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RESUMEN

Introduccion: Los ambientes salinos albergan microorganismos extremofilos,
especialmente bacterias haldfilas y halotolerantes con potencial biotecnolégico, gracias a
sus enzimas y metabolitos. Para aislarlas se puede usar productos que provengan de esos

ambientes, como la sal doméstica sin procesar.

Objetivo: Detectar la presencia de microorganismos viables y cultivables en muestras de

sales domésticas disponibles en espacios antropizados (supermercados).

Metodologia: Se aislaron bacterias a partir de muestras de sal doméstica utilizando Agar
Sabouraud Dextrosa y Agar Nutritivo suplementado con NaCl. Los aislados se
caracterizaron morfolégicamente y se evalué su halotolerancia. La identificacibn molecular

se realiz6 mediante secuenciacion del gen 16S rRNA y posterior analisis bioinformatico.

Resultados: Se detectaron microorganismos halotolerantes en muestras de Flor de Sal y
Sal ahumada, con mayor diversidad en la primera (13 morfotipos) frente a la segunda (4
morfotipos). Se purificaron 17 aislados, seleccionandose 11 para estudios posteriores. La
mayoria resultdé ser bacilos Gram negativos, también se detectaron levaduras y cocos.
Todos los aislados presentaron tolerancia a concentraciones de NaCl entre 0,5% y 10,5%
(p/v), pero ninguno crecié a 20,5%. El analisis bioinformatico permitié identificar cepas
relacionadas con las especies Priestia flexa, Bacillus boroniphilus, Bacillus aquimaris,
Cytobacillus pseudoceanisediminis, Mesobacillus maritimus, Aureimonas altamirensis,

Pantoea eucrina y Kocuria rhizophila.

Conclusion: Se identificaron ocho aislados halotolerantes, destacando su capacidad de
crecimiento en diferentes concentraciones de NaCl. Algunas cepas presentaron potencial
biotecnolégico, como la produccion de exopolisacaridos abundantes. Estos hallazgos
resaltan la presencia de una diversidad microbiana importante en sales domésticas y su

relevancia para aplicaciones biotecnoldgicas.
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Halotolerant Bacteria from Table Salt.
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ABSTRACT

Introduction: Saline environments are home to extremophilic microorganisms, especially
halophilic and halotolerant bacteria with biotechnological potential, thanks to their enzymes
and metabolites. To isolate them, products from these environments can be used, such as

unprocessed table salt.

Objective: To detect the presence of viable and culturable microorganisms in table salt

samples available in anthropized spaces (supermarkets).

Methodology: Bacteria were isolated from table salt samples using Sabouraud Dextrose
Agar and Nutrient Agar supplemented with NaCl. The isolates were morphologically
characterized, and their halotolerance was evaluated. Molecular identification was
performed by sequencing the 16S rRNA gene and conducting subsequent bioinformatic

analysis.

Results: Halotolerant microorganisms were detected in samples of Flor de Sal and smoked
salt, with greater diversity observed in the former (13 morphotypes) compared to the latter
(4 morphotypes). Seventeen isolates were purified, with 11 selected for further studies. The
majority were Gram-negative bacilli, and yeasts and cocci were also detected. All isolates
exhibited tolerance to NaCl concentrations ranging from 0.5% to 10.5% (w/v), but none grew
at 20.5%. Bioinformatic analysis identified strains related to the species Priestia flexa,
Bacillus boroniphilus, Bacillus aquimaris, Cytobacillus pseudoceanisediminis, Mesobacillus

maritimus, Aureimonas altamirensis, Pantoea eucrina, and Kocuria rhizophila.

Conclusion: Eight halotolerant isolates were identified, showcasing their ability to thrive at
varying NaCl concentrations. Some strains exhibited biotechnological potential, such as the
production of substantial exopolysaccharides. These findings emphasize the presence of

significant microbial diversity in table salt and its relevance for biotechnological applications.
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INTRODUCCION

La sal doméstica es un aditivo alimentario ampliamente utilizado tanto en el hogar como
en la industria, donde cumple funciones esenciales como sazonador y conservante en la
preparacion de alimentos, ademas que mejora la textura, realza el sabor y mejora la
estabilidad. Antiguamente antes del desarrollo de la técnica de refrigeracion y congelacion,
se empleaba la sal para preservar alimentos perecederos como carnes, pescados y otros
productos(l).

La sal es el habitat natural de microorganismos extremofilos especialmente haléfilos o
halotolerantes (1). Estos microorganismos han desarrollado mecanismos adaptativos que
les permite existir en condiciones especificas de salinidad para su crecimiento(2). La
presencia de estos microorganismos en la sal doméstica ha despertado un gran interés en
la microbiologia por sus caracteristicas bioguimicas Unicas con aplicaciones potenciales

en biotecnologia, industria alimentaria y farmaceéutica (3).

Los microorganismos haldéfilos pueden participar en ciertos procesos de fermentacion y
maduracion de algunos alimentos. como la salsa de soja japonesa y quesos maduros Por
ejemplo, en la produccion de la salsa de soja japonesa, especies haléfilas como
Tetragenococcus halophilus Contribuyen a la fermentacion de la pasta de soja generando
compuestos aromaticos que enriquecen su sabor (4). De manera similar, en la maduracion
de algunos guesos, bacterias y hongos halotolerantes participan en el desarrollo de su

perfil organoléptico, influenciando el aroma, la textura y el sabor final del producto (5).

El estudio de estos microorganismos no sélo es relevante para la industria alimentaria,
sino que también tiene aplicaciones en biotecnologia, biomedicina y biorremediacion. Las
enzimas y metabolitos producidos por microorganismos haléfilos presentan un gran
potencial para la fabricacion de compuestos bioactivos, la produccion de enzimas
resistentes a condiciones extremas y la eliminacion de contaminantes en ambientes
salinos. Por ello, el analisis de los microorganismos hal6filos presentes en la sal doméstica
es un campo de gran interés cientifico con amplias perspectivas en aplicaciones

biotecnologicas (3).

Andrea Gomez y Nicol Morales
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I.1.- Definicién de la problematica

Aunque no nos percatamos de ello, los seres humanos estamos en constante contacto
con microorganismos extremofilos presentes en ambientes antropizados, como los
productos disponibles en los supermercados. Por ejemplo, en alimentos con altas
concentraciones de sal, como la sal de mesa, quesos o0 ciertos salsas, se encuentran
microorganismos halofilos o halotolerantes, capaces de sobrevivir en concentraciones
salinas que van del 5% al 30%, y con un crecimiento 6ptimo entre 10% y 15% de NaCl. De
manera similar, los equipos de refrigeracion y congelacién utilizados para conservar
productos permiten la supervivencia y multiplicacion de bacterias psicroéfilas, capaces de

desarrollarse activamente a temperaturas bajas, entre -5°C y 5°C. (6-9) .

Como resultado, estos ambientes creados por la actividad humana albergan una
diversidad microbiana extrema que, lejos de ser un simple hallazgo, representa un valioso
recurso biotecnolégico. Estos extreméfilos podrian tener aplicaciones en distintas areas
industriales, desde la produccibn de compuestos bioactivos hasta procesos de
biorremediacién, aprovechando sus capacidades Unicas de resistencia y adaptacion
(8,10,11). A nivel mundial, los estudios que han identificado bacterias en diferentes
productos de supermercados son muy escasos. Esto significa que gran parte de esta
biodiversidad extreméfila de ambientes antropizados ha sido muy poco explorada. De alli

gue sea muy conveniente y necesario impulsar su estudio.
1.2.- Justificacion

o Novedad cientifica

Esta investigacion busca aportar al desarrollo del conocimiento cientifico en el campo de
la microbiologia de ambientes extremos. Se centra en microorganismos con caracteristicas
particulares que los convierten en recursos valiosos para posibles aplicaciones
biotecnolégicas, especialmente por los productos derivados de su metabolismo, los cuales

poseen un alto potencial para la creacién de productos innovadores.

Con esta investigacion, se busca ampliar nuestro conocimiento sobre la presencia de
microorganismos extremofilos en entornos antropizados, especificamente en alimentos
comercializados en supermercados. El andlisis de la diversidad microbiana en productos
con alta salinidad permitira obtener informacién clave sobre la capacidad de adaptacion
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de estos organismos a ambientes urbanos y comerciales, abriendo nuevas oportunidades

para su aprovechamiento biotecnolégico.

e Aporte cientifico: teérico, metodolégico y practico.

La informacion generada no solo aportara al conocimiento de la ecologia microbiana en
entornos especificos, sino que también podria tener aplicaciones practicas. Asimismo, la
identificacion de microorganismos extremaofilos con potencial biotecnolégico abrira nuevas
oportunidades para futuras investigaciones, orientadas a su aplicacion industrial, la
produccion de agentes bioactivos y otros procesos de interés en biotecnologia y

microbiologia.
e Beneficios

Los beneficiarios directos en la realizacidon de esta investigacidon somos los estudiantes de
Bioquimica y Farmacia, puesto que tendran al alcance mayor informacién sobre la
diversidad de microorganismos presentes en ambientes extremos antropizados de
supermercados para la realizacion de nuestro trabajo de tesis y culminar nuestros estudios

universitarios.

Otros beneficiarios potenciales serian los consumidores y usuarios, quienes podran
conocer qué tipos de microorganismos extremofilos con potencial biotecnolégico se
encuentran en los productos que utilizan o consumen. Esta informacién no solo genera
mayor conciencia sobre la biodiversidad microbiana presente en entornos antropizados,
sino que también abre oportunidades para aprovechar estos microorganismos en diversos
procesos industriales. Entre las aplicaciones mas relevantes se incluyen la produccién de
compuestos bioactivos, como enzimas, pigmentos y antioxidantes, asi como su
participacion en procesos de biorremediacion y tratamiento de residuos, contribuyendo a
soluciones mas sostenibles y eficientes en la industria alimentaria, farmacéutica y

ambiental.

I.2.1.- Pregunta de investigacion:

¢, Cudles son las especies de microorganismos halofilos y halotolerantes presentes en
ambientes antropizados, especificamente en sal de mesa comercializada en
supermercados, y cual es su potencial aplicacién en el desarrollo de productos y procesos

biotecnolégicos?
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|.2.2.- Hipotesis:

Los productos disponibles en ambientes extremos dentro de espacios antropizados,
como los supermercados, se caracterizan por estar colonizados por microorganismos

extremofilos viables y cultivables.
1.3.-Objetivos
1.3.1.-Objetivo General

- Detectar la presencia de microorganismos viables y cultivables en muestras de

sales domésticas disponibles en supermercados.
1.3.2.-Objetivo Especificos

- Aislar microorganismos halotolerantes a partir de muestras de sal disponibles en
supermercados de la Ciudad de Cuenca, que provengan de distintos lugares de origen y

con poco proceso de refinamiento.

- Caracterizar los microorganismos aislados mediante métodos microbiologicos

convencionales, para determinar sus caracteristicas fenotipicas mas notables.

- Identificar mediante técnicas moleculares las especies a las cuales pertenecen los

microorganismos extremofilos aislados.
l.4.- Marco teérico
1.4.1.- Antecedentes

La mayoria de los ambientes antropizados, es decir, aquellos modificados por la
intervencion humana, se caracterizan por incluir espacios cuyas condiciones estan
adaptadas a las necesidades de conservacion de distintos productos. En el caso especifico
de los supermercados, estos espacios deben garantizar la conservacion de los productos
evitando la proliferacion de microorganismos (8,12). Los electrodomésticos y dispositivos
contienen un microbioma propio, que puede ser diferente al microbioma humano o
ambiental. Estos objetos actuan como nichos microbianos, influenciados por factores
bidticos y abioticos, y pueden albergar tanto microorganismos asociados a humanos como

ambientales (13).
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Los microorganismos desempefian un papel esencial en la produccion de alimentos
procesados debido al proceso de deterioro que provocan. Aunque las bajas temperaturas
son eficaces para frenar las bacterias que causan dafo en los alimentos, las bacterias

resistentes al frio continian representando una amenaza.

En un estudio llevado a cabo por Mageswari y sus colaboradores, en la localidad de Vellero
(India), se identificaron bacterias resistentes al frio en productos alimenticios refrigerados
e instalaciones utilizadas para la conservacion de diversos alimentos en cadena de frio
(14). En dicho trabajo, se aislaron 10 cepas de bacterias psicrotolerantes, incluyendo 5
bacilos Gram negativos, 2 bacilos Gram positivos y 3 cocos Gram positivos. Estas cepas
se investigaron para evaluar su potencial en el antagonismo (control biol6gico) de bacterias
patégenas transmitidas por alimentos refrigerados. Los resultados obtenidos mostraron
una actividad antibacteriana maxima de las bacterias psicroéfilos contra Escherichia coli,
Proteus mirabilis, Vibrio fischeri, Eenterobacter aerogenes y Listeria monocytogenes (14).
Desde tiempos inmemoriales, la sal se ha utilizado en la conservacion de alimentos por su
capacidad de reducir la actividad de agua de los alimentos, disminuir la solubilidad del
oxigeno. e inhibir la actividad de ciertas enzimas. Sin embargo, existen microorganismos
capaces de proliferar en los ambientes salinos: estas bacterias se denominan hal6filas. La
sal de mesa y los alimentos procesados con altos contenidos de sal son fuente de estos

microorganismos (14).

Un grupo de investigacion ha abordado el estudio de contenido microbiano en diferentes
sales de mesa comerciales, incluyendo que habitualmente se encuentran en
supermercados y aquellas con especias o minerales afiadidos, asi como las de origen
marino y las provenientes de minas de sal (9). En el estudio se aislaron 79 cepas
pertenecientes a 28 taxones de bacterias y arqueas, clasificandose en 27 cepas de
bacterias halotolerantes, 45 de bacterias moderadamente haldfilas y un género de
bacterias extremadamente hal6filas. Se identificaron también seis cepas de arqueas (9).
El andlisis detallado revelé que las sales de origen marino estaban dominadas por
Archaea, especialmente en muestras del océano Atlantico, la isla de Ibiza y las marismas
del Odiel. Halorubrum fue el taxon mas abundante, seguido por Hallobellus,
Natronomonas, Haloplanus y Haloarcula. En contraste, las sales de otras fuentes o

suplementadas con ingredientes estuvieron mayormente dominadas por bacterias, con
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géneros frecuentes como Sulfitobacter, Bacillus, Enterococcus, Flavobacterium vy
Salinibacter (9).

En un estudio llevado a cabo por Randazzo y sus colaboradores, en 2017, se revelo la
presencia de una amplia diversidad de microbios durante el proceso de fermentacion de
aceitunas de mesa (15). Estas aceitunas, comunmente almacenadas a temperatura
ambiente sin tratamiento térmico, dependen exclusivamente de la fermentacién como
método de conservacion. El analisis efectuado revel6 que cada salmuera exhibia una
composicién bacteriana Unica, caracterizada por la presencia de bacterias hal6filas y del
grupo Lactiplantibacillus plantarum. Ademas, se logré detectar una alta biodiversidad
microbiana durante la fermentacion, evidenciada por la presencia de microorganismos
como Lactobacillus paracollinoides, Ligilactobacillus acidipiscis y Pediococcus parvulus
(15).

Los alimentos fermentados, como quesos, carnes fermentadas y jamon curado, no solo
tienen una vida util prolongada, sino que también fomentan el desarrollo de bacterias
hal6filas debido a la cantidad de sal que contienen (5,16). En un estudio que abarc6 74
muestras de corteza de quesos, Kothe y sus colaboradores identificaron 66 cepas de
bacterias halotolerantes y haléfilas. Especificamente, las especies Gram negativas fueron
notablemente abundantes en una variedad extensa de quesos con alto contenido de

humedad, como los quesos de corteza lavada (5).

En el estudio realizado por Canaviri-Paz en 2021, se investigé la presencia de cepas de
Lactobacillus en granos de quinua durante el proceso de fermentacion. Se observo la
presencia de diversas bacterias, como Stenotrophomonas, Klebsiella, Citrobacter,
Enterobacter y Leclercia, desde el inicio hasta los 5 dias de fermentacion. Ademas, se
detectaron Enterococcus spp., Bacillus subtilis y lactobacilos en un periodo de 24 a 192
horas (17). Por otro lado, el estudio de Pavli en 2016 se enfoco en la fermentacion de
lacteos y carnicos, y se encontraron especies similares a las identificadas por Canaviri,
pero con un mayor porcentaje de Lactobacillus. En total, se evaluaron 47 cepas y se
determiné que 19 de ellas presentaban un comportamiento favorable en condiciones

gastrointestinales simuladas y eran consideradas seguras (18).
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1.4.2.- Marco referencial
4.2.1 Microbiologia de ambientes extremos

Lariquezay variedad sin igual de seres vivos en nuestro planeta se encuentra mayormente
constituida por los microorganismos. Estos microorganismos desempefian un papel crucial
en la regulacion de los ecosistemas al participar activamente en los ciclos biogeoquimicos
(29).

El progreso de la microbiologia ha sido acompafado por la adopcion de nuevos métodos
gue permiten detectar y comprender la presencia de microorganismos en diversos
entornos. En los ultimos afios, se ha logrado comprender la vasta diversidad microbiana

gue caracteriza a nuestro planeta (20).

En el transcurso de la evolucidn, los microorganismos han colonizado diversos ambientes
en la Tierra, adaptandose a condiciones extremas de temperatura, pH y salinidad. Esta
colonizacion se ha facilitado gracias a la notable diversidad metabdlica y fisiol6gica de los
microorganismos, que va mas alla de la diversidad especifica e incluye un amplio rango

de posibilidades metabdlicas y modos de vida (21).
4.2.2 Ambientes extremos

Un ambiente extremo se refiere a un entorno que presenta condiciones fisicas, quimicas
o biolégicas fuera de los rangos considerados normales o habituales para la vida. Estas
condiciones extremas pueden incluir factores como temperaturas extremadamente altas o
bajas, presiones elevadas, niveles extremos de acidez o alcalinidad, altas concentraciones
de sal o metales, entre otros. Los ambientes extremos son desafiantes para la mayoria de
los organismos, pero algunos microorganismos extremofilos han evolucionado para

adaptarse y prosperar en estos entornos hostiles (7,22).
4.2.3 Microorganismos extremofilos

El término "extremafilo” fue nombrado por el investigador MacElroy en 1974, siendo una
combinacion de las palabras latinas "Extremus" (mas externo) y griegas "filia" (atraccion,
afecto por), dando como resultado la expresion. Los microorganismos extremofilos son
organismos los cuales, han desarrollado la capacidad de sobrevivir y prosperar en

condiciones ambientales extremas que seran letales para la mayoria de las formas de vida
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en la Tierra. Estas condiciones pueden incluir temperaturas extremadamente altas o bajas,
altos niveles de salinidad, acidez o alcalinidad, presiones inmensas y ambientes con altos
niveles de radiaciéon Pueden clasificarse en varios tipos segun las condiciones extremas
en las que pueden crecer, en la tabla 1 se puede ver la clasificacion y los ejemplos en cada
caso (20).

Los extremdfilos abarcan microorganismos de tres dominios de vida: Archaea, Bacterias y
Procariotas. Las Archaea destacan por ser menos versatiles que las bacterias y eucariotas,
aunque poseen una capacidad de adaptarse facilmente en condiciones extremas, lo que
las convierte en los organismos mas haldfilas, acidofilas, alcalosis, y termofilos. En el caso
de las bacterias, las cianobacterias son las que mejor se adaptan, habitando en ambientes
desde aguas termales hasta el hielo antartico, y mostrando tolerancia a condiciones
haldfilas, xerdfilas y alcal6filas, aunque no sobreviven en medios con pH mayores a 5.
Entre los eucariotas, los hongos sobresalen por su capacidad para prosperar en
condiciones extremas, excepto en ambientes hipertermofilicos, adaptandose a entornos
alcalinos, &cidos, haléfilos, xerdfilos, con alta presencia de metales e incluso en el océano
profundo (23).
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PARAMETRO TIPO CARACTERISTICAS EJEMPLO
AMBIENTAL
pH Aciddfilo pH<7 Acidithiobacillus
Picrophilus torridus (pH 0,06)
Alcaldfilo pH> 9 Natronobacterium
Bacillus firmus
Spirulina sp. (todos pH=10,5)
Temperatura Termdfilo Crecimiento >60 °C Thermophilus aquaticus
Thermococcus gammatolerans
Methanopyrus kandleri (122 °C)
Psicréfilo <15°C Psychrobacter
Radiacion Radiofilo > 10 Gray Deinococcus radiodurans
Presion Bardfilo y > 1 MPa Thermosipho japonicus
Pedofilo
Gravedad Hipergravedad | >400g Paracoccus denitrificans,
Vacio Grupo sin Tolera el vacio Tardigrados
nombre (espacio desprovisto
especifico de materia)
Salinidad Halofilo (2 a5 M de NaCl) Halobacteriaceae, Dunaliella salina
Tabla 1. Clasificacion y ejemplos de los extremofilos
Acidofilos

Los ambientes acidéfilos se refieren a habitats que presentan condiciones acidas, es decir,
con un bajo pH. Estos ambientes son especialmente interesantes porque el pH no se debe
a condiciones impuestas por el medio, sino al metabolismo de los microorganismos que
se desarrollan en ellos. Estos microorganismos estan involucrados en procesos de
oxidacion de sulfuros metdlicos, como la pirita, y desempefian un papel crucial en
mantener una alta concentracién de ion férrico, que actlia como agente oxidante en estos

ambientes acidos (22).

Ademas, en el ecosistema del Rio Tinto, un ambiente acido extremo, también se

encuentran otros microorganismos como algas fotosintéticas eucariotas, protistas y
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hongos filamentosos, lo que destaca la sorprendente biodiversidad de este hbitat extremo
(22).

Termoéfilos

Los termdfilos son organismos vivos que pueden desarrollarse en ambientes de alta
temperatura, por encima de los 60 °C. Se encuentran en diversos habitats naturales, como
zonas volcanicas, fuentes termales, suelos, sedimentos, pilas de compost y plantas de
tratamiento de desechos. Tienen una serie de adaptaciones que les permiten sobrevivir a
altas temperaturas. Estas adaptaciones incluyen la presencia de proteinas termoestables,
la capacidad de sintetizar nucleétidos y aminoacidos termoestables, y la capacidad de

reparar el dafio al ADN causado por el calor (20).

Los termofilos tienen un gran potencial biotecnolégico, ya que sus enzimas pueden
utilizarse en una amplia gama de aplicaciones, especialmente la ADN-polimerasa de
Thermus aquaticus (taq) se convirti6 en un componente esencial en biologia molecular,
dando origen a la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR), ahora ampliamente
utilizada. Al igual que otras enzimas termofilas se utilizan en la produccién de alimentos y

bebidas, la industria quimica y la medicina (24).

Los suelos con escasa cobertura vegetal, al registrar temperaturas superiores a 45 °C,
ofrecen un entorno propicio para el florecimiento de bacterias terméfilas, entre las que se
incluyen los representantes del género Geobacillus y otros géneros afines. Estos
microorganismos desempefian un papel crucial en los ciclos biogeoquimicos,
especialmente en los ciclos del carbono y del fosforo. Han demostrado contribuciones
significativas, actuando no sélo como parte integral de estos ciclos, sino también
desempeiiando funciones beneficiosas, como agentes biofertilizantes naturales y
solubilizadores de fosfatos. Con el actual escenario de cambio climatico, se anticipa que
los termdfilos aumentaran su importancia en los ciclos biogeoquimicos naturales,

adaptandose a condiciones cada vez mas calidas (25).

Los termdfilos se clasifican en funcién de su temperatura 6ptima de crecimiento. Los
termofilos comunes crecen a temperaturas entre 45 y 60 °C, mientras que los termofilos
extremos crecen a temperaturas entre 60 y 80 °C y los hipertermdfilos crecen a

temperaturas superiores a 80 °C (20).
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Psicroéfilos

Los ambientes de bajas temperaturas predominan, dado que los océanos abarcan
aproximadamente la mitad de la superficie terrestre, la temperatura promedio se mantiene
entre 1°C y 3°C. Ademas, las extensas regiones polares permanecen cubiertas de hielo la
mayor parte del afio, incluyendo glaciares, océanos frios, corrientes heladas, cuevas de
hielo. Crean entornos ideales para organismos psicréfilos adaptados a temperaturas
bajas(26).

La temperatura Optima de crecimiento de los microorganismos psicroéfilos se encuentra
entre 12 y 15°C, se destacan por su capacidad para prosperar en condiciones extremas,
con temperaturas minimas de -5° a 0°C y maximas inferiores a 20°C. Dentro de esta
categoria, los psicrotolerantes tienen la capacidad de crecer a 0°C y presentan
temperaturas Optimas entre 20 y 40°C, siendo aislados de suelos, aguas en climas
templados y alimentos refrigerados a 4°C (26).

Los microorganismos extremdfilos psicrofilos se caracterizan por ser Bacterias Gram-
negativas, Proteobacterias, Cytophaga-Flavobacterium-Bacteriodes, Corineformes,
Arthrobacter sp., Micrococcus sp., y en el dominio Archaea, Methanogenium vy
Methanococcus, son comunes en estos habitats. Ademds, cianobacterias como
Oscillatoria, Phormidium y Nostoc, junto con levaduras psicréfilas como Cryptococcus

spp., contribuyen significativamente a la biodiversidad microbiana (26).

Se destaca el significativo desarrollo de adaptaciones especificas para enfrentar bajas
temperaturas en estos microorganismos. Sus enzimas no solo son funcionales sino
también resistentes al frio, y cuentan con sistemas de transporte transmembranales
adaptados. Ademas, las membranas celulares estan compuestas por fosfolipidos con
proporciones elevadas de acidos grasos insaturados, lo que garantiza un estado semifluido

y previene la congelacion (26).

Considerados como un valioso depoésito de moléculas con aplicaciones biotecnolégicas
innovadoras, estos microorganismos, en particular sus enzimas, como las lipasas, han
demostrado ser biocatalizadores versatiles con aplicaciones comerciales en la sintesis de
biopolimeros, biodiesel, productos farmaceuticos, agroquimicos, cosméticos y sabores. A

pesar de los progresos realizados, la investigacion sobre microorganismos productores de
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lipasas activas a bajas temperaturas y sus aplicaciones industriales continGia siendo una
prioridad mundial (26).

Hal6filos

Los ambientes hipersalinos, con concentraciones de sales superiores al 3,5%, que es la
concentracion del agua de mar, se distribuyen globalmente en suelos y aguas. En los
suelos salinos de zonas aridas y semiaridas, la acumulacion de sales minerales debido a
una mayor evaporacion es comun. Las aguas hipersalinas, presentes en areas calidas con

rapida evaporacion, también exhiben elevadas concentraciones de sales (27).

Los microorganismos hald6filos enfrentan entornos hostiles caracterizados por altas
concentraciones de sal, como lagos y suelos salinos, ambientes marinos y ademas de
productos alimenticios salados (28). La elevada salinidad representa un desafio para la
mayoria de los organismos, ya que puede dafar las membranas celulares. Para sobrevivir,
los microorganismos halofilos han evolucionado mecanismos de adaptacion al estrés

osmotico (29).

Estos organismos implementan diversos mecanismos para contrarrestar el estrés
osmotico, incluyendo el transporte de iones mediante bombas de protones y cloruro, y la
sintesis de solutos compatibles, como azlcares y aminoacidos. La produccion de
exopolisacéaridos forma una capa protectora alrededor de la célula, ofreciendo defensa

contra los efectos dafinos de las sales (30).

La eleccion de estos mecanismos por parte de los microorganismos haléfilos depende del
entorno en el que residen. Algunos acumulan iones de sal en el interior celular (salt-in),
mientras que otros sintetizan solutos compatibles o exopolisacéaridos. Esta versatilidad

revela la capacidad de estos microorganismos para enfrentar condiciones extremas(31).

El mecanismo "Salt-in" es esencial para la adaptacion de los microorganismos halofilos a
entornos altamente salinos, donde acumulan sales como potasio, sodio y cloruro en el
interior celular para equilibrar la concentracion de sal. Este proceso, crucial para su
supervivencia, implica adaptaciones moleculares especiales en microorganismos como

Salinibacter ruber y Salinibacter spp (31)
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La clasificacion de Bacterias Halofilas segun su tolerancia al cloruro de sodio NacCl,
Kushner y Kamekura (1988) propusieron una clasificacion de microorganismos halofilos

basada en la concentracion de sal 6ptima para su crecimiento (27). La clasificacion incluye:

Tabla 2. Clasificacion de microorganismos halofilos (27).
HALOTOLERANCIA CONCENTRACION DE NaCl

1. Haldfilos Extremos: Arriba de 20 % Cuyo crecimiento O6ptimo ocurre a
concentraciones de 2,5-5,2 M
(aproximadamente 15-32%, saturacion)
de NaCl y por lo general son arqueas

(27,32).
2. Halé6filos Moderados: | Arriba de 10 - 20 | Los halé6filos moderados, por otro lado,
% prosperan mejor en medios con 0,5-2,5 M

(aproximadamente 3-15%) de NacCl (27).

3. Haldfilos Débiles: 0,5-10% Los haléfilos moderados, por otro lado,
prosperan mejor en medios con 0,5-2,5 M
(aproximadamente 3-15%) de NacCl (27).

4. No Haldfilos: Toleran la Los haldéfilos débiles exhiben un
salinidad crecimiento 6ptimo en un rango de 0,2-
0,5 M de NaCl (aproximadamente 1-3%)
(27).

4.2.4.- Aplicaciones biotecnoldgicas de microorganismos extremoéfilos

Los organismos extremdfilos tienen diferentes aplicaciones en el area de la biotecnologia
con la formacion de biofilms, en la produccién de variedad de enzimas, proteinas y lipidos
gue han sido aplicadas con diferentes fines en areas industriales. En la actualidad es
relativamente facil descubrir y desarrollar enzimas extremdfilas mediante diferentes

métodos entre ellos la bioprospeccion y la ingenieria genética (21,32).
Produccion de biomoléculas

Existen diferentes biomoléculas que se encargan de aumentar la velocidad de reacciones
guimicas especificas utilizadas en procesos industriales, alimentario, farmacéuticos
esenciales para el ser humano (33). Entre estas biomoléculas se encuentran las

siguientes:

1. Proteinas: Los microorganismos extremofilos, debido al estrés bidtico de su
entorno, desarrollan adaptaciones en sus caracteristicas moleculares y fisiolégicas que

impulsan a la evolucion. Estas modificaciones le dan facilmente la capacidad de producir
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proteinas principalmente enzimas, conocidas como extremozimas y les permiten hidrolizar
o asimilar escasos nutrientes disponibles en su hébitat. Las enzimas extremdéfilas tienen
gran valor cientifico y comercial, siendo utilizadas en biomedicina e investigacion, como

la Tag ADN polimerasa proveniente de Thermus aquaticus (34).

Dentro de este grupo, las proteinas halofilas se caracterizan por modificar su estructura en
respuesta a las concentraciones de sal, lo que le permite estabilidad. Un ejemplo es
Bacillus pseudalcaliphilus, un microorganismo halotolerante y alcal6filo con actividad
enzimatica de ciclodextrina glucanotransferasa. Esta enzima resiste temperaturas de 40-
60 °C, mantiene el 80 % de su actividad en un rango de pH de 5.0 a 11.0 y tiene una vida
media de 2 horas a 70 °C. Estas propiedades le permiten catalizar la conversion de almidon
de maiz crudo en ciclodextrinas, lo que la hace valiosa para diversas aplicaciones
industriales (3,34).

2. Exopolisacarido: Los exopolisacaridos (EPS) son polimeros de carbohidratos de
alto peso molecular, compuestos de residuos de azucar, que son secretados por
microorganismos. Estas biomoléculas desempefian diversas funciones, otorgando a los
microorganismos ventajas adaptativas. Los microorganismos extremofilos  son
considerados como productores de exopolisacéaridos, los cuales poseen caracteristicas
Unicas y multiples aplicaciones potenciales en la industria, como emulsionantes,

crioprotectores y agentes gelificantes (27,35).

Las investigaciones sobre los exopolisacaridos producidos por microorganismos haléfilos
han estudiado su actividad emulsionante, capacidad gelificante, uniéon a metales pesados
y propiedades reoldgicas, con aplicaciones existentes y potenciales en diversos sectores.
Se ha observado que la produccion de glucosa en estos polimeros aumenta en funcion de
la concentracion de NaCl, lo que los hace particularmente ventajosos para efectos de

proteccion y estabilizacion en condiciones extremas (35).
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Use

Tabla 3: Clasificacion de enzimas producidas por microorganismos extremofilos y sus

aplicaciones (21)

TIPOS EXTREMOENZIMAS APLICACIONES
Amilasa, glucoamilasa Produccién de almidén
e Proteasas Ayuda a mejorar la digestion
Acidofilos y ) g
Ayuda a eliminar una cantidad elevada de
Oxidasas azufre usados principalmente en la
combustion.
Ayudan en la fermentacion de vino y cerveza
Alcaléfilos Proteasa, celulasa en la elaboracién de pan y zumos utilizado
también en la fabricacion de detergentes
Proteasas Sintesis de péptidos
Halofilos . Biocatdlisis en medio organico y sintesis
Deshidrogenasas L .
quimica asimétrica
Proteasas Detergentes, aplicaciones alimentarias
Psicréfilos Amilasa Detergentes
Celulasas Detergentes y textil
Detergentes
Lipasa, proteasa Produccion biodiesel
Modificacion sabor
Procesamiento de almiddn, celulosa, quitina
Amilasas, pululunasas, y pectina
glucoamilasas, celulasas, | Hidrélisis de almidén
xilanasas Clarificacion de zumos de frutas y verduras
Fermentacion
Quitinasas Conversion de celulosa en etanol
Termofilos Modificaciones de quitina para alimentacion
Xinalasas y productos sanitarios
Maduracion de queso
Biorremediacion, degradacion y eliminacion
Esterasas de
xenobidticos y compuestos toxicos
ADN polimerasas Biologia molecular
Deshidrogenasas Reacciones oxidativas
Manasas Degradacion de manosa o0 gomas

Fuente:(Krasimirova Milova, 2020)
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2.4.5 Ejemplos en los diferentes campos

Los microorganismos extremdfilos son utilizados en una variedad de campos, como, por

ejemplo:
Industria alimentaria

En esta area, se han visualizado varios resultados positivos al momento de utilizar las
proteinas, producidas por diversos organismos entre ellas las bacterias Pseudomonas
syringae, Erwinia spp. y Xanthomas spp. que ayudan a la nucleacién de hiel,aumentando
la temperatura para formar pequefios cristales alrededor de comida congelada mejorando
la calidad de estos productos, esto sucede debido a estas proteinas conocidas

comunmente como INP (Ice Nuclein Proteins) (21).

En contraste, otros microorganismos como Arthrobacter sp., Sphingomonas sp. Yy
Flavobacterium sp. tienen la capacidad de producir proteinas anticongelantes (AFP) que
inhiben la formacion de cristales de hielo a temperaturas por debajo del punto de
congelacion del agua. Estas proteinas tienen amplias aplicaciones en la industria
alimentaria (13).

Medicina

En el ambito de la medicina, se han estudiado algunos microorganismos que contribuyen
a mejorar procesos biomédicos. Un ejemplo destacado es el uso de proteinas
anticongelantes recombinantes provenientes de Leucosporidium sp. en la criopreservacion
de globulos rojos. La ablacion de las lineas celulares de peces se ha hecho con el uso de

proteinas anticongelantes (21).

Por otro lado, las haloarqueas son productoras de pigmentos carotenoides que se
consideran moléculas muy importantes para la salud y en la industria farmaceéutica debido

a su potente actividad antioxidante (13).
Biocombustibles

El uso es particularmente atractivo en la produccion de biocombustibles porque tienen el
potencial de disminuir la dependencia de los combustibles fosiles y reducir las emisiones
de gases de efecto invernadero. Los biocombustibles de segunda generacion,

fundamentados sobre la lignocelulosa, ofrecen una opcién mas agradable en comparacion
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con los de primera generacién, que utilizan mazorca de maiz y cafia de azlcar en procesos

no sostenibles en términos ecoldgicos y comerciales.

La celulosa, hemicelulosa y lignina, presenta desafios en su desintegracién debido a su

estructura cristalina, que restringe la accesibilidad de las enzimas (21).

Los estudios se han centrado recientemente en la busqueda de biocatalizadores mas
eficaces biocatalizadores y refinando y perfeccionar el proceso de despolimerizacion de la
lignocelulosa. El proceso de despolimerizacion de la lignocelulosa. Enzimas con actividad
especifica, reduccién de inhibicion por el producto final y adquisiciones como estabilidad
térmica. Las enzimas termoestables resultan particularmente Utiles en la deconstruccion
de la lignocelulosa en biorrefinerias, ya que ofrecen ventajas como mayor especificidad y
estabilidad. Esto permite periodos de hidrélisis mas extensos con menor cantidad de
enzimas, mejor compatibilidad con procesos no enziméticos y eliminacién de costos de

refrigeracion (21).
Industria Agropecuaria

La congelacion causa dafio mediante la regulacion de las poblaciones microbianas
producidas por INP. Aunque aun no se hace mucho para convertirse en un método
totalmente efectivo y rentable, es una estrategia atractiva. En estaciones con temperaturas
frias, se lograria disminuiria el dafio causado por la formacién de cristales de hielo y
estimularia el crecimiento de diferentes plantas, el medio ambiente es esencial para el
desarrollo sostenible, como el género Pseudomonas, puede ser una fuente valiosa de

biocatalizadores para la biorremediacién (21).
Biorremediacion

Uno de los principales problemas a nivel mundial es la contaminacion del suelo por
bacterias haléfilas han despertado un considerable interés en el ambito de la degradacion
de residuos toxicos. Se presentan como una alternativa significativa a los métodos
microbiologicos convencionales, particularmente en situaciones donde estos ultimos
resultan ineficaces, como ocurre en los procesos industriales que generan aguas

residuales con niveles elevados de salinidad (36,37).

La industria ha generado una gran contaminacion en el suelo, las bacterias halofilas
moderadas han suscitado un creciente interés en la esfera de la degradacién de residuos
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toxicos, surgiendo como una alternativa valiosa a los tratamientos microbioldgicos
convencionales en situaciones donde estos resultan ineficaces, como es el caso de los
procesos industriales que generan aguas residuales con elevada salinidad. Este escenario
se observa, por ejemplo, en la produccion de diversas sustancias quimicas, incluyendo
pesticidas, ciertos productos farmacéuticos y herbicidas, asi como en los procesos de
extraccion de petrdleo y gas (37).

Bacterias haldfilas como Halanaerobium praevalens y Orenia marismortui, incluso a
concentraciones salinas del 13 al 14%, son microorganismos capaces de degradar
compuestos hidrocarbonados, como hexadecanos y fenantrenos, en compuestos

aromaticos nitro-sustituidos han sido aislados de diversos ambientes hipersalinos (36,37).

4.1.6.- Ambientes antropizados

Los ambientes antropizados son ecosistemas que han sido modificados por la actividad
humana, lo que genera cambios en las condiciones fisicoquimicas de entorno. A pesar de
estas alteraciones, ciertos microorganismos extremofilos desarrollan estrategias

adaptativas lo que les permite subsistir en estos ambientes (38).
° Productos de supermercado en ambientes antropizados

Los productos comercializados en supermercados han pasado por multiples etapas de
procesamiento y manipulacion, lo que los convierte en ejemplos de productos que
interactan con ambientes antropizados. Estos ambientes, se caracterizan por condiciones
modificados en su entorno, incluyen factores como altas concentraciones de sal y azucar,

baja actividad de agua, temperaturas variables, empaques y atmosferas modificadas(4,39)

En tales condiciones, los microorganismos extremdéfilos son los que tienen la capacidad
de adaptarse a ambientes que dificultan la supervivencia de otros organismos. Por
ejemplo, ciertas bacterias que toleran altas concentraciones de sal o un pH acido pueden

sobrevivir en alimentos procesados con estas caracteristicas (23).

4.1.7.-Sal

El cloruro de sodio NaCl, cominmente conocido como sal de mesa, es un condimento

esencial en la gastronomia y la industria alimentaria, utilizado en la preparacion de la
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mayoria de alimentos donde aporta un sabor caracteristico y ademas actla como
potenciador, realizando y equilibrando los sabores de los ingredientes siendo

indispensable en la cocina diaria (9,39).

Ademas de su papel culinario, la sal desempefia una funcion importante por su propiedad
de conservar los alimentos gracias a su capacidad de disminuir la actividad de agua y
aumenta la presion osmdtica, lo que inhibe el crecimiento de microorganismos que
deterioran los productos. Estas propiedades la hacen fundamental en procesos de curados

, encurtidos y la elaboracion de productos procesados (39,40).

Las fuentes de sal comercial son los ambientes salinos como estanques solares, lagos
salinos, las sales de roca y el agua de mar los cuales son el origen de microorganismos
afines a la sal, los haléfilos quedan atrapados en los cristales de sal refinada y permanecen

viables incluso ya estando comercializada (9).
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Il.1.- Disefio de investigacién
Se trata de una investigacion con un enfoque observacional y de caracter descriptivo.
Il.2.- Poblacion y muestra

[1.2.1 Universo y poblacién

No aplica. Se seleccionaron 4 marcas de sal de distintos tipos, adquiridas en un
supermercado de la ciudad de Cuenca (Azuay, Ecuador).

[1.2.2 Muestreo y muestra

Se seleccionaron un total de cuatro muestras que corresponden a diferentes tipos de

muestras haldfilas (sal).

Criterios de seleccion:

- Inclusion: Se seleccionaron marcas de productos que incluyeran muestras de sal
provenientes de distintos paises, con caracteristicas diversas.
- Exclusion: Se excluyeron muestras de sal doméstica con un alto grado de

refinamiento y muy comunes.
I1.3.-Definicién y clasificacion de las variables
1. Tipo de muestra de sal

Definicion: Clasificacion de la sal segun su origen, proceso de obtencién y caracteristicas
fisicas o quimicas. Se incluyen sal del Himalaya, extraida de minas y reconocida por su
color rosado debido a su contenido mineral; sal ahumada, que adquiere su aroma y sabor
distintivos mediante un proceso de exposicion al humo de maderas especificas; y la flor
de sal, una sal marina de alta calidad que se forma en la superficie de las salinas y se

recolecta manualmente, apreciada por su textura ligera y su sabor delicado.

2. Crecimiento de bacterias y levaduras

Definicién: En bacterias, el crecimiento ocurre principalmente por fisién binaria, un proceso
en el que una célula se divide en dos células hijas idénticas. Su crecimiento suele seguir
una curva caracterizada por cuatro fases: latencia, exponencial, estacionaria y de declive.
En levaduras, el crecimiento puede darse por gemacién (en la mayoria de los casos, o por

fision binaria.
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Escala de medicion:

- Presencia o ausencia

3. Temperatura de cultivo

Definicidon: La temperatura a la cual se incuban los microorganismos para promover su

crecimiento, reproduccion y desarrollo de manera éptima.
Escala de medicion:

- Grados centigrados (°C).
4. Caracteristicas macroscoépicas de las colonias

Definicion: Conjunto de caracteristicas observables a simple vista como color, superficie,

brillo, borde, elevacion, forma, textura y aspecto que se presenta en los medios de cultivo.
Escala de medicion:

- Forma: Circular; rizoide; filamentosa; irregular.

- Color: Amarillo; crema; rojo; naranja; blanco.

- Textura: Lisa o rugosa.

- Tamafo: Grande; mediano; pequefio; puntiforme.

- Transparencia: Opaca o transparente.

- Brillo: Brillante; sin brillo.

- Borde: Entero; rizoide; flamentoso; ondulado; lobulado; rizado.
- Elevacion: Convexa; plana; elevada; umbilicada.

- Consistencia: Dura; suave; mucoide.
5. Caracteristicas microscopicas de las células

Definicion: Conjunto de caracteristicas celulares, determinadas mediante observacion bajo
el microscopio. Estas caracteristicas incluyen forma, presentacion, hifa o pseudohifas,
gemacion o ascosporas, cocos, bacilos de caracteristicas Gram negativos o Gram

positivos

Escala de medicion:
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- Forma: Fusiformes, estrelladas, prismaticas, aplanadas, elipticas, globosas o
redondeadas y flageladas.
- Unicelular o pluricelular

- Cocos o bacilos
6. Halotolerancia

Definicion: Capacidad de un microorganismo para multiplicarse en presencia de
concentraciones creciente de sales (NaCl), evaluada en funcién de la cantidad de biomasa

gue se observa en medio agarizado en fase de crecimiento.

Escala de medicion:

- Biomasa muy abundante: ++++
- Biomasa abundante. +++

- Biomasa casi ausenta: ++

- Biomasa ausente. +

Il.4.-Procedimientos y técnicas e instrumentos para el procesamiento de datos

Durante la investigacion, los datos recolectados se organizaron y resumieron en tablas
utilizando la herramienta Excel 2016. Ademas, los datos obtenidos se analizaron y se
presentaron de manera detallada a través de gréficos, fotografias y cuadros estadisticos,

lo que facilita una mejor comprensién de los resultados.

Obtencién de muestras

Las muestras de sal se adquirieron en un supermercado de la ciudad de Cuenca
(Ecuador). En total, se incluyeron cuatro tipos: dos muestras de “sal del Himalaya”

(procedentes de diferentes paises), sal ahumada y flor de sal.
Preparacién de medios de cultivo y siembra

Se prepard una solucion inicial con 10 g de la muestra de sal y 40 ml de agua estéril por
cada muestra. Se realizaron dos diluciones, 1/10 y 1/100, empleando solucion salina.
Tanto la solucion inicial como cada una de las diluciones fueron inoculadas mediante la
técnica de rastrillado, utilizando 100 pl en diferentes medios de cultivo, incluidos Agar
Nutritivo enriquecido con 25 g/L de NaCl y Sabouraud Dextrosa bajo las mismas

condiciones. Las muestras se incubaron a 30°C.
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Del aislamiento primario, se seleccionaron cepas con caracteristicas morfolégicas distintas
observadas en el medio, basandonos en su apariencia macroscopica. Posteriormente, se
realizo un aislamiento secundario para purificar cada uno de los morfotipos identificados.
Para este proceso de aislamiento y purificacion, se emplearon asas de platino estériles,
gue luego se emplearon para inocular Agar Nutritivo suplementado con NaCl. Las placas

inoculada fueron incubadas durante aproximadamente una semana a 30°C.
Caracterizacion macroscopica

Las colonias de cada aislado puro fueron caracterizados mediante el uso de los siguientes
codigos: Forma: circular (C), rizoide (R) filamentosa, irregular (I); Color: amarillo (A),
crema (C), rojo (R), naranja (N), blanco (B); Textura: lisa (L) o rugosa (R); Tamafo: grande
(G), mediano (M), pequerio (P), puntiforme (Pf) ; Transparencia: opaca (O) o transparente
(T) ; Brillo: brillante (B) o sin brillo (S); Borde: entero (E), rizoide (R), filamentoso (F),
ondulado (O), lobulado (L), rizado (R); Elevacion: convexa (C), plana (P), elevada (E),
umbilicada (U); Consistencia: dura (D), suave (S), mucoide (M).

Caracterizacion microscopica

Se utilizé un microscopio Optico para examinar las caracteristicas microscopicas de cada
aislado puro y determinar si correspondian a bacilos o cocos. Para ello se tomé una colonia
gue fue suspendida en una gota de solucién salina sobre un portaobjetos utilizando un
palillo estéril. Posteriormente se observé la muestra con un lente de 40x y 100x,

registrando caracteristicas como la forma celular.

Conservacion de aislados puros de bacterias

Una vez purificados los aislados bacterianos mediante repiques sucesivos, se
almacenaron en tubos de tapa rosca que contenian agar nutritivo en forma de cufia a
temperatura ambiente. También se conservaron suspensiones celulares a una

temperatura de -80°C con glicerol al 20%.

Crecimiento de bacterias a diferente concentraciéon de sal

Se utilizaron diferentes placas de Agar Nutritivo suplementado con concentraciones
crecientes de NaCl: 0,5%, 5%, 10%, 15%, y 20%. A partir de cultivos frescos, se ajustd
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cuidadosamente el porcentaje de densidad celular y se inocularon 5 pyl de cada suspension

en las placas de Agar Nutritivo enriquecido con diferentes concentraciones de NaCl (41).

Extraccion de ADN genomico

Para la extraccion de ADN, se seleccionaron diez aislados puros cultivados en agar
nutritivo suplementado con NaCl. Cada aislado se resuspendié en 100 pl de solucion salina
para obtener una disolucion homogénea. La extraccion del ADN gendmico se llevo a cabo
mediante lisis alcalina, utilizando hidréxido de sodio (NaOH 0,025 N) y SDS 0,025 %. Las
suspensiones celulares se calentaron a 99.9 °C durante 15 minutos, seguida de una

dilucion 1:10 con agua megapura estéril para obtener el extracto celular (42).

Amplificacion de PCR

Se amplificé el marcador molecular 16S ADNr usando los primers 27F (5'-AGA GTT TGA
TCATGG CTC AG-3")y 1942R (5'-GGT TAC CTT GTT ACG ACT T-3'). Para la preparacion
de la PCR se emplearon 25 ul Master mix, que consta de 12,5 pl de Pre Mix, 2,5 ul de
Primer 27F, 2,5 ul de Primer 1942R, 1 ul de ADN gendmico y 6.5 ul de agua destilada,
para un total de 25 pul por tubo. La reaccion se llevé a cabo en un termociclador en el que
se amplificé la region 16S con el siguiente perfil térmico: a) Desnaturalizacion inicial: 95 °C
durante 10 minutos; b) 30 ciclos de: desnaturalizacion 95 °C durante 30 segundos,
alineacion a 55 °C por 30 segundos, extension a 72 °C durante 1:30 minuto; c) Extension
final: 72 °C durante 5 minutos (41).

Electroforesis de ADN en geles de agarosa

La amplificacion de la region 16S ADNr se verificO mediante electroforesis en gel de
agarosa. Los geles se elaboraron con una concentracion del 1.5% (p/v) en tampén TAE.
La corrida electroforética se llevé a cabo a una corriente constante de 90 voltios, y los
productos amplificados se visualizaron con SYBR Safe utilizando un transiluminador de
rayos UV (1).

Secuenciacion y analisis de secuencias con BLAST

Las muestras amplificadas por PCR fueron enviadas a la empresa Macrogen, ubicada en

Sedul, Corea del Sur, para su analisis. La secuenciacion se realiz6 mediante la técnica
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automatizada de Sanger. Luego, las secuencias obtenidas fueron analizadas mediante el
algoritmo BLAST-N y comparadas con registros disponibles en bases de datos publicas
como GenBank y EMBL-EBI (43).

[1.4.1.- Procedimientos estadisticos y analisis de datos

Los resultados se presentan utilizando figuras, fotografias y tablas. Para el analisis de las

secuencias nucleotidicas, se utilizaron herramientas como BLAST-N
I1.5.- Aspectos éticos

Esta investigacion se centra en el analisis de bacterias presentes en muestras de sal y
pescado, las cuales se encuentran en estado inerte. Dado que el estudio se realiza sobre
muestras inanimadas, no es necesario obtener un permiso especial de un Comité de Etica

en Investigacion con Seres Humanos (CEISH).
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[ll.1 Resultados
1. Descripcion de la seleccion de latoma de muestra

La materia prima para la realizacion de este trabajo fueron muestras de sal de mesa,
provenientes de diferentes regiones, que se adquirieron en diferentes establecimientos
comerciales (supermercados) de la ciudad de Cuenca (Figura 1). Las mismas
correspondieron a cuatro tipos diversos de sales provenientes de distintos paises, todas
con caracteristicas particulares, como la sal del Himalaya, sal ahumada y flor de sal. En la
Figura 1 se observa las muestras especificas incluidas en el estudio, seleccionadas en
funcidn de criterios especificos de inclusion considerados durante el proceso de seleccion.

de las muestras

Sal del Himalaya (HE) Sal del Himalaya (HP) Flor de sal (FS) Sal ahumada (A)
o ‘g "!i
Hoss &\ AR ENEREA
G :--.... .............. s Himalayan l ‘u
H (CASA| $ o ‘
i PINK jRiagea FLOR DE SAL
) ; HIMALAYA[ é E RESERYA FAMILIAR
: SALT :

Meseasensanann

400g i
o e s

La “sal del Himalaya” La “sal del Himalaya” con La flor de sal es una sal La sal ahumada se

originaria de  Estados su caracteristico color marina artesanal de alta caracteriza por su sabor

Unidos contiene trazas de rosado es originaria de pureza, recolectada en intenso y el tamafio

minerales como calcio, PerQ, aportando 84 tiposde Ecuador sin  mayores perfecto de sus granos de

hierro y potasio, minerales al organismo. procesos de refinamiento sal elaborados en el norte
del Ecuador.

Figura 1: Muestras de sal empleadas en este estudio para el aislamiento de microorganismos halofilos o
halotolerantes. 1: Flor de sal (FS); 2: Sal ahumada (A); 3:Sal del Himalaya (HE); 4: Sal del Himalaya (HP).

2. Descripcion de los aislamientos primarios de microorganismos

De las muestras de sal seleccionadas, solo dos mostraron presencia de crecimiento de
microorganismos en el aislamiento primario: Flor de Sal (FS) y sal ahumada (A). Después

de 5 dias de incubacion a 30°C, en agar nutritivo enriquecido con NaCl se observo la
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aparicion de colonias de distinto morfotipo en Agar Nutritivo inoculado con ambos tipos de

muestras; por el contrario, en Agar Sabouraud Dextrosa enriquecido con NaCl no se

registro crecimiento a partir de ninguna de ellas.

En la muestra de Flor de Sal se observo una mayor densidad y cantidad de colonias, asi
como una mayor diversidad morfologica, con hasta 13 morfotipos diferentes. En
comparacion, la muestra de sal ahumada presenté solo 4 morfotipos. En todos los casos,
se observo una amplia gama de morfotipos microbianos, que se presentaron en distintos
colores y texturas. Sin embargo, una mayor diversidad en los morfotipos de
microorganismos en la muestra FS son de color rosado (Figuras 2A 'y 2A). En los Anexos
1 y 2 se presentan la codificacion y las caracteristicas macroscopicas de las colonias
obtenidas a partir del aislamiento primario de las diversas muestras de sales incluidas en

el estudio.

Figura 2. Aspecto de las colonias microbianas que crecieron en Agar Nutritivo inoculado con Flor de Sal
(A) y Sal ahumada (B)

3. Purificacién de aislados

Para la purificacion de los aislados, se seleccionaron colonias con caracteristicas
fenotipicas distintivas a partir de los aislamientos primarios. Se eligieron 17 colonias, que
presentaban colores rosado y amarillo en su mayoria. En algunos casos, se evidencio la
produccién de exopolisacaridos (colonias de aspecto mucoide). Estas colonias se
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purificaron en Agar Nutritivo suplementado con NaCl mediante siembra por agotamiento

con un asa estéril, mediante repiques sucesivos (Figura 3).

ys3

]

854

Figura 3: Aislados cultivados en Agar Nutritivo suplementado con NacCl

4. Seleccion de aislados para caracterizacion.

Una vez completado el proceso de purificacion, se seleccionaron once aislados que
presentaban diferencias morfoldgicas evidentes entre ellos. Esta seleccién se realizé con
el objetivo de analizar con mayor precision la diversidad microbiolégica presentes en las
muestras de sal, asegurando la inclusion de un rango representativo de microorganismos

con caracteristicas distintivas.

En la Tabla 4 se muestran las principales caracteristicas morfolégicas de los aislados
seleccionados, ofreciendo una descripcion detallada sobre el fenotipo de las colonias tanto
a nivel macroscépico como microscépico. Ademas, la tabla incluye informacién sobre el

tipo de microorganismos y su clasificacion como Gram positivo o Gram negativo.
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Tabla 4: Caracteristicas morfologicas y celulares de los aislados seleccionados,
inoculados en Agar Nutritivo suplementado con NaCl e incubados a 30°C.

Cédigo cultivo Forma Color

Medio
de
Origen
Flor de l ‘
sal FS-2 ANG
Flor de
sal FS-6 ANG
Flor de
sal FS-8 ANG
Flor de
sal FS-9 ANG
Flor de
sal FS-10 ANG
Flor de
sal FS-12 ANG
Flor de
sal FS-13 ANG
Sal
ahumada Al ANG
Sal
ahumada A2 ANG
Sal
ahumada A3 ANG
Sal
ahumada A4 ANG

Cc

C

Fenotipo de las colonias

Brillo Textura Borde Tamafio Elevacién

B L E M P
B L o) G P
B L E G P
s R L P c
S R o) P c
S L E M c
s L E M c
B L E M c
s L E M P
B L E M c
s L o) G p

Transp Consis

Tipo

arencia tencia celular Otro

o S
o S
o D
o S
o D
o S
o S
o S
T S
T S
o M

Bacteria

Bacteria

Bacteria

Levadur
a

Levadur

a

Bacteria

Bacteria

Bacteria

Bacteria

Bacteria

Bacteria

Bacilo Gram +

Bacilo Gram +

Bacilo Gram +

gemacion

gemacion

coco Gram +

coco Gram +

Diplococo Gram
+ con tabiques

Bacilo Gram +

Coco Gram +
flagelado

Exopolisacarido
unido por
filamentos

coco Gram +

Forma: C = circular; | = irregular; Color: A = amarillo; C = crema; R = rosado; Brillo: B = brillante;

S =sin

brillo; Textura: L = lisa; R = rugosa; Borde: E = entero; O = ondulado; L = lobulado; Tamafio: G = grande;
M = mediano; P = pequefio; Elevacién: C = convexa; P = plana; p = pulvinada; Transparencia: O = opaca;
T = transparente; Consistencia: D = dura; S = suave; M = mucoide.

Las caracteristicas morfoldgicas de las colonias se observan en la Figura 4. Como puede

verse, la mayoria de ellas tienen aspecto brillante, bordes circulares, elevacién concava y

apariencia suave mientras que Unicamente dos aislados, FS9 y FS10, presentan

apariencia rugosa. En cuanto a la coloracién, se identificaron tres colonias amarillas (A1,
A4y FS13), cuatro de color crema (A2, A3, FS2 y FS12) y tres rosadas (FS6, FS9y FS10).
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FS10

Figura 4: caracteristicas macroscépicas de las colonias

Las principales caracteristicas de la morfologia celular se observan en la Figura 5. La
mayoria de los aislados observados corresponden a bacterias de forma alargada, similares
a bacilos. Sin embargo, se identificaron tres excepciones: los aislados FS9 y FS10, que
corresponden a levaduras. En el caso del aislado FS10 es evidente la presencia de gemas
gue indican un proceso de division por gemacion; en el caso del aislado FS13, destaca su
morfologia esférica, indicando que son cocos. Ademas, todas las bacterias identificadas

son Gram negativas.

FS9 ' FS10

=
-

\‘.é _
DL
4 AN L

v
0
.

S T I e (e A

Figura 5: Caracteristicas microscopicas de las colonias aisladas.

5. Halotolerancia
Todos los aislados presentaron halotolerancia, siendo capaces de multiplicarse en medio
de cultivo con concentraciones de NaCl entre 0,5% y 10,5%, con una disminucién

progresiva en su crecimiento a medida que aumentaba la concentracién. En el medio con
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la concentracion mas alta de NaCl (20,5%), no se observo crecimiento de ninguno de los

aislados, lo que indica que este nivel de salinidad supera su limite de tolerancia (Tabla5y

Figura 6).
Tabla 5: Capacidad halotolerante de aislados puros
Concentracion de NaCl
Cepas
0,5% 5,5% 10,5% 15,5% 20,5%
Al ++++ +++ ++
A2 ++++ +++ ++
A3 ++++ +++ ++
A4 ++++ +++ +
FS2 +++ ++ +
FS6 ++++ +++ ++
FS8 ++++ +++ ++
FS9 ++++ +++ ++
FS10 ++++ +++ ++
FS12 ++++ +++ +
FS13 ++++ +++ ++

Como se muestra en la Figura 6, los aislados presentan variaciones en su biomasa de

crecimiento a medida que aumenta la concentracién de sal. La imagen incluye dos placas

con cinco concentraciones de sal diferente: la primera contiene los aislados FS13, FS8,
FS6, FS2 y FS10, mientras que la segunda Al, A2, A3, A4, FS9 y FS12. Se observa

claramente que algunos aislados varian su fenotipo a medida que incrementa la

concentracion de sal en el medio (por ejemplo, ver aislado A2)
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0,5 % NacCl 5,5 % NaCl 10,5 % NaCl

15,5 % NaCl 20,5 % NacCl

0,5 % NaCl 5,5 % NaCl 10,5 % NaCl

15,5 % NaCl 20,5 % NacCl

Figura 6. Biomasa de los aislados a diferentes concentraciones de sal.

5. Amplificacion del gen ADNr 16S por PCR

La amplificacién del gen 16S ADNr, se logro por PCR utilizando los primers 27F y 1492R.
En la Figura 7 se observan las bandas correspondientes a los productos de amplificacion
obtenidos mediante PCR, posteriormente sometidos a electroforesis en gel de agarosa.
Los amplicones obtenidos a partir del ADN genomico de ocho aislados presentan una
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longitud de aproximadamente 1500 pares de bases; es evidente que la amplificaciébn no
resultd positiva en dos de los aislados (Figura 7, carriles | y J). Este resultado concuerda
con lo que se observa en lo que se observa en la Figura 5, que muestra las caracteristicas
microscopicas de FS9 y FS10, evidenciando su morfologia de levaduras en lugar de
bacterias. Estos hallazgos confirman que la region amplificada presenta una longitud

uniforme en los aislamientos bacterianos.

2500
2000

1500

1000
750

Longitud molecular (pb)

500

250

Figura 7: Amplificacion por PCR utilizando el fragmento del gen 16S, y posterior electroforesis en gel de
agarosa Carril M: Patrén de longitud molecular (Tracklt 100 bp Ladder); Carril A: control positivo (+); Carril
B: control negativo (-); Carril C: Aislado Al; Carril D: Aislado A2; Carril E: Aislado A3; Carril F: Aislado A4;
Carril G: Aislado FS2; Carril H: Aislado FS6; Carril I: Aislado FS9; Carril J: Aislado FS10; Carril K: Aislado
FS12; Carril L: Aislado FS13.

6. Secuenciacion de amplicones 16S ADNr y analisis de secuencias

La secuenciacién de los amplicones obtenidos por PCR se realiz6 a través de la empresa
Macrogen Inc. (Corea). A partir de las secuencias nucleotidicas, se llevé a cabo un analisis
de similitud utilizando el programa BLASTN, comparando las secuencias obtenidas con
aquellas registradas en la base de datos de GenBank. Los resultados de este analisis se

presentan en la Tabla 6 y en el Anexo 3.

Los datos obtenidos muestran un alto porcentaje de similitud en la mayoria de los casos,
superior al 97.91%, con secuencias disponibles en el GenBank. Estos resultados

confirman que las cepas estudiadas estan filogenéticamente relacionadas con bacterias
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adaptadas a ambientes salinos, incluyendo especies como Priestia flexa (A2), Bacillus

boroniphilus (A3), Bacillus aquimaris (FS2), Cytobacillus pseudoceanisediminis (FS6) y

Mesobacillus maritimus (FS12). Segun la literatura, estas especies han sido previamente

aisladas de suelos con alta salinidad, manglares, manantiales salinos subterraneos y

ecosistemas marinos.

Asimismo, se identificaron aislados relacionados con especies como Aureimonas

altamirensis (Al), Pantoea eucrina (A4) y Kocuria rhizophila (FS13), las cuales no

pertenecen a la misma familia que las especies mencionadas anteriormente, pero también

han sido reportados en ambientes salinos. En el Anexo 3 se detallan los resultados del

andlisis de secuencias obtenidas mediante la herramienta BLAST-N

Tabla 6: Resultados de la identificacion molecular de los aislados mediante empleo del
algoritmo BLASTN

IDENTIFICACION MOLECULAR
Aislado Nombre de la especie % de Valo % de Longitud
(filogeneticamente) y la cepa identidad | r E | cobertura | secuencia (PB)
A (Al) Aureimonas altamirensis (IARI- | 98.18% 0.0 100% 1097
ABL-26 16S) Nucledtidos
B (A2) Priestia flexa (BF-62 16S) 100% 0.0 100% 987 Nucledtidos
C (A3) Bacillus boroniphilus (PL68 16S) 99.90% 0.0 100% 977 Nucledtidos
D (A4) Pantoea eucrina XL123 99.90% 0.0 99% 999 Nucledtidos
E (FS2) Bacillus aquimaris (PT-35 16S) 97.91% 0.0 100% 963 Nucledtidos
F(FS6) Cytobacillus pseudoceanisediminis | 99.90% 0.0 100% 962 Nucledtidos
(NIOT.S2WAZ2 16S)
G (FS12) | Mesobacillus maritimus (ADH-29) | 96.28% 0.0 100% 778 Nucleotidos
H FS(13) | Kocuria rhizophila (EMJ52 16S) 99.64 0.0 100% 1115
Nucleétidos
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I11.2 Discusién

En el presente trabajo de investigacion nuestro objetivo principal era detectar la presencia
de microorganismos en muestras de sal de mesa comercial, para posteriormente aislarlos,
caracterizarlos e identificarlos. Como hemos visto, este tipo de sal comestible no
solamente contiene microorganismos halotolerantes, bacterias y levaduras, sino que en
algunos casos su diversidad y abundancia es relativamente elevada. La identificacion de
estas bacterias resalta la diversidad microbiana asociada a ambientes con alta salinidad y
sugiere que la sal doméstica puede ser un reservorio de microorganismos con potencial

biotecnoldégico.

En el caso particular de las bacterias, las mismas fueron identificadas como pertenecientes
a diferentes géneros, que comparten la capacidad de crecer en condiciones de alta
salinidad, lo que implica adaptaciones fisiologicas y metabdlicas especificas. En este
sentido, el andlisis de sus caracteristicas morfoldgicas y de su potencial biotecnolégico no
solo contribuye a comprender su ecologia, sino que también abre nuevas perspectivas
para su aplicaciébn en sectores como la biorremediacion, la industria alimentaria y la

produccién de enzimas industriales.

Uno de los aislados fue identificado como perteneciente a una especie filogenéticamente
cercana a Aureimonas altamirensis, una bacteria Gram-negativa, con forma de bacilo y sin
capacidad de esporulacion. Sus colonias son generalmente de color amarillo palido, con
bordes lisos y una textura brillante. Es una bacteria halotolerante, adaptada a ambientes
con alta salinidad (44). Esta especie es conocida por su capacidad para producir enzimas
como peroxidasas y catalasas, que tienen aplicaciones en la industria farmaceéutica y en
la degradacion de contaminantes organicos. Ademas, se ha explorado su potencial en la
produccion de exopolisacaridos, que podrian ser Utiles en la industria alimentaria y

cosmeética (45).

Otro aislado fue identificado como relacionado con la especie Priestia flexa (anteriormente
clasificada como Bacillus flexus), una bacteria Gram-positiva, con forma de bacilo y
capacidad para formar endosporas. Estas esporas le confieren resistencia a condiciones
ambientales adversas, como altas temperaturas o sequia. Sus colonias suelen ser
circulares, con bordes lisos y un color que varia entre blanco y crema (46). La especie ha

sido estudiada por su capacidad para producir enzimas hidroliticas, como proteasas y
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amilasas, que son utiles en la industria alimentaria y de detergentes. Ademas, se ha
reportado su potencial en la biorremediacion de metales pesados debido a su resistencia
a condiciones extremas. Estas caracteristicas la convierten en un organismo prometedor

para aplicaciones en biotecnologia ambiental e industrial (47).

Entre los aislados seleccionados figura otro emparentado con la especie Bacillus
boroniphilus, una bacteria Gram-positiva, con forma de bacilo y capacidad de esporulacion.
Sus colonias son generalmente de color blanco a amarillo palido, y presentan una textura
rugosa o lisa. Esta especie es conocida por su tolerancia a altas concentraciones de boro,
lo que sugiere adaptaciones Unicas en su pared celular y membrana (48). B. boroniphilus
es capaz de metabolizar compuestos que contienen boro, lo que podria ser Gtil en la
biorremediacion de suelos contaminados con este elemento. Ademas, produce enzimas
como lipasas y esterasas, que tienen aplicaciones en la industria de biocombustibles y en

la sintesis de compuestos organicos (49).

Pantoea eucrina es una bacteria Gram-negativa, con forma de bacilo y sin capacidad de
esporulacion. Sus colonias son tipicamente de color amarillo, con bordes lisos y una
textura brillante. Es una bacteria halotolerante, adaptada a ambientes con alta salinidad
(50). Uno de los aislados seleccionados en este trabajo esta filogenéticamente relacionado
con esta especie, que ha sido sefialada como de interés por su capacidad para producir
enzimas como celulasas y pectinasas, que tienen aplicaciones en la industria alimentaria
y de biocombustibles. Ademas, se ha reportado su potencial en la producciéon de
compuestos bioactivos con actividad antimicrobiana, lo que podria ser til en el desarrollo

de nuevos farmacos (51).

Otro de los aislados caracterizados e identificados resulto ser filogenéticamente cercano a
Bacillus aquimaris, una especie bacteriana Gram-positiva, con forma de bacilo y capacidad
para formar esporas. Sus colonias son tipicamente circulares, de color cremay con bordes
lisos. Es una especie marina, lo que sugiere adaptaciones a ambientes con alta salinidad
(52). B. aquimaris es conocida, ademas, por producir enzimas como proteasas y amilasas
termoestables, que son Utiles en procesos industriales que requieren altas temperaturas.
Ademas, se ha explorado su potencial en la produccion de biopolimeros como el
polihidroxialcanoato (PHA), que tiene aplicaciones en la fabricacion de plasticos
biodegradables (53).
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Otro de los aislados esta relacionado con la especie Cytobacillus pseudoceanisediminis
una bacteria Gram-positiva, con forma de bacilo y capacidad de esporulacion. Sus colonias
son generalmente de color blanco a amarillo pélido, y presentan una textura lisa y bordes
definidos. Es una especie halotolerante, lo que le permite crecer en ambientes con alta
salinidad (54). C. pseudoceanisemdiminis ha sido estudiada por su capacidad para
producir enzimas como celulasas y xilanasas, que son Uutiles en la industria de
biocombustibles y en la degradacion de biomasa. Ademas, su tolerancia a la salinidad la
hace candidata para aplicaciones en la biorremediacion de ambientes salinos

contaminados (55).

Mesobacillus maritimus es una bacteria Gram-positiva, con forma de bacilo y capacidad
de esporulacion. Sus colonias son tipicamente de color crema, con bordes lisos y una
textura rugosa. Es una bacteria marina, adaptada a ambientes con alta salinidad y presion
osmotica (56). Uno de los aislados caracterizados en este trabajo se relaciona a nivel
evolutivo con esta especie que, al igual que otras aqui sefialadas, es de interés por su
capacidad para producir enzimas como proteasas Yy lipasas, que tienen aplicaciones en la
industria alimentaria y de detergentes. Ademas, se ha reportado su potencial en la
produccion de compuestos bioactivos con actividad antimicrobiana, lo que podria ser util

en el desarrollo de nuevos farmacos (56).

El dltimo de los aislados identificados, estd emparentado con la especie Kocuria rhizophila,
una bacteria Gram-positiva, con forma de coco y sin capacidad de esporulacion. Sus
colonias son generalmente de color rosa a rojo, con bordes lisos y una textura brillante Es
una bacteria halotolerante, adaptada a ambientes con alta salinidad (57). K. rhizophila es
conocida por su capacidad para producir enzimas como lipasas y esterasas, que tienen
aplicaciones en la industria alimentaria y de detergentes. Ademas, se ha explorado su
potencial en la produccion de compuestos bioactivos con actividad antioxidante, lo que

podria ser util en la industria cosmética y farmacéutica (58).

Como hemos visto, en esta breve descripcion, las especies con las que estan relacionados
filogenéticamente los aislados obtenidos a partir de muestras de sal comestible son, en su
gran mayoria, especies halotolerantes, generalmente caracteristicas de ambientes
salinos. Pero, ademas, todas han sido destacadas como productoras de enzimas con
potencial uso en diferentes areas de la industria biotecnoldgica. Queda claro entonces que,
ademas de haber cumplido con los objetivos especificos que nos planteamos al inicio de
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este trabajo, hemos visto que la estrategia propuesta puede ser Util para el aislamiento de

microorganismos extremofilos (o0 extremotolerantes) con potencial biotecnoldgico.

Mas alla del valor intrinseco que tienen estos aislados, este Ultimo aspecto reviste especial
importancia. En efecto, como hemos comprobado, no es necesario viajar grandes
distancias para tener acceso a muestras provenientes de ambientes extremos a partir de
las cuales se pueden aislar microorganismos extremofilos (o extremotolerantes). Como es
obvio, esto reduce significativamente los costos de un proyecto de investigacion vy, al
mismo tiempo, cualquier riesgo que pueda derivarse de una expedicion de campo. Pero,
tal vez el aspecto mas importante, es que poder acceder a este tipo de muestras en los
supermercados locales contribuye a sortear, de manera muy importante, todo tipo de
trdmites burocraticos para obtener permisos de toma de muestras en ambientes naturales.
Aungue estos tramites estan vinculados a una normativa internacional que forma parte del
famoso Protocolo de Nagoya, la mayoria de las veces las trabas que imponen los
organismos de control en diferentes paises, retrasan la ejecucién de este tipo de proyectos
y, de manera frecuente, constituyen un lastre que desanima a muchos investigadores. Por
lo tanto, creemos que puede ser una estrategia muy util para determinado tipo de proyectos

de investigacion y desarrollo biotecnoldégico.

En resumen, los resultados obtenidos en este trabajo demuestran que la sal de uso
doméstico alberga una gran diversidad de bacterias halotolerantes. Los aislados
bacterianos mostraron variaciones en su biomasa en respuesta a diferentes
concentraciones de NaCl, lo que sugiere adaptaciones fisiologicas especificas a ambientes
salinos. Entre las caracteristicas mas destacadas de estas cepas se encuentra la
produccion de enzimas con potencial biotecnolégico, como celulasas en Pantoea eucrina
y Cytobacillus pseudoceanisediminis, las cuales podrian ser utilizadas en procesos de
degradacion de biomasa. Ademas, Pantoea eucrina mostré capacidad para producir
exopolisacéaridos, compuestos con aplicaciones prometedoras en la industria alimentaria,
asi como la sintesis de compuestos bioactivos con actividad antimicrobiana. Para la
identificacion y caracterizacion de estas bacterias, se empled una combinacion de técnicas
microbiolégicas, moleculares y bioinformaticas, lo que permitié un analisis integral de su

diversidad y potencial biotecnoldgico.
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IV.1.- Conclusiones

La sal de uso doméstico estd colonizada por microorganismos halotolerantes
diversos.

En el presente estudio, identificamos un total de ocho especies diferentes de bacterias
en las muestras de sal doméstica: Aureimonas altamirensis, Priestia flexa, Bacillus
boroniphilus, Pantoea eucrina, Bacillus aquimaris, Cytobacillus pseudoceanisediminis,
Mesobacillus maritimus, Kocuria rhizophila.

Algunas de las cepas bacterianas aisladas en este estudio presentan caracteristicas
de gran relevancia para la biotecnologia, destacando su capacidad para producir
exopolisacéridos.

La capacidad de las cepas aisladas para proliferar en un amplio rango de
concentraciones de NaCl, desde niveles bajos hasta altos, evidencia su notable
adaptabilidad a condiciones de salinidad variable. Esta caracteristica define a estas
cepas como halotolerantes.

Este trabajo pone de relevancia la presencia de bacterias halotolerantes en muestras

de sales domésticas y su posible uso en la biotecnologia.
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IV.2.- Recomendaciones

Es importante ampliar el estudio incluyendo sales de diferentes procedencias y marcas
comerciales. La composicién quimica de la sal varia segun su origen, lo que puede
influir en el crecimiento microbiano y en el tipo de microorganismos presentes.
Estudiar la capacidad halotolerante con diferentes tipos de sales entre ellas MgCl,
MgSO4 CaClz, KCI, NaHCO3 ya que estos compuestos son comunes en ambientes
hipersalinos y pueden generar diferentes respuestas fisioldgicas en las bacterias.
Profundizar el estudio en la capacidad enzimaticas como celulasas, lipasas y xilasas,
pueden ser una fuente importante de enzimas industriales debido a su capacidad de
funcionar en condiciones extremas.

Estudiar en profundidad la capacidad de produccién de exopolisacarido por parte del
aislado A4 que podria corresponder a Pantoea eucrina. De acuerdo a la literatura
revisada, algunas especies del género Pantoea han sido reportadas como productoras
de estos biopolimeros, los cuales tienen aplicaciones potenciales en la industria

farmacéutica, especialmente en la formulacion de antibidticos y agentes bioactivos.
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ANEXOS

Anexo 1: Codificacion de las colonias

Halo6filas

Flor de sal

Sal ahumada

FS1
FS2
FS3
FS4
FS5
FS6
FS7
FS8
FS9
FS10
FS11
FS12
FS13

Al
A2
A3
A4

Us
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Catdlica
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Anexo 2: Caracteristicas macroscopicas de los aislados halotolerantes

Fenotipo de las colonias
Transpa

codigo | Medio |Forma |[Color |Brillo |Textura [Borde |Tamafo |Elevacién |rencia |Consistencia | Células Otro
AN+Na

Fs-1 |CI C B B L E M P 0] D
AN+Na

FS-2 |C C C B L E M P 0] S
AN+Na

FS-3 |C C Rosa |B L E G P o S
AN+Na

FS-4 |C C B B L E M P 0] S
AN+Na

FS-5 |C C T B L E G P T S
AN+Na

FS-6 |C I R B L @) G P 0] S
AN+Na

FS-7 |C R B B L R P P 0] D
AN+Na

FS-8 |C C B B L E G P 0] D
AN+Na

FS-9 |C C B L E M P 0] S
AN+Na

FS-10 |C | B L O G P o D
AN+Na

FS-11 |C | R O L L M C o D
AN+Na

FS-12 |C C R O L E M C o S
AN+Na

FS-13 |C C Amar [O L E M C o S
AN+Na

Al C C T B L E P P T S
AN+Na

A2 C C C B L E G P o S
AN+Na

A3 C C T B L E M C T S
AN+Na

A4 C | A O L O M P o D
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Anexo 3: Resultados de andlisis de secuencias por BlastN

Cepa A (Al)

RID: TZGYVETYO13

Job Title:CEPA A

Program: BLASTN

Query: CEPA A ID: lcl|Query 2475365(dna) Length: 1097

Database: core_nt Core nucleotide BLAST database

Sequences producing significant alignments:

Scientific Common Max Total Query E Per. Acc.

Description Name Name Taxid Score Score cover Value Ident Len Accession
Uncultured bacterium clone ncd1296a@6cl 165 ribosomal RNA gene... uncultured b... NA 77133 1986 1986 1eex 0.0 98.18 13e4 JF107746.1
Aureimonas altamirensis strain IARI-ABL-26 165 ribosomal RNA... Aureimonas &a... NA 370622 1986 1986 100% 0.6 98.18 1444 KC581669.1
Uncultured bacterium clone ncd1336g@6cl 16S ribosomal RNA gene... uncultured b... NA 77133 1986 1996 10@% 9.0 98.18 1304 JFB66990.1
Aureimonas altamirensis strain M8C 16S ribosomal RMA gene,... Aureimonas a... NA 370622 1986 1906 100X 9.2 98.18 1406 MG262447.1
Uncultured bacterium clone ncd1295b@2c1 16S ribosomal RNA gene... uncultured b... NA 77133 1986 1986 1eex ©.e 98.18 13e4 JF107763.1
Aurantimonas altamirensis strain NML @78722 165 ribosomal RNA... Aureimonas a... NA 37e622 1986 19986 168x 8.6 98.18 1449 EU442518.1
Aureimonas altamirensis strain A31 165 ribosomal RMA gene,... Aureimonas a... NA 370622 19683 1993 10ex 9.0 98.18 1358 0M759868.1
Aureimonas altamirensis strain GZ8HT@1 16S ribosomal RNA gene, Aureimonas a... NA 370622 1981 1991 108X 0.0 98.89 1457 MT675518.1
Uncultured bacterium clone ncd1294b@5¢1 16S ribosomal RNA gene uncultured b... NA 77133 1%e1 1921 10eX 9.0 93.29 13e4 1F@95900.1
Uncultured bacterium clone ncd1294F@4c1 16S ribosomal RNA gene... uncultured b... NA 77133 1901 1981 1eex 0.2 938.e9 1304 JIF1077408.1
Uncultured bacterium clone ncd1296f12c1 165 ribosomal RNA gene... uncultured b... NA 77133 1%1 1991 1eex 9.6 98.e9 13ed JFle7778.1
Uncultured bacterium clone ncd1335d@1cl 165 ribosomal RNA gene... uncultured b... NA 77133 1981 1991 106x 9.6 98.89 13e4 JF108592.1
Uncultured bacterium clone ncd129h07cl 16S ribosomal RNA gene, uncultured b... NA 77133 1981 1991 108X 9.0 98.89 1304 HM258845.1
Uncultured bacterium clone ncd1334g@9c1 16S ribosomal RNA gene... uncultured b... NA 77133 1901 1981 10X 9.0 93.09 13e4 JFB67163.1
Aureimonas altamirensis strain SA22 16S riboscmal RNA gene,... Aureimonas a... NA 370622 1899 1899 99X 8. 98.26 1348 MT525267.1
Uncultured bacterium clone ncd128Be@6cl 165 ribosomal RNA gene... uncultured b... NA 77133 1895 1895 108X 9.6 98.e0 13e4 JFE89722.1
Uncultured bacterium clone ncd1295a89cl 165 ribosomal RNA gene... uncultured b... NA 77133 1895 1895 108X 9.6 98.69 1304 JF107727.1
Uncultured bscterium clone ncd1334d85¢1 165 ribosomsl RNA . uncultured b... NA 77133 1895 1895 10ex 9.0 98.e0 13e4 JF108551.1
Uncultured bacterium clone ncdi2947@6c1 16S ribosomal RNA uncultured b... NA 77133 1895 1895 1eex 8.0 98.e9 13e4 1F0960851.1
Uncultured bacterium clone ncd1295¢@1c1 16S ribosomal RNA uncultured b... NA 77133 1895 1895 1eex 8.2 93.e4 1304 JF@95753.1
Uncultured bacterium clone ncd1334f@8cl 16S ribosomal RNA uncultured b... NA 77133 1895 1895 1eex 8.e 98.ea 12e3 JFB66929.1
Uncultured bacterium clone ncd1333g@9cl 165 ribosomal RNA gene... uncultured b... NA 77133 1895 1895 106X 9.6 98.690 1304 JF108554.1
Uncultured bscterium clone ncd1296d@6cl 165 ribosomal RNA uncultured b... NA 77133 1899 1890 1eex 9. 97.91 13e4 JFB95712.1
Uncultured bacterium clone ncd1296c@9¢1 165 ribosomal RNA uncultured b... NA 77133 1899 1890 1eex @.e 97.91 13e3 JF107757.1
Uncultured bacterium clone ncd1294c18cl1 16S ribosomal RNA . uncultured b... NA 77133 1899 1890 1eex @.e 97.91 13e4 JF@95811.1
Cepa B (A2)

RID: TIHS1¥17813

Job Title:CEPA B

Program: BLASTH

Query: CEPA B ID: 1cl|Query 52395889(dna) Length: 987

Database: core_nt Core nucleotide BLAST database

Sequences producing significant alignments:

Scientific Common Man Total Query E Per. Acc.

Description Mams Name Taxid Score  Score cover Value Idemt Len Accession
Priestia flewxa strain BF-62 165 ribosomal RMA gene, partial... Priestia flexa NA& BRAEL 1823 1823 19@% 8.8 18@.28 1558 MWT725561.1
Bacillus sp. (in: Bacteria) strain JSM 71596 165 ribosomal RMA. .. Bacillus sp.... NA 1489 1823 1823 19@% 8.8 186.88 1462 Mi627414 .1
Barillus sp. H1-115 165 ribosomal RMA gene, partial sequence Bacillus sp.... NA 1621364 1823 1823 198% 8.8 18@.88 1436 KMa73188 .1
Barillus flexus strain BAB-1635 165 ribosomal RNA gene, partia... Priestia flexa MNA& BeGEL 1823 1823 19@% 8.8 186.88 1484 KF535145.1
Barillus sp. GIDM-53 165 ribosomal RHA gene, partial sequence Bacillus sp.... N& 375718 1823 1823 19@% 8.8 18@.88 1555 DQ416791.1
Priestia sp. strain IS221 165 ribosomal RMA gene, partial... Priestia sp. ha 2808375 1823 1823 19@% 8.8 18@.88 1449 00Q927172.1
Barillus flexus strain YAR-4 165 ribosomal RNA gene, partial... Priestia flexa NA& BeBEL 1823 1823 19@% 8.8 186.88 1465 KJ6d1619.1
Bacillus flexus strain MP-9 165 ribosomal RMA gene, partial... Priestia flexa NA& BeBEL 1823 1823 19@% 8.8 18@.88 1542 MHBB5863 .1
Bacillus flexus strain wx2 165 ribosomal RNA gene, partial... Priestia flexa MNA 86664 1823 1823 108X .8 188.88 1451 KF983619.1
Priestia flexa strain V6187 165 ribosomal RMA gene, partial Priestia flexa NA& BeGEL 1823 1823 1908% 8.8 186.88 1426 PP257581.1
Barillus flexus strain B32 165 ribosomal RNA gene, partial... Priestia flexa NA& BeBEL 1823 1823 1908% 8.8 18@.88 1485 JX112648.1
Priestia flexa strain KLEMP 4941, complete sequence Priestia flexa NA& BeBEL 1823 21776 108% 8.8 180.28 3568383 CPEle79@.1
Bacillus flexus strain Twd 165 ribosomal RNA gene, partial... Priestia flexa NA& Be6EL 1823 1823 1908% 8.8 1ae.@8 1517 F1948878.1
Bacillus flexus strain @865 165 ribosomal RMA gene, partial... Priestia flexa NA& BeGEL 1823 1823 1908% 8.8 186.88 1865 KP236283.1
Priestia flexa strain BAW-33 165 ribosomal RNA gene, partial... Priestia flexa NA Booed 1823 1823 1eex o.8 120.88 1558 ON7E3274.1
Priestia flexa strain MHT2 16% ribosomal RNA gene, partial... Priestia flexa NA& BeBEL 1823 1823 198% 8.8 18@.@8 1331 OM@453294 .1
Bacillus flexus strain MDLD1 165 ribosomal RNA gene, partial... Priestia flexa NA& Be6EL 1823 1823 198% 8.8 180.88 1588 Fl8e1881.1
Priestia flexa strain PRO116 chromosome, complete genome Priestia flexa NA& BeGEL 1823 21796 108% 8.8 186.88 3513244 CP12@859@.1
Bacillus flexus strain MTA-18-2-1 165 ribosomal RNA gene, ... Priestia flexa NA& Be6EL 1823 1823 198% 8.8 180.88 1425 KJ481888.1
Bacillus sp. IJMC-UBL 84 165 ribosomal RMA gene, partial sequence Bacillus sp.... N& 859235 1823 1823 108% 8.8 186.88 1442 HM451431.1
Bacillus sp. BylBd(A)Ydz-dh 165 ribosomal RMA gene, partial... Bacillus sp.... NA 518985 1823 1823 1eex 0.8 l8e.e8 1436 EUe7e3Izr.1
Bacillus flexus strain KJ1-5-98 165 ribosomal RNA gene, partia... Priestia flexa MNA& BeGEL 1823 1823 198% 8.8 18@.88 1487 KI6236081.1
Bacillus sp. YY{2814) 155 ribosomal RNA gene, partial sequence Bacillus sp.... N& 1475147 1823 1823 108% 8.8 180.88 1426 KJ811149.1
Bacillus sp. PPEZ 165 ribosomal RMA gene, partial sequence Bacillus sp.... NA 931121 1823 1823 19P8% 8.8 18@.88 1547 HM771657.1
Bacillus flexus strain ME BHULE 165 ribosomal RNA gene, partia... Priestia flexa NA 86664 1823 1821 1@e% ©.8 180.88 1493 JNe33557.1

Cepa
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RID: TZ]8XPAZB1E

Job Title:CEPA C

Program: BLASTN

Query: CEPA € ID: 1lcl|Query_3882461(dna) Length: 977

Database: core_nt Core nuclectide BLAST database

Sequences producing significant alignments:

Scientific Commen Max Total Query E  Per, Ao

Description Hame Name Taxid Score  Score cover Value Ident Len Accession
Mesobacillus sp. strain OTU49M236339 165 ribosomal RNA gene,... Mescbacillus... NA 2675271 1799 1799 188% a.8 99,92 1472 PP859117.1
Bacillus boreniphilus strain PLEE 165 ribosomal RNA gene, ... Meschacillus... NA 388892 1799 1799 188% @.@  99.92 1523 GURe1897.1
Bacillus boreniphilus strain CM25 165 ribosomal RNA gene,... Mesobacillus... NA 388892 1799 1799 18e% @.@ 99.99 1511 EUB6A347 .1
Bacillus boreniphilus strain 18 33 165 ribosomal RNA gene,... Mesobacillus... NA 388892 1799 1799 1@4% 8.8  99.98 1448 K1928917.1
Mesobacillus subterraneus strain COOT3B 165 riboscmal RMA, ... Mesocbacillus... NA 2859283 1799 1799 188X 2.8 99.98 1530 NR_184749 .1
Bacillus subterraneus strain HWG-A1l 165 ribosomal RNA gene,...  Mescbacillus... NA 285983 1794 1794 188X 2.8 99.88 1516 Jgea4234 1
Uncultured Bacillus sp. clone SGR228 165 ribosomal RNA gene,... uncultured B... NA 83428 1794 1734 1eez 2.8 99.88 1514 JQ733561.1
Bacillus sp. M71_S46 partial 165 rRNA gene, isolate M71_S46 Bacillus sp.... HNA 592944 1794 1754 189X 8.8 59.88 1427 FM292827 .1
Mesobacillus subterraneus straim V5138 165 ribosomal RMA gene,... Mesobacillus... NA 2B5983 1794 17534 109 8.8 99.88 1424 PP256714.1
Bacillus subterraneus strain A6 165 ribosomal RNA genme, partia... Mesobacillus... N4 285983 1794 1794 184% 9.8 99.98 1583 K¥282699.1
Mesobacillus subterranews straim V5886 165 ribosomal RMA gene,... Mesobacillus... N4 285983 1794 1734 188% 8.9 99.88 1415 PP256731.1
Bacillus sp. BL@% 165 ribosomal RNA gene, partial sequence Bacillus sp.... NA 11892329 1794 1734 189% 8.8 99.88 1424 IN791296.1
Bacillus sp. (in: Bacteria) strain FJAT-21938 165 ribosomal RN... Bacillus sp.... NA 1489 1794 1794 189% 9.8 99.88 1451 K¥949526.1
Mesobacillus subterranswus straim 23743 165 ribosomal RMA gene,... Mescbacillus... NA 2B5983 1794 1794 189% 9.8 90,88 1413 ORA2937E.1
Mesobacillus sp. strain B15% 165 ribosomal RNA gene, partial... Mesobacillus... HNA 2675271 1794 1794 184% 8.8 99.88 1456 OR116158.1
Mesobacillus subterraneus strain M 165 ribosomal RNA gene,... Mesobacillus... HA 285983 1794 1794 189% 9.8 99.88 1417 Ku1a7412.1
Mesobacillus subterraneus strain 24498 165 ribosomal RNA gene,... Mescbacillus... NA 285983 1794 1794 189E @.8  99.88 1416 0R4368294.1
Mesobacillus jeotgali strain PS1 chromoscme, complete genome Mescbacillus... NA 129985 1794 17897 189E 9.8 99.88 4634919 CP134494.1
Bacillus jeotgali strain B36 165 ribosomsl RNA gene, partial... Mesobacillus... NA 129985 1794 1734 189% 9.8 99.80 1454 GU397390.1
Mesobacillus subterraneus strain V5147 165 ribosomal RNA gene,... Mescbacillus... NA 2859383 1794 1794 1g@k 8.8 99.80 1415 PP256744.1
Mesobacillus subterranews strain GHM58 165 ribosomal RMA gene,... Mesobacillus... NA 285983 1794 1794 188% @.8  99.32 1588 0L244338.1
Mesobacillus sp. strain S13_27F 165 riboscmal RNA gene, partla... Mescbacillus... NA 2675271 1794 1794 1gaX 8.8 99.30 1457 MZ453886.1
Bacillus sp. 18 7 165 ribosomal RNA gene, partial sequence Bacillus sp.... HA 1735754 1794 1734 188% 9.8 99.32 1399 KTe74372.1
Mesobacillus subterranewus strain V@25 165 ribosomal RNA gene,... Meschaclllus... NA 285983 1794 1794 189% @.@  99.80 1416 PP25745%.1
Mesobacillus subterranews strain V3581 165 ribosomal RNA gene.... Mesobacillus... NA 285983 1794 1794 186X 9.8 99.80 1422 PP257814.1
Cepa D (A4)

RID: T7IRVPSEL3

Job Title:CEPA D

Program: BLASTH

Query: CEPA I ID: 1lcl|Query 5785547(dna) Length: 999

Database: core_nt Core nuclectide BLAST database

Sequences producing significant alignments:

Scientific Common Max Total Query G Per. Acc.

Description Nams Name Taxid Score Score cover Value Ident Len Accession
Pantoea eucrina strain XL123 chromosome, complete genome Pantoea eucrina NA 472693 1823 12771 99% 8.8 99.98 3389248 CPBE3448.1
Pantoea eucrina strain KBG6@ 165 ribosomal RNA gene, partial... Pantoea eucrina NA 472693 1823 1829 99% 8.8 99.98 1414 MhB13485. 1
Pantoea eucrina partial 165 rRNA genme, isoclate Cf7 Pantoea eucrina NA 472693 1823 1829 99% 8.8 99.98 1475 HEG53514. 1
Pantoea ananatis strain nfd33 165 ribosomal RMA gene, partial... Pantoea anan... NA 553 16829 1829 99% 8.8 99.98 1446 OR575172.1
Pantoea sp. strain QA16-22 165 ribosomal RWA gene, partial... Pantoea sp. i1 69393 1629 1829 99% 8.8 99.98 1391 MHTES298. 1
Pantoea eucrina strain HT82-1 165 ribosomal KMA gene, partial... Fantoea eucrina NA 472693 1629 1829 99% 8.8 99.98 1389 MGE35928.1
Pantoea sp. strain SWUSTB-183 165 ribosomal RMA gene, partial... Pantoea sp. A 59393 1829 1829 99% Q.8 99.98 1423 0P236694.1
Pantoea eucrina strain OsEnb_PLM_L2 1865 riboscmal RNA gene,... Pantoea eucrina NA 472693 1829 1829 99% 8.8 99.98 1414 MHB89247.1
Pantoea eucrina strain OT84-4 165 ribosomal RNA gene, partial... Pantoea eucrina NA 472693 1829 1829 99% 9.8  99.99 1367 MG836010.1
Pantoea sp. DM@74 165 ribosomal RNA gene, partial sequence Pantoea sp. ... NA 1716103 1829 1829 99% 8.8 99.98 1359 KT758847.1
Pantoea eucrina strain T216 165 riboscmal RNA gene, partial... Pantoea eucrina NA 472693 15829 1829 99% Q.8 99.98 1433 MWB325002.1
Pantoea sp. PSHIH1, complete gencme Pantoea sp. ... NA 1484158 1829 12757 99% 8.9 99.99 3488376 CPOBIsse. 2
Pantoea sp. P12 155 ribosomal RMA gene, partial sequence Pantoea sp. P12 NA 658353 15829 1829 99% Q.9 99.99 1448 GQ253926.1
Pantoea sp. EM@11 165 ribosomal RNA gene, partial sequence Pantoea sp. ... NA 1716184 15829 1829 99% Q.9 99.%99% 1411 KT758552.1
Pantoea sp. strain 11 165 ribosomal RNA gene, partlial sequence Pantoea sp. A 69393 15829 1829 99% Q.9 99.%99 1441 PPOE4A&T. 1
Pantoea eucrina straln VRBG-59 165 ribosomal RMA gene, partial... Panteea eucrdlna NA 472693 1829 1829 99% Q.9  99.%99 1124 KR265452.1
Pantoea eucrina strain KT83 165 riboscsal RMNA gene, partial... Pantoea eucrina NA 472693 15829 1829 99% @.9  99.99 1484 HH21748%.1
Pantoea eucrina strain HBUAS77146 165 ribosomal RNA gene,. .. Pantoea eucrina NA 472693 15829 1829 99% Q.9 99.98 1465 PQ212853.1
Pantoea eucrina strain LMG 2781 165 riboscmal RNA geme, partia... Pantoea eucrina NA 472693 1825 1825 99% Q.9  99.99 1346 MW234466.1
Pantoea sp. straln QA16-14 165 riboscmal RNA gene, partial... Pantoea sp. & £9393 1823 1823 99% @.8 99.8@ 1398 MHTE9282.1
Pantoea sp. straln nfd31l 165 ribosomal RNA gene, partial sequence Pantoea sp. A 69393 1823 1823 99% Q.9  99.89 1448 OR575168.1
Erwinia tasmaniensis strain SRRWIS1 165 ribosomal RNA gene, ... Erwinia tasm... NA 338565 1823 1823 99% Q.9 99.80 1338 KF724825.1
Uncultured bacterdum clone ncd26@9d@3cl 165 ribosomal RNA gene. .. uncultured b... NA 77133 1823 1823 99%  @.e@  99.8@ 1364 JF219917.1
Pantoea eucrina strain THE B 18086 165 ribosomal RNA gene, ... Pantoea eucrina NA 472693 1823 1823 99% @.@ 99.88 1496 KR233791.1
Uncultured bacterium clone mcd2588+82c1 165 ribosomal RHA gene. .. uncultured b... NA FIL33 1823 1823 99% 8.2 99.80 1364 JF226498.1
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Job Title:CEPA E
Program: BLASTN
Query: CEPA E ID: 1lcl|Query_61B1833(dna) Length: 963
Database: core_nt Core nuclectide BLAST database
Sequences producing significant alignments:

Scientific Common Max Total Query E  Per. Acc.
Description Name MName Taxid Score Score cover Value Ident Len Accession
Bacillus vietnamensis strain (T3-1 165 ribosomal RMA gene,... Rossellomore. .. MA 218234 1a64 1664 108X 8.8 97.92 11a3 JF411255.1
Bacillus sp. HMD3161 165 ribosomal RNA gene, partial sequence Bacillus sp.... NA 768551 1659 1659 1eex @.8 97.82 143@ HM815894 .1
Bacillus aguimaris strain PT-35 165 ribosomal RANA gene, partia... Rossellomore... NA 189382 1657 16857 1eex @.e  97.91 1422 HG234271.1
Uncultured seil bacterium clone DLOQAGBC114%11 165 ribosomal RN... wncultured s... HNA 164851 1655 1655 10e% 8.8  97.72 1848 INGE4E28 .1
Bacillus sp. 56-1 165 ribosomal RNA gene, partial seguence Bacillus sp.... NA 568743 1655 1655 106X 8.8 a7.¥2 1458 F1373836.1
Rossellomorea aquimaris strain AKE13 165 ribosomal RNA gene,... Rossellomore... NA 189382 1653 1653 108X 8.8 97.81 1417 OR447768 .1
Bacillus sp. 5C5-1534A chromosome, complete genome Bacillus sp.... NA 3115294 1653 16585 108X 8.8 97.72 4280439 CP143546.1
Bacillus aguimaris strain CL21-1 165 ribosomal RMA gene, parti... Rossellomore... NA 189382 1653 1853 188X ©.2 97_B1 1387 HMB54268 .1
Rossellomorea aquimaris strain AK189 165 riboscmal RNA gene, ... Rossellomore. .. HA 189382 1652 1852 188% ©.2 97_B1 1389 OR44T7ED .1
Bacillus sp. (in: firmicutes) strain TRMB2424 165 ribosomal RN... Bacillus sp.... NA 1489 1652 1832 99% @.8 97.91 1418 OR434986 .1
Bacillus aguimaris straln DL26 165 riboscomal RNA gene, partial... Rossellomore... NA 189382 1558 1658 1eeX 8.8 97.71 1425 JF411268.1
Bacillus sp. 5G-1 165 ribosomal RMA gene, partlal sequence Bacillus sp.... NA 151544 1658 1658 1@8x 8.8 97.61 1453 AF326373.1
Bacillus sp. PL-21 165 ribosomal RNA gene, partial sequence Bacillus sp.... NA 161539 1658 1658 1@8x @.8 97.61 1514 AF326368.1
Bacillus sp. NCCP-62 gene for 165 rRNA, partial sequence Bacillus sp.... HA Ja73i2e 1a58 1858 1@éx 8.8 97.61 1541 ABE9STTY.1
Uncultured Bacillus sp. partial 165 rfilA gene, clone HLASA uncultured B... NA 83428 1658 1658 1€8% ©.8 97.71 1812 LNB35774.1
Bacillus sp. (in: firmicutes) strain PS-BW-4 165 ribosomal RMA... Bacillus sp.... NA 1489 1658 1658 106X 8.8 97.61 1452 568485 .1
Bacillus sp. (in: firmicutes) strain 5CS-1534 165 ribosomal RN... Bacillus sp.... NA 1489 1648 1648 108% 8.8 97.61 1548 PQEA6ATL.1
Uncultured soil bacterium clone DLQAMBC127%11 165 ribosomal RN... wncultured s... NA 164851 1648 1648 108X 8.8 97.61 1224 JNB@A5EE .1
Rossellomorea aquimaris strain CQB-9 165 ribosomal RNA gene, ... Rossellomore. .. HA 189382 1sd4s 1846 188% ©.8 9761 1427 KR347216.1
Bacillus sp. H182 165 ribosomal RNA gene, partial sequence Bacillus sp.... NA 100a454 1644 1644 108% 0.8 97.61 1422 JF346662 .1
Bacillus sp. GB&2-5/8 165 ribosomal RNA gene, partial sequence Bacillus sp.... NA 338068 1644 1844 180X 8.8  97.51 1485 DRa7E996.1
Bacillus sp. MB-12 165 ribosomal RNA gene, partial sequence Bacillus sp.... NA 161532 1644 1844 108% 8.8 97.51 1519 AF326361.1
Bacillus sp. SD-18 165 ribosomal RNA gene, partial sequence Bacillus sp.... NA 161543 1544 1644 1@eX 8.8 97.51 1514 AF326372.1
Uncultured bacterium clene EMIRGE_OTU_slt2b_1243 165 ribosomal... uncultured b... NA 77133 1644 1844 108% 8.8 97.51 1562 1x221829.1
Bacillus aguimaris gene for 165 rRNA. partial seguence. isolat... Rossellomore... HA 189382 1642 1642 10e% ©.8 97.61 1442 ABE17546.1
Cepa F (FS6)
RID: TZKWIWS7811
Job Title:CEPA F
Program: BLASTHN
Query: CEPA F ID: 1lcl|Query_39@4677(dna) Length: 962
Database: core_nt Core nucleotide BLAST database
Sequences producing significant alignments:

Scientific Common Max Total Query E  Per.  Bcc.
Description Name Hame Taxid Score Score cover Value Ident Len Accession
Bacillus sp. {in: firmicutes) 1Hgl4 gene for 165 rRMA, partial... Bacillus sp.... NA 1489 1772 1772 1e8% ©.8 99.99 1438 LCEE1812.1
Cytobacillus pseudoceanisediminis strain NIOT.S2WAZ2 165... Cytobacillus... NA 3851614 1772 1772 1e8% 9.8 99.99 1561 PQ496561.1
Bacillus sp. BM-2012-R1 partial 165 rRNA gene, isclate R1 Bacillus sp.... NA 1157185 1772 1772 1eex @.8  99.99 1es5 HEG81807.1
Bacillus sp. (in: firmicutes) strain MRF-38 155 ribosomal RMA... Bacillus sp.... NA 1489 1772 1772 1eex .8 99.99 1437 ME266369.1
Cytobacillus pseudoceanisediminis strain NIOT.S5WDZ2 165... Cytobacillus... HA 3851614 1772 1772 1leex 0.8 99.98 1559 PQASE598.1
Bacillus sp. DP-2 165 ribosomal RNA gene, partial sequence Bacillus sp.... NA 1580488 1772 1772 188X 8.8 95.98 1484 KP238213.1
Bacillus firmus strain VIIIS@ 165 ribosomal RNA gene, partial... Cytobacillus... NA 1399 1772 1772 1@ex @.8 99.99 1886 KREBEI25 .1
Cytobacillus pseudoceanisediminis strain NIOT.S2WAI3 165... Cytobacillus... NA 3851614 1772 1772 188X 9.8  99.99 1486 PQASE5E5.1
Cytobacillus oceanlsediminis strain MLRG61 165 ribosomal RMA... Cytobacillus... NA 665099 1772 1772 1e8% 9.8 99.99 1392 KY411726.1
Cytobacillus firmus strain PPSBE_1 165 ribosomal RNA gene,... Cytobacillus... HA 13399 1772 1772 1eex @.8 99.98 1516 PP373834.1
Cytobacillus pseudoceanisediminis strain NIOT.S4WBI1 165... Cytobacillus... HA 3851614 1772 1772 1eex ©.8  99.99 1177 PQAYE57T.1
Bacillus firmus strain NFB28 165 ribosomal RMA gene, partial... Cytobacillus... NA 1399 1772 1772 18X 8.8 99.98 1455 1¥XeB3969.1
Cytobacillus firmus strain AH3 165 ribosomal RMA gene, partizl... Cytobacillus... NA 1399 1772 1772 1eex B8.e 95.98 1374 MW559494 .1
Uncultured soil bacterium clone DLQAOBC1BEY11 165 riboscmal RN... uncultured s... NA 164851 1768 1768 188X @.8 99.79 1861 JNEBL51E .1
Bacillus sp. (in: Bacteria) strain 2@1785CIKOP-1 165 ribosomal... Bacillus sp.... NA 1483 1768 1768 1e8%X @8.8 99.79 1468 MG389314.1
Baclllus sp. BAB-5486 165 ribosomal RNA gene, partial sequence Bacillus sp.... NA 1826686 1768 1768 188% 0.8 99.79 13m KXe11994.1
Cytobacillus oceanisediminis strain ZW2 165 riboscomal RNA gene... Cytobacillus... NA B65099 1766 1766 188% 0.8 99.79 1432 MFRE2976.1
Cytobacillus oceanisediminis strain MSSRF BM15@ 165 ribosomal... Cytobacillus... HNA B65899 1766 1766 188% ©.8 99.79 1398 MW577361.1
Bacillus sp. (in: firmicutes) strain CMF-5 165 ribosomal RMA... Bacillus sp.... NA 1489 1766 1760 188% 8.8 99,79 1449 Ma266382.1
Cytobacillus firmus strain V3296 165 ribosomal RNMA gene, parti... Cytobacillus... HA 1399 1766 1766 1eex o.e 99.79 1422 PP2578087.1
Cytobacillus oceanisediminis strain 22878 165 ribosomal RMA. . . Cytobacillus... HA E65899 1766 1766 188X ©.8 9979 1488 OR426718.1
Bacillus oceanisediminis strain 56-M2-5 165 ribosomal RNA gene... Cytobacillus... NA BESA99 1766 1766 18X 8.8 99.79 1@as MN179933.1
Cytobacillus oceanlsediminis strain SCSIO_A43758 165 ribosomal... Cytobacillus... NA 665099 1766 1766 188% ©.8 93.79 1399 PP837869.1
Bacillus oceanisediminis strain DD174 165 ribosomal RNA gene,... Cytobacillus... NA B65099 1766 1766 188% 0.8 99.79 1442 KT216617.1
Cytobacillus oceanisediminis strain C029 165 ribosomal RNA gen... Cwvtobacillus... NA 665899 1766 1766 1eex @.8 99.79 1489 OKB26653.1
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Description Hame Name Taxid Score Score cower Value Ident Len Accession
Mesobacillus maritimus strain ADH-29 chromosome, complete genome Mesobacillus. .. 1643336 1277 27582 1e@% 8.0 96.28 5781365 CPB85225.1
Bacillus sp. (in: Bacteria) strain 15M 1685863 165 ribosomal R... Bacillus sp. 148% 1275 1275 1eex a.8 96,83 1489 MGE93134.1
Bacillus sp. (in: Bacteria) strain (M-CNRG 615 165 ribosomal R... Bacillus sp. 1489 1268 1268 1@e% @.9 95.9@ 1455 MEA56448 .1
Neobacillus novalis strain AQUA 1 165 ribosomal RNA gena,... MNeobacillus ... ol 1354 1254 188X 8.9 95.77 987 ORBB5131.1
Neobacillus movalis strain FJAT-46482 165 ribosomal RMA gene,... Neobacillus ... 228687 1254 1254 1@@x¥ 8.9 95.77 BeR K¥849448 .1
Bacillus sp. (in: Bacteria) strain 1282.1 165 riboscmal RMA. .. Bacillus sp.... NA 1483 1254 1254 1@@¥ @.8 95.77 1478 MK45E456.1
Bacillus sp. Marsellle-P3684 partial 165 rRNA gene, straln... Bacillus caccae NA 1936060 1249 1249 1p@@%¥ @.0 95.65 1455 LT714169.1
Bacillus caccae strain Marseille-P3684 165 ribosomal RNA,... Bacillus caccae NA 1936068 1249 1249 1@ekx @.8  95.65 1455 NR_179591.:
Bacillus sp. (in: Bacteria) strain 23B.4 165 ribosomal RMA gen... Bacillus sp.... NA 1483 1247 1247 1ee% 8.8 95.64 1428 MK456431.1
Bacillus sp. Marseille-P3688 partial 165 rRNA gene, strain... Bacillus sp. 1936997 1245 1245 1e@%¥ 9.9 §95.52 1476 LT722676.1
Bacillus sp. B@13-7 165 ribosomal RNA gene, partial sequence Bacillus sp. 1453658 1238 1238 99% 8.9 95,72 1482 K1198977.1
Bacillus sp. {in: firmicutes) strain EB-41 165 ribosomal RMA... Bacillus sp.... 1489 1236 1236 1@ex @.8 95.38 1393 P(443989.1
Mesobacillus maritimus strain 156 165 ribosomal RNA gene,... Mesobacillus... NA 1643336 1232 1232 1@e% 8.9 95.26 1521 MZ314114.1
Bacillus maritimus NGB-RE2 gens for 165 ribosomal RMA, partial... Mesobacillus... NA& 1643336 1238 1238 1eex 2.9 §55.15 1181 LC481924.1
Mesobacillus foraminis strain APESMLBAG 165 ribosomal RMA gene... Mesobacillus... NA 279826 1227 1227 1eex @.9 95,12 1441 MGTB5E25.1
Bacillus foraminls straim L18-5 165 riboscmal RMA gene, partia... Mesobacillus... NA 279326 1227 1227 1ee¥ @.@  95.13 1442 JF798367.1
Uncultured bacterium clone SBK_bll_1 165 ribosomal RNA gene,... uncultured b... NA 77133 1227 1227 iee¥x 0.9 95.13 1361 EU778676.1
Uncultured Bacillus sp. partial 165 rRNA gene, clone R2Z3 wncultured B... MA 83428 12323 1223 1eek 8.8 95.81 1515 HG917248.1
Bacillus sp. (in: Bacteria) strain isolate 54 155 ribosomal RN... Bacillus sp.... NA 1483 1223 1223 97% a.a 96.82 938 MABE98ER .1
Uncultured bacterium gene for 165 rRNA, partial sequence, clon... uncultured b... NA 77133 1221 1221 1ee¥ @.8  95.88 1472 ABE95947.1
Uncultured bacterium gene for 165 rRNA, partial sequence, clon... uncultured b... NA 77133 1221 1221 1e@ex @.@  95.9@ 1473 ABE95934.1
Uncultured bacterium gene for 165 rRNA, partial seguence, clon... uncultured b... NA 77133 1221 1221 1@e% 8.9 95.9@ 1473 ABE95938.1
Uncultured bacterium clome SBE_bB7 1 165 ribosomal RNA gene,... uncultured b... NA 77133 1221 1221 1eex @.9 §95.88 1357 EU778672.1
Bacillus sp. G20M-33 165 ribosomal RNA geme, partial sequence Bacillus sp.... NA 375711 1221 1221 1@@éx @.9 95.88 1544 DQ416793 .1
Bacillus foraminis straim SU18-@9 165 ribosomal RNA gene.... Mesobacillus... NA 279826 1221 1221 1ee¥ &.@  95.88 922 MH201281.1
Cepa H (FS13)
RID: TZNSKRFWa13
Job Title:(EPA H
Program: BLASTN
Query: CEPA H ID: lcl|Query_7104331(dna) Length: 1115
Database: core_nt Core nuclectide BLAST database
Sequences producing significant alignments:

Scientific Common Max Total Query E Per. Acc.
Description Plame Hame Tawid Score  Score cover Value Ident Len Accession
Kocuria sp. strain ST19 165 riboscmal RNMA gene, partial sequence Kocuria sp. H& 1871328 2839 2839 188X 8.9  99.64 1456 MNB89135.1
Kocuria rhizophila strain EMJ52 165 ribosomal RNA gene, partia... Kocurda rhiz... NA 72028 2839 2839 188X e.8 99.64 1419 0r184184.1
Kocurda rhizophila strain P5AGUZ 165 ribosomal RNA gene, parti... Kocurda rhiz... NA 72088 2839 2839 1ee% 8.8 99.84 1399 PQ417919.1
Kocuria rhizophila strain BBE45 165 ribosomal RMA gene, partia... Kocurlia rhiz... NA 72088 2839 2039 1e9x 8.9 99.84 1437 PPE&7TA72.1
Kocuria sp. strain SH36 165 ribosomal RNA gene, partial sequence Kocuria sp. HA 1871328 2839 2839 189% 8.9 99.54 14081 ON187229.1
Kocuria sp. strain CLC-F23 165 ribosomal RNA gene, partial... Kocuria sp. Na 1871328 2837 2837 1e9% 8.9 99.84 1394 MH518285.1
Focuria rhizophila strain P1AGU3 165 ribosomal RMA gene, parti... Kocuria rhiz... HA Jigaa 2837 2837 1eex 8.9 99.64 1398 PQ417915.1
Uncultured bacterium clone 16s1lpl@l-1b@3.w2k 165 ribosomal RMA... wncultured b... HA 77133 2836 2835 189x 8.9 99.55 1455 GQ157148.1
Uncultured bacterium clone ncd2581F87¢1 165 ribosomal RNA gene... wncultured b... HA 77133 2836 2835 188X 8.8 99.55 1351 JF215381.1
Kocuria rhizophila strain KNA-32 185 ribosomal RMA gene, parti... Kocuria rhiz... NA 72800 2836 2836 186X 8.0 99.55 1388 HME54358.1
Kocuria varians strain RPLON1® 165 ribosomal RNA gene, partial... Kocuria warians NA 1272 2836 2836 188X 8.8 99.55 1429 MNa72929.1
Kocuria rhizophila strain Bel 1-2 165 ribosomal RMA gene,... Kocurda rhiz... NA F2aae 2836 2836 184X 8.8 99.55 1432 0Q979272.1
Kocurda rhizophila strain AUMC B-196 165 ribosomal RNA gene,... Kocurda rhiz... NA 72028 2836 2036 189% @.@  99.55 1385 MF@39698.1
Uncultured bacterium clone ncd2518b@4cl 165 ribosomal RNA gene... wncultured b... HA 77133 2836 20836 184X 8.9  99.55 1352 JF283187.1
Uncultured bacterium clone A28 165 ribosomal RNA gene, partial... wncultured b... HA 77133 28356 2035 1e9% 8.9 99.55 1471 Ma7A668. 1
Kocuria rhizophila strain fd3 165 riboscmal RNA gene, partial... Kocuria rhiz... HA 72080 2836 2835 189% 8.9 99.55 1436 PQ38E178.1
Uncultured bacterium clone nck&9gllcl 165 ribosomal RMA gene,... wncultured b... HA F7133 2836 2835 1leex 8.9 99.55 1351 KF@77e47.1
Kocuria rhizophila strain 8gB9 165 ribosomal RNA gene, partial... Kocuria rhiz... HA 7igaa 2836 2835 189x 8.9 99.55 1448 EUS54435.1
Kocuria rhizophila strain NBC_BOE74 chromosome, complete genome  Kocurdia rhiz... NA Jl@0a 2836 BE9T 189X 8.8 99.55 2776916 CP18g882.1
Kocuria sp. strain 225iBA F 165 ribosomal RMA gene, partial... Kocuria sp. HA 1871328 2836 2836 180X 8.8 99.55 1399 0Q341368.1
Uncultured bacterium clone ncd21c@7cl 165 ribosomal RMA gene,... wncultured b... NA 77133 2836 2836 180% 8.8 99.55 1351 HM251832.1
Uncultured bacterium clone 1651pl@l-2f04.w2k 165 ribosomal RMA... wncultured b... NA 77133 2836 2836 189X ©.9  99.55 1455 GRI57146.1
Uncultured organism clone ELUBLTY-T472-S-NIPCRAMgANa_B0@637. .. wncultured o... NA 155908 2835 2036 189% 8.2 99.55 1440 HQB17986.1
Kocuria rhizophila strain E24(52 165 ribosomal RMA gene, parti... Kocuria rhiz... NA 72088 2836 20835 189% 8.9 99.55 1444 MK474997.1
Kocuria rhizophila strain 5-2-826-6r 165 ribosomal RNA gene,... Kocuria rhiz... NA 72000 2836 2835 180% 8.9 99.64 1400 OP108783.1
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