido cambia su aspecto en los diferentes medios de cultivo.
Mientras que en DM se forma una pelicula delgada y homogénea, en D20 la sustancia
es amorfa, granular y compacta en la cual las células estan inmersas formando

aglomerados.
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Figura 4.23 Fotografias de microscopia electronica de barrido (3.000X) de Bacillus atrophaeus
HA120A obtenidos de cultivos en medio liquido definido sin (DM) y con 30 g/L de LiCl (D30) a
30 °C y 200 rpm.

La cepa Bacillus sp. SA313 sintetiza una gran cantidad de EPS cubriendo las
células en los dos medios de cultivo utilizados (Figura 4.24). Es interesante observar
que en DM hay una importante produccion de EPS y una morfologia irregular de las
células similar a la observada anteriormente en presencia de litio por las otras cepas
de Bacillus. Estos resultados podrian indicar que para esta cepa el medio DM resulta
estresante probablemente por la falta de sales en el mismo. Se hace necesario
recordar que las cepas aisladas y seleccionadas provienen de un ambiente con altas
concentraciones de varias sales y el crecimiento en un medio sin sal puede resultar
muy diferente a sus requerimientos naturales. Las mismas células tienen una

morfologia diferente cuando crecen en D30. En este caso la morfologia celular es

apenas percibida, como consecuencia de la gran cantidad de EPS presente.
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Figura 4.24 Fotografias de microscopia electrénica de barrido (3.000X) de Bacillus sp. SA313
obtenidos de cultivos en medio liquido definido sin (DM) y con 30 g/L de LiCl (D30) a 30 °C y
200 rpm.



Capitulo 4: Interacciodn litio-microorganismos

En el caso de B. halotolerans SX139 se puede observar un claro crecimiento
bacilar tanto en ausencia como en presencia de litio (Figura 4.25). Se detecté en las
fotografias la presencia de fibras cuando la bacteria crecié en presencia de litio, y se
observaron bacterias adheridas a la superficie de las fibras formando EPS. Cabe
destacar que se pudo determinar que las fibras estan formadas por compuestos

organicos.
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Figura 4.25 Fotografias de microscopia electrénica de barrido (3.000X) de Brevibacterium
halotolerans SX139 obtenidos de cultivos en medio liquido definido sin (DM) y con 30 g/L de
LiClI (D30) a 30 °C y 200 rpm.

Con respecto a Micrococcus sp M12, se observaron células cocoides pequenas
agrupadas en tétradas, que en presencia de litio generaron una sustancia adherida a
su superficie que las mantuvo unidas (Figura 4.26). Ademas, se encontraron en D30
células amorfas. Por otro lado, y en concordancia con los resultados de las curvas de
crecimiento, se observo una disminucion en la cantidad de células presentes cuando

crecieron en D30.
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Figura 4.26 Fotografias de microscopia electronica de barrido (3.000X) de Micrococcus sp.
M12 obtenidos de cultivos en medio liquido definido sin (DM) y con 30 g/L de LiCl (D30) a
30 °C y 200 rpm.

La disminuciéon del niumero de células en presencia de litio es aun mas notable en
el caso de Kocuria rosea SA129B, donde en ambos medios de cultivo se observaron
cocos (Figura 4.27). En este caso la morfologia celular no se vio afectada y tampoco
se detecto la sintesis de sustancias poliméricas, siendo el numero de células la Unica

variacion en cuanto al crecimiento celular en ambos medios de cultivo.
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Figura 4.27 Fotografias de microscopia electronica de barrido (3.000X) de Kocuria rosea
SA129B obtenidos de cultivos en medio liquido definido sin (DM) y con 30 g/L de LiCl (D30) a
30 °C y 200 rpm.

Por ultimo, la cepa Micrococcus luteus SA211 mantuvo su morfologia celular tanto
en presencia como en ausencia de cloruro de litio, y no se observaron variaciones en
el crecimiento en ninguno de los medios de cultivos estudiados para este aislamiento
(Figura 4.28).
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Figura 4.28 Fotografias de microscopia electronica de barrido (3.000X) de Micrococcus luteus
SA211 obtenidos de cultivos en medio liquido definido sin (DM) y con 30 g/L de LiCl (D30) a
30 °C y 200 rpm.

En un estudio llevado a cabo por Kurniawan y Yamamoto (2013) (32), se
determind que los biofilms ambientales presentan cargas tanto negativas como
positivas en su superficie, por lo que son capaces de interactuar con una gran
diversidad de iones. En particular, el litio demostré ser capaz de adsorberse al biofilm
de manera instantanea, manteniéndose estable esa union con el transcurso del tiempo
(32). Esos resultados mostraron el potencial de recuperacion de metales y metales
pesados utilizando biofilms. La cantidad de litio adsorbido varia de acuerdo con la
composicion del biofilm (32), la que a su vez esta ligada a las condiciones ambientales
bajo las cuales se formé. Estos resultados parecen ser prometedores si se piensa en
los diferentes biofilms formados por las cepas aisladas del Salar del Hombre Muerto,
siempre teniendo en cuenta que, para utilizar los EPS en procesos de remocion de litio,
primero se deberan estudiar con mayor profundidad y ajustar las variables criticas
involucradas en el proceso de formacién del EPS.

4.5. Conclusiones

Los microorganismos aislados del Salar del Hombre Muerto y clasificados como
tolerantes a cloruro de litio presentaron la capacidad de crecer en presencia y
ausencia del metal. Las cepas Bacillus atrophaeus HX11, Bacillus licheniformis
FAMB1, Bacillus atrophaeus HA120A y Bacillus sp. SA313 mostraron mayor
absorbancia cuando fueron cultivadas con 20 g/L de LiCl que cuando lo hicieron en

ausencia de él.

Con respecto a la capacidad de adsorber litio durante el crecimiento, B. atrophaeus
HA120A es la que presenta la mayor capacidad de adsorcién, seguida por B.
atrophaeus HX11 'y Bacillus sp. SA313, estas Uultimas dos sin diferencias
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estadisticamente significativas entre ellas en la capacidad de adsorcién. Todas las
otras cepas presentaron menores porcentajes de adsorcion de litio durante el

crecimiento celular.

Teniendo en cuenta la capacidad de adsorber litio desde la soluciéon acuosa, todas
las cepas presentaron un comportamiento parecido, teniendo capacidades muy

similares en cuanto a la adsorcion.

La presencia de litio indujo algunos cambios observables como la formacion de
estructuras celulares de morfologia esférica (Bacillus atrophaeus HX11), un aumento
en la sintesis de EPS (Bacillus licheniformis FAMB1, Bacillus atrophaeus HA120A,
Bacillus sp. SA313, Brevibacterium halotolerans SX139) y variaciones en la morfologia
celular (Micrococcus sp. M12). En cambio, algunas células permanecieron inalteradas
en presencia de la sal (Kocuria rosea SA120B, Micrococcus luteus SA211). La sintesis
de EPS también se detect6 en algunas cepas en ausencia de litio (Bacillus atrophaeus
HX11, Bacillus licheniformis FAMB1, Bacillus atrophaeus HA120A, Bacillus sp. SA313).

Con los resultados obtenidos se puede afirmar que las cepas Bacillus atrophaeus
HA120A, Bacillus atrophaeus HX11, Bacillus sp. SA313 y Bacillus licheniformis
FAMB1 presentan un gran potencial de remocion del metal y por lo tanto pueden ser
consideradas como una alternativa prometedora en procesos de remocion de litio

soluble.
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Capitulo 5: Crecimiento de arqueas de distintos

origenes en presencia de litio

5.1. Introduccion

Los microorganismos pertenecientes al dominio Archaea son conocidos por su
capacidad de colonizar ambientes extremos. Dichas caracteristicas los hace muy
atractivos por las potenciales aplicaciones biotecnoldgicas que tienen tanto las
arqueas metabdlicamente activas como sus productos (1, 2, 3, 4). Cuando los
microorganismos extremos colonizan ambientes hipersalinos, toman la clasificacién de
haldfilos y pueden encontrarse en suelos, salmueras, lagos salinos, etc. que estan
distribuidos alrededor del mundo (5). Los microorganismos haléfilos no pueden crecer
en ausencia de sales; necesitan al menos 0,2 M de NaCl para crecer, y los haldfilos
extremos crecen hasta en 5,1 M de NaCl. De acuerdo a las concentraciones de sal
requeridas para el crecimiento, los haldfilos débiles crecen de forma éptima entre 0,2 y
0,85 M (11,7 y 49,7 g/L de NaCl respectivamente), los moderados entre 0,85y 3,4 M
(49,7 y 198,7 g/L de NaCl respectivamente) y los extremos entre 3,4 y 5,1 M de NaCl
(198,7 y 298 g/L respectivamente) (5). A pesar de que en un ambiente hipersalino se
encuentran generalmente mezclas de diferentes sales en altas concentraciones, la
clasificacion de las arqueas haldfilas se ha establecido de acuerdo con la
concentracion de NaCl requerida. Es importante destacar que dicha sal es la que se
encuentra generalmente en concentracion mas elevada en ambientes hipersalinos,
siendo uno de los principales factores que afectan el crecimiento y la actividad

metabdlica de los microorganismos presentes.

La zona del Altiplano Andino ubicado en Sudamérica alberga un gran nimero de
salares, siendo el de Uyuni al sudoeste de Bolivia, el mas grande del mundo (6). Las
salmueras pertenecientes a este salar fueron clasificadas como atalasohalinas de
acuerdo con su composicion quimica y tienen concentraciones relativamente elevadas

de litio y boro, de gran importancia para su explotacién (7, 8).
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Con respecto a la composicion microbiana del Salar, se han llevado a cabo
algunos estudios mediante técnicas de metagendémica y cultivo de microorganismos
en laboratorio, lo que ha permitido encontrar nuevas especies, tales como son
Halomonas boliviensis, Chromohalobacter sarecensis, Halomonas andenensis, por
mencionar algunos ejemplos (9, 10, 11). En el estudio metagendmico llevado a cabo
por Haferburg y col (2017) (8) en muestras provenientes del Salar de Uyuni se detecto
la presencia de 26 géneros pertenecientes a la familia Halobacteriaceae, mientras que
Perez-Fernandez y col (2016) (6) encontraron una gran variedad de bacterias
presentes generalmente en ambientes haldfilos, ademas de arqueas termdfilas y
psicrofilas. Esto muestra la gran variedad de microorganismos que estan presentes en

el Salar y que pudieron ser detectados mediante técnicas moleculares.

El mecanismo mediante el cual las arqueas pueden sobrevivir en ambientes con
altas concentraciones de NaCl depende de su capacidad de acumular en el interior
celular solutos iénicos, principalmente cloruro de potasio, lo que les permite equilibrar
las presiones osmaticas, evitar la lisis celular y promover el correcto plegamiento de
las proteinas (5, 12, 13). Cuando alcanzan valores de concentracion de KCI en el
interior celular equivalente a la concentracion de NaCl extracelular, las haloarqueas
son capaces de mantener su turgencia y evitar la entrada o salida de agua. Las
enzimas de estos organismos estan adaptadas a las condiciones intracelulares que
incluyen residuos acidicos, que les permite mantener su actividad incluso en presencia
de altas concentraciones de sal (12, 13, 14). El estrés resultante de las altas
concentraciones de sales puede deberse a la osmolaridad y, por otro lado, a la
toxicidad de iones especificos (15). La presencia de compuestos toxicos en el
ambiente puede tener efectos negativos en el crecimiento y metabolismo, afectando la

viabilidad y actividad celulares.
5.1.1. Arqueas haldfilas, propiedades e interaccion con sales

La adaptacion de las arqueas haldéfilas a ambientes hipersalinos hace que no sean
capaces de crecer en ambientes sin sales o bajos de salinidad. Asimismo, si se
reemplazan iones sodio por otros iones, las células pueden sufrir estrés, y en muchos

de los casos los iones pueden tener un efecto toxico sobre los microorganismos (16).

La Astrobiologia estudia el posible comportamiento de microorganismos en otros
planetas y ha ganado interés en el ultimo tiempo. Al tener las arqueas la capacidad de
crecer en ambientes hostiles semejantes a los observados en planetas como Marte, se
utilizan como modelos de vida en dichos planetas (5, 17). Sus caracteristicas de

crecimiento en altas concentraciones de sales, bajas temperaturas y altos niveles de
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radiacién aumentan la posibilidad que las arqueas sobrevivan en el espacio y en otros
planetas (18). En relacién con las sales presentes en Marte, se conoce que con
respecto a los cationes los depdsitos de magnesio y sodio son abundantes, mientras
que el sulfato y los cloruros son los aniones predominantes (19). Asimismo, se han
detectado grandes cantidades de sales de perclorato en Marte, siendo el Salar de
Atacama en Chile uno de los ambientes mas similares en cuanto a la presencia de

esta sal. Se conoce ademas que los percloratos son téxicos y oxidantes fuertes (19).

En general, la presencia de diferentes metales puede afectar el crecimiento de las
arqueas y tener efectos negativos ademas en otros procesos, como por ejemplo en la
capacidad de adhesion a superficies. En el caso, por ejemplo, de Halobacterium
salinarum R1, las células crecen adheridas mas firmemente a superficies en presencia
de cinc, el niquel no afecta la propiedad de adhesién y el cobre la reduce (20). Esto
permite pensar que las células son capaces de detectar, distinguir y reaccionar de
manera diferencial a la presencia de distintos metales en un ambiente determinado.
Las adaptaciones a las altas concentraciones de sodio no aseguran que los
microorganismos sean capaces de tolerar concentraciones elevadas de cualquier
metal, y su interaccion con diferentes elementos del ambiente hace que puedan
sobrevivir en algunos ambientes y colonizarlos, pero que les sea imposible vivir en

otros.

La presencia de iones magnesio y potasio, ademas del sodio, no tendrian un
efecto téxico en el crecimiento microbiano (21). Muchas de las enzimas de estos
microorganismos tienen funciones que estan relacionadas estrechamente con la
concentracion de estos iones, por lo que cumplen funciones importantes en el
metabolismo. Por otro lado, es posible que la presencia de otros iones como las sales
de percloratos tengan efectos negativos sobre el crecimiento o la actividad enzimatica

de los microorganismos (16).

Poco se sabe de la manera en la que las arqueas del Salar de Uyuni interactian
con el litio, y la forma en la que dicho metal puede afectar su crecimiento. Conocer el
metabolismo microbiano en presencia del metal y su interaccién con litio, ayudaria a

conocer su potencialidad como recuperadores de litio en diferentes condiciones.
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5.2. Objetivos

¢ Evaluar la tolerancia de arqueas haldfilas a soluciones concentradas de LiCl.

e Estudiar el crecimiento de arqueas provenientes del Salar de Uyuni en

presencia de litio y determinar la cepa que presente mayor crecimiento.

e Determinar la concentracion 6ptima de cloruro de sodio para el crecimiento de

los aislamientos bajo estudio.
5.3. Materiales y métodos

Se evalud la tolerancia a LiCl de arqueas haldéfilas mediante crecimiento en medios

de cultivo en presencia de la sal.
5.3.1. Cepas estudiadas

Las cepas de arqueas utilizadas para los ensayos de tolerancia y crecimiento en
litio incluyeron algunas de coleccion ATCC y otras, de distinto origen, pertenecientes al
Instituto de Tecnologia Marina y Ambiental (IMET) a cargo del Dr Shiladitya DasSarma
(Tabla 5.1). Esta tarea se desarrollé en el Instituto de Tecnologia Marina y Ambiental
de la Universidad de Maryland, Baltimore, Estados Unidos, durante una estadia de
tres meses y medio (desde Julio a Noviembre de 2018) producto de una Beca
Fulbright.

Tabla 5.1 Arqueas haldfilas evaluadas de acuerdo a su tolerancia a LiCl. Las composiciones
quimicas de las salmueras fueron obtenidas de bibliografia (8, 22, 23).

Identidad de

las cepas Origen Na (g/L) Li (giL) Mg (glL) K (g/L)
Natrialba — \1cc 700177 (24) ] ] ) )
asiatica
Halobacterium  ATCC BAA-852 i ] ] )
noricense (25)

Haloarcula 10 33800 (26) ; - - -
Sinallensis

Halobacterium  \ 106 33170 (27) : i i i
curtirubrum

Halorubrum 306 59957 (28) - - - ;
saccharovorum

Halorubrum = 306 49239 (29) - - - ;
lacusprofundi

N/D: No determinado
N/I: Cepas que aun no han sido identificadas
ACepa provista por T. Torsvik a S. DasSarma
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Tabla 5.1 Arqueas haldfilas evaluadas de acuerdo a su tolerancia a LiCl. Las composiciones
quimicas de las salmueras fueron obtenidas de bibliografia (8, 22, 23) (Continuacion).

Identidad de - .
las cepas Origen Na (g/L) Li (g/L) Mg (g/L) K (g/L)
Halorubrum Salar de Uyuni,
sp. 3-1 Bolivia 929 0.8 14.9 16.4
4-1Ann Salar de Uyuni, 92,9 0,8 14.9 16,4
Bolivia
Salar de Uyuni,
4-2(nn) Bolivia 92,9 0,8 14,9 16,4
Haloterrigena  Salar de Uyuni,
sp. 5-1 Bolivia 929 0.8 14.9 16.4
Salar de Uyuni,
5-3 Bolivia 92,9 0,8 14,9 16,4
Natrinema sp.  Salar dg pyuni, 92.9 08 14.9 16.4
5-4 Bolivia
Salar de Uyuni,
5-5 iy Bolivia 92,9 0,8 14,9 16,4
56A  oaarde Uyuni 92,9 0,8 14.9 16,4
Bolivia
Natrinema sp.  Salar dg pyuni, 92.9 08 14.9 16.4
6-1 Bolivia
Halobacterium  Great Salt Lake,
sp. GSL-19 EEUU 58,5 N/D 6,65 3,75
Halobacterium IMETA ) ) ) )
salinarum
Salarchaeum ;. Muerto 34 20 41 75,6
sp.DS1 ,
Halobacterium  San Francisco,
sp. NRC-1 California 25 N/D N/D N/D

N/D: No determinado
N/I: Cepas que aun no han sido identificadas
ACepa provista por T. Torsvik a S. DasSarma

Se utilizé la totalidad de las cepas (a excepcion de DS1, que fue aislada

posteriormente a la realizacion de este ensayo) para la determinacion de la tolerancia
en medio de cultivo sélido, mientras que para el ensayo en medio liquido se utilizaron
las cepas parcialmente identificadas del Salar de Uyuni y 4-2, DS1 del Mar Muerto,
Halobacterium sp. NRC-1 y Halorubrum lacusprofundi. Estas cepas fueron
seleccionadas para el estudio en medio liquido porque el Salar de Uyuni tiene
concentraciones elevadas de litio en su salmuera, por lo que se estimé que las
arqueas aisladas de este sitio tendrian una tolerancia elevada al cloruro de litio. En el

Mar Muerto la concentracién de litio es baja, por lo que se buscd determinar la
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sensibilidad de una cepa originaria de un ambiente en el que no haya estado en
contacto con concentraciones altas de litio. Finalmente, y como ya se conoce la forma
en la que Halobacterium sp. NRC-1 y Halorubrum lacusprofundi crecen en presencia
de cloruro de sodio (5), se las utiliz6 como controles de crecimiento, y ademas se

busco caracterizarlas de acuerdo con su tolerancia al cloruro de litio.

Las cepas de coleccion tienen diferentes origenes, entre los que se encuentran el
Deep Lake, en la Antartida (Halorubrum lacusprofundi, que ademas es psicrofila), una
mina salina en Austria (Halobacterium noricense) y el Mar Rojo (Sabkha Gavish, cepa
Haloarcula sinaiiensis), por mencionar algunos ejemplos. Los ambientes desde donde
fueron aisladas las cepas utilizadas son diferentes entre si. Esto puede ser util para
realizar comparaciones entre cepas que no necesariamente utilicen los mismos

mecanismos para su proliferacion en presencia de sales.
5.3.2. Tolerancia a LiCl en medio de cultivo sélido

Todas las arqueas disponibles (Tabla 5.1) se evaluaron de acuerdo con su
tolerancia al cloruro de litio en medio de cultivo solido mediante el ensayo del canal,
descripto en el Capitulo 3 (seccion 3.3.1). El ensayo se llevé a cabo utilizando medio
de cultivo complejo (Complex Media, CM*) (30) (Tabla 5.2) sdlido, lo que se logré con
el agregado de agar en una concentracion final de 20 g/L, especifico para arqueas

haldfilas.

Tabla 5.2 Composicién del medio de cultivo CM*, utilizado para el crecimiento de arqueas
haldfilas. El pH se ajust6 a 7,2.

Componente Concentracion
NaCl 250 g/L
MgS0,4.7H20 20 g/L
NasCsHs07 3g/L
KCI 2g/lL
Peptona neutralizada 10 g/L
FeCl2.4H.0 2,3 mg/L
ZnS04.7H0 440 pg/L
MnSO4.HO 330 pg/L
CuS04.5H.0 10 pg/L

Tal como se describié anteriormente, las placas se prepararon con medio de

cultivo CM* sélido, en el centro de la placa se realizd6 un canal cortado con bisturi
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estéril y se sembraron las cepas de forma perpendicular al canal desde su borde hacia
afuera hasta una distancia de 3 cm. Posteriormente se agregd una solucion de 7 o 10

M de LiCl y se incubd a 37 °C hasta observar crecimiento.
5.3.3. Crecimiento en medio liquido con LiCl

De entre las cepas de arqueas evaluadas, al ser haldfilas, ninguna es capaz de
crecer sin cloruro de sodio. Esto se tuvo en cuenta para la formulacion del medio de
cultivo con el agregado de cloruro de litio ya que el medio CM* cuenta con una
concentracion de sales cercanas a la saturacion. Por esta razén no fue posible
simplemente agregar LiCl al medio de cultivo, sino que se redujo la concentracion de
NaCl hasta 116,88 g/L (2 M) y a este medio (que se denominé CM2) se le agrego LiCl
en las concentraciones 42,4; 84,8; 127,2 y 156,9 g/L (1, 2, 3 y 3,7 M de LiCl,
respectivamente) (Tabla 5.3). Asimismo, y para descartar que las posibles variaciones
en el crecimiento de las arqueas fuera consecuencia de la disminucién de NaCl en el
medio de cultivo original, se realizaron curvas de crecimiento en las concentraciones
de 116,3; 175,3; 223,76 y 250 g/L NaCl (CM2, CM3, CM4 y CM", respectivamente). Se
seleccionaron estas concentraciones para cubrir el rango entre el medio base utilizado
para los medios preparados con LiCl (116,3 g/L NaCl) y la concentracién utilizada de

forma rutinaria para el crecimiento de arqueas haldfilas (250 g/L NaCl).

El inéculo se preparé en medio CM® liquido. Para esto, se sembraron tubos de
ensayo conteniendo 3 mL de medio con cada cepa y se incubaron durante 5 dias a 37
°C y 200 rpm. Se tomé una alicuota del cultivo que se utilizd para inocular microplacas
estériles de 12 pocillos (Corning Costar 3513) conteniendo 3 mL de medio de cultivo
correspondiente. Las placas se llevaron a una incubadora con agitacion orbital a 37 °C
y 100 rpm. Las mediciones de densidad Optica se tomaron utilizando un lector de

microplaca Spectramax® Series M multimodal (Molecular Devices).

El crecimiento de las cepas en cada medio (Tabla 5.3) se evalud por triplicado con
un control negativo de cada medio estéril sin inocular. La concentracion 3,7 M de LiCl

fue la mas alta utilizada ya que no fue posible disolver mas sal en el medio de cultivo.
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Tabla 5.3 Medios de cultivo utilizados para el analisis de tolerancia a LiCl de arqueas haldfilas.

xﬁiciig de Sales y concentraciones utilizadas

CM2 116,9 g/L (2 M) NaCl

CM3 175,3 g/L (3 M) NaCl

CM4 233,8 g/L (4 M) NaCl

CM* 250 g/L (4,3 M) NaCl
CM2Li1 116,3 g/L (2 M) NaCl + 42,4 g/L (1 M) LiCl
CM2Li2 116,3 g/L (2 M) NaCl + 84,8 g/L (2 M) LiCl
CM2Li3 116,3 g/L (2 M) NaCl + 127,2 g/L (3 M) LiCl
CM2Li3,7 116,3 g/L (2 M) NaCl + 156,9 g/L (3,7 M) LiCl

5.3.4. Analisis estadisticos de los datos

Los datos obtenidos fueron evaluados mediante el analisis de la varianza a través
de Infostat con un nivel de significancia de 0,05. En algunos casos ademas de
evaluaron los valores de las medias obtenidas de a pares mediante un analisis de T de

Student, también con un nivel de significancia de 0,05.
5.4. Resultados y discusion

Se evaluaron cepas de arqueas haldfilas de distinto origen de acuerdo con su

tolerancia al LiCl en medios de cultivo sélido y liquido.
5.4.1. Tolerancia a LiCl en medio sélido

Las 16 cepas de arqueas se evaluaron de acuerdo con su tolerancia frente a LiCl 7
M (296,8 g/L) y 10 M (424 g/L) (Figura 5.1). Se pudo determinar que, tanto las cepas
aisladas del Salar de Uyuni (Figuras 5.1 C y D) como las otras (Figuras 5.1 Ay B),
crecieron hasta las cercanias del borde del canal que contenia las soluciones de

cloruro de litio.



Capitulo 5: Crecimiento de arqueas de distintos origenes en presencia de litio

\\_
]

H salinarum
]
H saccharovorum

/4

=

Natrinema sp. 6-1 n'". A0

b A 4l d Lodiide

:

Figura 5.1 Ensayo del canal para determinar la tolerancia de cepas de arqueas haldfilas a 7 M
(AyC)y 10 M (B y C) de LiCl (296,8 y 424 g/L). Se incluyeron cepas ATCC (N. asiética, H
noriciense, H sinaiiensis, H curtirubrum, H salinarum, H saccharovorum), Halobacterium sp.
GSL-19, Halobacterium sp. NRC-1, y cepas aisladas del Salar de Uyuni, Bolivia, llamadas 4-1A,
4-2, Haloterrigena sp. 5-1, 5-3, Natrinema sp. 5-4, 5-5, 5-62 y Natrinema sp. 6-1.

Se puede ver entonces que todas las cepas tienen la habilidad de crecer en las
dos concentraciones de LiCl ensayadas. Esto permitid confirmar que las cepas de
arqueas seleccionadas pueden crecer no solamente en presencia de concentraciones
cercanas a la saturacion de NaCl, sino que crecen en presencia de soluciones altas de
LiCl. La capacidad de estas cepas de proliferar con concentraciones practicamente
saturantes de litio (10 M) indica que la maquinaria especializada que desarrollan para
su crecimiento les da capacidad para sobrevivir en ambientes con distintas
composiciones de sales (31). En el caso del estudio de tolerancia realizado con
bacterias frente a soluciones concentradas de LiCl (3.4.3.), se observé que muchas de
las cepas obtenidas de ambientes hipersalinos eran sensibles a la presencia de la
solucién concentrada de LiCl (32), contrariamente a lo determinado para las arqueas

evaluadas.

Como se desarroll6 en el Capitulo 1 (seccion 1.4.1.2), las reservas de litio a nivel
mundial se localizan en sitios especificos. Sin embargo, las zonas con elevada
salinidad abarcan areas mucho mas amplias y dispersas alrededor del mundo. Cabe
destacar que elevada salinidad no implica la presencia de litio en altas
concentraciones, sino que mayormente estan compuestas por sodio, cloruros, potasio

y magnesio (33). A través del resultado del ensayo del canal, se determiné que
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arqueas haldfilas que no fueron aisladas de sitios con concentraciones de litio
elevadas (como las cepas ATCC) tienen la capacidad de proliferar en presencia de
soluciones elevada de la sal. La razén principal de este resultado podria estar ligada
entonces a la capacidad intrinseca de los microorganismos de sobrevivir en presencia
de concentraciones elevadas de diferentes iones, entre los que pueden encontrarse
metales toxicos. Las arqueas cuentan con distintos mecanismos de defensa frente a
metales presentes en el ambiente cuya presencia induce a la activacién de respuestas

celulares de defensa (34).

La cepa Halobacterium sp. NRC-1 fue estudiada en profundidad por Laye vy
DasSarma (2018) (16) con respecto a su habilidad de crecer en presencia de
concentraciones elevadas de cloruros y percloratos de sodio y potasio. Ademas, la
cepa es termotolerante y resistente a la radiacion ultravioleta (35, 36, 37). La
capacidad de crecer en condiciones donde varios factores ambientales son extremos
convierte a esta cepa en una candidata interesante para estudiar en profundidad su

comportamiento en esas situaciones.

Halorubrum lacusprofundi es un microorganismo aislado de la Antartida, es
haldfilo y psicrofilo, ademas de ser capaz de crecer en presencia de perclorato. En
estudios realizados por Laye y DasSarma (2018) (19), se determind que el crecimiento
es inhibido por concentraciones altas de perclorato y magnesio. Sin embargo, este
ultimo tuvo un efecto mas intenso en la actividad enzimatica de la beta galactosidasa

bajo estudio que sobre el crecimiento.

Cabe destacar que el crecimiento lento de algunas de las cepas aisladas del Salar
de Uyuni, como las 5-3, 5-4 y 5-5 (Figura C y D), es la manera normal de crecimiento
en este medio de cultivo y no es consecuencia de la presencia de litio. Las cepas
aisladas del Salar de Uyuni y del Mar Muerto demoran al menos 7 dias en crecer en
CM*, mientras que las cepas de coleccion, Halobacterium sp. GSL-19 y Halobacterium

sp. NRC-1 crecen en placa en cuatro dias.

Hasta donde llega mi conocimiento, esta es la primera vez que este tipo de
ensayos se realiza en arqueas haldfilas para evaluar su tolerancia frente a soluciones

concentradas de cloruro de litio.
5.4.2. Crecimiento en medio liquido en presencia de LiCl

Los aislamientos provenientes del Salar de Uyuni, del Mar Muerto y dos cepas
previamente caracterizadas (Halobacterium sp. NRC-1 y Halobacterium lacusprofundi)
se evaluaron de acuerdo con su capacidad para crecer en medios de cultivo liquido

preparado con distintas concentraciones de NaCl y LiCl.
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Halobacterium sp. NRC-1 mostrd que su crecimiento 6ptimo se alcanza en medio
de cultivo CM* (4,3 M NaCl), clasificando a la cepa como haléfila extrema, ya que no
solo es incapaz de crecer en concentraciones de cloruro de sodio inferiores a 4 M,
sino que a dicha concentracion alcanza una DO cinco veces menor que la alcanzada
en medio CM* (Figura 5.2). Este resultado se corresponde con la clasificacion previa
de esta cepa, caracterizada en profundidad y secuenciada por Ng y col (2000) (38).
Con respecto al comportamiento de Halobacterium sp. NRC-1 en presencia de cloruro
de litio, se observd mejor crecimiento en el medio CM2Li1 (175,3 g/L NaCl + 42,4 g/L
LiCl), que a su vez fue mejor que en CM4, siendo esta diferencia estadisticamente
significativa (p<0,05). El incremento en la concentracion de litio perjudicd el
crecimiento (CM2Li2) hasta alcanzar la inhibicion completa (CM2Li3 y CM2Li3,7). Es
interesante observar que el crecimiento en medio CM2Li1 presentd una ventaja con
respecto a CM3, que es el medio equivalente en concentracion molar total de iones. Al
ser una cepa haldfila extrema, este resultado pareceria ser consecuencia de la
naturaleza de las sales en si, mas que de la concentracion total de sales en el medio
de cultivo. Ademas, en el medio de cultivo con la mayor concentracion de sales total
CM2Li3 y CM2Li3,7, donde la concentracion neta de sales es 5 M o superior, no se
observd crecimiento. Esta respuesta podria ser parte de las caracteristicas de las
cepas haldfilas extremas, ya que en general no son capaces de crecer en

concentraciones superiores a 5,1 M de NaCl (5).
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Figura 5.2 Curvas de crecimiento de Halobacteruim sp. NRC-1 en medios de cultivo con
distintas concentraciones de sales: CM+, CM2, CM3, CM4 (4,3; 2; 3; y 4 M de NaCl,
respectivamente) y CM2Li1, CM2Li2, CM2Li3, CM2Li3,7 (2 M de NaCl adicionado con 1, 2, 3y
3,7 M de LiCl, respectivamente). La densidad optica (DO) se midié a 600 nm y la DOo utilizada
para la normalizacion, corresponde al valor inicial.
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La cepa Halorubrum lacusprofundi presentd el mayor crecimiento en el medio de
cultivo CM3 (haldfila moderada), seguido por los medios con concentraciones mas
elevadas de NaCl (CM* y CM4), que estadisticamente no presentan diferencias con
CM2Li1 (Figura 5.3). Este resultado coincide con la caracterizacion de la cepa llevada
a cabo por Anderson y col (2016) (39), en la que describen que es capaz de crecer en
un rango de NaCl entre 1,5 y 4,5 M, con un 6ptimo de 3,5 M. Por su parte, el
crecimiento en los medios de cultivo CM2Li2 y CM2 no presentd diferencias
estadisticamente significativas (p= 0,783), indicando que las concentraciones de sal en
ambos medios generaron un efecto similar, aunque la concentracion neta de sales en
CMZ2Li2 sea el doble con respecto a CM2. Por el comportamiento de las células frente
al litio se puede pensar que concentraciones elevadas del mismo en los medios de
cultivo resultan téxicas, lo que puede observarse mediante la comparacion del
crecimiento con las mismas concentraciones netas de sales (comparando CM3 con
CM2Li1 y CM4 con CM2Li2). Otra explicacion podria ser similar a la observada en la
cepa Halobacterium sp. NRC-1 y, por lo tanto, el efecto toxico podria deberse a la
elevada concentracion de sales totales (de Na sumado a Li) en los medios de cultivo.
Por lo tanto, hay que tener en cuenta no solo el agregado de sales para determinar la
toxicidad, sino la manera en la que las sales interactian entre si y con el

microorganismo (16).
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Figura 5.3 Curvas de crecimiento de Halorubrum lacusprofundi en medios de cultivo con
distintas concentraciones de sales: CM+, CM2, CM3, CM4 (4,3; 2; 3; y 4 M de NaCl
respectivamente) y CM2Li1, CM2Li2, CM2Li3, CM2Li3,7 (2 M de NaCl adicionado con 1, 2, 3y
3,7 M de LiCl respectivamente). La densidad 6ptica (DO) se midié a 600 nm y la DOy utilizada
para la normalizacion, corresponde al valor inicial.

En el estudio del comportamiento de Halorubrum lacusprofundi en presencia de

otras sales, llevado a cabo por Laye y DasSarma (2018) (16), se desarrollaron

5-12



Capitulo 5: Crecimiento de arqueas de distintos origenes en presencia de litio

ensayos también reduciendo la concentracion de NaCl para evaluar el efecto sobre las
células de perclorato de sodio y de magnesio. Esto les permiti6 determinar que
algunas haloarqueas son capaces de utilizar perclorato como aceptor final de
electrones y que los efectos inhibitorios del crecimiento de estas sales son dominantes

con respecto al efecto del magnesio.

Dos de las cepas aisladas del Salar de Uyuni, Halorubrum sp. 3-1 y 4-2, mostraron
un comportamiento similar en los medios de cultivo evaluados, siendo capaces de
crecer unicamente en presencia de los medios de cultivo con mayor concentracion de
NaCl. Los medios de cultivo preferidos por ambos microorganismos fueron CM4 y CM*
(233,8 y 250 g/L NaCl respectivamente) (Figuras 54 y 5.5). Ademas, otro
comportamiento en comun entre las cepas fue que ninguna de ellas tuvo la capacidad

de crecer en ninguno de los medios de cultivo preparados con LiCl.
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Figura 5.4 Curvas de crecimiento de Halorubrum sp. 3-1 en medios de cultivo con distintas
concentraciones de sales: CM+, CM2, CM3, CM4 (4,3; 2; 3; y 4 M de NaCl respectivamente) y
CM2Li1, CM2Li2, CM2Li3, CM2Li3,7 (2 M de NaCl adicionado con 1, 2, 3 y 3,7 M de LiCl
respectivamente). La densidad optica (DO) se midi6 a 600 nm y la DOo utilizada para la
normalizacion, corresponde al valor inicial.

En el caso de la cepa 4-2 (Figura 5.5), la cepa presentd un comportamiento
estadisticamente semejante en CM3 en comparacion al desarrollado en los medios de
cultivo CM* y CM4 (p= 0,344 y p= 0,736 respectivamente). Halorubrum sp. 3-1, no fue
capaz de crecer en CM3, y esta es una de las diferencias mas notables entre ambos

microorganismos.
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Figura 5.5 Curvas de crecimiento de la cepa 4-2 en medios de cultivo con distintas
concentraciones de sales: CM+, CM2, CM3, CM4 (4,3; 2; 3; y 4 M de NaCl respectivamente) y
CM2Li1, CM2Li2, CM2Li3, CM2Li3,7 (2 M de NaCl adicionado con 1, 2, 3 y 3,7 M de LiCl
respectivamente). La densidad optica (DO) se midid a 600 nm y la DOo utilizada para la
normalizacién, corresponde al valor inicial.

Al haber alcanzado el maximo crecimiento durante el periodo estudiado en medios
de cultivo con concentraciones de sales superiores a 4 M de NaCl (233,8 g/L de NaCl),
la cepa 4-2 fue clasificada como haldfila extrema. Esta cepa es la Unica que ain no ha
sido identificada molecularmente, pero su comportamiento fue muy similar al de
Halorubrum sp. 3-1. Cabe destacar que la concentracion de NaCl optima para el
crecimiento de Halorubrum sp. 3-1 evaluada en este ensayo fue superior a la
informada en otras especies del mismo género, tales como Halorubrum xinjiangense y
Halorubrum sp. Ha25 (40, 41).

A diferencia de las cepas Halobacterium sp. NRC-1 'y Halorubrum lacusprofundi, y
a pesar haber sido aisladas de un sitio con elevadas concentraciones de litio (8), este
metal resultd inhibitorio para el crecimiento de Halorubrum sp. 3-1 y 4-2 en las

condiciones evaluadas.

Haloterrigena sp. 5-1 alcanzé la mayor produccion de biomasa en el medio de
cultivo CM2Li1, con valores estadisticamente iguales a los alcanzados durante el
crecimiento en CM3, CM4 y CM®". La capacidad de crecer en concentraciones

elevadas de NaCl permiti6 clasificarla también como haléfila extrema (Figura 5.6).
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Figura 5.6 Curvas de crecimiento de Haloterrigena sp. 5-1 en medios de cultivo con distintas
concentraciones de sales: CM+, CM2, CM3, CM4 (4,3; 2; 3; y 4 M de NaCl respectivamente) y
CM2Li1, CM2Li2, CM2Li3, CM2Li3,7 (2 M de NaCl adicionado con 1, 2, 3 y 3,7 M de LiCl
respectivamente). La densidad optica (DO) se midi6 a 600 nm y la DOo utilizada para la
normalizacién, corresponde al valor inicial.

Otros autores han encontrado valores 6ptimos de crecimiento alrededor de 3,4 M
de NaCl para especies del género, clasificandolas también en la misma categoria (42,
43). En general, se puede ver que el crecimiento con una concentracion neta de sales
mayor o igual a 3 M (independientemente de si hay NaCl o LiCl presente), favorece el
crecimiento de esta cepa. Concentraciones mas bajas de sales producen un efecto
negativo sobre el crecimiento. Sin embargo, cuando la concentracion de sales neta es
4 M, se puede establecer un efecto negativo del litio sobre el crecimiento, ya que en
CM4 se alcanza el maximo crecimiento, mientras que en CM2Li2 es alrededor de tres

veces menor.

Como la concentracion neta de sales en CM2Li1 es 3 M y alcanza valores de
densidad 6ptica cercanos al obtenido en CM4, se puede deducir que el litio tendria un
efecto positivo sobre el crecimiento de la cepa ya que, a pesar de encontrarse en
menor concentracion en el medio de cultivo, es capaz de estimular el crecimiento en la
misma proporcion a la alcanzada en CM4. Sin embargo, si la comparacion se hace
teniendo en cuenta una concentracion neta de sales de 3 M, no existen diferencias
estadisticamente significativas en el crecimiento. Esto muestra que la tolerancia a la
presencia de litio de esta cepa no depende unicamente de su concentracion, sino que
ademas esta ligada al efecto que ambas sales pueden tener en conjunto. Teniendo en
cuenta las concentraciones de litio mas elevadas, se puede ver que la cepa no es

capaz de crecer en presencia de 3 ni 3,7 M LiCl. Es posible que la falta de crecimiento
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en los medios CM2Li3 y CM2Li3,7 se deba a la concentracién demasiado alta de sales
totales en el medio de cultivo, repitiendo la situacion encontrada para la cepa

Halobacterium sp. NRC-1.

Con respecto a Natrinema sp. 5-4, crece de forma similar en CM2 y en CM2Li1 (no
existen diferencias estadisticamente significativas) por lo que, en estas
concentraciones, el litio no tendria un efecto téxico (Figura 5.7). El maximo crecimiento
teniendo en cuenta los medios de cultivo preparados Unicamente con NaCl se alcanzé
en CM2, a 37 °C, siendo clasificada como haléfila moderada. Albuquerque y col (2012)
(44) caracterizaron cepas pertenecientes a este género, encontrando valores 6ptimos
de crecimiento entre 2,6 y 3,4 M de NaCl (concentraciones de NaCl mayores que en el
presente estudio) aunque a una temperatura 6ptima de crecimiento de 45 °C. La
diferencia de temperaturas podria ser la razon para presentar distintos niveles de
tolerancia. Tanto en concentraciones netas de sal con valores de 3 M como 4 M, el
crecimiento de la cepa se vio favorecido en presencia de litio. Las concentraciones
mas altas de litio y de sodio no permiten el crecimiento de la cepa en ninguno de los

Casos.
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Figura 5.7 Curvas de crecimiento de Natrinema sp. 5-4 en medios de cultivo con distintas
concentraciones de sales: CM+, CM2, CM3, CM4 (4,3; 2; 3; y 4 M de NaCl respectivamente) y
CM2Li1, CM2Li2, CM2Li3, CM2Li3,7 (2 M de NaCl adicionado con 1, 2, 3 y 3,7 M de LiCl
respectivamente). La densidad optica (DO) se midi6 a 600 nm y la DOo utilizada para la
normalizacién, corresponde al valor inicial.

En el caso de Natrinema sp. 6-1 el maximo crecimiento se alcanzé en los medios
de cultivo CM2 y CM2Li1, sin diferencias estadisticamente significativas entre ellos (p=
0,849). Este microorganismo se clasifico6 como haléfilo moderado teniendo en cuenta

su capacidad para crecer en medios de cultivo con NaCl (Figura 5.8). Nuevamente, se
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observoé lo mismo que con Natrinema sp. 5-4 con respecto a los valores 6ptimos de sal
para el crecimiento, siendo el encontrado en este caso menor a los informados por
otros autores, que reportaron 6ptimos de crecimiento en el rango de 2,6 y 3,4 m de
NaCl (44, 45). A medida que la concentracion de NaCl aumenta en los medios de
cultivo, el crecimiento se ve negativamente afectado. Las diferencias en el crecimiento
en los medios de cultivo CM2 y CM3 son significativas (p= 0,001) desde el punto de
vista estadistico, por lo que el incremento de NaCl en un valor de 1 M tendria un
efecto muy acentuado sobre el crecimiento. Por su parte, en presencia de litio, solo el
medio con 1 M de LiCl mostré un buen crecimiento, mientras que en el resto de los

medios con litio se vio una fuerte inhibicion.
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Figura 5.8 Curvas de crecimiento de Natrinema sp. 6-1 en medios de cultivo con distintas
concentraciones de sales: CM+, CM2, CM3, CM4 (4,3; 2; 3; y 4 M de NaCl respectivamente) y
CM2Li1, CM2Li2, CM2Li3, CM2Li3,7 (2 M de NaCl adicionado con 1, 2, 3 y 3,7 M de LiCl
respectivamente). La densidad optica (DO) se midid a 600 nm y la DOo utilizada para la
normalizacién, corresponde al valor inicial.

Teniendo en cuenta los resultados en los medios de cultivo CM2 y CM2Li1, se
puede afirmar que sobre esta cepa el litio no tiene un efecto inhibitorio en el
crecimiento ya que a pesar de que la concentracion neta es mayor en el medio
CMZ2Li1, el microorganismo crece de la misma forma que en presencia de 2 M NaCl.
Por otra parte, comparando el crecimiento observado en CM2Li1 con CM3, se puede
ver que la presencia de litio favorece el crecimiento. Sin embargo, se observa lo
contrario si se tiene en cuenta el crecimiento cuando las concentraciones netas de sal
son 4 M, siendo la diferencia, estadisticamente significativa (p= 0,008) a favor del
crecimiento en CM4 en comparacion al alcanzado en CM2Li2. Puede ocurrir entonces

que, cuando las concentraciones de sales son muy elevadas en el medio de cultivo, la
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presencia de litio tiene un efecto toxico sobre las células y afecta de manera

significativa al crecimiento.

Por ultimo, la cepa Salarchaeum sp. DS1 aislada de una muestra de salmuera del
Mar Muerto tiene una concentracion 6ptima de NaCl para su crecimiento de 3 M de
NaCl (halofila moderada) (Figura 5.6).
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Figura 5.9 Curvas de crecimiento de Salarchaeum sp. DS1 en medios de cultivo con distintas
concentraciones de sales: CM+, CM2, CM3, CM4 (4,3; 2; 3; y 4 M de NaCl respectivamente) y
CM2Li1, CM2Li2, CM2Li3, CM2Li3,7 (2 M de NaCl adicionado con 1, 2, 3 y 3,7 M de LiCl
respectivamente). La densidad optica (DO) se midid a 600 nm y la DOo utilizada para la
normalizacién, corresponde al valor inicial.

Resultados similares se informaron para Salarchaeum japonicum, del mismo
género que DS1, que resulté capaz de crecer entre 20 y 55 °C, con un 6ptimo a 40 °C
y una concentracién 6ptima de NaCl entre 2,3 y 3 M (46). Esta cepa no presenta
diferencias estadisticamente significativas (p= 0,298) para el crecimiento en los
medios de cultivo CM3 y CM2Li1. Se puede ver ademas que DS1 tiene el mismo
comportamiento con respecto al crecimiento en los medios de cultivo CM2, CM4 y CM*.
En este caso, las diferencias encontradas en el crecimiento en CM3 y los medios de
cultivos CM4 y CM" si son estadisticamente significativas (p= 0,052 y p=0,007
respectivamente), por lo que la cepa bajo estudio es claramente incapaz de crecer en
medios de cultivo con concentraciones mas altas o bajas a 3 M de NaCl. Con respecto
a los medios de cultivo CM4 y CM2Li2, el litio ejerce un efecto negativo sobre el
crecimiento, ya que la diferencia encontrada en los valores de DO es estadisticamente

significativa (p= 0,004).
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5.4.3. Evaluacion de la concentracion de NaCl 6ptima para el crecimiento

En la seccién anterior se evaluo el crecimiento de arqueas haléfilas en medios de
cultivo con distintas concentraciones de NaCl y LiCl. Esto permitié determinar que las
cepas Halorubrum lacusprofundi, 4-2, Natrimena sp. 5-4, Natrinema sp. 6-1 y
Salarchaeum sp. DS1 son haldfilas moderadas (Figura 5.10, cepas con valores
maximos en el area sombreada de azul). Las cepas con maximo crecimiento en el
area correspondiente a la de microorganismos haldfilos extremos (area roja, Figura

5.10) fueron Halobacterium sp. NRC-1, Halorubrum sp. 3-1 y Haloterrigena sp. 5-1.
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Figura 5.10 Maximos valores de biomasa producida por arqueas haléfilas cultivadas en medios
de cultivo con concentraciones finales de 116,9; 175,3; 233,8 y 259 g/L de NaCl, incubadas a
37 ° C y 100 rpm. El sombreado azul indica el rango de salinidad para el crecimiento optimo de
microorganismos haléfilos moderados, y el rosado el de haléfilos extremos (5). La densidad
optica (DO) se midié a 600 nm y la DOy utilizada para la normalizacion, corresponde al valor
inicial.

Se puede observar que seis de las cepas requieren al menos 116,9 g/L de NaCl
para crecer. Las excepciones fueron Natrimena sp. 5-4 y Natrinema sp. 6-1, en las que
se observé un menor crecimiento en concentraciones mas elevadas de NaCl, siendo
el optimo el valor de 2 M de NaCl. Sin embargo, es necesario también determinar las
otras condiciones 6ptimas de crecimiento para los aislamientos evaluados, ya que los
requerimientos de sales pueden variar dependiendo de otros factores como la
temperatura de incubacion, como fue determinado mediante este trabajo para la cepa
Natrinema sp. 5-4. Todas las cepas evaluadas provenientes del Salar de Uyuni
mostraron comportamientos diferentes, a pesar de haber sido aisladas de un medio
con concentraciones altas de sodio (Tabla 5.1). Aunque el Salar de Uyuni contiene
alrededor de 4 M de sodio en su salmuera (233,8 g/L de NaCl), no todas las cepas

fueron capaces de crecer en presencia de esa cantidad de sal.
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5.4.4. Determinacion de la concentracion de LiCl o6ptima para el
crecimiento

Con respecto al crecimiento de las cepas en medio con cloruro de litio, se pudo ver
que Halobacterium sp. NRC-1, Halorubrum lacusprofundi, Haloterrigena sp. 5-1 y
Salarchaeum sp. DS1 mostraron preferencia por el medio de cultivo CM2Li2,
preparado con 42,2 g/L de LiCl (1 M de LiCl) (Figura 5.11). Salarchaeum sp. DS1 tuvo
un comportamiento similar en los medios de cultivo CM2 y CM2Li1 (0 y 42,4 g/L de
LiCl respectivamente). En el caso de las cepas 4-2 y Halorubrum sp. 3-1, se observé
qgue presentaron el mismo comportamiento en todos los medios de cultivo con litio
(Figuras 5.4 y 5.5). Natrimena sp. 5-4 y Natrinema sp. 6-1 presentaron maximos de
crecimiento en el medio CM2 (116,9 g/L de NaCl), en ausencia de LiCl. Para ambas
cepas, se detectaron menores valores de crecimiento en todos los casos,
independientemente de si las sales presentes son cloruro de sodio o de litio (Figuras
510y 5.11).

}
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Halorubrum sp. 3-1
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Figura 5.11 Maximos valores de biomasa producida por arqueas haléfilas cultivadas en medios
de cultivo con concentraciones finales de 42,4; 84,8; 127,2; 156,9 g/L de LiCl, incubadas a 37 °
C y 100 rpm. La densidad optica (DO) se midi6 a 600 nm y la DQOo utilizada para la
normalizacién, corresponde al valor inicial.

El Salar de Uyuni tiene una concentracion de litio de alrededor de 0,8 g/L (0,1 M de
Li) (Tabla 5.1). Los microorganismos evaluados tienen la capacidad de crecer en
presencia de concentraciones mas elevadas a la de la salmuera del Salar, por lo que
se puede estimar que la mayoria de las cepas serian capaces de mantener la
viabilidad y proliferar en este ambiente. La cepa aislada del Mar Muerto (Salarchaeum
sp. DS1) es capaz de crecer en medio con 42,4 g/L de LiCl, a pesar de haber sido

aislada de un sitio con baja concentracion de litio natural (20 ppm, Tabla 5.1). Esta
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cepa esta entonces capacitada a sobrevivir y proliferar en presencia de LiCl sin haber
estado en contacto previo con elevadas concentraciones de este ion, por lo que la

respuesta puede ser general a iones ambientales.

Todas las cepas de arqueas presentaron una tolerancia alta a la solucién de LiCl
424 g/L en medio de cultivo sélido (5.4.1.). A partir de este resultado, se estimé que en
medio liquido ocurriria una situacién similar, pero se observé que el LiCl afectd
considerablemente el crecimiento microbiano en medio liquido (5.4.2.). Este resultado
es similar al obtenido en la evaluacion de bacterias aisladas del Salar del Hombre
Muerto (3.4.3.). La mayor tolerancia en medio de cultivo sélido puede haber sido
consecuencia de que el contacto con la sal no es tan directo como ocurre en medio de
cultivo liquido. ElI mismo efecto fue observado en cepas del género Streptomyces en
dos casos separados, por un lado, en presencia de boro por Moraga y col (2014) (47)
y, por otro, en presencia de zinc y cobre por Majzlik y col (2011) (48). Ademas, esto
fue descripto previamente en esta investigacion en el estudio de las cepas bacterianas
caracterizadas del Salar del Hombre Muerto, en presencia de LiCl (Seccion 3.4.3.3.). A
pesar de que todas las arqueas estudiadas de acuerdo a su tolerancia en medio de
cultivo sdlido fueron capaces de crecer hasta el borde del canal, s6lo algunas fueron
capaces de crecer en medio liquido con litio. En el caso de las cepas 4-2 y Halorubrum
sp. 3-1, no presentaron valores de crecimiento elevados en ninguna de los medios de
cultivos preparados con LiCl, aun habiendo sido aisladas de un sitio en el que el litio

se encuentra presente de forma natural (Salar de Uyuni).
5.4.5. Comparacion entre las bacterias y arqueas mas tolerantes al litio

De todas las cepas del dominio Bacteria evaluadas en el Capitulo 4 se
seleccionaron Bacillus atrophaeus HX11 y Bacillus sp. SA313 como aquellas cuyo
crecimiento se vio mas favorecido en presencia de cloruro de litio. Estas se
compararon con las dos arqueas estudiadas que tuvieron un efecto similar,
Halobacterium sp. NRC-1 y Halorubrum lacusprofundi (Figura 5.12). Para ello, tanto
para las cepas de bacteria como de arqueas, el valor de DO maximo medido durante
el crecimiento en presencia de cloruro de litio fue normalizado en relacion con el
crecimiento medido en el mismo tiempo en medio de cultivo sin cloruro de litio. Se
seleccionaron los valores maximos, los que indican cuantas veces mas se produce

biomasa en medio de cultivo con LiCl en relacion con el obtenido sin LiCl.
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Figura 5.12 Relacion de biomasa producida en medio de cultivo con litio en relacién a la
obtenida en el mismo tiempo en medio de cultivo sin litio para cada microorganismo. DO es la
maxima densidad 6ptica medida en medio de cultivo con litio agregado (20 g/L para bacterias,
medio D20 y 42,4 g/L para arqueas, medio CM2Li1) y DO es la correspondiente sin LiCl (DM y
CM2 para bacterias y arqueas respectivamente). Se cultivo a 37 °C y 100 rpm para arqueas y
200 rpm y 30 °C para bacterias.

Se alcanzaron valores maximos de DO diferentes en los cultivos de las cepas
microbianas, sin embargo todos presentaron un aumento similar con respecto a la DO
obtenida en medio de cultivo sin litio (Figura 5.12, Tabla 5.3). Cabe destacar que las
arqueas evaluadas crecieron en el doble de concentracién de LiCl que las bacterias y

también el tiempo de incubacién necesario para alcanzar ese valor fue superior.

Tabla 5.4 Cepas de bacterias y arqueas que produjeron la mayor cantidad de biomasa en
medios de cultivo con litio en relacion al crecimiento producido en ausencia de litio. Se utilizé el
medio DM y D20 (sin y con 20 g/L de LiCl) para bacterias y CM2 y CM2Li1 (0 y 42,4 g/L de LiCl)
para arqueas). El tiempo sefalado en la tabla indica el periodo de incubacion en el que se
alcanza la maxima cantidad de biomasa para cada cepa.

Max Tiempo Temperatura Agitacion Concentracion

Dominio Cepa DO  (d) (C) (rpm) de Li (g/L)
Bacteria Bacillus sp. 0,7 2,0 30 200 20
SA313
Bacteria Bacillus 1,1 2,3 30 200 20
atrophaeus
HX11
Archaea Halobacterium 0,5 3,0 37 100 42,4
sp. NRC-1
Archaea Halorubrum 0,5 4,25 37 100 42,4
lacusprofundi
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Se puede ver que independientemente del dominio al que pertenecen los
microorganismos, en medios de cultivo con litio, los microorganismos seleccionados
produjeron entre 1,9 y 2,6 mas biomasa que en los correspondientes medios sin el
metal. Este resultado es muy prometedor con respecto a la potencialidad de recuperar
litio ambiental utilizando microorganismos. Estas cepas no solo tienen la capacidad de
crecer mejor en presencia de LiCl, sino que se observd que ademas pueden
recuperarlo de soluciones acuosas (Seccion 4.4.2.). Bacillus atrophaeus HX11 vy
Bacillus sp. SA313 fueron dos de las cepas bacterianas que adsorbieron la mayor
cantidad de litio durante el crecimiento. Por su parte, no se ha estudiado aun la
capacidad de arqueas de recuperar litio del ambiente; sin embargo, el resultado
obtenido en este ensayo es muy prometedor, ya que se determind que son capaces
de crecer en ambientes con altas concentraciones de LiCl. Las arqueas utilizan
mecanismos de adaptacion a sales diferentes a los empleados por bacterias (5) por lo
que seria interesante determinar si estos organismos son capaces de acumular litio en

el interior celular.

En caso de ser necesario recuperar litio de sistemas con salinidad elevada (similar
a la del agua de mar), una opcién con mucho potencial es la utilizacién de arqueas
haldfilas capaces de crecer en ambientes con concentraciones elevadas de litio y que
ademas sean capaces de recuperarlo. Si, por el contrario, los ambientes a partir de los
cuales se quiere recuperar litio presentan condiciones de menor salinidad, las
bacterias son una buena y prometedora opcién para este fin. Es necesario tener en
cuenta que el tiempo requerido para que cada microorganismo alcance la maxima
produccion de biomasa es caracteristico de cada cepa y debera ser evaluado en las

condiciones en las que se quiere recuperar litio.
5.5. Conclusiones

En medio de cultivo sélido todas las cepas presentaron tolerancia a una solucién
424 g/L de LiCl.

De acuerdo con sus requerimientos de NaCl para el crecimiento, los aislamientos
de arqueas provenientes del Salar de Uyuni fueron clasificadas como haldfilas
extremas (Halobacterium sp. NRC-1, Halorubrum sp. 3-1 y Haloterrigena sp. 5-1), con
valores de salinidad 6ptimos entre 198,7 y 298 g/L de NaCl. Las haldfilas moderadas
(Halorubrum lacusprofundi, 4-2, Natrimena sp. 5-4, Natrinema sp. 6-1 y Salarchaeum

sp. DS1) presentaron valores 6ptimos de crecimiento entre 49,7 y 198,7 g/L de NaCl.

La tolerancia de los microorganismos frente a sales de litio esta ligada fuertemente

a la concentracion final de sales del medio. En concentraciones bajas, el litio puede no
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tener un efecto téxico muy acentuado sobre las células, pero al incrementar su
concentracion es posible ver el efecto negativo sobre el crecimiento. Este
comportamiento se observo en las cepas Halobacterium sp. NRC-1, Haloterrigena sp.
5-1, Halorubrum lacusprofundi, Natrimena sp. 5-4, Natrinema sp. 6-1 y Salarchaeum
sp. DS1.

La cepa de arqueas que desarrollé el maximo crecimiento en presencia de litio fue
Halobacterium sp. NRC-1 y lo hizo en el medio de cultivo CM2Li2, que contiene 42,4
g/L de LiCl. Seria necesario continuar realizando estudios para determinar si las cepas

de arqueas evaluadas son capaces de recuperar litio presente en forma disuelta.
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Capitulo 6: Estudio del genoma y del metiloma de

Micrococcus luteus SA211

6.1. Introduccion

A partir de la revolucién de secuenciacién de genomas que comenzo en los afios
1990s, el desarrollo de tecnologias para la secuenciacion masiva ha llevado a la
generacion de muchas secuencias de genomas de un muy amplio espectro de
organismos, en pocos dias y a relativamente bajos precios. Sin embargo, esto ha llevado
a la obtencién de secuencias incompletas, como es el caso de la secuenciacién a través
de Shotgun Sequencing (1). Entre las tecnologias desarrolladas se comenzé con la
secuenciacién completa del genoma por shotgun, seguida por la de alto rendimiento y
finalmente se desarrollaron diferentes tecnologias como PacBio SMRT (Pacific
Biosciences, Single Molecule Real Time Sequencing) para llegar a la secuenciacion de
una sola molécula de ADN (2) La secuenciacion mediante esta tecnologia tiene muchas
ventajas frente a la obtenida con otros equipos, entre ellas destacan la posibilidad de

detectar mutaciones y modificaciones de bases, como es la metilacion (3).

El estudio de cepas microbianas mediante el analisis de la secuencia de su genoma
es muy Uutil, ya que permite determinar caracteristicas potenciales de los
microorganismos y determinar la existencia de genes de interés en diferentes cepas. A
partir de la informacién del genoma se pueden expresar los genes de interés en otros
sistemas, o clonarlos en organismos que se desean para una actividad potenciada. Los
productos metabdlicos de microorganismos extreméfilos son muy interesantes por sus
aplicaciones biotecnolégicas. Por ejemplo, las proteasas son muy utilizadas en la
industria, y aquellas producidas por arqueas haloalcaléfilas tienen la capacidad de
mantener su actividad en condiciones hostiles (4). El gen que codifica para la proteasa
de interés proveniente de la arquea Natrialba magadii fue clonado y expresado en
Escherichia coli y Haloferax volcanii, microorganismos con los que se obtuvieron niveles
altos de produccion de la enzima. De la misma forma, la enzima B-galactosidasa
codificada por Halorubrum lacusprofundi fue sobre-expresada posteriormente a la

clonacion del gen correspondiente en la haloarquea modelo Halobacterium sp. NRC-1,
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obteniendo cantidades hasta 20 veces mas elevadas de enzima a las obtenidas a partir
de Halorubrum lacusprofundi (5). Asimismo, se pueden realizar estudios evolutivos
mediante la busqueda de elementos génicos que hayan sido adquiridos por
transferencia entre especies microbianas diferentes, por ejemplo, en procesos de

adaptacion a distintos ambientes o condiciones (6, 7,8).

La maquinaria intracelular de los organismos haldfilos ha evolucionado para lograr
el correcto plegamiento de las proteinas y su estabilidad permitiendo su funcionamiento
en altas concentraciones de sales. Uno de los rasgos mas notorios de las proteinas de
los microorganismos haléfilos es la alta frecuencia de residuos cargados negativamente
en su superficie, lo que lleva a formar una red de sales hidratadas que regulan su
estabilidad (9).

Con respecto a su ADN, los microorganismos haléfilos, en general presentan un
contenido de guanina-citosina (GC) elevado, superando el 60%, en comparacion a otros
microorganismos como Escherichia coli, cuyo contenido es del 50% (9). Debido a que
estas bases se encuentran unidas por tres uniones puente hidrégeno, el mayor
contenido de ellas esta relacionado con una mayor estabilidad del ADN genémico. Por
otro lado, y teniendo en cuenta que muchos de los microorganismos adaptados a altas
concentraciones de sales estan adaptados también a otros estreses ambientales como
por ejemplo a la radiacion UV, se sabe que un alto contenido de GC evita la formacién
de dimeros de timina originados por la exposicion a dicha radiacion impidiendo de esta
forma la posible acumulacién de mutaciones (10, 11). Sin embargo, no todos los
microorganismos haldfilos presentan un alto contenido de GC entre sus bases, una

excepcion es Haloquadratum walsbyi, cuyo contenido es 48,7% (9).

Pauly col (2008) (9), determinaron que los microorganismos haldfilos presentan una
composicion de proteinas diferente a los no haldéfilos, dependiente de la composicién de
sus aminoacidos. Esta composicion diferencial en sus aminoacidos lleva a que los
valores de puntos isoeléctricos (pl) tengan una distribucién unimodal con una gran
mayoria de proteinas acidas, mientras que los microorganismos no haléfilos en general
muestran una distribuciéon bimodal con proteinas tanto acidas como basicas, con una

mediana cercana a la neutralidad.
6.1.1. Deteccion de secuencias de ARN a partir del ADN genémico

A medida que el numero de secuencias de genomas fue aumentando, surgi6 la idea
de analizar la secuencia del ADN en busqueda de genes que codifiquen para ARN, ya

sean de transferencia, ribosémicos o que participen en la formacién de estructuras
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terciarias (12). Es posible utilizar programas bioinformaticos para encontrar genes que

codifiquen para secuencias de ARN.

Los programas utilizados para el analisis de secuencias de ARN pueden tener como
objetivo describir la secuencia y/o la estructura del ARN y buscarlo en bases de datos
de genomas. En cuanto a los programas basados en homologia de secuencias, existen
varios, entre los cuales el mas conocido es BLAST. Este utiliza una sola secuencia de
entrada y permite identificar segmentos de secuencias similares en bases de datos (12).
El programa HMMER utiliza un alineamiento como entrada y puede determinar

variaciones y conservaciones en genes o en motivos de las secuencias (12).

Al ser analizados por un programa, los resultados de busquedas de secuencias y
motivos dan como resultado un puntaje (Score) y un valor de esperanza (E-value) para
cada secuencia similar obtenida (hit). El E-value expresa las veces que se obtendria un
hit por azar teniendo en cuenta el mismo puntaje o uno mas alto en una base de datos

del mismo tamafio que la que se esta utilizando para el analisis (12).

6.1.2. Micrococcus Iuteus: importancia, propiedades y potenciales
aplicaciones

Se aislaron cepas de Micrococcus luteus de una gran variedad de ambientes, entre
ellos de aire (13), suelos (14), lagos salinos de altura (15), suelos salinos (16) e incluso
a partir de humanos (17). A pesar de no poseer la habilidad de formar esporas, los
microorganismos de esta especie pueden iniciar un estado de latencia que les permite
permanecer en un estado de baja actividad metabdlica, logrando sobrevivir largos

periodos de tiempo en condiciones adversas (14, 17, 18).

Los microorganismos pertenecientes al género Micrococcus son Gram positivos, no
forman esporas, tienen morfologia celular cocoide y son capaces de producir
carotenoides. En estudios realizados por Mohana y col (2013) (19), se verifico la
capacidad de cepas Micrococcus sp. y Micrococcus luteus de tolerar exposiciones
elevadas a radiacion ultravioleta C (UVC, de longitud de onda corta). Este tipo de
radiacion ocasiona dafios de manera directa y/o indirecta en organismos vivos, siendo
los carotenoides muchas veces responsables de la proteccion frente ella debido a sus

propiedades protectoras y antioxidantes (19).

Entre sus propiedades, se ha comprobado la capacidad de Micrococcus luteus tanto
de tolerar como de adsorber metales como el cobre, siendo la utilizacién de dichos
microorganismos una nueva opcién para su recuperacion en procesos de bioadsorcidon

(20). Se comprobd la capacidad de esta especie de biodegradar compuestos
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xenobidticos, y de producir enzimas y compuestos bioactivos de importancia
biotecnoldgica (18). En este sentido, Santhiniy col (2009) (21) aislaron Micrococcus con
la capacidad de degradar hidrocarburos como el pireno, mientras que otros autores

encontraron cepas de esta especie capaces de metabolizar arsénico (22).

6.2. Objetivos

e Secuenciar el genoma de la bacteria seleccionada Micrococcus luteus
SA211

e Caracterizar el genoma y metiloma de la cepa

e Comparar con secuencias de genomas relacionados filogenéticamente

¢ Analizar los puntos isoeléctricos de las proteinas predichas de SA211 y

comparar con los de otros microorganismos

6.3. Materiales y métodos

Diferentes herramientas de biologia molecular se utilizaron para analizar el genoma

de Micrococcus luteus SA211.
6.3.1. Cepa en estudio

Micrococcus luteus SA211 fue aislada de muestras del Salar del Hombre Muerto, en
el Noroeste Argentino. Esta cepa presenta forma de coco y sus células crecen
agrupadas en tétradas, es Gram positiva, crece en concentraciones elevadas de cloruro
de sodio (hasta 4 M), produce pigmentos amarillos en su membrana (Figura 6.1) y tiene
la capacidad de adsorber hasta un 30% de litio soluble en soluciones acuosas (Capitulo
4, seccion 4.6). Se selecciono esta cepa por su gran potencialidad con respecto a las

aplicaciones biotecnoldgicas, para realizar el analisis de su genoma.

Figura 6.1 Imagen de Micrococcus luteus SA211 crecida en medio de cultivo APCsal.
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6.3.2. Extraccion de ADN gendémico, evaluacion de la integridad,
concentraciéon y calidad del ADN obtenido

Se obtuvo el ADN gendmico de la cepa SA211 a partir de células cultivadas en medio
CNsal (Capitulo 3, seccion 3.3.2.) a 200 rpm y 30 °C durante 24 h. Se cosecharon las
células por centrifugacion a 10.000 rpm por 10 min a temperatura ambiente (Centrifuga
Eppendorf 5415R) y se lisaron mediante el agregado de 800 uL de lisozima (10 mg/mL)
preparada en buffer SET (75 mM NaCl, 25 mM EDTA, 20 mM Tris, pH 7,5). Esta mezcla
se incubd durante 2 h a 37 °C para promover la accion de la enzima sobre la pared
celular bacteriana. Posteriormente se agregaron 80 uL de SDS al 10% (p/v), 20 uL de
proteinasa K (Invitrogen, 20 mg/mL, 40 U/mg) y la mezcla obtenida se incubd por 2 h a
55 °C. Una vez transcurrido este tiempo, se agregaron 335 uL de NaCl5 My 700 uL de
cloroformo:alcohol isoamilico (24:1) y se incubd durante 30 min a temperatura ambiente.
Finalmente se centrifugd a 12.000 rpm durante 10 min y se recupero la fase acuosa (23),
se precipitdé el ADN mediante el agregado de acetato de sodio (3 M, pH 5,2) e
isopropanol (0,65 volumenes) y se recuper6 el ADN mediante centrifugacion (12.000
rom, 10 min) (24). El pellet obtenido se lavd con etanol, se secd y se resuspendi6 en
buffer Tris-EDTA (TE), pH 8 y se lo almacend a -20 °C hasta su uso.

Se cuantificé el ADN obtenido utilizando Nanodrop y Qubit (en ambos casos se
utilizaron los protocolos estandares de cada equipo para la cuantificacion del ADN,
siguiéndose las especificaciones correspondientes). Para la secuenciacioén del genoma
se utilizaron muestras con una razén de absorbancia de las longitudes de onda 260/230

cercanas a 1,8 (para asegurar la pureza del ADN) y con una concentracion de al menos
4 ug/ul.

Posteriormente se realizd una electroforesis un gel de agarosa 1% preparado con
SybrSafe durante 1 h a 85V (Biorad). El gel se observo en un transiluminador (Labnet,
U1000-230) y se identificaron bandas correspondientes al ADN genémico y otras de
menor tamano de ARN. Ademas, se lisaron 20 uL de extracto de acidos nucleicos totales
con 3 uL de enzima ARNasa (Inbio, 10 mg/mL, 2,5 U/ug) durante 40 min a 37 °C para

verificar la presencia de ARN en la muestra.
6.3.3. Secuenciacién del genoma y determinacion del metiloma

La secuenciacion del genoma se llevé a cabo mediante una plataforma PacBio RS
Il. El secuenciamiento estuvo a cargo de Richard Roberts y Brian Anton, de New
Englans Biolabs, Beverly, Massachusetts (25). Se preparé una biblioteca de

secuenciamiento SMRTbell a partir de ADN gendémico fragmentado al azar a fragmentos
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de 20 kb con un equipo Megaruptor (Diagenode, Denville, Nueva Jersey, EEUU) y los
fragmentos se seleccionaron utilizando un BluePippin (Sage Science, Beverly,
Massachusetts, EEUU). La biblioteca se secuenci6 utilizando una SMRT cell con
quimica C4-P6 y un tiempo de secuenciaciéon de 360 min. Las secuencias obtenidas (un
total de 37.323) fueron ensambladas de novo utilizando RS_HGAP_Assembly.3 (26) en
la plataforma SMRT Analysis 2.3.0 utilizando los parametros por defecto. La correccién
de errores y el cierre del genoma se realizaron utilizando RS_BridgeMapper.1, y los
patrones de metilacion fueron determinados utilizando
RS_Modification_and_Motif_Analysis.1, ambos mediante SMRT Analysis y con los

parametros por defecto del programa.

También, mediante la secuenciacion PacBio SMRT se pueden predecir cuales son
los motivos del genoma que han sido metilados e identificar las metiltransferasas m°A y
m*C (MTasas) responsables de los patrones de metilacién. Es decir que, se puede
establecer no solamente cuales son los genes de MTasas activos, sino que también
cual es la secuencia de reconocimiento a la que estan asociados. El conjunto de motivos

metilados del genoma se conoce como “Metiloma” (27).

La anotacion del genoma fue realizada utilizando GeneMark (28), tRNAscan (29) y

la Pipeline de Anotacion de genomas procariotas del NCBI PGAP (30).

6.3.4. Comparacion del genoma de SA211 con el de otros Micrococcus

mediante herramientas de bioinformatica

El genoma de la cepa Micrococcus luteus SA211 se compard con secuencias de
genomas del género Micrococcus cargadas en la base de datos del NCBI (Tabla 6.1)
utilizando el software Mauve. Este software es una herramienta libre para realizar
alineamientos de dos o mas genomas con un navegador interactivo que permite
visualizar los resultados e identificar regiones de elevada similitud (Bloques Colineales
Locales - Locally Collinear Blocks LCBs) (1, 31).
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Tabla 6.1 Secuencias de genomas comparadas utilizando el software libre Mauve.

Tecnologia usada

Organismo  Biomuestra® Bioproyecto® Ensamble? para la
secuenciacion
Micrococcus 10253004 PRJNA497281 GCA _003691675.1 PacBio
luteus SA211
Micrococcus ~ 00000281 PRJNA20655 GCA_000023205.1 454 piro
luteus NCTC 2665 secuenciacion
Micrococcus 08222739 PRJNA388547 GCA _003071525.1 PacBio
luteus SGAIr0127
Micrococcus sp. 06173346 PRJUNA224116 GCF_002206575.2 PacBio; lllumina
FDAARGOS_333 (WGS)
Micrococcus sp. 04335744 PRJNA224116 GCF_001595485.1 lllumina MiSeq
CH7 (WGS)
Micrococcus sp. 03436263 PRJNA224116 GCF_001816085.1 lllumina (WGS)
HMSC31B01 (e01)
Micrococcus sp. 04480031 PRJNA224116 GCF_001812555.1 lllumina (WGS)
HMSCO067E09 (e09)
Micrococcus sp. 09083205 PRJNA224116 GCF_003315015.1 PacBio (WGS)

KT16

Adatos tomados del NCBI. Todos los codigos de las biomuestras inician con SAMN.

En un primer analisis, se incluyeron a los genomas de Micrococcus sp.
FDAARGOS 333, Micrococcus sp. CH7, Micrococcus sp. HMSC31B01, Micrococcus
sp. HMSCO067E09, Micrococcus Iluteus NCTC 2665, Micrococcus sp. KT16 y

Micrococcus Iluteus SA211. En tanto, en el segundo analisis se tuvieron en cuenta

unicamente aquellos microorganismos cuyo genoma estaba secuenciado por completo,

sin zonas sin secuenciar (gaps), que incluyen a Micrococcus luteus SA211, NCTC 2665

y SGAIr0127.

Por otra parte, también se realizdé un analisis de la secuencia de SA211 con NCTC

2665 en la plataforma de la pagina web del Laboratorio de Haléfilos del Dr DasSarma

(https://halo.umbc.edu). La plataforma permite comparar genomas de a pares, dando

como resultado mismatches (secuencias que no se corresponden entre los genomas)

entre las secuencias comparadas y las localizaciones de las diferencias encontradas.
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6.3.5. Prediccién del proteoma

La secuencia del genoma de Micrococcus luteus SA211 se utilizd para predecir la
identidad de las proteinas que la cepa podria sintetizar. Para la prediccion de los genes
en el genoma bacteriano se utilizé el programa GeneMark.hmm (32, 33, 34). Este
programa permite encontrar puntos de transicion entre estados de codificacion y no
codificantes. Se consideraron las identidades de proteinas con E-values menores a 10
©(35).

6.4. Resultados y discusioén

Micrococcus luteus SA211 se caracterizé mediante el analisis de la secuencia de su

genoma.
6.4.1. Caracteristicas generales del genoma y metiloma

La separacion de los acidos nucleicos totales mostro la presencia no solamente de
ADN gendmico en la muestra, sino ademas de otros elementos genéticos (Figura 6.2).
La digestion la muestra con ARNasa permitié verificar que las bandas observadas
previas a la digestion correspondian a ARN, ya que no se detectaron en el extracto
digerido.

Control | Digerido

ADN genémico n +~»‘

-
| .
O

Figura 6.2 Geles de las corridas electroforéticas de las muestras de ADN control (sin digerir) y
digeridas con ARNasa (Inbio, 10 mg/mL, 2,5 U/ug). Cada 20 uL de extracto de acidos nucleicos
totales se agregaron 3 uL de enzima y se incubé durante 40 min a 37 °C.

El genoma de SA211 esta compuesto por 2.483.045 pb, es rico en GC (73%) y

consiste en un solo cromosoma circular. Este genoma es de menor tamafio que el de
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Micrococcus luteus NCTC 2665 (17), de 2.501.097 pb y comparten el mismo porcentaje
de GC. Otro genoma similar, es el Micrococcus luteus (Schroeter) Cohn (ATCC 12698),
con 2.411.958 pb y contenido de GC del 73,14%, caracteristico de esta especie (36). La
secuenciacion de SA211 mostré que esta cepa no presenta elementos genéticos
extracromosémicos, lo contrario a lo descripto previamente por Dhanarani y col (2009)
para otras especies de Micrococcus (37). Cepas de la especie Micrococcus luteus
fueron descriptas como resistentes a antibiéticos y con actividad osmotolerante, ligadas
a la presencia de plasmidos (15, 18). Por otro lado, el genoma de la cepa SGAir0127

mostroé la presencia de un plasmido como parte del genoma (38).

Los genomas microbianos contienen una variedad de modificaciones en sus bases,
generalmente como consecuencia de metilaciones de residuos que contienen adenina
o citosina. Estas metilaciones ocurren por la accion de sistemas de restriccion-
modificacion (RM), que son mecanismos de defensa que protegen a la célula de
bacteriéfagos, por ejemplo. En general, los sistemas RM incluyen una enzima de
restriccion (endonucleasa) y una metilasa que son especificas para un motivo
determinado. Las endonucleasas reconocen y escinden la cadena de ADN en el motivo
para degradar el ADN extraiio. Como el ADN bacteriano propio ha sido metilado, la
bacteria esta protegida y el sistema de degradacién de ADN no actuara sobre su propio
genoma. Estas modificaciones también participan en controlar procesos biolégicos,
como el ciclo celular, la replicacion de ADN, su reparacion, expresién geénica y
patogenicidad (39, 40, 41).

Las modificaciones a nivel de ADN pueden afectar una variedad de procesos en los
organismos, incluyendo la expresién de genes, su silenciamiento, replicacion del ADN,
reparacion y regulacién de la transcripcién. En genomas bacterianos, las NP-
metiladenina (m°A), N*-metilcitosina (m*C) y 5-metilcitosina (m®C) funcionan como
componentes de sistemas de RM (3, 39). Los grupos metilo de estos elementos
sobresalen del surco mayor de la doble hélice de ADN, que son en general sitios de
reconocimiento para proteinas de unidén al ADN, lo que lleva a una regulacién en la
interaccion entre bases de adenina o citosina criticos con dichas proteinas. Este proceso

de metilacion de bases ocurre después de la replicacion del ADN (14).

En el genoma de Micrococcus luteus SA211, los motivos metilados incluyen en su
mayoria modificaciones en la base de adenina (Tabla 6.2), dando origen a N®-
metiladenina (m6A), que es la modificacion mas comun encontrada en genomas
bacterianos (40, 41). A su vez, mediante la metodologia de secuenciacion utilizada se
determiné dénde se localizan las secuencias que codifican para las metiltransferasas

(MTasas) que participaron en el proceso de metilaciéon. Como las enzimas tienen la
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capacidad de metilar secuencias especificas, al conocer cudles son las secuencias que
codifican para dichas enzimas se puede conocer cuales son las secuencias diana, y
relacionar su metilacion a alguna propiedad especifica en la célula. En el caso de los
primeros tres motivos, todos los encontrados en el genoma estaban metilados (Tabla
6.2). En el caso de CTCGAG, solo alrededor del 15-40% de los motivos detectados con
esta secuencia presentaron metilacion (probable m5C), y no se pudo determinar con

precision cual es la base metilada.

Tabla 6.2 Motivos metilados en Micrococcus luteus SA211. Las secuencias estan en direccion
5"a 3'. Las bases subrayadas indican la base metilada en la secuencia. Los motivos con R tienen
un nucledétido A o G.

Motivos Locus de
Motivo Modificaciéon
detectados (%) MTasa predicho
GCA(N7)RTGT m6A* 100 FMM_08165
CAGATG m6A* 100 FMM_ 10000
AGCCCA m6A* 99,9 FMM_11335
CTCGAG probable m5C 15-40 FMM_08635

m6A: la base metilada es N8-metiladenina
m5C: la base metilada es 5 metilcitosina

Una de las consecuencias mas importantes de las metilaciones sobre los
microorganismos es una resistencia incrementada que les permite proliferar en
ambientes bajo estrés (42). Por ejemplo, Escherichia coli es capaz de crecer en
presencia de antibiéticos cuando presenta metilaciones en la adenina del motivo GATC
de su genoma. Sin embargo, si no presenta dichas metilaciones pierde su capacidad de
resistencia (42). Esta situacion permite comprender la existencia de cepas de la misma
especie con diferentes sensibilidades a compuestos téxicos y a antibidticos (42).
Ademas, en distintas cepas patégenas se ha relacionado de forma directa el grado de

virulencia con la presencia de metilaciones (40).
6.4.2. Anotacién del genoma

El genoma de Micrococcus luteus SA211 codifica para 2.161 proteinas totales (25),
con un promedio de puntos isoeléctricos de 5,6 y una moda de 4,8, lo que indica la
presencia de proteinas acidas (Figura 6.3), las cuales son caracteristicas de
microorganismos haléfilos (43). A comparacion de la cepa Micrococcus luteus NCTC
2665, el genoma de SA211 codifica para 242 proteinas menos, en concordancia con el

menor tamaro del genoma de la cepa. Asimismo, en el genoma de Micrococcus luteus
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(Schroeter) Cohn (ATCC 12698) se detectd un total de 2.317 secuencias que codifican

para proteinas, 156 menos que en las descriptas para Micrococcus luteus SA211.

La deteccion de proteinas utilizando Genemark dio un mayor valor (2.281) que las
predichas por NCBI (2.161). Esto puede ser consecuencia de los programas utilizados

para las predicciones.
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Figura 6.3 Distribucién de las proteinas totales de Micrococcus luteus SA211 de acuerdo con su
punto isoeléctrico (pl).

En el genoma de SA211 también se encontraron secuencias que codifican para 48
RNAt (Tabla 6.3), tal como ocurre con Micrococcus luteus (Schroeter) Cohn (ATCC
12698) (36) incluyendo a todos los aminoacidos necesarios para el crecimiento y
correcto funcionamiento de las células. Ademas, en SA211 se encontraron dos
operones de los ARNr 5S, 16S y 23S, ubicados en diferentes direcciones en la
secuencia (esto puede verse de acuerdo con las bases de inicio y de finalizacién en el
genoma). Se localizé cada una de las secuencias de ARN detectadas en el genoma,

pudiendo determinar ademas la direccion en la que se encuentra.

Tabla 6.3 Locus en el genoma de Micrococcus luteus SA211 de secuencias de ARNr y ARNt.

Base de Base de Tipo de Nombre y

Locus
inicio fin ARN operon
FMM_3001 57418 58533 ARNr 5s ARNr (1)
FMM_3002 54134 57223 ARNr 23S ARNr (1)
FMM_3003 52177 53687 ARNr 16S ARNr (1)
FMM_3004 445799 445684 ARNr 5S ARNr (2)
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Tabla 6.3 Locus en el genoma de Micrococcus luteus SA211 de secuencias de ARNr y ARNt
(Continuacion).

Base de Base de Tipo de Nombre y
Locus
inicio fin ARN operon

FMM_3005 449082 445993 ARNr 23S ARNr (2)
FMM_3006 451038 449528 ARNr 16S ARNr (2)
FMM_3007 58221 58297 ARNt ARNt-Pro
FMM_3008 71190 71266 ARNt ARNt-Thr
FMM_3009 73193 73266 ARNt ARNt-Val
FMM_3010 193769 193845 ARNt ARNt-Leu
FMM_3011 239494 239565 ARNt ARNt-GIn
FMM_3012 348161 348232 ARNt ARNt-Asn
FMM_3013 405585 405658 ARNt ARNt-Met
FMM_3014 613023 613094 ARNt ARNt-GIn
FMM_3015 613150 613222 ARNt ARNt-Glu
FMM_3016 613352 613424 ARNt ARNt-Glu
FMM_3017 688216 688289 ARNt ARNt-Val
FMM_3018 729519 729592 ARNt ARNt-Pro
FMM_3019 767922 767997 ARNt ARNt-Ala
FMM_3020 769385 769457 ARNt ARNt-Ala
FMM_3021 856740 856821 ARNt ARNt-Leu
FMM_3022 1712060 1712133 ARNt ARNt-Gly
FMM_3023 2161862 2161935 ARNt ARNt-lle
FMM_3024 2162167 2162239 ARNt ARNt-Ala
FMM_3025 2194570 2194653 ARNt ARNt-Leu
FMM_3026 2282484 2282556 ARNt ARNt-Lys
FMM_3027 2297408 2297480 ARNt ARNt-Glu
FMM_3028 2297597 2297670 ARNt ARNt-Asp
FMM_3029 2297743 2297818 ARNt ARNt-Phe
FMM_3030 2399680 2399765 ARNt ARNt-Ser
FMM_3031 2481616 2481526 ARNt ARNt-Ser
FMM_3032 1796351 1796279 ARNt ARNt-Ala
FMM_3033 1583381 1583300 ARNt ARNt-Tyr
FMM_3034 1572075 1572004 ARNt ARNt-Thr
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Tabla 6.3 Locus en el genoma de Micrococcus luteus SA211 de secuencias de ARNr y ARNt
(Continuacion).

Locus Base de Base de Tipo de Nombre y
inicio fin ARN operon

FMM_3035 1571943 1571870 ARNt ARNt-Met
FMM_3036 1554211 1554139 ARNt ARNt-Trp
FMM_3037 1324002 1323929 ARNt ARNt-Met
FMM_3038 1221243 1221167 ARNt ARNt-Pro
FMM_3039 944012 943929 ARNt ARNt-Leu
FMM_3040 819473 819400 ARNt ARNt-Gly
FMM_3041 819381 819311 ARNt ARNt-Cys
FMM_3042 819252 819181 ARNt ARNt-Val
FMM_3043 819152 819079 ARNt ARNt-Gly
FMM_3044 728465 728395 ARNt ARNt-Gly
FMM_3045 714120 714047 ARNt ARNt-Arg
FMM_3046 706867 706792 ARNt ARNt-His
FMM_3047 591914 591842 ARNt ARNt-Lys
FMM_3048 591199 591119 ARNt ARNt-Leu
FMM_3049 534819 534747 ARNt ARNt-Arg
FMM_3050 89479 89406 ARNt ARNt-Arg
FMM_3051 29581 29508 ARNt ARNt-Thr
FMM_3052 27789 27702 ARNt ARNt-Ser
FMM_3053 19116 19025 ARNt ARNt-Ser
FMM_3054 1882 1809 ARNt ARNt-Arg

6.4.3. Comparacion de los genomas de SA211 con otros Micrococcus

cercanos filogenéticamente

Para la mayoria de los experimentos en los que se secuencian genomas, la
comparacion con otras secuencias es muy importante, con el objeto de determinar la
existencia de similitudes y diferencias entre los genomas de los organismos comparados.
Muchas veces es mas facil comprender dénde se encuentran estas diferencias e
interpretar los resultados a través de la visualizacion de las comparaciones mediante la
generacion de figuras. Uno de los softwares utilizados para este fin es Mauve (44), que
crea bloques de diferentes colores y los relaciona mediante lineas de union, que
permiten detectar cuales son los locus compartidos y en qué ubicaciéon de cada genoma

se encuentran. Las secuencias compartidas se codifican como bloques del mismo color.
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Asimismo, las secuencias que no se comparten aparecen como huecos en el genoma

correspondiente.

La comparacion del genoma de SA211 con otros filogenéticamente similares
(Micrococcus sp. FDAARGOS 333, WMicrococcus sp. CH7, Micrococcus sp.
HMSC31B01, Micrococcus sp. HMSCO67EQ09, Micrococcus sp. KT16) permitio
identificar secuencias compartidas entre los genomas. Asimismo, permitio determinar
que los bloques mencionados anteriormente fueron conformados por secuencias muy
cortas (bloques pequefos) y distribuidos de manera diferente en los genomas (Figura
6.4). Esto es consistente con la metodologia utilizada para la secuenciacion de las cepas
de las bases de datos, ya que al ser Whole Genome Shotgun Sequencing (WGS) las
secuencias de los genomas no se encuentran completas. Justamente, una de las
dificultades de la secuenciacion mediante WGS es que como resultado se obtienen
secuencias cortas. Estas secuencias deben acomodarse mediante comparacion con
secuencias de genomas de organismos cercanos filogenéticamente para poder
determinar el orden en el que los contigs (secuencias de ADN superpuestas que
permiten reconstruir una secuencia original) o scaffolds (serie de contigs que se
encuentran en el orden correcto, pero no necesariamente unidos) se encontrarian en el
genoma. Esta metodologia permite tener una cobertura de todo el genoma, pero la
secuencia final se obtiene con gaps (brechas o espacios vacios) razén por la que se
observaron tantas diferencias en las comparaciones, aunque los porcentajes de

homologia hayan sido altos.
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Figura 6.4 Comparacion de las secuencias de los genomas correspondientes a las cepas
Micrococcus sp. FDAARGOS_333, Micrococcus sp. CH7, Micrococcus sp. HMSC31B01,
Micrococcus sp. HMSCO67EQ9, Micrococcus Iluteus NCTC 2665, Micrococcus sp. KT16 y
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Micrococcus luteus SA211. Los bloques de colores de cada genoma representan secuencias
compartidas. Las secuencias compartidas se relacionan mediante lineas de uniéon entre los
genomas.

Una segunda comparacion, realizada con genomas de las cepas Micrococcus luteus
SGAIir0127 y Micrococcus luteus NCTC 2665, con una cobertura completa de la
secuencia, permitié determinar las similitudes entre ellas. Se observaron cuatro bloques
de alta homologia presentes en todos los genomas, representados por los colores
amarillo, rojo, violeta y azul (Figura 6.5). Por otro lado, se observa en el segundo
genoma los bloques rojo y azul tienen otra localizacion; sin embargo, en todas estan
presentes todos los bloques, es decir que comparten la misma informacion genética.
Ademas, las secuencias que son diferentes entre los genomas, representadas por

huecos, son muy cortas en comparacién con las compartidas.

Putonti y col (2017) (36) también compararon el genoma de Micrococcus luteus con
la cepa NCTC 2665 utilizando Mauve y encontraron secuencias similares, asi como

regiones unicas de cada cepa, tal como se encontré con el genoma del presente estudio.

200000 400000 600000 800000 1008000 1208000 1408000 1600000 1800000 2006000 2200000 2400000

N R’J‘—W "L["qu B ’[M ' Hﬂﬂm.ﬂmm

v

2665.txt . R

——— —— 8 A
5 200000 400000 ———600000 800000 1006000 1200000 1400000 T600006<———1800000 2000000 2200000 2400090

L B
S QHMLH _‘1{ M L

airstrain.txt _———= R T v
) 200000 400000 600066— 800000 1000000 1200000 1400000 1600000 —+80d000 2000000 2200000 2400000

I

e

SA211

A
R

Bl Tl

sa2lltxt

Figura 6.5 Comparacién de las secuencias de los genomas correspondientes a las cepas de
Micrococcus luteus NCTC 2665, SGAIr0127 y SA211. Los bloques de colores de cada genoma
representan secuencias compartidas. Las secuencias compartidas se relacionan mediante lineas
de unién entre los genomas.

En cuanto a las comparaciones de genomas llevadas a cabo mediante la plataforma
de Haloweb, se detectaron 1.024 mismatches entre las secuencias de Micrococcus
luteus SA211 y NTCT 2665. Se evaluaron los mismatches encontrados, detectando en

algunos de ellos deleciones para SA211. Es decir que, esta cepa carece de secuencias
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presentes en NTCT 2665. A pesar de que en algunos mismatches se detectaron
deleciones de 500 pb para SA211, estas secuencias no parecen participar en funciones

imprescindibles para la célula.

6.4.4. Comparacion de los pls de las proteinas predichas en la cepa SA211

con los de otros organismos

Las proteinas predichas se analizaron mediante GeneMark.hmm y se determinaron
los puntos isoeléctricos para cada una de ellas. Las diferencias entre las distribuciones
de los pls de proteinas de distintos organismos permitié establecer una separacion entre
las proteinas que pertenecen a microorganismos no haldfilos con respecto a los haléfilos
(Figura 6.6). Para la comparacién se seleccionaron los proteomas de Bacillus subtilis
subsp subtilis 168 y Escherichia coli BL21 cargados en la base de datos del NCBI.
Ademas, se utilizaron los datos de pl de las proteinas totales de la cepa modelo de
arqueas haldfilas Halobacterium sp. NRC-1y los valores de la cepa halofila Micrococcus
luteus SA211.
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Figura 6.6 Distribucion de pl de las proteinas totales predichas de Halobacterium sp. NRC-1,
Bacillus subtilis subsp subtilis 168, Escherichia coli BL21y Micrococcus luteus SA211.

La gran mayoria de las proteinas de NRC-1 fueron acidas, presentaron una
distribucién unimodal, con una media de 5 y moda de 4,2. Estos valores de pl acidos
son caracteristicos de microorganismos haldfilos extremos. La propiedad de sintetizar
proteinas con esta naturaleza les permite mantener su actividad en presencia de
elevadas concentraciones de sales (33). En el caso de Micrococcus luteus SA211 se
pudo ver una distribucién similar, aunque no tan marcada hacia las proteinas acidas y

con una menor proporcion de proteinas en casi todos los puntos isoeléctricos. Ademas,
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SA211 presento proteinas con valores de pl 12, caracteristica que no se encontré en

las otras cepas evaluadas.

En el caso de los pls de las proteinas de Escherichia coli BL21 la distribucion fue
mas homogénea y presento pocas proteinas acidas. En este caso no se observo una
distribucion unimodal, la mayor cantidad de proteinas del microorganismo tomaron
valores de pl entre 5 y 7 y ademas, presentd una cantidad considerable de proteinas
con pl entre 8,5 y 10. En general, la distribucion en los valores de pl de las proteinas
pertenecientes a microorganismos no haldfilos da como resultado una media cercana a
la neutralidad (43). Esto refuerza el hecho de que este microorganismo sea incapaz de
crecer en presencia de altas concentraciones de sales, tal como fue verificado de
manera experimental en el Laboratorio del Dr. DasSarma (datos no mostrados). Por otra
parte, microorganismos pertenecientes al género Bacillus han mostrado la capacidad
de crecer en ambientes salinos (45), siendo halotolerantes, ya que también pueden
crecer en medios sin sales. En el caso de la cepa de Bacillus subtilis subsp subtilis 168
analizada, se observd una situaciéon intermedia entre Micrococcus luteus SA211 y
Escherichia coli, BL21 ya que la mayoria de las proteinas presentaron un valor de pl
alrededor de 5, pero ademas presenté otro pico cercano a 10. Estos resultados
concuerdan con los datos descriptos por Kennedy y col (2001) (46), que observaron la
misma distribucién. Estos resultados mostraron que Micrococcus luteus SA211 tiene la
capacidad de sintetizar proteinas acidas, siendo ésta una caracteristica importante para
mantener su actividad en presencia de sales; pero ademas, también puede producir
proteinas alcalinas que le darian la habilidad de crecer en medios no salinos, siendo de

esta forma capaz de subsistir en ambas condiciones.

Pauly col (2008) (9) realizaron comparaciones de la distribucién de los pls predichos
de las proteinas codificadas en genomas de microorganismos tanto haléfilos como no
haldfilos, de los dominios Archaea y Bacteria. Del mismo modo que en este caso, ellos
encontraron un incremento en los porcentajes de proteinas acidas en las cepas halofilas
en comparacion con las no haldfilas. Ademas, también detectaron un porcentaje
considerable de proteinas con un valor de pl de 10, ademas de proteinas a pl 5. Puede
observarse en su trabajo con microorganismos no haldfilos, una distribuciéon amplia con
respecto a los valores de pl de las proteinas codificadas por el genoma, siendo muy
diferentes a la situacion descripta en el caso de microorganismos haldfilos. Resultados
similares también fueron descriptos por Kennedy y col (2001) (46), mostrando que las
caracteristicas de las proteinas codificadas por cada genoma varian de acuerdo con la

naturaleza de los microorganismos.
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Observando que la cepa bajo estudio presentd una distribucion de los pl de sus
proteinas diferente al de cepas no haldéfilas y al de arqueas haldfilas extremas, se realizé
una comparacion entre los pl de las proteinas predichas del genoma de SA211 con el
de una bacteria haldfila (Salinibacter rubrum) y con una arquea poliextremofila,
(Methanothermobacter thermautotrophicus), empleando Halobacterium sp. NRC-1

como referencia (Figura 6.7).
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Figura 6.7 Distribucion de pl de las proteinas totales predichas para Halobacterium sp. NRC-1,
Methanothermobacter thermautotrophicus, Salinibacter rubrum 'y Micrococcus luteus SA211.

Los cuatro microorganismos estudiados mostraron una distribucién unimodal de los
valores de pl bastante uniforme. Sin embargo, cada microorganismo presenté sus
particularidades con respecto a los puntos isoeléctricos de sus proteinas. Al ser
Halobacterium sp. NRC-1 una cepa haldfila extrema, su moda es la mas acida, seguida
por la bacteria haldfila Salinibacter rubrum. Micrococcus luteus SA211 no presenté
tantas proteinas acidas como las esperadas para una cepa haldfila extrema. Por su
parte, la arquea Methanothermobacter thermoautotrophicus es metanogénica,
termofilica, anaerdbica y basofila (47) y presenta un perfil de proteinas muy similar al de
la cepa bajo estudio. A pesar de pertenecer a diferentes dominios se conoce que las
cepas de arqueas alcaldfilas comparten caracteristicas con bacterias haléfilas (48). Esto
es consecuencia de que los ambientes haléfilos tienen diferentes valores de pH, y
muchos de los ambientes hipersalinos existentes son alcalinos. Como consecuencia de
las adaptaciones a los ambientes, las arqueas basdfilas deben mantener el pH
intracelular cercano a la neutralidad y lo hacen de la misma manera que los haldfilos.
Asi, las proteinas estudiadas de microorganismos haloalcaléfilos tienen una gran
proporcion de residuos acidicos, repitiendo la situacidén observada en proteinas haléfilas

(48). Esta podria ser una explicacion a que las proteinas predichas para la cepa SA211
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comparta de manera mas cercana su distribucién con la cepa de arquea y no con la

bacteriana haldfila respecto a sus pls.

Ademas, los genomas de las cepas de Micrococcus sp. HMSCO067EQ9, Micrococcus
sp. HMSC31B01, Micrococcus sp. FDAARGOS 333, Micrococcus sp. KT16,
Micrococcus sp. CH7 y Micrococcus luteus SA211 se utilizaron para predecir los puntos
isoeléctricos de las proteinas codificadas en sus genomas. A partir de estos datos, se
analizo la distribucion de los pls de las proteinas predichas (Figura 6.8). Se pudo
determinar que todos tienen una distribucion de pl unimodal y también se detecto la
presencia de proteinas con un valor de pl de 12, situacién que no fue observada en el
analisis de microorganismos haldfilos, ya sean arqueas o bacterias, y haléfilas o no. Al
pertenecer todos los microorganismos al mismo género, se puede afirmar que la
distribucién de los pls de las proteinas predichas a partir de la secuencia del genoma
de todos ellos es comun, al menos de los microorganismos del género Micrococcus
utilizados para este analisis y difiere de las distribuciones observadas en los otros

microorganismos evaluados.
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Figura 6.8 Distribucion de pl de las proteinas totales predichas de diferentes cepas de
Micrococcus, entre las que se encuentran Micrococcus sp. HMSCO067EQ9, Micrococcus sp.
HMSC31B01, Micrococcus sp. FDAARGOS 333, Micrococcus sp. KT16, Micrococcus sp. CH7
y Micrococcus luteus SA211.

El conjunto de proteinas predichas a partir del genoma de Micrococcus luteus SA211,
conocido como proteoma, permitié detectar la presencia de genes codificantes para
proteinas que participan en una gran variedad de funciones. La determinacion del
conjunto de proteinas que estan codificadas en el genoma se conoce como “Anotacion

del genoma”. Esto permitié identificar proteinas involucradas en el metabolismo celular,
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en el transporte a través de la membrana plasmatica, en la interaccion con metales,
proteinas relacionadas a la respuesta a estrés ambiental, entre otras. Entre las proteinas
encontradas, ademas se detectaron componentes de sistemas de reparacion de ADN
relacionados a dafios causados por luz ultravioleta, por lo que esta cepa tiene
potencialidad de ser resistente a la radiacion, como ha sido descripto para otros
microorganismos del mismo género (19). Es necesario realizar un analisis profundo de
las proteinas predichas mediante GeneMark para determinar las propiedades

potenciales de esta cepa tan prometedora.

6.5. Conclusiones

Las herramientas de biologia molecular y bioinformatica son muy poderosas y utiles
en la obtencion de informacion de microorganismos. Mediante el analisis de la cepa
aislada del Salar del Hombre Muerto Micrococcus luteus SA211, se pudo determinar

que contiene un solo cromosoma circular y no posee otros elementos genéticos.

A partir de las comparaciones entre los genomas de cepas relacionadas
filogenéticamente a Micrococcus luteus SA211 se determiné que no existen diferencias

considerables entre los genomas de los microorganismos analizados.

Mediante el analisis de las proteinas totales predichas por la secuencia del genoma
de SA211 y la comparacion con otros genomas se determind que la mayor cantidad de

ellas tienen naturaleza acida, caracteristico de microorganismos haldfilos.

Finalmente, es importante destacar que, a partir de la secuencia del genoma de la
cepa de interés, es posible profundizar en el estudio de sus propiedades y
caracteristicas con el fin de determinar sus potencialidades en aplicaciones

biotecnoldgicas.
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Capitulo 7: Analisis proteémico de bacterias aisladas

del Salar del Hombre Muerto

7.1. Introduccion

Las herramientas de biologia molecular, tal como se expreso en el capitulo anterior,
son muy utiles para determinar tanto las potencialidades de los microorganismos como
la manera en la que ellos responden a factores ambientales. Por su parte, la
protedmica facilita el estudio de los mecanismos, rutas metabdlicas, enzimas etc.,
utilizados por los microorganismos bajo diferentes condiciones, lo que permite

entender la respuesta de los microorganismos frente a variaciones ambientales (1).

Aunque ambas son herramientas complementarias, la gran ventaja de la
protedmica frente a la genémica radica en que, a pesar de la potencialidad de los
genes que presenta un organismo, ellos se expresan solo cuando se requiere su
funcién. Conocer cuando se sintetizan determinadas proteinas es la clave para
comprender muchos procesos de adaptacion. Por otra parte, la sintesis de proteinas
es un proceso muy regulado que utiliza diferentes sistemas y ademas se lleva a cabo

a costas de un gran gasto de energia de la célula (2).

En particular los microorganismos haldfilos, poseen proteinas y enzimas
adaptadas a las altas concentraciones de sales que les permiten mantener sus
funciones, mientras que las proteinas no adaptadas a dichas condiciones se
desnaturalizan, agregan y precipitan (3, 4). Por su lado, los microorganismos
halotolerantes pueden regular su metabolismo tanto en condiciones de altas
concentraciones de sales como en ausencia de éstas. Las propiedades de esos
microorganismos son realmente interesantes, entre ellas destacan la capacidad que
tienen algunos de acumular poli-B-hidroxibutirato en su interior, ademas de
biodegradar compuestos xenobiéticos, como es el caso de Oceanimonas sp. GK1 (5).
Se han encontrado, ademas, actinobacterias halotolerantes con resistencia elevada a

radiacion gamma y a la desecacion (5).
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Entre las adaptaciones celulares y enzimaticas destacan aquellas que les permiten
mantener la presion osmoética de las células con respecto al ambiente (4,6). Como se
vio en el Capitulo 6, unas de las adaptaciones mas estudiadas son las cargas
negativas que presentan las enzimas de arqueas y de muchas bacterias haldfilas y/o
halotolerantes como consecuencia de un exceso de residuos acidos, alterando su
hidrofobicidad y permitiendo que permanezcan solubles y activas en condiciones de
alta salinidad (3, 4, 7). Ademas, se han encontrado modificaciones a nivel de
composicion de aminoacidos, teniendo los haldfilos, proteinas con una mayor
proporcion de glutamato y aspartato en la superficie y una disminucién de residuos
basicos, principalmente lisina (4, 8, 9, 10). La estructura general de las proteinas de
microorganismos haldfilos y no-haldfilos se mantiene a pesar del cambio en su
composicion aminoacidica (8). Las proteinas de haldfilos son mas estables que sus
correspondientes de no-haldfilos debido a sus caracteristicas poliextremofilas, lo que
las hace muy interesantes para ser utilizadas en industrias alimenticia, textil y en
detergentes, por ejemplo (4). Existe un gran nimero de enzima de microorganismos
halotolerantes que permanecen activas en rangos amplios de concentraciones de
NaCl, sin dependencia especifica de la sal. La actividad de enzimas halotolerantes a
concentraciones altas de sales dependeria de las estructuras terciarias de las
proteinas, ya que mantienen su actividad en presencia y en ausencia de sales, al
contrario de lo que ocurre con enzimas haldfilas, que pierden actividad en ambientes
desprovistos de sales (10). La modificacion hacia la sintesis de proteinas con una
mayor proporcion de residuos acidos es una estrategia relativamente sencilla a través
de la cual se incrementa la tolerancia a sales (10). Ademas, como se ha informado en
el analisis del genoma de la cepa Micrococcus luteus SA211 (Capitulo 6), a pesar de
tener este microorganismo la capacidad de crecer en ausencia de sal, las proteinas
codificadas en su genoma presentan un mayor porcentaje de residuos acidos,

permitiendo su crecimiento en ambientes de elevada salinidad.

Los microorganismos no poseen un mecanismo activo de transporte de agua, por
lo que la turgencia de la célula es controlada por la concentracion de solutos en el
interior celular (11). Los microorganismos haléfilos han desarrollado dos mecanismos
para sobrevivir en ambientes salinos. Uno es el “salt-in”, en el que la bioquimica
intracelular esta adaptada a funcionar en concentraciones altas de sal, y el otro es
llamado “salt-out’, donde la estrategia es la acumulacion de solutos organicos que
mantienen el citoplasma libre de sales y les permiten mantener la presiéon osmética en
ambientes salinos (12, 13, 14). Los compuestos que se sintetizan tienen como funcion

proteger a los componentes intracelulares cuando las fluctuaciones de sales en al
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ambiente son muy rapidas, permitiendo la supervivencia de los microorganismos al
regular la salida de agua de la célula (4, 11). Un tipico ejemplo del primer mecanismo
estd asociado a Haloarchaea, mientras que el segundo es mas utilizado por
microorganismos de los dominios Bacteria y Eukarya (3, 4, 6). Ademas, cabe destacar
que algunos microorganismos haldfilos tienen la capacidad de utilizar una combinacién
de ambos (7).

Cabe sefalar que, los microorganismos haldfilos y halotolerantes muchas veces no
sintetizan los osmolitos compatibles de novo, sino que los toman, o toman precursores,
del ambiente que los rodea (13). Esto implica que poseen transportadores
transmembrana cuya sintesis y/o actividad esta regulada por la presencia de sales.
Los microorganismos no haldfilos, por su parte, pueden aumentar su osmotolerancia

mediante este tipo de mecanismos (13).

Muchos de los microorganismos presentes en ambientes extremos estan
expuestos a fluctuaciones en la concentracion salina debido a variaciones de distintos
factores, por ejemplo a la humedad del suelo, o como consecuencia de lluvias. Por ello,
deben adaptarse rapidamente a los cambios en el ambiente a través de la regulacion
de la concentracion de los solutos organicos u osmolitos que sintetizan en el interior
celular (15, 16). Es por esta razén que, los microorganismos halotolerantes tienen la
capacidad de proliferar en un amplio rango de concentraciones salinas, mientras los

haldfilos requieren altas concentraciones de sal para su crecimiento.

7.2. Objetivos

e Estudiar la sintesis diferencial de proteinas de Micrococcus luteus SA211,
Bacillus licheniformis FAMB1, Brevibacterium halotolerans SX139, Bacillus atrophaeus

HA120A en ausencia y presencia de distintas concentraciones de cloruro de litio.

¢ Determinar si existen diferencias en las sintesis de proteinas en Micrococcus

luteus SA211 cuando crece en LiCl o en NaCl.

e Estudiar el proteoma de Micrococcus luteus SA211 en ausencia y en presencia
de litio en busca de las proteinas y rutas metabdlicas involucradas en la tolerancia y

resistencia a LiCl.
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7.3. Materiales y métodos

7.3.1. Seleccion de cepas y extraccion de proteinas totales

Para el andlisis de sintesis diferencial de proteinas se seleccionaron las bacterias
previamente aisladas e identificadas como Brevibaterium halotolerans SX139, Bacillus
atrophaeus HA120A, Bacillus licheniformis FAMB1. Estas se cultivaron en
Erlenmeyers de 500 mL con 100 mL de medio de cultivo definido preparado sin (DM) y
con 10 (D10) o 30 g/L (D30) (seccion 3.4.3.2.), a 30 °C y 200 rpm hasta alcanzar la

fase estacionaria.

La extraccion de proteinas se llevd a cabo mediante ruptura mecanica de las
células. Para ello, las células se cosecharon mediante centrifugaciéon a 4 °C y 10.000
rom durante 15 min (Centrifuga Sorval ST 16R). Los pellets celulares se
resuspendieron en 120 yL de buffer de lisis (Urea 8 M, Tris-HCI 25 mM pH 8 e
inhibidor de proteasas cocktail | -Calbiochem-) y se les agregaron aproximadamente
0,1 g de perlas de vidrio (Glass beads, Sigma, G-8893, diametro de perla < 106 um).
Luego, se sometieron las células resuspendidas a 30 ciclos de 1 minuto de agitacion a
maxima velocidad en vortex alternando con 1 minuto en bafio de hielo. Mediante
centrifugacion a 5.000 rpm durante 5 min a 4 °C se recuperd el sobrenadante
correspondiente al extracto de proteinas totales y se mantuvo a 4 °C hasta su uso. Las
proteinas totales se cuantificaron utilizando el kit de Fluorémetro Qubit® 2.0 (Qubit®
Protein Assay Kit) y se separaron mediante electroforesis monodimensional en geles

de poliacrilamida desnaturalizante.

7.3.1.1. Cultivo de Micrococcus luteus SA211 vy extraccion de proteinas totales

La cepa Micrococcus luteus SA211 se utilizé para realizar comparaciones sobre la
sintesis de sus proteinas en medio de cultivo definido (DM) suplementados con 10 y
30 g/L de cloruro de litio (D10 y D30, respectivamente) y con 14 y 42 g/L de cloruro de
sodio (Na1 y Na2, respectivamente). Para la preparacion de los medios con sodio se
mantuvieron constantes las concentraciones de ion cloruro, aunque se reemplazaron
los iones litio por sodio, sin alterar la molaridad final de sal. Los indculos se prepararon
segun lo descripto en el Capitulo 4 (Seccién 4.3.2). Los cultivos se incubaron a 30 °C y
200 rpm y las proteinas se extrajeron segun lo descripto en el punto anterior, con una
modificacion en el protocolo. En lugar de utilizar perlas de vidrio, se utilizé arena estéril
y se realizaron 60 ciclos de 1 minuto de agitacion a maxima velocidad en vortex
alternando con 1 minuto en bafio de hielo. Posteriormente, se realizé un agujero en el

fondo del tubo que contenia el lisado de células y la arena y se colocd un tubo colector
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por debajo. Se centrifugé a 1.000 rpm durante 5 min a 4 °C y se recupero el extracto
con proteinas totales en el tubo inferior. Por ultimo, se realiz6 una nueva
centrifugacion a 5.000 rpm durante 5 min a 4 °C y se tomé el sobrenadante del tubo

que contenia el extracto proteico.

Los extractos de proteinas totales se cuantificaron utilizando el kit de Fluorémetro
Qubit® 2.0 y se separaron mediante electroforesis monodimensional en geles de

poliacrilamida desnaturalizante.
7.3.2. Sistemas electroforéticos

7.3.2.1. Electroforesis en geles de poliacrilamida desnaturalizantes
monodimensionales (1D SDS PAGE)

Este tipo de técnica permite la separacidon de las proteinas en un sistema
discontinuo desnaturalizante utilizando el detergente dodecilsulfato de sodio (SDS),
donde las proteinas se separan segun su tamafo. Se utilizé la cuba Mini Protean3
(Bio-Rad) y la fuente de poder Bio-Rad (PowerPac™ Basic) y se emplearon geles
separador y concentrador (Tabla 7.1). Una vez preparadas las soluciones de los geles,
se coloco el gel separador hasta aproximadamente 1 cm desde el limite superior del
soporte (tiene la funciéon de retener a las proteinas durante su migracion y de esta
manera separarlas de acuerdo a su tamano). Se agreg6 agua destilada para formar un
limite definido y evitar que el limite superior esté en contacto con el aire, ya que el
oxigeno afecta negativamente la polimerizacion de la poliacrilamida. Posteriormente
se extrajo el agua, se secoO esa area y se agrego la solucion del gel concentrador al
soporte (la funcién de este gel es concentrar las proteinas en un mismo punto de
partida, desde donde comienzan a separarse). Sobre esta solucion se colocé el peine

y se dejé polimerizar.

Tabla 7.1 Composicion de los geles separador y concentrador.

Componente Gel separador Gel concentrador
Acrilamida:Bisacrilamida (29:1) 10% 5%
Dodecil sulfato de sodio (SDS) 0,1% 0,1%

Persulfato de amonio (PSA) 0,04% 0,04%
Tetragtlaztli\l/leEtill:()a)ndiamina 0.2% 0.2%
Buffer Tris-HCI 0,375 M (pH 8,8) 0,125 M (pH 6,8)
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Las proteinas presentes en los extractos proteicos se solubilizaron utilizando 7 pL
del buffer A (SDS al 15%, EDTA 30 mM, ditiotreitol (DTT) 10 mM), se incub6 durante 3
minutos a 100 °C y se agregaron 4 uL de buffer B (20% sacarosa, 0,0125% azul de
bromofenol). Se utilizé un buffer de electroforesis compuesto por Tris-HCI 25 mM pH
8,8, glicina 192 mM y SDS al 0,1%. La electroforesis se desarrolld6 a 15 mA, al
alcanzar la muestra la zona del gel separador la intensidad se aument6é a 30 mA, y

finalizd 1 cm antes de que el frente de corrida alcanzara el borde del gel.

7.3.2.2. Electroforesis en geles de poliacrilamida desnaturalizantes
bidimensionales (2D SDS PAGE)

La electroforesis bidimensional (2D) separa las proteinas a partir de una mezcla
segun sus propiedades de masa y de carga, bajo la accién de un campo eléctrico. En
la primera dimension la separacion ocurre de acuerdo con el punto isoeléctrico (pl) de
cada proteina y se realiza mediante isoelectroenfoque (IEF). En la segunda dimension
la separacion ocurre segun el peso molecular de las proteinas y se realiza utilizando

un sistema SDS-PAGE utilizando geles de poliacrilamida.

Para este analisis de utilizé la cepa Micrococcus luteus SA211 cultivada en DM,
D10 y D30 a 30 °C durante 72 h a 200 rpm.

Para la primera dimension se utilizaron tiras con gradiente de pH inmovilizado
(immobilized pH gradient - IPG) 4,0 a 7,0 de 7 cm (GE Healthcare Life Sciences). La
segunda dimension se realizd en geles SDS-PAGE de 8 x 8 cm. Para cada condicion
300 pg (aproximadamente 25 uL de extracto) de proteinas obtenidas segun el
apartado 7.3.1.1, se resuspendieron en un volumen final de 150 pyL de solucién de
rehidratacion (RHB, Tabla 7.2). Se carg6 dicho volumen en cada tira y la hidratacion
se desarrollé6 durante toda la noche. Posteriormente se realizé el isoelectroenfoque
utilizando el equipo Ettan™ IPGphor3 (GE Healthcare Life Sciences) con el programa:
lineal 300 V, 150 V h; lineal 500 V, 500 V h; gradiente 1.000 V, 750 V h; gradiente
3.000, 2.000 V h, gradiente 10.000 V, 16.500 V h; lineal 10.000 V, 9.000 V h; lineal 500
V, 24 h con una acumulacion total de 28.900 V h. Una vez finalizado el

isoelectroenfoque, las tiras se almacenaron a -20 °C en tubos de vidrio hasta su uso.
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Tabla 7.2: Composicién de la solucién de rehidratacion.

Componente Concentracion
Urea 8 M
Sulfonato de 3-[(3-colamidopropil)- 49
dimetilamonio]-1-propano (CHAPS)
Anfolitos 0,50%
Azul de bromofenol 0,00125%
Ditiotreitol (DTT) 50 mM

Para la segunda dimension, las tiras se descongelaron durante 15 min y se
equilibraron con 5 mL de soluciéon equilibradora | (Tabla 7.3) durante 15 min.
Posteriormente se desechd esta solucidn, se reemplazé por 5 mL de la solucidn
equilibradora 1l y se incub6 durante 15 min mas. Finalizado este tiempo, las tiras se
colocaron en la parte superior de geles de poliacrilamida (SDS-PAGE) y se fijaron con
solucién de agarosa (agarosa al 0,5%, azul de bromofenol al 0,002 % ,1 X de buffer de

electroforesis).

Tabla 7.3 Composicién de las soluciones equilibradoras | y II.

Componente _?olucién _ _Solucién
equilibradora | equilibradora ll
Tris-HCI pH 8,8 0,375 M 0,375 M
Urea 6M 7™
SDS 2% 2%
Glicerol 20% 20%
DTT 130 mM -
lodoacetamida (IAA) - 135 mM

Los geles se corrieron en buffer de electroforesis a 15 mA hasta que el frente de

corrida alcanz6 1 cm antes del final del gel.
7.3.3. Tincion de los geles

Se utilizaron dos tinciones de azul de Coomassie diferentes para los geles de
poliacrilamida. A los geles monodimensionales se los incubd en una solucion colorante
compuesta por Coomassie Blue Brilliant (CBB) G250 al 0,1%, acido acético al 10%, e
isopropanol al 25% durante 30 min (17). Transcurrido ese tiempo, se colocaron los

geles en una solucion decolorante (acido acético al 10%, isopropanol al 10%) hasta
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observar bandas nitidas y el fondo del gel transparente. Finalmente, se colocaron en

agua destilada y se conservaron a 4 °C hasta obtener su imagen.

Para los geles bidimensionales se utilizé la tincion de Coomassie Coloidal, la cual
es compatible con la técnica de identificacion de las proteinas mediante
espectrometria de masas (18). La tincién consistié en fijar las proteinas con una
solucion fijadora (etanol al 30%, acido fosforico al 2%) durante toda la noche a
temperatura ambiente. Posteriormente se lavaron los geles tres veces durante 30 min
cada vez, utilizando agua destilada y se colocaron en una solucién de tincion
compuesta por metanol al 10%, sulfato de amonio al 17% y acido fosférico al 2%. Los
geles se incubaron durante una hora y posteriormente se agregé el Coomasie Blue
Brilliant G250 en polvo a una concentracion final de 0,5 g/L y se mantuvieron en
agitacion por dos dias. Finalmente, los geles se lavaron con agua destilada, se
escanearon para obtener una imagen digital (Gel scanning Il Image Scanner, GE
Healthcare Life Sciences) y se conservaron a 4 °C hasta el corte de los spots

seleccionados.
7.3.4. Analisis de los geles e identificacion de proteinas

Los geles, realizados por triplicado para cada condicién, se analizaron en
busqueda de las bandas (en el caso de los geles 1D) y de los puntos o spots (en los
geles 2D) de proteinas que mostraran diferencias en sus intensidades. Para ello se
utilizé el programa QuantityOne (Bio-Rad). Los spots que mostraron diferencias en sus
intensidades al comparar las tres situaciones (DM, D10 y D30) se cortaron de los
geles, utilizando un bisturi estéril, y se los coloco en tubos de plastico. Estos spots se
enviaron a CEQUIBIEM (Facultad de Ciencias Exactas y Naturales, Universidad de
Buenos Aires) donde se realizd su identificacion mediante huella peptidica utilizando
espectrometria de masas tipo MALDI TOF/TOF (MatrixAssisted Laser
Desorption/lonization, Time Of Flight). Las proteinas fueron identificadas en la base de
Swiss-Prot utilizando MASCOT (http://www.matrixscience.com) como herramienta de

busqueda.

7.4. Resultados y discusioén

La sintesis diferencial de proteinas en microorganismos halotolerantes en
presencia y ausencia de sales permitié establecer diferencias en la respuesta de los

microorganismos frente a diferentes estreses.
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7.4.1. Sintesis diferencial de proteinas en presencia de diferentes
concentraciones de litio (1D SDS PAGE)

Se evaluaron las proteinas sintetizadas por tres de los microorganismos aislados
del Salar del Hombre Muerto Bacillus atrophaeus HA120A, Brevibacterium
halotolerans SX139 y Bacillus licheniformis FAMB1 y se determinaron las diferencias
existentes entre las producidas cuando los mismos crecieron en dos concentraciones
distintas de cloruro de litio (10 y 30 g/L) (Figura 7.1).

Bacillus atrophaeus  Brevibacterium halotolerans  Bacillus licheniformis

HA120A SX139 FAMBH1
© Doj[ow] (o] [ow]  [ow] [ox]
225

>
76
52
38

31

24

Figura 7.1 Sintesis diferencial de proteinas en geles monodimensionales de las cepas Bacillus
atrophaeus HA120A, Brevibacterium halotolerans SX139 y Bacillus licheniformis FAMB1
cultivadas en medio definido con 10 (D10) y 30 g/L (D30) de cloruro de litio. Las flechas rojas
sefalan las bandas presentes en solo una de las condiciones evaluadas para cada cepa y las
verdes sefialan proteinas presentes en ambas concentraciones de LiCl pero sobresintetizadas
en la situacion sefalada.

En el caso de Bacillus atrophaeus HA120A, se detectd que la sintesis de proteinas
es muy diferente en las dos condiciones evaluadas. Por ejemplo, se detecto la
desaparicién de una banda de alto peso molecular en la condicibn de mayor
concentracion de litio y que esta presente en D10. Lo mismo sucede entre los pesos
moleculares de 60 y 30 KDa aproximadamente, donde se encontraron bandas que
corresponden a proteinas sintetizadas solo en D10. También es llamativa una banda
de bajo peso molecular presente en la situacion de 10 g/L y no en la de 30 g/L de LiCl.
Del mismo modo, hay bandas que estan presentes solo en la calle correspondiente a
las proteinas sintetizadas en la situacién de mayor concentracion de litio. En este caso
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las bandas presentan pesos de entre 40 y 20 KDa. La marcada diferencia en la
sintesis de proteinas podria indicar que la respuesta de estas células involucra
mecanismos Yy rutas metabolicas distintas dependiendo de la concentracion de LiCl

presente en el medio de cultivo.

Las proteinas involucradas en la respuesta a estreses (ambiental, quimico, fisico,
etc.) han sido ampliamente evaluadas en diferentes modelos y organismos. Entre las
mas estudiadas estan por ejemplo, las heat shock proteins (Hsp), otras chaperonas
moleculares y enzimas especificas como la superoxido dismutasa y la catalasa (19).
Probablemente la banda de 90 KDa obtenida en D10 (Figura 7.1) corresponda a las
Hsp denominadas HSP90, las cuales estan involucradas en la respuesta a estrés por
metales (20). En el caso de especies del género Bacillus, se ha detectado una
respuesta diferente en la sintesis de sus proteinas dependiendo del tipo de estrés al
que se someten (21). Dicha sintesis involucra a proteinas tipicas de respuesta a estrés
general con funciones de eliminacion de radicales libres (superdxido dismutasa,
catalasa y tiorredoxinas), pero también a aquellas involucradas en la reparacién y/o
eliminacion de biomoléculas dafiadas como las chaperonas de plegamiento y las
proteasas (21). Por otro lado, se informdé un incremento en el contenido de hierro y
manganeso debido a un sistema de captacibn de manganeso, resultando en un
desbalance en la concentracion de dichos iones en las células a favor del manganeso,
el cual puede generar protecciéon contra el estrés producido por el perdxido de
hidrogeno (22). La presencia de altas concentraciones de sales lleva a la induccién de

genes de catalasa y a una actividad aumentada de esta enzima (23).

Por su parte, Brevibacterium halotolerans SX139 presentd perfiles proteicos
similares cuando la cepa creciod en las dos concentraciones de litio evaluadas. En este
caso no se detectaron bandas que solo correspondan a una de las concentraciones
sino cambios en su intensidad (flechas verdes, Figura 7.1). Es importante recordar que,
cada banda de proteina en los geles representa un conjunto o mezcla de proteinas
que tiene el mismo peso molecular. Por lo tanto, el cambio en la intensidad de una
banda puede representar la sobresintesis o la inhibicion de una o de mas de una

proteina.

En cuanto a Bacillus licheniformis FAMB1 se observaron tanto bandas unicas para
cada condicidon como algunas que varian es su intensidad (flechas rojas y verdes en la
Figura 7.1, respectivamente). En el caso de la condicion de 10 g/L las bandas
sintetizadas unicamente en esta condicion corresponden a los pesos de 60 y 40 KDa,
mientras que, para la condiciéon 30 g/L las dos bandas observadas presentan un peso

de 30 KDa aproximadamente. Algunas bandas de pesos intermedios mostraron
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proteinas como sobresintetizadas en una de las dos concentraciones de litio
ensayadas. Ambas cepas de Bacillus son muy cercanas filogenéticamente (Seccion
3.4.4.5.); sin embargo, el perfil proteico de ambas difirid significativamente asi como

los pesos moleculares de las proteinas sintetizadas diferencialmente.

Un estudio interesante se realizd con la cepa Bacillus licheniformis SSA 61 en
busca de las proteinas diferencialmente sintetizadas en presencia de dos
concentraciones de NaCl (10 y 15%) (15). Entre las proteinas identificadas como
asociadas a la respuesta al estrés salino se detectaron enzimas relacionadas con el
estrés oxidativo, asi como con la glicdlisis, con el ciclo TCA, y con la generacion de
poder reductor (15). Resulta interesante que, en dicho trabajo se identificé una
proteina de peso molecular de 60 KDa como superéxido dismutasa en la condicion de
estrés salino. Probablemente la banda correspondiente a dicho peso en los geles de

FAMB1 de este trabajo, también corresponda a la misma proteina.

7.4.2. Sintesis diferencial de proteinas de la cepa Micrococcus luteus
SA211 en presencia de litio y de sodio

Con el fin de conocer si los cambios en la sintesis de proteinas en los
microorganismos estudiados se debieron a la presencia de Li* o del CI, se realizd un
ensayo donde ademas de evaluar las dos concentraciones de LiCl también se
evaluaron las concentraciones equivalentes de NaCl. El microorganismo seleccionado
para dicho estudio fue Micrococcus luteus SA211. A pesar de que la concentracion
final de sales en los medios de cultivo D10 y Na1 (10 g/L de LiCl y 14 g/L de NaCl,
respectivamente) fueron equivalentes, los perfiles proteicos fueron diferentes (Figura
7.2). La misma situacion ocurrié en los medios de cultivo D30 y Na2 (Figura 7.2). Esta
situacion permiti6 determinar que el microorganismo es capaz de reaccionar de
manera distinta en presencia de dos cationes diferentes, y que la respuesta no se
debe unicamente a los iones cloruro, sino que cada cation estimula una respuesta

especifica.
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Figura 7.2 Sintesis diferencial de proteinas en geles monodimensionales producidas por
Micrococcus luteus SA211 cultivada en medio definido sin (DM) y con 10 (D10) y 30 g/L (D30)
de LiCl y con 14 (Na1) y 42 g/L (Na2) de NaCl. Las flechas rojas indican bandas detectadas
sblo en esa condicion, las verdes indican sobresintesis con respecto a DM y las celestes
sefalan proteinas que estan presentes en todas las condiciones en distintas intensidades.

Asimismo, la cepa en estudio también responde de manera diferente cuando se
encuentra en presencia de diferentes concentraciones de las dos sales evaluadas. Se
puede ver que existen variaciones en la cantidad de proteinas sintetizadas, asi como

también en las bandas detectadas.

Otros autores, trabajando con distintos microorganismos, como Debaryomyces
hanseni y Saccharomyces cerevisiae han determinado que la presencia de KCI, NaCl
y LiCl tienen efectos diferentes sobre las células (24). Mientras que NaCl y KCI
produjeron estrés osmoético, el LiCl mostré un efecto inhibitorio especifico sobre el
crecimiento de los cultivos (24). Esto permite afirmar que, en los microorganismos la
respuesta a los iones presentes en el ambiente puede ser especifica, induciendo
respuestas diferentes y produciendo alteraciones particulares en el crecimiento celular.
Entre las proteinas que participan en la respuesta se encuentran desde sensores en la
membrana hasta enzimas que participan en la sintesis de osmolitos o transportadores
de precursores desde el exterior celular (25). En principio, el osmosensor dispararia
una respuesta como consecuencia de la deteccion de sales en el ambiente (25).
Posteriormente, y a través de un transporte activo, se acumularian los osmolitos en el

exterior celular o bien se daria comienzo a su sintesis en el interior (23).
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7.4.3. Estudio del proteoma de Micrococcus luteus SA211 en ausencia y

presencia de dos concentraciones de litio

Micrococcus Iluteus SA211 sintetizd proteinas diferentes en presencia de los

distintos medios de cultivo evaluados (Figura 7.3).
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Figura 7.3 Geles bidimensionales mostrando las proteinas sintetizadas por Micrococcus luteus
SA211 cultivado en medio definido sin (DM) y con 10 (D10) y 30 g/L (D30) de LiCl. Los geles
con las letras A, B y C corresponden a tres experimentos independientes (kDa: kilodalton).

La separacion bidimensional de proteinas permitié verificar lo encontrado mediante
el analisis de proteinas predichas a través del genoma (seccion 6.4.2), ya que fue
posible visualizar que las proteinas tienen una naturaleza acida, estando la mayoria de
ellas localizada en las zonas del gel que correspondieron a los valores de pH 4 y 5.

Ademas las tres repeticiones del experimento dieron lugar a geles homogéneos que
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mantuvieron la mayoria de las diferencias entre las condiciones analizadas (Figura
7.3).

A partir del analisis proteémico de la cepa SA211 se pudieron detectar 46 spots
sintetizados diferencialmente en alguna de las tres condiciones en al menos dos
repeticiones (Figura 7.4). Nueve proteinas fueron solo detectadas cuando las células
crecieron en medio definido sin adicidon de litio. Once fueron los spots seleccionados
en la condicién de 10 g/L de LiCl (del spot 10 al 20, Figura 7.4). Por ultimo, la mayor
cantidad de spots (26 en total) fueron detectados cuando las células crecieron en la

mayor concentracion de litio ensayada (30 g/L).

De los 46 spots cortados y enviados a identificar, fueron efectivamente
identificados a partir de huella peptidica un total de 37. Los restantes 9 spots no
identificados, pueden haber resultado contaminados o pueden haber contenido una
concentracion muy baja de proteinas impidiendo su identificacion. Cabe destacar que
algunos spots que se recortaron del gel correspondiente a D10 también estan sobre-
sintetizados en la condicion D30. Un ejemplo de ello son los spots 10 (D10) y 24 (D30)
6 13 (D10) y 31 (D30). Asi también, se observaron spots presentes en ambas
condiciones, pero con mayor intensidad en el gel correspondiente a D30 comparado
con el de D10, como los spots 38 (D30) y 16 (D10). Es importante destacar que dichos

spots permitieron identificar las mismas proteinas.
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Figura 7.4 Analisis del proteoma de Micrococcus luteus SA211 cultivado en medios sin (DM) y
con 10 (D10) y 30 g/L (D30) de LiCl. Los geles bidimensionales se tifieron con Coomassie
Coloidal y se evaluaron por triplicado. Los spots marcados con circulos, numerados del 1 al 46
para facilitar su localizacién, son los que mostraron diferencias en su intensidad, por lo que se
cortaron del gel y se enviaron a secuenciar (kDa: kilodalton).

7.4.4. Identificacion de los spots seleccionados

La identificacion de los spots seleccionados permitid determinar cuales son las
proteinas involucradas en la respuesta al cloruro de litio. El analisis de los geles
permiti6 conocer si los genes codificantes de proteinas que participan en esta
respuesta fueron silenciados o inducidos. Con estas herramientas fue posible
determinar que en cada condicion de crecimiento evaluada se indujo la sintesis de
proteinas que participan en procesos celulares involucrados tanto en diferentes
aspectos del metabolismo celular como en la defensa de la célula frente al estrés
(Tabla 7.4). Cabe destacar que, aunque la mayoria de las veces la identificacién de
cada proteina en el BLAST arrojé mayor similitud con Micrococcus luteus, en pocos

casos mostré mayor similitud con microorganismos del filo Actinobacteria.
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Tabla 7.4 ldentificacién de proteinas sintetizadas diferencialmente por Micrococcus luteus
SA211 en medios de cultivo definido con 0 (DM), 10 (D10) y 30 g/L (D30) de LiCl.

Spot Proteina Gen MASCOT Funcioén Sobre
Score® biolégica sintesis
1 RNA polimerasa rpoB 87 Transcripcién DM
subunidad beta
dirigida por ADN
2 Aminopeptidasa N pepN 308 Actividad DM
proteolitica
3 Catalasa katE 77 Defensa contra DM
el estrés
4 Dihidrolipoil ipdA 162 Actividad DM
deshidrogenasa oxidoreductasa
5 Oxidoreductasa limB 228 Actividad DM
clase LLM flavina- oxidoreductasa
dependiente
8 Deshidrogenasa 3- fadB 113 Metabolismo de DM
hidroxibutiril-CoA los acidos
grasos
9 Regulador crp 216 Regulacion de la DM
transcripcional transcripcion
Familia Crp/Fnr
10 FoF1 ATP sintasa atpF 246 Produccion de  D10/D30°
subunidad alfa ATP
11 Acetil-CoA C- acat 238 Procesos D10
acetiltransferasa metabdlicos
12 Proteina con 256 Proteina de D10
dominio de funcion funcién
desconocida desconocida
DUF1852
13 Gliceraldehide-3- gaPDL3 134 Actividad D10/D30°
fosfato oxidorreductasa
deshidrogenasa
15 NLPA lipoproteina nipA 93 Proteina de D10
membrana
18 Alcohol adhE 63 Actvidad D10/D30°
deshidrogenasa oxidorreductasa
19 Superoxido sod1 204 Defensa contra D10
dismutasa el estrés
20 Superoxido sod1 200 Defensa contra D10
dismutasa el estrés

AMASCOT Score: puntuacién basada en probabilidad. Valores >71 en la identificacion de las
proteinas muestran significancia en su identificacion (p<0,05).

BLas proteinas fueron sobresintetizadas en los dos medios indicados, siendo mayor en el
medio escrito a la izquierda de la barra.
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Tabla 7.4 ldentificacién de proteinas sintetizadas diferencialmente por Micrococcus luteus
SA211 en medios de cultivo definido con 0 (DM), 10 (D10) y 30 g/L (D30) de LiCl

(Continuacioén).

Spot Proteina Gen MASCOT Funcioén Sobre
Score® biolégica sintesis
21 Aconitato hidratasa acnA 269 Ciclo TCA- D30
AcnhA metabolismo de
carbohidratos
22 Proteina PaaZ paaZ 120 Metabolismo de D30
compuestos
aromaticos
23 Transportador ABC pbp2 209 Transporte D30
de unién a proteina transmembrana
de cationes y
compuestos
24 FoF1 ATP sintasa atpA 187 Produccion de  D10/D30°
subunidad alfa ATP
25 Leucil pepA 132 Actividad D30
aminopeptidasa proteolitica
26 Aldehido AldhE 126 Actividad D30
deshidrogenasa oxidoreductasa
27 Ferroquelatasa hemH 183 Biosintesis de D30
grupos hemo
28 Fosfoglicerato pgk 223 Glicolisis D30
quinasa
30 Aldolasa de L- ItakE 121 Biosintesis de D30
treonina de baja glicina
especificidad
31 Gliceraldehido-3- gaPDL3 132 Actividad D10/D308
fosfato oxidorreductasa
deshidrogenasa
32 Alcohol adhE 171 Actividad D30
deshidrogenasa oxidorreductasa
33 Proteina hipotética 202 Transportador D30
de electrones
34 Alcohol adhE 194 Actividad D30
deshidrogenasa oxidorreductasa
35 Alcohol adhE 202 Actividad D30
deshidrogenasa oxidorreductasa
36 Fe-S cluster sufC 233 Actividad D30
ATPasaSufC ATPasa

AMASCOT Score: puntuacién basada en probabilidad. Valores >71 en la identificacion de las
proteinas muestran significancia en su identificacion (p<0,05).

BLas proteinas fueron sobresintetizadas en los dos medios indicados, siendo mayor en el
medio escrito a la izquierda de la barra.



Capitulo 7: Analisis proteémico de bacterias aisladas del Salar del Hombre Muerto

Tabla 7.4 ldentificacién de proteinas sintetizadas diferencialmente por Micrococcus luteus
SA211 en medios de cultivo definido con 0 (DM), 10 (D10) y 30 g/L (D30) de LiCl

(Continuacion).

. A Funcion Sobre
Spot Proteina Gen MASCOTScore biolégica sintesis
38 Alcohol adhE 113 Actividad 305108
deshidrogenasa oxidorreductasa
39 Alcohol adhE 135 .Act|V|dad D30
deshidrogenasa oxidorreductasa
. Metabolismo de
40 Soxoacl-ACE, fabG 73 los &cidos D30
grasos
492 MB.L metalo- mbl 89 A_ctlwdad D30
hidrolasa hidrolasa
44 Facto_r’de tuf 117 Biosintgsis de D30
elongacion Tu proteinas
45 Facto_r’de tuf 118 Biosmtegs de D30
elongacion Tu proteinas
46 .Glutamlna gat 80 Act|V|d,e}d D30
aminotransferasa proteolitica

AMASCOT Score: puntuacién basada en probabilidad. Valores >71 en la identificacion de las
proteinas muestran significancia en su identificacion (p<0,05).

BLas proteinas fueron sobresintetizadas en los dos medios indicados, siendo mayor en el
medio escrito a la izquierda de la barra.

De entre las proteinas identificadas mediante espectrometria de masas, 7 se
sobresintetizaron en ausencia de LiCl, 5 en 10 g/L de LiCl (D10), 19 en 30 g/L de LiCl
(D30) y 6 fueron sobresintetizadas tanto en D10 como en D30 en comparacion a las
obtenidas en DM.

Micrococcus Iluteus SA211 sobresintetiza en ausencia de LiCl un conjunto de
proteinas involucradas en la transcripcion, actividades proteoliticas, de defensa al
estrés y metabdlicas. En ausencia de LiCl se detecto la sintesis de la enzima catalasa,
involucrada generalmente en situaciones de proteccion de la célula contra el estrés
oxidativo (23). En otro estudio se determindé la respuesta de la cepa bacteriana
Bacillus cereus ATCC 14579 frente al estrés salino, determinando que en este caso se
activan mecanismos de transportadores de iones y respuestas al estrés oxidativo en
presencia de cloruro de sodio (5 'y 10%) (23). En ambas concentraciones se detecto la
actividad de la enzima catalasa, contrario a lo encontrado en el presente estudio con
Micrococcus Iluteus SA211. Este es un indicativo de que la ausencia de la sal para
SA211 genera un estrés oxidativo a la célula, activandose este mecanismo de defensa.

Ademas, en la condicion sin LiCl se detect6 una mayor sintesis de enzimas
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involucradas en la degradacion de proteinas, con actividad de é6xido-reduccién y de

metabolismo de acidos grasos.

La respuesta al estrés producido por la presencia de LiCl implicaria un gasto de
energia para la célula, ya que se puede detectar una mayor sintesis de proteinas
involucradas en rutas metabdlicas. En los dos medios de cultivo conteniendo litio se
detecto la presencia de gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (spots 13y 31 en D10
y D30, respectivamente) y alcohol deshidrogenasa (spots 18, 32, 34, 35, 38 y 39). La
sobresintesis de proteinas involucradas en la obtencion de energia se ha descripto
ademas para otros microorganismos estresados por la presencia de sales y metales
pesados (15, 26). La enzima gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa es clave en la
relacion del metabolismo de carbohidratos con el de lipidos y también es el mayor
contribuyente de electrones a la cadena transportadora de electrones (27). Por
ejemplo, en la levadura Saccharomyces cerevisiae, se ha informado que la enzima en
cuestion es clave para el crecimiento de la cepa en situaciones de estrés (27).
Ademas, se ha caracterizado a esta enzima como sensor de estrés oxidativo en
procesos de reparacion de ADN y apoptosis (26), por lo que su sobresintesis en

SA211 en presencia de litio podria estar implicada en este tipo de procesos.

El ciclo de los acidos tricarboxilicos es muy importante en el metabolismo aerdbico
ya que provee precursores biosinteticos y sus intermediarios son importantes en la
obtencion de compuestos indispensables para la célula (27). En el caso de SA211 se
detecté ademas la sintesis de aconitato hidratasa en medio de cultivo D30, que
participa en el ciclo mencionado ya que cataliza la isomerizacién de citrato a isocitrato.
Una situacion similar ocurre con la cepa Rhodococcussp. A5wn, en la que se describid
gue esta proteina podria estar involucrada en las respuestas de la célula para resistir
al estrés ocasionado por la presencia de litio (27). Ademas de las enzimas
involucradas en el metabolismo de azucares, se detectaron en D30 enzimas que
participan en la produccién de energia tanto como consecuencia del transporte de

electrones como por actividad de ATPasa (spots 24, 33, 36).

Asimismo, en SA211 se detectd en presencia de 30 g/L de LiCl la sobresintesis de
proteinas involucradas en la biosintesis de polipéptidos. Esto permite determinar que
la presencia de la sal de litio produce un estrés que requiere un gasto de energia y
sintesis de nuevas proteinas (que podrian ser las de estrés, de reparacion,

transportadoras e involucradas en el metabolismo celular) (19).

En el caso de bacterias capaces de tolerar concentraciones elevadas de sales, los

sistemas que permiten tomar osmolitos del ambiente son basicamente transportadores
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del tipo ABC (ATP-binding cassette) o transportadores que consisten en una proteina
unica transmembrana (13). En SA211 se detectdé la sobresintesis de proteinas
transportadoras ABC en el medio de cultivo D30, lo que indicaria la induccion de
transporte desde el exterior celular de sustancias que pueden participar en la
regulacion de la osmolaridad. Asimismo, se conoce que en microorganismos capaces
de sintetizar osmolitos compatibles, como lo son los haldéfilos y halotolerantes, la
sintesis de transportadores de membrana se ve incrementada, como un mecanismo
de recuperacion de osmolitos que atraviesen la membrana hacia el exterior celular
(13). El sistema ABC consiste en un dominio de unién al sustrato en el periplasma,
una unidad transmembrana y una proteina citoplasmatica, que permite el transporte a
través de la hidrélisis del ATP y representa una manera mucho mas econdémica para la
célula de acumular osmolitos compatibles (13). Las proteinas involucradas en este
transporte llevan a cabo la transferencia de ligandos a través de permeasas mediante
la hidrdlisis de ATP (28). En el analisis de proteinas sintetizadas por SA211 en el
medio de cultivo D10, se detectd la de una lipoproteina de membrana. La estructura
de estos dominios es similar a los de proteinas de uniéon periplasmaticas
(responsables de interacciones con fosfatos, sulfatos, polisacaridos, aminoacidos) y
estan intimamente relacionadas a los transportadores del tipo ABC. Estas proteinas de
unién actuan como quimiorreceptores, osmosensores, en sistemas de transporte y
como traductores de sefiales para vias celulares (29). La funciéon de quimiorreceptores
indica que su deteccion y la respuesta celular al estrés estan ligadas estrechamente

con el reconocimiento del ion en la superficie celular.

Ademas, en D30 se detectd la sobresintesis de una proteina que participa en la
produccion de glicina. Muchos de los organismos expuestos a condiciones de
hiperosmolaridad tienen la capacidad de sintetizar osmolitos para contrarrestar la
pérdida de agua, como se menciono previamente. La glicina-betaina es uno de los
osmolitos mas importantes para la supervivencia de microorganismos en condiciones
de estrés abiodtico (30). En general, la sintesis de este osmolito ocurre por oxidacion de
colina; sin embargo, existe un mecanismo alternativo en el que la sintesis ocurre a
partir de glicina, en reacciones mediadas por metiliransferasas (30). Este podria ser el
mecanismo utilizado por SA211 para tolerar el estrés salino producido por la presencia

de cloruro de litio en el medio de cultivo.

La presencia de superéxido dismutasa, una enzima con actividad antioxidante, en
los medios de cultivo D10 y D30 por la cepa SA211 indica la necesidad de la célula de
defenderse del estrés inducido por la sal sobre el organismo (16). Esta es una enzima

ampliamente conocida por estar involucrada en la respuesta a la presencia de
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arseénico, cadmio, cobre, hierro y cromo en levaduras con tolerancia a metales

pesados (19).

Cuando SA211 crece en el medio de cultivo D30 se detectaron proteinas
involucradas en la formacion de clusters de Fe-S, que podrian haber sido inducidas en
parte debido al estrés oxidativo como consecuencia de la presencia de sales. Un
efecto similar se encontré en una cepa de Bacillus subtilis, que mostré un incremento
en la sintesis de estos clusters 10 minutos luego de ser sometida a estrés salino (31).
Ademas, se ha demostrado que, en otros microorganismos, los clusters de Fe-S
otorgan una mayor resistencia a la oxidacion, pueden actuar como un factor “anti-
muerte” y estan asociados a la sintesis de proteinas (26). Mediante el analisis del
genoma de SA211 (Capitulo 6) se han detectado proteinas que forman parte del
cluster Fe-S. De esta manera es posible verificar los resultados obtenidos en el
analisis protedmico, estimando que esta respuesta es activada en presencia de cloruro

de litio para la supervivencia de la cepa.

El estudio de Micrococcus luteus sc1204, una cepa resistente a la radiacion,
permitié detectar que se produjo un cambio significativo en la sintesis de 24 proteinas
luego de ser expuesta a radiacion gamma (32). De las proteinas sobresintetizadas, 22
fueron clasificadas como involucradas en las categorias funcionales de metabolismo,
produccion de energia, traduccion, estructura ribosomal y biogénesis (32). Entre estas
proteinas, la leucil aminopeptidasa, involucrada en la sintesis de glutation fue la mas
abundante durante la recuperacién post exposicién, indicando que su proteccion
antioxidante era la defensa mas importante de la cepa contra la radiacion. También se
encontré una sintesis aumentada de esta proteina en presencia de 30 g/L de LiCl,
indicando que dicha enzima podria jugar un rol importante en la defensa antioxidante
de la cepa halotolerante SA211. Ademas, también en D30 se observo la sintesis del
factor de elongacién termoinestable (elongation factor thermo unstable- Ef-Tu), como
ocurre en la cepa resistente a la radiacion luego de haber sido expuesta. Se ha
determinado que el factor de elongacién Tu tiene una doble funcionalidad, participando

en la sintesis de proteinas y en la respuesta al estrés (27).

La deteccion de las proteinas mediante analisis de sintesis diferencial se corroboré
por la presencia de los genes correspondientes mediante el estudio desarrollado del
genoma bacteriano (Capitulo 6). Entre los genes que podrian estar involucrados en la
respuesta al estrés salino se encontraron genes que codifican para transportadores de
sodio/prolina, proteinas que participan en el transporte de estos elementos al interior
celular. La prolina es conocida como osmoprotector en microorganismos expuestos al

estrés salino (33, 34). Otro de los simportadores que se detectd mediante gendmica
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fue el de sodio/glutamato, y este ultimo ha sido descripto también en procesos de
osmoadaptacion como osmolito compatible en bacterias (11). En general, diferentes
transportadores de cationes se encontraron a través del analisis del genoma, ademas
de los genes que codifican para las enzimas de respuesta al estrés oxidativo, como la

catalasa y superéxido dismutasa, detectadas ademas mediante proteémica.

7.5. Conclusiones

El estudio de la sintesis diferencial de proteinas permiti6 determinar la manera en
la que la presencia de sales de distinta naturaleza y en distintas concentraciones

afecta a los microorganismos.

La respuesta frente a dos concentraciones de LiCl para las cepas Brevibacterium
halotolerans SX139, Bacillus atrophaeus HA120A y Bacillus licheniformis FAMB1
mostré perfiles proteicos distintos para cada cepa y en cada condicién de salinidad,

indicando que cada cepa tiene una respuesta diferente a dicho estrés.

Micrococcus luteus SA211 es una cepa capaz de crecer en presencia de elevadas
concentraciones de sales de litio y sodio. Mediante el analisis de la sintesis de
proteinas en diferentes concentraciones de ambas sales fue posible determinar que la

respuesta del microorganismo es especifica para cada sal.

Los mecanismos utilizados para sobrevivir en presencia de cloruro de litio
requieren energia, ya que se detectd la sintesis de proteinas que participan en
procesos de obtencion de energia, ademas de enzimas que participan en la
biosintesis de proteinas. Por otra parte, resulta indispensable para SA211 disponer de
un sistema de defensa activo contra el estrés generado por el litio a través tanto de la

sintesis de enzimas como de metabolitos especificos para dicho fin.

La detecciéon de transportadores transmembrana permitié determinar que la cepa
desarrolla un transporte de osmolitos desde el exterior celular y que ademas utiliza
mecanismos que protegen al sistema celular de la oxidacién. Asimismo, se detectaron
enzimas que participan en la sintesis de solutos organicos, por lo que el principal
mecanismo de tolerancia de la célula seria por la acumulacion de osmolitos en el
interior celular, tanto mediante el transporte desde el exterior como a través de la

sintesis de estos compuestos.
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Conclusiones generales

e Argentina es un importante productor de litio en el mundo con la explotacion de
distintos salares, siendo uno de los mas importantes el del Hombre Muerto, en la

provincia de Catamarca, donde el mineral se obtiene de la salmuera.

e De muestras ambientales del Salar del Hombre Muerto se aislaron diversos
microorganismos, principalmente del dominio Bacteria (que se caracterizaron vy
mostraron capacidad para producir biofilms y carotenoides). También se hicieron los

primeros estudios, de los que se tiene registro, de comunidades microbianas.

e Entre las bacterias aisladas, numerosas fueron capaces de crecer en sales de
sodio y de ellas muchas incluso en elevadas concentraciones de litio (hasta 60 g/L).
Se verificd, en algunos cultivos, la remocion de litio durante el crecimiento y, a la vez
que ensayos con células jovenes mostraron la capacidad de adsorberlo. Estas
bacterias representan asi una alternativa prometedora en procesos de recuperacion

de litio soluble.

e Estudios realizados con arqueas halofilas extremas y moderadas provenientes
de otros origenes mostraron que, algunas de ellas, pueden crecer en medios con
elevadas concentraciones de cloruro de litio, en niveles similares a los de las bacterias

aisladas del Salar del Hombre Muerto.

e La cepa Micrococcus Iluteus SA211, seleccionada por su potencial
biotecnolégico, se estudié en profundidad. Se realiz6 la secuenciacion del genoma
completo y se identificaron proteinas que participan en la regulacion de una gran
variedad de procesos celulares y que le confieren proteccion frente a estreses

ambientales.

e EIl crecimiento de tres cepas seleccionadas en distintas concentraciones de
sales litio, y de Micrococcus luteus SA211 en presencia de sales de litio y de sodio,
permitid obtener perfiles proteicos diferentes. De la identificacion de las proteinas
sintetizadas diferencialmente se pudo deducir que, para sobrevivir en concentraciones
elevadas de cloruro de litio la bacteria necesita que ellas participen en diferentes

procesos metabdlicos, incluso de un sistema de defensa activo y funcional.



e Los ambientes extremos, como el Salar del Hombre Muerto, albergan
comunidades microbianas desconocidas aun, aunque de gran potencial biotecnoldgico.
Las herramientas disponibles actualmente en el campo de la microbiologia, la biologia
molecular, la estadistica y la bioinformatica, hacen posible que nuevos conocimientos,
como los que se presentan en este trabajo, queden a disposicion de la comunidad

cientifica para continuar con su estudio.



Perspectivas futuras

Si bien se alcanzaron los objetivos planteados, durante el desarrollo de esta tesis

surgieron nuevos interrogantes que quedan planteados para posibles estudios futuros.

De forma general resulta de gran interés profundizar en el andlisis de las
potenciales aplicaciones biotecnolégicas de los aislamientos obtenidos del Salar del

Hombre Muerto. De manera particular se plantean las siguientes perspectivas:

e Caracterizar las sustancias poliméricas extracelulares de las cepas de acuerdo
con su composicion y propiedades fisico-quimicas, optimizar su produccién en funcion
de la recuperacion de litio a partir de soluciones con diferentes composiciones y de

elementos usados y desechados que contengan litio.

e Optimizar la recuperacion de litio evaluando sistemas de células inmovilizadas

y de células en suspension.
e Optimizar la produccién de pigmentos de cepas seleccionadas.

e Profundizar el estudio de los proteomas de cepas capaces de tolerar litio, en

busqueda de proteinas relacionadas con su tolerancia y adsorcion.

e Aislar arqueas de las muestras del Salar del Hombre Muerto y determinar la

capacidad de las cepas de recuperar litio soluble. Optimizar el proceso.
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