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1. RESUMEN

Microorganismos como las bacterias, pueden crecer en diversos habitats, incluso en lugares
inimaginables por sus condiciones fisicas y quimicas extremas tales como la concentracién
alta de sales, a las que habitan en estos ambientes se les conoce como bacterias haléfilas;
también hay halotolerantes, capaces de crecer a concentraciones de sal altas, pero esta no es
esencial para su crecimiento. En la regidén de las Salineras Chiquitas en Zapotitlan, los
pobladores producen sal a partir de aguas provenientes de pozos, sitios donde habitan
bacterias haldéfilas y halotolerantes. En el presente estudio se colectaron muestras de agua
provenientes de dos estanques; en estas se cuantificaron las UFC/mL, empleando tres medios
de cultivo: agar nutritivo, TCBS y MacConkey. En el estanque etiquetado como S1D, en agar
nutritivo las UFC/mL fueron 3.6x103 y en el S2A fueron 3.3x10% UFC/mL; en agar TCBS hubo
crecimiento positivo en el estanque S2A (20 UFC/mL) y en el agar MacConkey no hubo
crecimiento bacteriano. Se hicieron aislamientos de colonias a partir de los cultivos en agar
nutritivo (de los dos sitios de muestreo) y se obtuvieron en total 38 cultivos puros de bacterias
halotolerantes, de las cuales: 89% fueron bacilos Gram positivos, 8% cocos Gram positivos y
3% cocos Gram negativo. Estos cultivos fueron caracterizados mediante la aplicacidon de
pruebas bioguimicas convencionales; se observd que catabolizaron principalmente a la
fructosa (89%), glucosa (79%) y dextrosa (79%). El 41% redujo nitratos y 20% a los nitritos con
produccién de gas nitrogeno. Todos los cultivos produjeron gelatinasa, 47% amilasa, 74%
ADNasa, 68% lipasa y 3% ureasa. Se aislaron dos cultivos bacterianos con la capacidad de
producir antibacterianos (SAA1 y SAA2); el cultivo SAA1 inhibio el crecimiento de seis cepas
de coleccidon (Brevundimonas diminuta, Bacillus vietnamensis, Bacillus aryabhattai,
Exiguobacterium indicum, Bacillus paramycoides y Kocuria indica) y el cultivo SAA2 inhibié
cinco (Brevundimonas diminuta, Bacillus megaterium, Bacillus aryabhattai, Exiguobacterium
indicum vy Bacillus cereus). Se aislaron bacterias halotolerantes las cuales coinciden sus
caracteristicas fenotipicas con ciertos géneros como: Bacillus, Salinicoccus, Halomonas vy
Vibrio; con la capacidad de producir enzimas extracelulares y antimicrobianos, que podrian

resultar importantes para diversas actividades biotecnoldgicas.

Palabras clave: aislamiento, halotolerantes, heterétrofas, salineras, antimicrobianos.



2. INTRODUCCION

De acuerdo con Costa y Cerletti (2021) los organismos haldfilos se clasifican como: 1) leves
(concentracion de NaCl entre 2 a 5%), 2) moderados (de 5 a 20% NaCl) y 3) extremos (de 20 a
30% NaCl) y los denominados haldfilos que requieren de NaCl para su crecimiento éptimo, los
organismos halotolerantes toleran ciertas concentraciones, pero no es esencial para su
desarrollo (Costa y Cerletti, 2021).

Las bacterias halotolerantes presentan estrategias para evitar la pérdida excesiva de agua
debida a la saturacidon de NaCl, por lo que gracias a las adaptaciones que han adquirido
durante su proceso de evolucidn, pueden sobrevivir en ambientes extremos. Dentro de las
adaptaciones celulares que presentan, estd la produccion de osmoprotectores, que consiste
en aumentar la actividad del citoplasma osmético con la sintesis y acumulacién de solutos
compatibles, para ajustarse al ambiente que les rodea o bien, alcanzar el estado de equilibrio
al aumentar las concentraciones de sal para que coincida la de su citoplasma con las
concentraciones de su entorno (Costa y Cerletti, 2021; Santhaseelan et al., 2022). Otra
estrategia consiste en la produccién de moléculas como por ejemplo osmolitos, que se
posicionan fuera de la célula, con la finalidad de proteger la proteina celular de Ia
desnaturalizacion (Santhaseelan et al., 2022).

En los dltimos anos, se ha estudiado a las bacterias halotolerantes que habitan ambientes
salinos, para ser utilizadas en diferentes procesos biotecnolégicos y en la produccion de
farmacos (Ej. antibidticos); ademas han resultado ideales para una serie de aplicaciones
industriales por su capacidad de tolerar altas o bajas temperaturas, pH acidos o alcalinos y
alta salinidad, proporcionando un menor costo de produccidn, ademas de la disminucién en
la utilizacion de energia y facil recuperacion de los productos que requieren condiciones
extremas (Costa y Cerletti, 2021); asi mismo, estas bacterias participan en los ciclos
biogeoquimicos, la formacién y disolucién de carbonatos, la inmovilizacidn de fosfatos y la
produccién de factores de crecimiento y nutrientes (Thompson y Gilmor, 2023); se han
identificado bacterias haldfilas y halotolerantes para obtener compuestos bioactivos dentro
de los cuales estan metabolitos con actividad antibacteriana (Conde-Martinez et al., 2017).
Este tipo de bacterias también han sido utilizadas en la acuicultura para prevenir
enfermedades en estos procesos productivos, ademds de mejorar la calidad del agua; se han
realizado estudios para determinar su papel en la nitrificacion y desnitrificacion heterétrofa,
proporcionando un recurso microbiano alternativo, eficaz y seguro para el tratamiento de
eliminacidén de nitrégeno del agua y desechos de la acuicultura marina; su uso en la
biorremediacién para el control de la calidad del agua en los sistemas de cultivo de camardn,
es otro ejemplo de su aplicacion en procesos productivos (Huang et al., 2017). Entre las
bacterias, haldfilas se han encontrado miembros de los Phyla Cyanobacteria, a-
Proteobacteria, Firmicutes, Actinobacteria, Spirochaetes y Bacteroidetes (Thompson vy
Gilmor, 2023).



En las Salineras las Chiquitas, desde la segunda mitad del siglo XVI hasta la actualidad la sal ha
sido un recurso muy importante para los pobladores del Valle de Tehuacan (Puebla), para
obtener este mineral se utiliza agua de un manantial inmerso en un estrato geoldgico. El
origen de este recurso se debe a que, en el pasado, parte del Valle de Tehuacan, fue cubierto
por agua de mar, en los periodos Cretacico y Jurasico (Serrano et al. 2018; Williams, 2021).

Se han realizado muy pocos estudios acerca de los microorganismos haléfilos y halotolerantes
en el Valle de Tehuacan, sin embargo, recientemente Cortés-Camargo et al. (2021) aislaron
bacterias, pertenecientes al género Bacillus, productoras de biosurfactantes en estanques de
agua salada de la reserva de Tehuacdn.

El género Bacillus fue descrito por Cohn (1872) como bacterias productoras de endosporas
resistentes al calor, las cuales les permiten habitar en diversos ecosistemas acuaticos,
terrestres y en condiciones extremas, ya que las endosporas (ovales o cilindricas) funcionan
como mecanismo de resistencia a diversos tipos de estrés. Las especies del género Bacillus
pertenecen al Dominio Bacteria; Phyllum Firmicutes; Clase Bacilli; Orden Bacillales y Familia
Bacillaceae; sus caracteristicas generales son el crecimiento aerobio, anaerobio facultativo o
estricto, son Gram positivas, con morfologia bacilar, movilidad flagelar; su talla es variable
(0.5 a 10 um); su crecimiento éptimo ocurre a pH neutro, presentando un amplio intervalo de
temperaturas de crecimiento, aunque la mayoria de las especies son mesdfilas (crecimiento
6ptimo entre 30 y 45 °C), su diversidad metabdlica estd asociada a la promocién del
crecimiento vegetal y control de patdgenos (Villarreal-Delgado et al., 2018). El género Bacillus
posee una gran cantidad de especies productoras de antimicrobianos (Thompson y Gilmor,
2023), y han mostrado contar con actividad antagdnica contra diversos microorganismos
fitopatdgenos, logrando que estos no se establezcan ni se desarrollen, para ello cuentan con
la produccién de antibidticos, siderdforos, enzimas liticas, toxinas; también inducen la

resistencia sistémica de las plantas (Villarreal-Delgado et al., 2018).

Dentro de los géneros bacterianos que cuentan con especies halotolerantes estdn
Salinicoccus y Halomona. El género Salinicoccus (familia Staphylococcaceae), son cocos Gram
positivos, aerobios, inmdviles y no forman esporas (Talwar et al., 2020; Dutta et al., 2023).
Producen compuestos con varias aplicaciones biotecnolégicas como es la produccién enzimas
extracelulares, utiles, por ejemplo, en procesos de biorremediacidn, desarrollo de colorantes,
biocombustibles y en la industria farmacéutica (Dutta et al., 2023).

El género Halomonas, descrito en 1980, pertenece a la familia Halomonadaceae, Orden
Oceanospirillales, Clase Gamma-Proteobacteria (Wang y Shao, 2021). Las bacterias
halotolerantes pertenecientes del género Halomonas son Gram negativas, heterétrofas de
crecimiento rdpido; son aerobias o anaerobias facultativas y no esporulan. Este género puede
habitar ambientes salinos (suelo y agua) gracias a su capacidad de producir solutos
compatibles (ectoina, glicina betaina e hidroxiectoina), biopolimeros (exopolisacaridos y



polihidroxialcanoato) y biosurfactantes; degradar compuestos aromaticos y de reducir los
nitratos (Wangy Shao, 2021; Pérez et al., 2023).

Las bacterias pertenecientes al género Vibrio se han identificado como especies marinas, las
cuales pueden producir metabolitos con potencial antibacteriano y citotoxico (al ser aislados
en cultivos mixtos), aunque aun no se comprende por qué motivo no hay tal actividad
bioldgica al ser cultivados individualmente (Conde-Martinez et al., 2017).

3. OBJETIVOS

Objetivo general

e Aislar, caracterizar y determinar la produccién de compuestos bioactivos por bacterias
heterdtrofas halotolerantes provenientes del agua en dos estanques de las Salineras
Chiquitas (Zapotitlan Salinas, Puebla)

Objetivos especificos

e Cuantificar bacterias heterétrofas halotolerantes que habitan en los estanques de la
Salineras Chiquitas

e Caracterizar fenotipicamente a las bacterias heterétrofas halotolerantes, aisladas de
los estanques de la Salineras Chiquitas

o Determinar la capacidad de cultivos bacterianos aislados de las Salineras Chiquitas
para producir antibacterianos y enzimas extracelulares

4. METODOLOGIA

4.1 Area de estudio

En la figura 1 se sefala la localizacién de Zapotitlan Salinas. En esta regidn, de la Sierra Madre
del Sur, dentro de la cuenca del rio Tehuacdn se conecta con el rio Zapotitlan o rio Salado, el
cual posee altas concentraciones de sales en sus aguas. El suelo estd compuesto por
concentraciones de carbonato de calcio con minimas capas de humus (Serrano et al., 2018).
Las Salineras Chiquitas son nombradas Paraje salinero, donde producen la sal gracias a un
clima seco con escasez de agua, con lluvias irregulares y torrenciales solo en verano, ademas
de temperatura y vientos que ayudan a la evaporacién de la sal. El paraje se localiza a un lado
de pozos con agua, este material primario es esencial para la produccion de sal; en la figura 2
se senala la localizacidn de las Salineras Chiquitas (Castellén, 2016).
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4.2 Colecta y procesamiento de las muestras

Se colectaron muestras de agua de dos estanques de las Salineras Chiquitas (figura 3), para
ello se utilizaron frascos estériles de plastico de 100 ml de capacidad. In situ, se procesaron
las muestras, se realizaron diluciones seriadas con solucién salina al 0.08% (NaCl) y con 0.1 ml
de estas fueron inoculadas cajas Petri conteniendo agar nutritivo (medio de cultivo general)
y dos medios de cultivo selectivos: Tiosulfato Citrato Bilis Sacarosa (TCBS), especifico para
género de Vibrio y agar MacConkey (especifico para la familia Enterobacteriacea). Los cultivos
fueron incubados a temperatura ambiente durante 24-48 horas; finalmente se realizé el
conteo de las Unidades Formadoras de Colonias (UFC) en cada uno de estos.

Figura 3. Ubicacidn de los puntos de muestreo: estanques S1D y S2A.

4.3 Aislamiento de colonias bacterianas y obtencion de cultivos puros

A partir de las colonias crecidas en agar nutritivo, se realizaron aislamientos de colonias al
azar, estas fueron resembradas en viales conteniendo agar nutritivo, después de 24 h de
incubacidn, los cultivos fueron conservados a 5 °C, se aplicé la técnica de siembra y resiembra
para obtener cultivos puros, esto ultimo se verific6 mediante observaciones al microscopio
6ptico, previa tincion de Gram. Para conservar los cultivos puros, estos fueron resembrados
en viales con agar nutritivo y conservados a 5 °C.

4.4 Caracterizacion fenotipica de los cultivos puros

Para la caracterizacion de los cultivos puros se hicieron registros de la morfologia celular, la
presencia de esporas y su respuesta a la tincion de Gram; se determind la capacidad de
catabolizar carbohidratos y al citrato como fuentes de carbono y energia, ademads de su
metabolismo respiratorio, y su capacidad de producir compuestos bioactivos como son las
enzimas extracelulares.



Para la caracterizacion morfolégica se aplicd la tincion de Gram y se hicieron registros de sus
formas celulares y de su respuesta a esta tincidon. Para esto ultimo se utilizé un kit comercial
y se utilizaron cultivos incubados a 28 °C durante 24 h.

Para determinar el catabolismo de los cultivos bacterianos, se utilizaron los sustratos:
manitol, sorbitol, lactosa, dextrosa, sacarosa y maltosa (5 g/L), en base rojo fenol (15 g/L) y
agua destilada, se incubaron durante 24 h a 28 °C, el cambio de color en el medio de cultivo
de naranja a amarillo o de naranja a rojo, indicé la utilizacién de los sustratos por los cultivos
bacterianos.

También se utilizé Citrato de Simmons para determinar la utilizacién de este sustrato como
Unica fuente de carbono y energia. Se utilizé la formula comercial que considera 22 g citrato
de Simmons compuesto por: amonio dihidrogenofosfato (1 g/L), di-potasiohidrégeno fosfato
(1 g/L), cloruro de sodio (5 g/L), citrato de sodio (2 g/L), sulfato de magnesio (0.2 g/L), azul de
bromotimol (0.08 g/L) y agar-agar (12 g/L) en agua destilada.En este medio inclinado en pico
de flauta se inocularon e incubaron durante 24 h a 28 °C, se registro la presencia de un cambio
de color de verde a azul, lo que indicd una respuesta positiva, esto confirmé que el cultivo
utilizé al sustrato.

Se determind la capacidad de los cultivos para reducir nitratos y nitritos, para ello se utilizé
un medio liquido compuesto por caldo nutritivo (8 g/L), nitrato de potasio (1 g/L) en 1000 mL
de agua destilada; se colocé una campana de Durham, en los tubos, para determinar la
produccidn de gas. Los cultivos, se incubaron durante 24 horas a 28 °C, pasado este tiempo,
se les agregaron 10 gotas de los reactivos A y B de Griess (acido alfa-naftilamina 1N y acido
sulfanilico 1N). Cuando los cultivos reducen los nitratos hay un cambio de color en el cultivo
de amarillo trasparente a rojo, si no habia cambio en el medio se agregd Zinc (Zn) y al
presentar un vire a rojo la reduccién de nitritos y nitratos fue negativa; el no mostrar cambio
de color indicé que hay reduccidn de nitratos y nitritos, ademas, si la campana de Durham en
el tubo subié demostré produccion de gas nitrégeno.

4.5 Produccion de enzimas extracelulares

Para determinar la capacidad de los cultivos bacterianos para producir compuestos
bioactivos, se utilizaron medios especificos para la produccidn de ureasa, amilasa, ADNasa,
lipasa y gelatinasa y de antibacterianos. Con excepcién de la ureasa, para determinar la
capacidad de los cultivos de producir enzimas extracelulares, se utilizaron cultivos liquidos en
caldo nutritivo (1 hora de incubacién a 28 °C) y se inocularon con un asa de vidrio con un disco
de 1.0 cm de diametro, en uno de sus extremos; se inocularon diez cultivos puros por caja
Petri conteniendo los medios especificos para cada una de las enzimas ensayadas y se
describen en los parrafos siguientes:
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Ureasa: agar bacterioldgico (15.0 g/L), urea (29.0 g/L) con agua destilada. Se agregd en tubos
de ensaye en pico de flauta, se inocularon e incubaron, después de 24 h se considerd que
habia produccién de esta enzima cuando se observo en el medio de cultivo cambio de color
de amarillo palido a rosa.

Amilasa: caldo nutritivo (8.0 g/L), agar bacterioldgico (15.0 g/L), almidén soluble (1.5 g),
cloruro de sodio (5.0 g/L) con agua destilada. Para determinar la produccion de la enzima
amilasa se agrego lugol en los cultivos inoculados durante 24 h a 28 °C, la presencia de un
halo transparente alrededor del indculo indicé produccién de amilasa.

Gelatinasa: caldo nutritivo (8.0 g/L), agar bacterioldgico (15.0 g/L), gelatina bacterioldgica (4.0
g/L) con agua destilada. Se inocularon los cultivos sobre el agar, después de 24 h a 28 °C de
incubacién al cultivo se le colocd cloruro mercurico, la presencia de un halo transparente
alrededor del indculo, denoté la capacidad de producir gelatinasa.

Lipasa: caldo nutritivo (8.0 g/L), agar bacterioldgico (15.0 g/L), Tween 80 (10.0 ml/L) y agua
destilada. Se determind la produccién de la enzima por la presencia de cristales alrededor del
indculo, después de incubar durante 24 h a 28 °C.

ADNasa: ADNasa comercial (BD 42.0 g/L) compuesto por: Tripteina (20.0 g/L), cloruro de
sodio (5.0 g/L), acido desoxirribonucleico (2.0 g/L) y agar (15.0 g/L). Después de 24 horas a 28
°C de incubacion, se colocé acido clorhidrico (1N) al cultivo (inéculo), la presencia de un halo
transparente alrededor del indculo indicé la produccidon de ADNasa.

4.6 Produccion de antibacterianos

Para determinar la produccion de antimicrobianos por los cultivos bacterianos puros se
utilizaron cajas Petri con agar Mueller-Hinton (Dibico) que contiene: agar (17.0 g/L), almidén
(15.0 g/L), extracto de carne de res (2.0 g/L) y peptona de caseina (17.5 g/L). Fueron estriadas,
individualmente, cepas de coleccién (Brevundimonas diminuta, Bacillus aryabhattai, Bacillus
megaterium, Bacillus cereus, Bacillus nitratireducens, Bacillus paramycoides,
Stenotrophomonas sp., Exiguobacterium indicum y Exiguobacterium profundum); seguido se
colocaron discos de papel filtro estériles (0.5 cm de diametro), impregnados con cultivos
liqguidos de bacterias aisladas de las Salineras Chiquitas (productores de antimicrobianos); se
incubaron durante 16 a 18 h a 28 °C; se hicieron registros del halo de inhibicién de
crecimiento bacteriano alrededor del inéculo lo cual, indicé que los cultivos aislados tienen la
capacidad de producir antibacterianos (Nunez-Cardona, 2024, comunicacion personal). Se
realizaron registros de las medidas de los halos de inhibiciéon en cm.
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5. ACTIVIDADES REALIZADAS

Se llevd a cabo la consulta de publicaciones especializadas en revistas cientificas, libros, tesis
para la elaboracion del proyecto.

Se preparé el material para el trabajo de campo que incluyé la preparacién de medios de
cultivo, tanto selectivo (TCBS y MacConkey) y no selectivo (agar nutritivo).

Se colectd agua de dos estanques provenientes de las Salineras Chiquitas, en frascos estériles
de plastico, con capacidad de 10 ml.

Se procesaron las muestras de agua mediante diluciones seriadas en solucidn salina (NaCl) al
0.08% y con 0.1 ml de estas se sembraron en cajas Petri conteniendo agar nutritivo (medio
no selectivo); también se procesaron las muestras, sin diluir, en los medios TCBS vy
MacConkey.

Se llevd a cabo el conteo de las unidades formadoras de colonias (UFC) y se aislaron los
cultivos, provenientes de agar nutritivo, en viales con agar nutritivo, para conservarlos a 5 °C.

A partir de las colonias crecidas en agar nutritivo, se hicieron aislamientos al azar y fueron
colocados en viales con agar nutritivo (inclinado), se les aplicé la tincion de Gram vy se
realizaron observaciones al microscopio dptico para determinar su pureza.

A los cultivos mixtos resultantes se les aplicd la técnica de siembra y resiembra hasta contar
con cultivos puros. Todos los cultivos puros fueron conservados en viales con agar nutritivo,

a 5 °C, para su caracterizacién posterior.

Los cultivos fueron caracterizados fenotipicamente considerando su capacidad de catabolizar:
glucosa, fructosa, manitol, sorbitol, lactosa, sacarosa, dextrosa, maltosa; asi como citrato de

Simmons.

Se prepararon medios de cultivo para la produccién de compuestos bioactivos como enzimas
extracelulares (amilasa, lipasa, gelatinasa, ADNasa y ureasa).

Se prepard medio agar Mieller-Hinton en cajas Petri para el ensayo de producciéon de
antibacterianos, solo se utilizaron dos cultivos puros provenientes de muestras de agua de
dos estanques de las Salineras Chiquitas, después de 16 a 18 h se midieron y registraron los
halos de inhibicion de crecimiento de cepas de coleccién.

6. METAS ALCANZADAS

Se realizo el muestreo, se procesaron y se cuantificaron las unidades formadoras de colonias
(UFC); en el medio agar nutritivo, en TCBS y agar MacConkey.

Se caracterizaron fenotipicamente a 38 cultivos bacterianos halotolerantes heterdtrofos
mediante su capacidad de catabolizar sustratos como glucosa, fructosa y dextrosa, lactosa,
maltos, sacarosa, sorbitol, manitol y citrato. Asi mismo se determiné el metabolismo
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respiratorio aerobio y anaerobio facultativo y la capacidad de reducir los nitratos y nitritos,
asi como, liberar gas nitrégeno.

Se determiné la capacidad de producir enzimas extracelulares como amilasa, ADNasa, lipasa,
ureasa y gelatinasa. También se determind la capacidad de producir antimicrobianos en dos
cultivos bacterianos puros seleccionados.

7. RESULTADOS Y CONCLUSIONES

En la tabla 1 se presentan las unidades formadoras de colonias (UFC/ mL) en los medios de
cultivo: agar nutritivo y TCBS; no se cuantificaron UFC/ mL en agar MacConkey ya que no hubo
crecimiento bacteriano. En el estanque S1D, solo se cuantificaron, en agar nutritivo, 3.6x10°
UFC/mL en el estanque S1D. En el estanque S2A se cuantificaron 3.3x10° UFC/mL en agar
nutritivo y 20 UFC/ mL en agar TCBS. Conde-Martinez et al. (2017) aislaron una bacteria
proveniente de muestras de salmuera y sedimento en estanques salinos, en La Guajira,
Colombia; tal colonia fue identificada como Vibrio sp. A1SM3-36-8, la cual es
moderadamente halotolerante.

Tabla 1. Unidades formadoras de colonias (UFC/mL) en MacConkey, TCBS y agar nutritivo
inoculados con agua provenientes de dos estanques de las Salineras Chiquitas.

Medios de cultivo

Estanque Agar nutritivo TCBS MacConkey
S1D 3.6x10% UFC/mL 0 0
S2A 3.3x10% UFC/mL 20 UFC/mL 0

Se obtuvieron 22 cultivos bacterianos en el estanque etiquetado como S1D; mientras que en
el estanque S2A se aislaron 16 cultivos. La forma celular bacteriana predominante en los dos
estanques fue la bacilar con respuesta positiva a la tincion de Gram, para el estanque S1D el
14% de los cultivos fueron cocos con respuesta a tincién de Gram positivo y un 5% coco Gram
negativo. El 45% de los aislados bacterianos del estanque S1D produce endosporas, con el
88% los del estanque S2A.

Bhatt y Singh (2022) y Bautista (2024) aislaron bacterias Gram positivas de ambientes salinos
y sefialaron que bacterias con estas caracteristicas logran habitar tales ambientes gracias a su
capacidad de esporular, lo que les permite adaptarse tanto a ambientes salinos como no
salinos. Lo anterior coincide con lo registrado en el presente trabajo, pues se observé que
entre el 45 y 88% de los aislados presentan la capacidad de producir endosporas que les
facilita sobrevivir en ambientes adversos y regresan a su forma inicial cuando las condiciones
les son favorables.
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En la figura 4 se presenta el porcentaje (%) de cultivos con capacidad de catabolizar los
sustratos ensayados. Los aislados de ambos estanques catabolizan principalmente a la
glucosa (el 94% de los cultivos del sitio S2A utilizan este sustrato y 68% las del estanque S1D),
fructosa (100% de los cultivos del estanque S2A y el 82% del estanque S1D) y dextrosa (todos
los cultivos del sitio S2A y el 64% en el sitio S1D). El 81% de los aislados del estanque S2A
emplearon sacarosa. Cabe sefialar que los demas sustratos fueron catabolizados en

porcentajes menores al 60%.

% Estanques [] S1D [] S2A
100 Tmo/fl 1@00
94%
82% 81%
75
68%
64%
96%
50%
50 45% ]
a% 1% S
25
19%
13%
9%
5 | ]
9 [

Glucosa Fructuosa Lactosa  Maltosa Dextrosa Sacarosa Sorbitol  Manitol Citrato

Sustratos

Figura 4. Numero de cultivos (%) que catabolizaron los sustratos ensayados

En la figura 5 se presenta el porcentaje (%) de cultivos con la capacidad de reducir los nitratos (NO3-),
nitritos (NO2-) y liberar gas nitrégeno (N). El sitio S1D registré mas aislados bacterianos (50%) capaces
de reducir los NO3-; mientras que el sitio S2A el 31% de los cultivos reducen a los NO2- y liberaron
nitrogeno. Pérez et al. (2023) reportaron que dos de las bacterias halotolerantes, identificadas del
género Halomonas, con capacidad nitrificante, eliminan amonio, el cual podria ayudar para el
tratamiento de aguas residuales. También en el trabajo de Wang y Shao (2021) aislaron seis nuevas

especies del género Halomonas con la capacidad de eliminar nitréogeno y sulfuro.
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Figura 5. Niumero (%) de cultivos bacterianos, de los estanques S1D y S2A, con capacidad de

reducir nitratos, nitritos y de producir gas nitrégeno.

En la figura 6 se presenta el porcentaje (%) de cultivos, por sitio de muestreo, con capacidad
de producir enzimas extracelulares (gelatinasa, amilasa, ADNasa, lipasa o ureasa). Todos los
aislados bacterianos de ambos sitios de muestreo produjeron gelatinasa. La mayoria de los
cultivos del sitio S2A produjeron ADNasa vy lipasa. En cuanto al sitio S1D los cultivos
bacterianos produjeron todas las enzimas ensayadas pero el nimero de estos fue menor.

Pérez et al. (2023) aislaron bacterias pertenecientes del género Halomonas, a las que
describieron fenotipicamente encontrando que algunos de los aislados producen ureasa; por
otro lado Wang y Shao (2021) aislaron bacterias productoras de gelatinasa y ADNasa.
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Figura 6. Porcentaje de cultivos bacterianos, de cada estanque, con capacidad de producir

enzimas extracelulares: gelatinasa, amilasa, ADNasa, lipasa o ureasa.

En la tabla 2 se presentan los registros (promedio de tres ensayos) del didmetro del halo de
inhibicién del crecimiento de cepas de coleccidn por los aislados bacterianos.

El cultivo bacteriano SAA1 (de forma bacilar Gram positivo, productor de endoesporas),
inhibié el crecimiento de las especies ensayadas Brevundimonas diminuta, Bacillus
vietnamensis, B. aryabhattai, Exiguobacterium indicum, B. paramycoides y Kocuria indica. En
cuanto al aislado bacteriano SAA2 también es un bacilo Gram positivo, productor de
endoesporas; inhibid el crecimiento de Brevundimonas diminuta, B. megaterium, B.

aryabhattai, Exiguobacterium indicum y B. cereus.

Azpiazu-Muniozguren et al. (2025) aislaron 20 cultivos de muestras de agua, identificados
como bacterias haléfilas y halotolerantes, los cuales tuvieron actividad antibacteriana contra
al menos una de las cepas que ensayaron; ocho de estos cultivos tuvieron la capacidad de
producir antimicrobianos en contra de bacterias Gram positivas y Gram negativas. En cuanto
al trabajo de Perumal et al. (2024) aislaron una especie del género Halomonas halotolerantes
capaz de producir antimicrobianos contra cepas de Staphylococcus aureus y Escherichia coli.
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Tabla 2. Didametro de los halos de inhibicion (cm) formados por la exposicidn de cepas
de coleccidn a aislados bacterianos, provenientes de las Salineras Chiquitas

Cepas de coleccion SAA1l SAA2
Brevundimonas diminuta 0.6 0.6
Bacillus vietnamensis 1.0 0
Bacillus megaterium 0 0.5
Bacillus aryabhattai 1.3 0.5
Exiguobacterium indicum 0.5 0.3
Stenotrophomonas sp. 0 0
Bacillus cereus 0 0.7
Bacillus nitratireducens 0 0
Bacillus paramycoides 0.7 0
Exiguobacterium profundum 0 0
Kocuria indica 1.5 0

Con base en los resultados, se puede resaltar, que en las dos muestras de agua no se observd
la presencia de bacterias pertenecientes a la familia Enterobacteriaceae pero en una muestra
si se presentaron colonias caracteristicas del género Vibrio, un género habitual en ambientes
marinos.

La mayoria de los aislados bacterianos fueron bacilos Gram positivos, los cuales presentan
esporas que les permiten sobrevivir en ambientes extremos, tal como lo son las Salineras
Chiquitas de donde fueron aisladas las bacterias, en el presente trabajo y que mostraron
capacidad de catabolizar alguno de los sustratos ensayados, siento fructosa, glucosa vy
dextrosa los mas catabolizados; menos de la mitad de los cultivos bacterianos fueron capaces
capacidad de a los nitratos y nitritos.

Los cultivos bacterianos aislados de los estanques de las salineras Chiquitas exhibieron
capacidad de producir enzimas extracelulares y todos estos son capaces de producir
gelatinasa; se aislaron dos cultivos con habilidad de producir antimicrobianos capaces de
inhibir el crecimiento de bacterias potencialmente patdgenas.
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