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RESUMEN. El valle de Cuatrociénegas posee una importante reserva ecolégica compuesta
por diversas pozas y dunas ricas en sales de calcio y magnesio. La biocenosis perteneciente
al valle presenta un alto nivel de endemismo y biodiversidad. Esta diversidad microbiana es
de interés biotecnolégico debido a los diversos mecanismos metabdlicos que emplean estos
microorganismos para adaptarse y crecer en las condiciones desérticas extremas. El objetivo
del estudio fue caracterizar fisiolégica y molecularmente una bacteria aislada de una poza de
Cuatrociénegas, conocer su capacidad enzimatica y determinar su potencial biotecnoldgico.
Se caracterizdé morfolégicamente, se determinaron crecimientos 6ptimos de pH, temperatura
y concentraciones de sales; se estudié su capacidad enzimatica y produccion de metabolitos
por HPLC; se identificd por la técnica de reaccion de la polimerasa (PCR); se realizé la
separacién de proteinas mediante electroforesis en gel de poliacrilamida (1D SDS-PAGE),
y una bdsqueda de enzimas. El andlisis por PCR indicé que corresponde a Microbacterium
paraoxydans. Es un bacilo Gram positivo, con pigmentacion amarilla. Crecié en un amplio
rango de temperaturas (15 a 37 °C), de pH (5 a 9), y concentraciones de sales de hasta
5%, se considera haléfila moderada. Ferment6 glucosa, sacarosa y manitol; positiva para
la enzima lisina descarboxilasa. El cromatograma del HPLC mostré dos sefales, que
corresponden al acido pirGvico y/o acido citrico y un carotenoide. El gel 1D SDS-PAGE
mostré bandas proteicas con pesos moleculares de 20 a 250 kDa. Estos microorganismos
producen diversos metabolitos con potencial para el desarrollo de nuevos bioproductos o
bioprocesos.

Palabras clave: Biodiversidad, enzimas, extremoéfilos, metabolitos, microorganismos.

ABSTRACT. The Cuatrociénegas valley has an important ecological reserve composed of
several ponds and dunes which are rich in calcium and magnesium salts. The biocenosis
belonging to the valley presents a high level of endemism and biodiversity. This microbial
diversity is of biotechnological interest due to the diverse metabolic mechanisms that these
microorganisms use to adapt and grow in extreme desert conditions. The objective of the
study was to physiologically and molecularly characterize a bacterium isolated from a pond
in Cuatrociénegas, to know its enzymatic capacity and to determine its biotechnological
potential. It was morphologically characterized; optimum growths for pH, temperature and
salt concentrations were determined; its enzymatic capacity and metabolite production were
studied by HPLC; it was identified by the polymerase reaction technique (PCR); protein
separation was performed by polyacrylamide gel electrophoresis (1D SDS-PAGE), and an
enzyme search was performed. PCR analysis indicated that it corresponds to Microbacterium
paraoxydans. It is a Gram-positive bacillus, with yellow pigmentation. It grew in a wide
range of temperatures (15 to 37 °C), pH (5 to 9), and salt concentrations up to 5%, so
can be considered as moderately halophilic. It fermented glucose, sucrose and mannitol;
was positive for the enzyme lysine decarboxylase. The HPLC chromatogram showed two
signals, corresponding to pyruvic acid and/or citric acid and a carotenoid. The 1D SDS-PAGE
gel showed protein bands with molecular weights ranging from 20 to 250 kDa. These
microorganisms produce diverse metabolites with potential for the development of new
bioproducts or bioprocesses.
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INTRODUCCION

Los ambientes extremos incluyen altas y ba-
jas temperaturas, pH, concentraciones de sales, asi
como altas presiones, altos niveles de radiacion,
metales pesados y compuestos téxicos, como los sol-
ventes organicos. Los microorganismos que viven
en estos ambientes se conocen como extremdfi-
los (Merino et al. 2019). La mayoria de los
microorganismos extremofilos conocidos pertenecen
a las Archaea y Bacteria, aunque también se han
caracterizado algunos miembros de los Eukarya,
como los protistas y algunas formas multicelulares
(Segura et al. 2020). Los microorganismos que
habitan en ambientes extremos poseen diversidad
genética y metabodlica, lo que, aunado a su rapido
crecimiento y habilidad para intercambiar genes, les
permiten vivir practicamente en cualquier habitat
y adaptarse a condiciones ambientales cambiantes
(Cervantes-de-la-Cruz et al. 2020). Ademas, los ex-
treméfilos han desarrollado diversas estrategias de
adaptacion a las condiciones extremas de su habi-
tat, las cuales se presentan tanto a nivel intracelu-
lar como extracelular y comprenden la biosintesis de
productos para la proteccién de la célula, y macro-
moléculas biolégicas, como enzimas y polimeros ex-
tracelulares (Kour et al. 2019). Los biocatalizadores
que los extremdfilos producen como resultado a es-
tas adaptaciones, son Unicos e interesantes porque
son mas estables a las condiciones de reaccion in-
dustriales ya que presentan mayor estabilidad a al-
tas temperaturas, pH extremo, y generalmente son
resistentes a desnaturalizantes quimicos, como de-
tergentes y solventes organicos; en comparacién con
las enzimas caracterizadas bioguimicamente de mi-
croorganismos mesofilicos, los cuales no soportan
estas condiciones por su falta de estabilidad a altas
temperaturas 6 pH extremo (Cabrera y Blamey 2018).
Existe un gran interés en la aplicacion industrial de
enzimas de extremofilos, ya que ademas de mayor
estabilidad, su uso puede conducir a la sustentabili-
dad industrial, debido a que muestran beneficios am-
bientales como biodegradabilidad, disminucién en la
cantidad de productos de desecho y emisiones con-
taminantes, asi como menor consumo de energia

(Bhatia et al. 2021).

En México hay diversos habitats extremos de
donde se han aislado bacterias y arqueas de sitios
como pozos petroleros, aguas termales, zonas desér-
ticas, suelos alcalinos y zonas volcanicas (Medrano-
Santillana et al. 2017), lo que sugiere gran potencial
por descubrir nuevas especies de microorganismos
extreméfilos con capacidades metabolicas de interés
biotecnoldgico para el desarrollo de nuevos biopro-
ductos (Ortiz-Cortés et al. 2019). Uno de es-
tos habitats extremos es el valle de Cuatrociéne-
gas, Coahuila, el cual pertenece a la regién cono-
cida como Desierto Chihuahuense o Desierto del
Norte de México. Dentro de este desierto, el valle
de Cuatrociénegas es considerado como el humedal
mas importante (Montiel-Gonzalez et al. 2018). El
clima de este desierto es muy seco, semicalido,
con pocas lluvias, con una precipitacion anual de
150 mm; en invierno se alcanzan temperaturas por
debajo de los 0 °C, mientras que en verano se
exceden los 44 °C (Medina-Chavez et al. 2020).
Su complejo hidrolégico esté interconectado y esta
compuesto por alrededor de doscientos manantiales,
los cuales se conocen localmente como pozas, y
varian en namero y extension al estar condicionadas
por la disponibilidad de agua (Garcia-Reza et al.
2021). Algunos de los manantiales son termales y
se caracterizan por la dureza de sus aguas y por
ser extremadamente oligotréficas, debido a los bajos
niveles de fésforo (<1 umol PO,4* ) (Valdivia-Anistro
et al. 2016). Ademads, cuenta con suelos salinos y
desiertos formados de arena que se presentan como
dunas de yeso, las cuales tienen un contenido de
CaS04 -2H,0 de 95% (Delgado-Garcia et al. 2018).
Se considera como Reserva de la Biosfera, debido a
la gran biodiversidad y riqueza en especies endémi-
cas que presenta (Taboada et al. 2018). Se de-
creté como area natural protegida en la categoria de
Area de Proteccion de Flora y Fauna en 1994. A
nivel internacional es considerado como sitio priori-
tario para mantener su conservacion, por la Comisién
Nacional para el Conocimiento y Uso de la Biodiver-
sidad (CONABIO), el Fondo Mundial para la Natu-
raleza (WWF), el Convenio de Ramsar y el Hombre y
la Biosfera por la UNESCO (Souza e Eguiarte 2018).
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Se han realizado diversos estudios de metagendmica
para conocer la diversidad microbiana presente en
los ecosistemas del valle de Cuatrociénegas, lo que
ha permitido determinar nuevas especies y géneros
microbianos; como Bacillus coahuilensis, una bacte-
ria aislada de una laguna localizada en el sistema
hidrolégico El Churince, la cual se ha adaptado a las
condiciones de extrema oligotrofia (Gomez-Lunar et
al. 2018). Ademas, se ha reportado alta diversidad
morfolégica y taxondmica de bacterias del filo Acti-
nobacteria aisladas del mismo sistema hidroldgico,
que pertenecen a los géneros Streptomyces, Nocar-
dia, Nocardiopsis, Arthrobacter, Microbacteriumy Mi-
crococcus (Arocha-Garza et al. 2017).

Existen mas de 200 pozas en el valle, de
las cuales menos de un tercio han sido estudiadas
para su caracterizacion microbiana y bioprospeccién
(Cervantes-de-la-Cruz et al. 2020). La diversidad
microbiana de Cuatrociénegas es de interés biotec-
nolégico, debido a que estos microorganismos pre-
sentan diversas adaptaciones estructurales y bio-
quimicas que les permiten sobrevivir a las condi-
ciones desérticas del valle. Estas adaptaciones in-
cluyen diversos mecanismos metabdlicos, como la
biosintesis de productos para la proteccién de la
célula y macromoléculas biologicas, como enzimas
y polimeros extracelulares (Kour et al. 2019). Por
lo tanto, esta diversidad microbiana, representa una
fuente valiosa de moléculas bioactivas (Arocha-Garza
et al. 2017), como enzimas, biopolimeros, osmolitos
y pigmentos carotenoides, los cuales tienen un in-
menso potencial biotecnolégico para el desarrollo
de nuevos bioproductos con aplicaciones en la agri-
cultura, industria quimica, farmacéutica, alimenticia,
materiales y biorremediacion. Por lo tanto, la bio-
prospeccién de los microorganismos del valle de
Cuatrociénegas representa un gran potencial para
el descubrimiento de nuevas especies microbianas
con capacidades metabdlicas interesantes para la in-
dustria. Por lo que, el objetivo del presente trabajo fue
caracterizar fisiolégica y molecularmente una bacte-
ria aislada de la Poza del Centro de Cuatrociénegas,
para conocer su capacidad enzimatica y determinar
su potencial biotecnolégico.

MATERIALES Y METODOS

Toma de muestras

Se utiliz6 una cepa aislada en un trabajo an-
terior por el Departamento de Biotecnologia de la
Universidad Auténoma de Coahuila, procedente de
la Poza del Centro de Cuatrociénegas, Coahuila, en
las coordenadas 102° 09’ 15” de longitud y 26° 50’
44" de latitud, a temperatura in situ de 24 °C y pH
8. Se llevé a cabo la reactivacién de la cepa en agar
y caldo nutritivo, y después para confirmar la pureza
de la cepa, se preparé caldo nutritivo 8 g L~ y se
adicioné extracto de levadura 5 g L' (como fuente
de nitrégeno y vitaminas) y glucosa 1 g L' (como
fuente de carbono), como medio de enriquecimiento,
de acuerdo al método reportado por Bonilla-Salinas
et al. (2004).

Caracterizacion
fisiolégicas

Se observaron las caracteristicas morfol4gi-
cas de las colonias de la cepa y se prepararon frotis
para su observacion microscépica. La composicion
del medio de cultivo que se utilizé para las pruebas
fisioldgicas contenia por litro: K;HPO4 0.3 g, KH,PO4
0.3 g, MgCl,-6H,0 0.2 g, CaCl,-2H,0 0.1 g, KCI 0.1
g, NaCl 1 g, NH4Cl 1 g, CH3;COONa 10 mM, extracto
de levadura 1 g, y 10 mL de una solucién de minerales
traza, la cual contenia por litro acido nitrilotriacético
1.5 g, MgSO,4 ¢7H,0 3 g, MnSQO,4 ¢2H,0 0.5 g, NaCl
1 g, FeSO4 e7H,0O 0.1 g, CoCl, 6 CoSO4 0.1 g,
CaCl, e2H,0 0.1 g, ZnSO4 0.1 g, CuSO4 5H,0
0.01 g, AIK (SO4)2 0.01 g, H3BO3 0.01 g, Na2M004
e2H,0 0.01 g. Los efectos de la temperatura, pH y
concentraciones de sales se determinaron mediante
turbidimetria (densidad o6ptica) de los cultivos a 600
nm utilizando un espectrofotémetro Varian Cary 50
Scan UV -visible. Para determinar el pH 6ptimo y los
rangos de crecimiento de pH de la cepa, se ajusto
el pH del medio de cultivo a 5, 6, 7, 8 y 9 utilizando
HCI 6 KOH 1 M. Para determinar el efecto de la tem-
peratura se probaron las siguientes temperaturas de
incubacion: 15, 25, 35, 45 y 55 °C. Para el estudio
del efecto de sales sobre el crecimiento microbiano,
se utilizaron las siguientes concentraciones 0, 1, 2, 5

microbiolégica y pruebas
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y 10% (p/v) de NaCl.

Produccion de metabolitos y enzimas

La capacidad enzimatica y/o producciéon de
metabolitos se evalué mediante pruebas bioquimi-
cas, por lo que se emplearon los medios de cultivo:
Agar de hierro y triple aztcar (TSl), Agar de hierro
y lisina (LIA), Citrato de Simmons, Sal y manitol,
Agar de hierro de Kligler y ureasa. Los medios se
prepararon segun las indicaciones de los fabricantes
y se esterilizaron a 121 °C/ 15 Ib durante 15 min. Se
inoculé por puncién con colonias del cultivo puro y se
incubaron a 37 °C por 24 a 72 h. Ademas, se utilizaron
diferentes fuentes de carbono (glucosa, sacarosa,
maltosa, glicerol y lactosa). Se agregd en tubos de
ensaye medio de cultivo con la respectiva fuente de
carbono y se esterilizaron a 121 °C/ 15 Ib/ 15 min; se
inoculé cada tubo con la cepa y se incubd a 37 °C
durante 72 h.

Determinacion de acidos organicos por HPLC

El andlisis cromatografico para la determi-
nacion de acidos organicos se realizd utilizando
un sistema HPLC serie 168 de Beckman y Coul-
ter, acoplado con un detector UV/Vis (PDA 190-600
nm) (Beckman y Coulter; Fullerton, Brea, CA, EE.
UU.). La separacion cromatogréfica se realizd con
una columna 7981 Jones Chromatography (BioRad,
Hercules, CA, USA), empleando como eluyente una
disolucion de H,SO4 0.005 M con un caudal de flujo
de 0.07 mL min~! y en el horno se utilizé una tem-
peratura de 60 °C. La deteccion se realizd con un
detector IR (Knaur, Berlin, Alemania). Se realiz6 una
curva de calibracion antes de medir las muestras,
para lo cual se prepararon soluciones estandar que
contenian acidos organicos, como, el acido citrico,
tartarico, malico, succinico, lactico, pirdvico, isocitrico
y alfa-cetoglutarico. Estos se prepararon disolviendo
la cantidad requerida de cada estandar en agua de-
sionizada. Las curvas de calibracién se obtuvieron
trazando el area del pico (mV/min) contra la cantidad
inyectada (rango cubierto 0.05 - 0.5 g L™!). Se inyec-
taron 20 uL de las soluciones de los estdndares en
la columna y se determinaron los tiempos de reten-
cion. Antes del andlisis de las muestras por HPLC,

éstas fueron centrifugadas a 13 000 rpm durante 10
min para eliminar las células, después fueron diluidas
para ser compatibles con las soluciones estandar
preparadas; posteriormente, las muestras se filtraron
a través de un filtro de nailon de 0.2 um (Whatman).
Después de la inyeccion de las muestras, éstas se
identificaron por comparacién de los tiempos de re-
tencién de los picos desconocidos con el de las sus-
tancias patrén de los distintos acidos.

Caracterizacion molecular por PCR

Se realizé la extraccién del ADN con el kit
comercial Promega DNA Isolation and Purification,
por lo que se siguieron las instrucciones del fabri-
cante. Se realiz6 la amplificacién del gen 16S ARNr
mediante la reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR). La secuenciacion de DNA para la identifi-
caciéon molecular de la cepa se llevd a cabo me-
diante un servicio externo (BIOPREMIER, PORTU-
GAL), empleando los oligonucleétidos universales
para Bacteriay Archaea 16SS (foward) (5-AGA GTT
TGA TCC TGG CTC AG-3’) y 16SR (reverse) (5-
CGG GAA CGT ATT CAC CG-3)).

Electroforesis 1D SDS-PAGE

Para la separacién y deteccién de proteinas se
realiz6 la electroforesis en gel de poliacrilamida con
dodecilsulfato de sodio (SDS-PAGE) en el sistema
Bio-Rad, utilizando un gel separador al 12% (p/v) (1.5
M Tris-HCI, pH 8.8, 10% SDS, 40% acrilamida, 2%
Bis-acrilamida), y un gel concentrador al 4% (p/v)
(0.5 M Tris-HCI, pH 6.8, 10% SDS, 40% acrilamida,
2% Bis-acrilamida). Para la preparacién de la mues-
tra se mezclaron 16 uL de muestra con 4 uL del
buffer de muestra 5X (Tris-HCI 1 M, pH 6.8, glicerol
50%, SDS 10%, [3- mercaptoetanol 10%, azul de bro-
mofenol 0.05%); después, se calent6 la mezcla a 100
°C durante 5 min y se agregaron 15 uL en el gel.
También, se agregaron 2.5 ulL del marcador de peso
molecular de proteinas sin tefir (Thermo Scientific).
Posteriormente, se corri6 el gel en 500 mL del buffer
de corrida 1X (pH 8.3), recién preparado, a 15 mA
por 30 min. La tincién del gel se realizé con nitrato
de plata de acuerdo a la técnica descrita por Kumar
(2018); ademas, de una busqueda de enzimas de
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interés biotecnologico.

Diseiio experimental

Se utilizd un disefio completamente al azar.
Los datos se sometieron a un andlisis de varianza
(ANQOVA) con cuatro repeticiones y para un nivel de
significancia al 5%. Los valores informados son el
promedio de las mediciones y se compararon uti-
lizando la prueba de rango mdultiple de Tukey (o =
0.05) para obtener un intervalo de confianza de 95%,
utilizando STATISTICA versién 7 para Windows 8.

RESULTADOS

En la Tabla 1 se presentan las caracteristicas
fenotipicas de la cepa pura aislada de la Poza del
Centro de Cuatrociénegas a una temperatura de in-
cubacion de 20 °C, la cual presenté una morfologia
celular de Bacilo corto, Gram +; la morfologia de
las colonias presentaron un tamafio de 2 mm, con
borde redondeado, superficie plana, forma circular y
pigmentacion amarilla. Se determind la temperatura
6ptima de crecimiento a los 35 °C, pH éptimo de
6 y crecimiento O6ptimo a concentraciéon de 2% de
NaCl. Las pruebas bioquimicas realizadas indicaron
que presentd la capacidad de producir acido a partir
de glucosa y sacarosa, pero no produjo gas ni acido
sulfhidrico; con respuesta positiva para la produccién
de la enzima lisina descarboxilasa; con capacidad
de fermentar citrato, lo que indica la produccién de
citratasa o citrato desmolasa; en medio de cultivo sal
y manitol, fermentd el manitol y presentd crecimiento
a una concentracion de sales de 7.5%. También pre-
sent6 la capacidad de metabolizar glucosa, pero no
lactosa; y no presento la capacidad de hidrolizar la
urea mediante la produccién de ureasa. Ademas,
presento crecimiento con carbono glucosa, sacarosa,
maltosa y glicerol, no presentd crecimiento al usar
lactosa como fuente de carbono, por lo que no puede
degradar esta fuente de carbono.

Para determinar los rangos de pH y el pH 6p-
timo de crecimiento de la cepa se realizé una cinética
de crecimiento celular. En la Figura 1 se mues-
tra el efecto de diferentes valores de pH sobre el
crecimiento bacteriano, a temperatura de incubacién

de 20 °C. Se pueden observar las diferentes fases del
crecimiento celular; a pH 5 se tuvo una fase lag mas
larga, en comparacion con las fases de adaptacion a
pH de 6 a 9. El mayor crecimiento celular se observo
a pH 6. En la Figura 2 se muestra el efecto de la
temperatura sobre el crecimiento celular de la cepa.
Se puede observar en la cinética de crecimiento mi-
crobiano las diferentes fases de crecimiento que pre-
sent6 la cepa a 15, 25 y 35 °C. A los 45 °C no se
presentod crecimiento significativo, por lo que, debido
a este comportamiento no se probd la temperatura de
55 °C. El mayor crecimiento celular que se obtuvo fue
a 35 °C. La Figura 3 muestra el efecto de diferentes
concentraciones de NaCl sobre el crecimiento de la
cepa a pH 6 a temperatura de incubacién de 35 °C.
Se puede observar que la cepa present6 una fase de
latencia corta a 0, 1 y 2%, el mayor crecimiento celu-
lar se obtuvo con 2% de NaCl; a 5% de NaCl se pre-
sentd una fase de adaptacién mas larga; a 10% de
NaCl no se presento crecimiento. Por lo que, clasifi-
carse como haléfilo tolerante, debido a que present6
un optimo de crecimiento a concentraciones de sales
de 2% y también presento crecimiento a 5% de NaCl.

Los picos cromatograficos de los &cidos
organicos se identificaron comparando los tiempos
de retencion de la muestra de la cepa con los es-
tandares de 4cido citrico, tartarico, malico, succinico,
lactico, pirdvico, isocitrico y alfa-cetoglutarico. En la
Figura 4 se muestra el cromatograma obtenido del
analisis por HPLC con un detector UV, en donde se
puede observar en color rojo la muestra con medio
al tiempo 0; en verde la muestra del sobrenadante a
las 38 h de incubacién, y en azul y amarillo los es-
tandares de &cidos organicos. En el cromatograma
se muestran dos sefiales que se presentaron en la
muestra con el sobrenadante a las 38 h, el primero
de ellos con un tiempo de retencién de 7 min, el cual
corresponde con los estdndares de acido piravico y/o
acido citrico; y el Ultimo en eluir presenté una sefal
a los 22 min; sin embargo, la sefal no se ajustd a
los estandares usados. Los resultados del analisis
de identificacion molecular de la cepa mediante la
secuenciacién del DNA indicaron que corresponde a
la especie: Microbacterium paraoxydans.
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Tabla 1. Caracteristicas fenotipicas de la cepa aislada de la Poza del Centro de Cuatrociéne-
gas.
Morfologia Fisiologia Bioquimica Nutricional
Bacilos T 6ptima 35 °C TSI + Glucosa +
Gram + pH 6ptimo 6 LIA + Sacarosa +
Colonia redonda % de sales 6ptimo 2%  Citrato de Simmons +  Maltosa +
Pigmentacién amarilla Kligler - Glicerol +
Ureasa - Lactosa -
03
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Figura 1. Efecto del pH sobre el crecimiento bacteriano.
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Figura 2. Efecto de la temperatura sobre el crecimiento bacteriano.
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Figura 3. Efecto de diferentes concentraciones de NaCl sobre el crecimiento bacteriano.

Patron de acidos : citrico/ tartarico / malico/ succinico/ lactico / acético
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Muestra de sobrenadante T= 38 h
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Figura 4. Cromatograma de HPLC de M. paraoxydans.
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A partir de la biomasa de la cepa de M.
paraoxydans, separada por centrifugacion y conser-
vada a -20 °C, se obtuvo el extracto crudo de pro-
teinas totales, el cual fue analizado mediante elec-
troforesis en gel de poliacrilamida en el sistema Bio-
Rad. En la Figura 5 se presenta el gel de electro-
foresis de proteinas totales de M. paraoxydans tefido
con nitrato de plata. En el gel se pueden obser-
var diferentes carriles, los cuales corresponden a los
tiempos de incubacion; 0 h (carril 1), 12 h (carril 2), 20
h (carril 3), 36 h (carril 4) y 48 h (carril 5); los tiempos
36 y 48 h se presentaron por duplicado, carril 7 y 8,
respectivamente. El marcador estandar de alto peso
molecular se muestra en el carril 6 (MM). También,
se puede observar a partir de las 12 h de incubacién
un perfil complejo de proteinas totales de esta bac-
teria; aunque, las bandas proteicas se observan con
mayor intensidad a partir de las 20 h hasta las 48 h de
incubacién, con pesos moleculares de aproximada-
mente 20, 25, 35, 40, 50, 65, 78, 100, 110, 140 y 250
kDa.

DISCUSION

Microbacterium paraoxydans pertenece al
Phylum: Actinobacteria, orden: Micrococcales, fa-
milia: Microbacteriaceae, género: Microbacterium
(Bacterial Diversity Metadatabase). Al comparar los
resultados obtenidos con otros estudios, se encon-
tré similitud con la descripcién de las caracteristi-
cas fenotipicas de la bacteria. En la actualidad, el
género Microbacterium comprende mas de 80 es-
pecies, las cuales prestan pigmentacion amarilla y
son bacilos Gram + (Yi et al. 2020). Al respecto
Mishra et al. (2021) describen a M. paraoxydans
como un bacilo corineforme, Gram +, con diametro
de 2 mm, que crece aerébicamente, lo que con-
cuerda con la caracterizacion morfolégica obtenida.
La pigmentacién amarilla que presenté M. paraoxy-
dans se debe a la presencia de compuestos lipidi-
cos, conocidos como carotenoides, que se encuen-
tran en la membrana celular de bacterias no fotosin-
téticas (Merino et al. 2019), lo que concuerda con
un estudio que identificé a M. paraoxydans como una

bacteria no fofosintética y buena productora de pig-
mentos carotenoides con actividad anticancerigena y
antioxidante (Ojha et al. 2017). Estos pigmentos ac-
tlan como agentes fotoprotectores contra la luz visi-
ble y la extrema exposicién contra rayos UV (Meddeb-
Mouelhi et al. 2016), convirtiendo la energia dafiina
en calor antes de que alcance las partes sensibles
dentro de la célula (Musa y Yusof 2019). Ademas,
la sintesis de osmolitos, como el inositol y glicina-
betaina, también pueden contribuir a la resistencia
a la radiacién ultravioleta en ciertas especies del
género Microbacterium (Mandakovic et al. 2020). En
cuanto a la caracterizacion fisiolégica se determino
que M. paraoxydans present6 una gran capacidad de
adaptacién y crecimiento en valores de pH desde 5
hasta 9, con pH 6ptimo de 6; pero también se ha
reportado que presenta crecimiento a pH 10 (Mishra
et al. 2021). Un mecanismo en el manejo del es-
trés acido y alcalino de regulacion del pH intracelu-
lar para mantenerlo cercano a la neutralidad, es el
intercambio directo de protones con el ambiente ex-
terno mediante mecanismos de bomba de protones
(Cabrera y Blamey 2018). Ademas, las bacterias al-
caldfilas tienen en su pared celular enzimas (Poli et
al. 2017) y polimeros cargados negativamente, los
cuales pueden reducir la densidad de la carga en
la superficie de la célula y estabilizar la membrana
celular (Cabrera y Blamey 2018). En tanto que M.
paraoxydans crecié a temperaturas de 15, 25, y 35
°C, pero no presenté crecimiento a los 45 °C, lo que
difiere de lo reportado que crece a 40 y 42 °C (Mishra
et al. 2021). Por lo que puede considerarse como
mesdéfilo, debido a que su éptimo crecimiento se en-
cuentra entre los 25 y 40 °C (Merino et al. 2019). Esto
puede ser debido a la adaptacién de la bacteria con
la temperatura del habitat de donde se aislé, La Poza
del Centro, la cual presentd una temperatura in situ
de 24 °C. En cuanto a la concentracién de sales, M.
paraoxydans presenté crecimiento a concentraciones
de 0 hasta 5% de NaCl; se ha reportado que crece a
una concentracion de NaCl al 7% (Mishra et al. 2021),
lo que con cuerda con el crecimiento que se obtuvo
en el medio sal y manitol (7.5% NaCl). También ha
sido clasificada como haléfila moderada (Ojha et al.
2017). Pero de acuerdo con los resultados obtenidos
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Figura 5. Gel de electroforesis 1D SDS-PAGE de M. paraoxydans tefido con nitrato de plata.

puede ser considerada como halotolerante, ya que
estos microorganismos son capaces de crecer en
ausencia de sal, pero son tolerantes a concentra-
ciones variables (Merino et al. 2019). La principal
estrategia de adaptacion de los haléfilos se basa en la
acumulacion masiva de compuestos en el citoplasma
para compensar la presién osmotica del medio exte-
rior (Poli et al. 2017), como sales inorganicas (sodio
0 potasio) o compuestos organicos como derivados
de azlcares, glicerol, prolina y derivados (Poli et al.
2017). Ademas, las enzimas de los haléfilos se adap-
tan al crecimiento en diferentes concentraciones de
sal debido a cambios de los acidos grasos en los lipi-
dos de la membrana (Merino et al. 2019).

Los resultados de las pruebas bioquimicas
indicaron que M. paraoxydans fermenta glucosa,
sacarosa y manitol, no produce gas ni acido sulfhi-
drico; pero tiene produccién positiva de la enzima
lisina descarboxilasa y negativa para ureasa, lo
que concuerda con lo reportado por Mishra et al.
(2021); también fermenta maltosa, galactosa, fruc-
tosa y manosa. Los microorganismos fermentadores
de azlcares acidifican el medio, por lo que en el

medio lisina hierro, el ambiente &cido favorece la ac-
tividad enzimatica descarboxilasa y se metaboliza la
lisina a cadaverina (Duhan et al. 2020). La cadeve-
rina se emplea como intermediario en la produccion
de poliamidas. Actualmente, existe un creciente in-
terés por la bioproducciéon de cadaverina utilizando
lisina descarboxilasa como biocatalizador, ya que es
mas amigable con el medio ambiente y altamente
eficiente, en comparacién con la sintesis quimica a
partir de recursos fosiles (Gao et al. 2022). Cabe
mencionar que la descarboxilasa de los amino&cidos
lisina, ornitina y arginina, desempefa un papel im-
portante en el mecanismo de respuesta para mane-
jar el estrés acido y la supervivencia de las bacterias.
Por lo que se sugiere que, tanto las reacciones de
descarboxilacion y el intercambio de protones pueden
representar una estrategia metabdlica para la su-
pervivencia de la bacteria en ambientes extremos,
asi como para tolerar un amplio rango de pH (Man-
dakovic et al. 2020). Ademas, M. paraoxydans pre-
sent6 crecimiento al utilizar como fuente de carbono
glucosa, sacarosa, maltosa y glicerol. Al utilizar la
maltosa como fuente de carbono, esta cepa puede
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presentar la maquinaria enzimatica para catalizar la
hidrolisis de la maltosa para producir glucosa, a
través de la enzima maltasa, que pertenece a la fa-
milia de las a-glucosidasas (Tian et al. 2021). Se ha
reportado que M. paraxydans presenta la actividad o-
glucosidasa en la sintesis de un hexil-a-glucésido y
un o-poliglucésido, los cuales tienen aplicaciones en
la industria de los alimentos, cosméticos, detergentes
y farmacéuticos (Ojha et al. 2013). El glicerol pude
usarse para la sintesis de lipidos, y viceversa, los lipi-
dos pueden degradarse en &cidos graos y glicerol.
Los lipidos son degradados primero por las lipasas
y los glicerofosfodiésteres resultantes se transportan
al interior de la célula y libera glicerol-3-fosfato (Bl6tz
y Stilke 2017). Estas enzimass son utilizados en la
produccién de plasticos biodegradables, area textil,
aditivos alimenticios, produccion de biocombustibles,
medicina y agricultura (De-Avila- Montiel et al. 2016).
Se ha reportado que M. paraoxydans presenta el
potencial para producir enzimas como amilasa, li-
pasa y proteasa (Akbulut et al. 2022), con aplica-
ciones biotecnolégicas en industrias como la alimen-
taria, de detergentes, farmacéutica, asi como para la
produccién de biodisel (Cabrera y Blamey 2018).

En el cromatograma, la sefal que se mostro
a los 22 min puede corresponder a un carotenoide,
ya que se ha reportado que la cepa Microbacterium
sp. sintetiza pigmentos carotenoides con tiempos
de retencion de 18.6 a 23.6 min (Mandakovic et al.
2020). Por otra parte, los acidos organicos son
productos naturales o intermediarios en las princi-
pales vias del metabolismo de los microorganismos
(Nuryana et al. 2019). El &cido piravico (piruvato a
pH neutro) es el producto final de la glucdlisis. Las
reacciones que se llevan a cabo en la glucdlisis son
catalizadas por diversas enzimas. Ademas, las célu-
las utilizan el piruvato como materia prima para sin-
tetizar moléculas mas complejas, como aminoacidos
y acidos grasos, que son necesarias para mantener
sus funciones vitales, para su crecimiento y repro-
duccién (Maleki y Eiteman 2017). El acido citrico
es un producto metabdlico primario formado en el
ciclo del &cido tricarboxilico (TCA), ciclo de Krebs
o ciclo del &cido citrico. El acetil CoA es el prin-
cipal precursor del ciclo, el cual es producido por

la oxidacion del piruvato y derivado de la glucosa,
como materia prima. La produccién microbiana de
acido citrico ocurre mediante la catélisis de enzimas
(Khan et al. 2017). El uso de procesos biolégi-
cos para la produccién de acidos organicos tiene un
gran potencial en diversas aplicaciones industriales,
como materias primas para complementos alimenti-
cios, como aditivos y excipientes farmacéuticos y cos-
méticos (Khan et al. 2017); ya que son moléculas
totalmente degradables y pueden utilizarse en la pro-
duccién de polimeros biodegradables, reemplazando
a los productos quimicos sintéticos o a los derivados
del petréleo (Nuryana et al. 2019).

En el gel de electroforesis 1D SDS-PAGE se
presentaron bandas con diferentes pesos molecu-
lares, las cuales pueden corresponder a enzimas que
desempefian un papel importante en el metabolismo
de la glucdlisis, ya que el medio de cultivo contenia
glucosa como fuente de carbono. Algunas de las
enzimas que participan en la via de la glucdlisis son
adelinato quinasa (22 kDa) (UniProt 2021), triosa fos-
fato isomerasa (26 kDa) (Matsumoto et al. 2019),
hexoquinasa (35 kDa) (Meurer et al. 2016), enolasa
(47 kDa) (Ji et al. 2016), fosfoenolpiruvato carboxilasa
(102.8 kDa) (UniProt 2017); las cuales tienen poten-
cial para aplicarse en areas de la salud (Klepinin et
al. 2020), en la industria farmacéutica (Kulkarni et al.
2017, Qian et al. 2017) y en la agricultura (Liu et al.
2021). Sin embargo, hacen falta més estudios para la
identificacién de cada una de estas bandas proteicas.

Algunas otras enzimas reportadas en estu-
dios que se encuentran presentes en M. paraoxy-
dans son fitoeno desaturasa (56.74 kDa) y licopeno
ciclasa (12.5 kDa) (UniProt, 2017), que participan en
la biosintesis de compuestos carotenoides (Ojha et
al. 2017). Ademas, se ha reportado que M. paraoxy-
dans presenta enzimas celuloliticas tolerantes a pH
extremo (pH 10), lo cual tiene un uso potencial en la
industria del papel, de los biocombustibles y como
aditivos en detergentes.

CONCLUSIONES

Se representa el primer estudio de aislamiento
y caracterizacion fisiol6gica, molecular y enzimatica
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de la especie Microbacterium paraoxydans, ais-
lada de la Poza del Centro Cuatrociénegas. M.
paraoxydans presenté capacidad de crecimiento y
adaptacion en un amplio rango de pH y concen-
traciones de sales de hasta 7.5%, por lo que se
considera como un microorganismo halotolerante.
Ademas, por su capacidad de adaptacion y super-
vivencia en varias condiciones extremas a la vez,
se puede clasificar como un microorganismo poliex-
tremdfilo. De acuerdo a sus capacidades metabdli-
cas y enzimaticas M. paraoxydans tiene el poten-
cial para su aplicaciéon en la produccion de bioplas-
ticos, produccién de biodisel, agricultura, industria
de alimentos, de detergentes y biorremediaciéon. La

diversidad microbiana del valle de Cuatrociénegas
tiene el potencial para el descubrimiento de nuevos
microorganismos de interés no solo biotecnolégico,
sino también para la astrobiologia, ya que es un am-
biente considerado analogo a Marte.
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