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Resumen

La laguna de Salinas es un humedal salino altoandino ubicado en la region de Arequipa al sur de Perti. Actualmente,
estd sometido a actividades antropogénicas como la extraccion de sales, el turismo de aventura y el cambio climatico.
A pesar de ser un entorno de importancia bioldgica, la diversidad de poblaciones microbianas ha sido poco explorada.
La ubicacion de este entorno en una region con indice UV extremos, altitud sobre 4,000 m y otros factores adversos
destacan este ambiente como potencial para la bioprospeccion de microorganismos extremofilos y extremotrofos.
En el presente estudio aislamos cepas bacterianas nativas de muestras de agua de la laguna de Salinas y realizamos
la caracterizacion fenotipica a nivel morfologico y fisioldgico mediante ensayos de tolerancia a NaCl, temperatura,
pH y radiacion UV-B. Reportamos cepas halotolerantes, psicrotolerantes, alcaldfilas moderadas y cepas resistentes
a radiacion UV-B y una cepa alcalofila obligada. La identificacion se realiz6 mediante el analisis molecular basado
en el DNAr 16S. Los géneros identificados fueron Arthrobacter, Brachybacterium, Dietzia, Bacillus y Planococcus.
Hasta donde sabemos, el presente trabajo es el primer reporte sobre microorganismos extremofilos y extremotrofos
presentes en la laguna de Salinas, promoviendo un nuevo enfoque de prospeccion sobre este entorno.
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Abstract

The Salinas Lagoon is a high Andean saline wetland located in the Arequipa region of southern Peru. Currently,
it is subject to anthropogenic activities such as salt extraction, adventure tourism and climate change. Despite being
an environment of biological importance, the diversity of microbial populations has been little explored. The location
of this environment in a region with extreme UV index, altitude above 4,000 m and other adverse factors highlight
this environment as a potential for the bioprospection of extremotroph and extremotrofile microorganisms. In the
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present study, we isolated native bacterial strains from water samples of the Salinas Lagoon and performed phenotypic

characterization at the morphological and physiological levels by means of tolerance assays to NaCl, temperature, pH

and UV-B radiation. We reported halotolerant, psychrotolerant, moderate alkalophilic and UV-B radiation resistant

strains and one obligate alkalophilic strain. Identification was performed by molecular analysis based on 16S rDNA.

The genera identified were Arthrobacter, Brachybacterium, Dietzia, Bacillus and Planococcus. To our knowledge, the

present work is the first report on extremophilic and extremotrophic microorganisms present in the Salinas Lagoon,

promoting a new approach to survey this environment.

Keywords: Extremophiles; Extremotrophs; UV-B resistance; Salinas Lagoon

Introduccion

En los ultimos afios, en el altiplano de los Andes
centrales han sido caracterizados ambientes extremos
unicos, descritos como cuencas endorreicas rodeadas por
desiertos influenciados por la actividad volcénica (Farias,
2020). Estos entornos se han denominado como humedales
andinos de gran altitud: “HAAL” (por sus siglas en inglés,
High-Altitude Andean Lakes,), localmente conocidos
como humedales, lagunas o salares atalasosalinos,
ubicados entre 2,000 y 6,000 m de altitud en Perq,
Bolivia, Argentina y Chile, caracterizados por distintas
condiciones adversas para la vida: alta salinidad, amplia
fluctuacion de la temperatura, baja presion de oxigeno,
balance hidrico negativo, alta concentracion de arsénico
y dosis altas de radiacion UV-B (Albarracin et al., 2015,
2016). El potencial cientifico de estos entornos radica en la
diversidad microbiana que albergan, cuya bioprospeccion
brinda novedosas orientaciones para comprender el origen
y evolucion de la vida y la bisqueda de aplicaciones
biotecnologicas (Farias, 2020; Farias y Contreras, 2018;
Visscher et al., 2020).

En Pert se han reportado 2 HAAL: Salinas Maras
(Cusco) y los bofedales de Huaytire (Tacna) (Albarracin
et al., 2015). Sin embargo, en la region de Arequipa, al sur
del Perti también se puede destacar la laguna de Salinas
(16°22°1.94” S, 71°8°10.92” O), un humedal altoandino a
4,300 m de altitud en la Puna subtropical de la region, es
uno de los 3 salares del Pert y la nica que se encuentra
dentro de un area natural protegida: Reserva Nacional de
Salinas y Aguada Blanca (RNSAB). Su ubicacion en una
de las regiones con indices UV extremos y una altitud sobre
4,000 m destacan a la laguna de Salinas como un entorno
potencial para la bioprospeccion de microorganismos
bacterianos. La mayor parte del conocimiento en
biologia de este entorno se basa en gran medida sobre
macroorganismos, especialmente en la diversidad y
ecologia de aves (Caballero et al., 2010). Mientras que el
conocimiento sobre los microorganismos que alberga aun
es exiguo, por lo que este humedal es un reservorio de
materia oscura microbiana (Bernard et al., 2018).

En algunos HAAL de Sudamérica se han reportado
bacterias resistentes a la radiacion UV-B (Fernandez-
Zenoff, Heredia et al., 2006; Fernandez-Zenoff, Sineriz
etal., 2006; Flores et al., 2009; Ordonez et al., 2009; Rasuk
et al., 2017). Precisamente, una de las condiciones mas
limitantes para los seres vivos en el altiplano de los Andes
centrales es laradiacion UV-B, que registra los valores mas
altos en el mundo (Albarracin et al., 2015). Este tipo de luz
representa la banda de onda mas citotdxica que llega a la
superficie del planeta, cuyos efectos biologicos, directos
e indirectos, pueden conducir a la muerte celular (Pfeifer,
1997; Santos et al., 2012). La bioprospeccion de entornos
sometidos a altas dosis de radiacion UV, asi como otras
condiciones adversas, permite nuevas posibilidades en la
busqueda de aplicaciones biotecnoldgicas (Alonso-Reyes
etal.,2021; Manya et al., 2021; Santos et al., 2023; Sysoev
et al., 2021).

El objetivo de la bioprospeccion microbiana en la
laguna de Salinas toma mayor relevancia en el contexto
de la importancia del conocimiento de la diversidad y
conservacion del acervo genético microbiano. Puesto que
este humedal es un lugar que sera probablemente afectado
por el cambio climatico (Cabrol et al., 2009) y, ademas, no
es un ambiente totalmente pristino debido a las actividades
humanas como extraccion de sales y minerales no metalicos
y el turismo de aventura, su estudio debe ser prioritario.
De esta manera, en el presente estudio se plante6 realizar
la caracterizacion de las bacterias aisladas de muestras de
agua de la laguna de Salinas a nivel fenotipico morfologico
y fisiologico, este ultimo mediante ensayos de tolerancia a
factores de estrés como NaCl, temperatura, pH y radiacion
UV-B; y genotipico mediante el DNAr 168S.

Materiales y métodos

Las muestras se obtuvieron de la zona de la laguna de
Salinas con menor actividad humana, como es la extraccion
de sales. Se tomaron muestras de 3 puntos de muestreo
(P1: 16°21°14.89” S, 71°10°33.67” O; P2: 16°21°33.72”
S, 71°11°0.83” O; P3: 16°22°21.72” S, 71°10°45.64” O).
Para la coleccion de muestras se siguid el procedimiento
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de Ordofiez et al. (2009); se recolectaron muestras de agua
superficiales empleando frascos previamente esterilizados
y se trasladaron a 4 °C hasta su posterior procesamiento
en el laboratorio. Se registraron datos fisicoquimicos como
temperatura, pH y salinidad, empleando un multiparametro
HANNA HI 98194.

Cultivo y aislamiento de bacterias. Se tomo6 1 ml de
la muestra y se diluyd asépticamente en solucion salina
estéril 0.9% NaCl y se prepararon diluciones seriadas hasta
10, Se tomaron 100 pl y se esparci6 sobre la superficie
de medios de agar en placas de Petri. Se emplearon
los siguientes medios de cultivo para el aislamiento de
bacterias: “Lake Medium” (LM) (Ordoifiez et al., 2009),
preparado con agua del lago previamente filtrada (para
mantener la salinidad de la muestra), 0.25% de extracto
de levadura y 1.5% de agar, y medio MGM (Dyall-Smith,
2009), cuya composicion es: NaCl 8%, MgCl,.6H,0 1%,
MgSO,.7H,0 1.17%, KCl 0.23%, CaCl.2H,0 1 M1.67
ml, Triptona 0.033%, extracto de levadura 0.033%, para
obtener un 10% de salinidad. El pH de todos los medios
fue ajustado a 7.5. Las placas se incubaron a 20 °C y las
observaciones se realizaron a partir de 72 h. Las cepas
purificadas se subcultivaron en medio agar Luria Bertani
(LB): triptona 1%, extracto de levadura 0.5%, NaCl 0.5%
y agar 1.5%. Las cepas purificadas fueron conservadas en
crioviales con glicerol (35%) a -80 °C.

Para la caracterizacion se prepararon cultivos
bacterianos incubados a 30 °C en agar LB durante 48-72
h. Se examinaron los rasgos como el color y la morfologia
celular mediante el empleo de un microscopio Optico
(ZEISS, Primo Star). Se empled el método de Moreno y
Albarracin (2012) para la tincion de Gram.

El DNA genémico total se extrajo de cada colonia
purificada con el método del CTAB, descrito por Fernandez-
Zenoff, Sifieriz et al. (2006). La amplificacion del gen
16S se realizd mediante una reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR). Se emplearon los cebadores universales
ARI C/T (5 CTGGCTCAGGACTGAACGCTG) 3’ y pH
(5 AAGGAGGTGATCCAGCCGCA 37). Los productos
de PCR fueron comprobados en gel de agarosa a 1% para
su visualizacion. La concentracion de DNA se cuantifico
con un espectrofotometro (EPOCH 2, Microplate reader,
Biotek). La secuenciacion fue realizada en MACROGEN
(Corea del Sur). Las secuencias parciales del gen DNAr
16S se ensamblaron en un contig usando Unipro UGENE
v43.0 y se compararon con las secuencias de EzBioCloud
(http://www.ezbiocloud.net) y GenBank, empleando
la herramienta BLAST (Basic Local Alignment Search
Tool)  (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/Blast.cgi),
para la asignacion de especies basado en el vecino mas
cercano. Las secuencias recuperadas de las bases de datos
y relacionadas con las cepas en estudio se seleccionaron

para la alineacion y analisis filogenéticos utilizando el
programa MEGA 11 (Tamura et al., 2021). La matriz de
la distancia evolutiva se calculo utilizando los parametros
del modelo de Kimura 2-parameter (Kimura, 1980) y el
arbol filogenético se construyd a partir de las distancias
evolutivas calculadas mediante el método de Neighbour-
joining (Saitou y Nei, 1987), con valores de boostrap
basados en 1,000 repeticiones. Las secuencias parciales
del gen 16S determinadas en el presente estudio se
depositaron en el GenBank. Se utilizé Pseudoalteromonas
tetraodonis 1AM 14160 como cepa de grupo externo
para las construcciones de arboles. El arbol filogenético
obtenido se convirtié al formato Newick y se visualizo
empleando el servidor de Interactive Tree Of Life (iTOL)
(https://itol.embl.de/).

Se empled el método de Albarracin et al. (2014) para la
evaluaciondelatoleranciaalasalinidad, el pHy temperatura.
Las cepas purificadas se cultivaron en medio LB a 30
°C en agitacion constante (200 rpm). Posteriormente, se
extrajeron las células en la fase exponencial intermedia de
cada cepa, previa centrifugacion de la muestra (8,000 rpm;
30 min; 4 °C). Los pellets se lavaron 2 veces en solucion
0.9% de NaCl y se resuspendieron en la misma solucion
hasta una DOy, 0.6. De esta suspension celular se extrajo
una alicuota de 100 pl y se realizaron diluciones seriales
(10" a 107). De cada dilucién se inocularon 5 ul en las
placas de agar LB. Las placas se incubaron a 30 °C durante
72 h. Todos los ensayos se realizaron por triplicado. Para
la evaluacion de la tolerancia a la salinidad los medios
se suplementaron con diferentes concentraciones de
NaCl (0%, 1%, 5%, 10%, 15%, 20% y 25%); para pH se
establecieron en valores de 4, 5, 6, 7, 7.5, 8, 8.5, 9, 10, 11
y 12; y de temperatura de 4, 8, 15, 20, 25, 30, 37, 45, 50
y 65 °C. Los controles fueron placas LB inoculadas con
las cepas estudiadas sin el factor de estrés.

El crecimiento microbiano se registr6 mediante el
método segun Bequer-Urbano et al. (2013). Cuatro signos
positivos (++++) cuando el crecimiento fue similar al
control; 3 signos positivos (+++) cuando el crecimiento
fue ligeramente diferente del crecimiento en el control;
2 signos positivos (++) cuando el crecimiento fue
significativamente diferente al crecimiento del control; con
1 signo positivo (+) cuando el crecimiento fue demasiado
bajo; y con un signo negativo (-) cuando no se observo
crecimiento. Para la representacion grafica, los signos se
tomaban como 4, 3, 2 o | unidades de crecimiento para
cada dilucion y luego se sumaron para representar el total
como un unico valor. El signo negativo se consideré como
una unidad nula de crecimiento.

Ensayos de resistencia a irradiacion UV-B. Se empled
el método de Albarracin etal. (2012), las cepas se cultivaron
en medio LB a 30 °C en agitacion de 200 rpm hasta su fase
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exponencial intermedia. Luego, las células se extrajeron por
centrifugacion a 8,000 rpm por 30 min a 4 °C. Los pellets
se lavaron 2 veces en 0.9% NaCl y se resuspendieron en
la misma solucién. Una porcion de cada suspension celular
de cada cepa (DO,,: 0.6; 20 ml) se coloco en placas de
Petri sin tapa en agitacion constante (50 rpm) a 20 °C y
se expusieron a dosis de irradiacion UV-B entre 0.2 y 0.3
mW/cm? durante 240 min, empleando una lémpara UV-B
(Philips, mayor intensidad en 312 nm) a 15 cm de altura.
Los controles se colocaron bajo las mismas condiciones,
pero cubiertos con papel aluminio. Para la medicion
de luz UV-B se emple6é un medidor de radiacion (PCE
Instruments, PCE-UV34). Durante diferentes intervalos
(0, 15, 30, 60, 90, 180 y 240 min) se extrajeron alicuotas
de 100 pl y se determind el ntimero de UFC para la
determinacion del porcentaje de supervivencia, luego de 48
h de incubacion en placas de agar LB, a 30 °C en oscuridad
para prevenir la fotorreactivacion. El ensayo se llevo a
cabo con 3 réplicas para cada cepa. Los resultados de los
experimentos se analizaron mediante Anova unidireccional
y posteriormente se realiz6 una prueba de comparacion
multiple por pares mediante una prueba de Tukey.

/ (C~N N

Resultados

La salinidad en las muestras de agua se registrd con
un valor promedio de 1.96 (g/100 ml), el pH con valores
en el rango alcalino (pH > 8 y < 8.5) y la temperatura del
agua se registré con valores variables (9 °C a las 10:00 am
y 20 °C al mediodia).

Se obtuvieron en total 5 morfotipos de cultivos puros
de cepas bacterianas que mostraban diferentes morfologias
y pigmentacion (fig. 1, tabla 1). Todas las cepas se
obtuvieron en medio LM. La morfologia a nivel celular
correspondia con la forma de cocos a excepcion de la
cepa LS6-A3 que tiene forma de bacilo. Adicionalmente,
se observo la presencia de endosporas en la cepa LS6-A3
visualizado mediante microscopio. Respecto al caracter de
la pared celular, todas las cepas se caracterizaron como
Gram-positivas (tabla 1).

El analisis de las secuencias de ARNr 16S de las cepas
bacterianas aisladas permitio la identificacion de 5 géneros.
La secuencia de la cepa LS2-A1 (MW386765) tiene
99.92% de similitud génica con la cepa Arthrobacter ruber
RQ7,99.32% con Arthrobacter bussei KR32'y 99.17% con

Laguna Salinas

Figura 1. A) Localizaciones de zonas de muestreo en la laguna de Salinas. Cepas bacterianas aisladas de muestras de agua de la laguna
de Salinas: B, LS4-A2; C, LS2-A1; D, LS1-A1l; E, LS3-A2; F, LS6-A3.
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Tabla 1

Caracterizacion fenotipica y genotipica de cepas bacterianas aisladas de la laguna de Salinas.

Fenotipico

Cepas Gram Morfologia Color Resistencia UV-B (*)
LS2-A1 Positivo Coco Tangerine R+

LS4-A2 Positivo Coco Rojo R+

LS1-A1l Positivo Coco Naranja R+

LS6-A3 Positivo Bacilo Blanco R

LS3-A2 Positivo Coco Amarillo R

Genotipico

Cepas Num. acceso GenBank  Afiliacion filogenética % Identidad ~ Phylum
LS2-Al MW386765 Arthrobacter ruber S2 99.92 Actinobacteria
LS4-A2 MW386763 Brachybacterium paraconglomeratum S4 99.87 Actinobacteria
LSI-Al MW386761 Dietzia maris S1 100 Actinobacteria
LS6-A3 MW386764 Priestia megaterium S6 99.93 Firmicutes
LS3-A2 MW386762 Planococcus maritimus S3 99.67 Firmicutes

* R+: Altamente resistente; R: medianamente resistente.

Arthrobacter agilis DSM 20550, y un valor de boostrap
de 86% en el arbol filogenético. La secuencia de la cepa
LS4-A2 (MW386763) mostro similitud génica de 99.87%
con la cepa Brachybacterium paraconglomeratum LMG
19861 y 99.49% con Brachybacterium conglomeratum
NCIB 9859, y un valor de boostrap de 70%. La secuencia
de la cepa LSI1-A1 (MW386761) presento 100% de
similitud génica con las cepas Dietza maris DSM 43672
y Dietzia kunjamensis subsp. kunjamensis DSM 44907,
y un valor de boostrap de 79%. La secuencia de la cepa
LS6-A3 (MW386764) tiene similitud génica de 99.93%
con la cepa Priestia megaterium NBRC 15308 y 99.78%
con Prestia aryabhattai BSW22, y un valor de boostrap
de 96%. La secuencia de la cepa LS3-A2 (MW386762)
presentd 99.67% de similitud génica con Planococcus
maritimus SQA-41, y un valor de boostrap de 89%.
Todas las cepas presentaron un porcentaje de similitud
mayor de 99% con las cepas estrechamente relacionadas
correspondientemente (fig. 2). Los nimeros de acceso a
las secuencias en el GenBank se encuentran en la tabla 1.

De acuerdo con los ensayos para determinar el perfil
de crecimiento de las cepas bacterianas frente a factores
adversos, se obtuvo que las cepas aisladas toleraron entre
5% y 15% de NaCl, por lo que se consideraron como
halotolerantes. Respecto de los ensayos de tolerancia a la
temperatura, la mayoria de las cepas crecen en el rango de
8-37 °C, caracterizandose como psicrotolerantes, mientras
que la cepa LS6-A3 crece en el rango de 15-45 °C,

considerandose como mesotérmica. El perfil de tolerancia
de pH se evaluo en el rango de 4-12, revelando que las
cepas bacterianas fueron capaces de crecer en valores
altos de pH, por lo que se consideraron como alcalofilas
moderadas. La cepa LS6-A3 mostré crecimiento en un
mayor rango de pH de 5-12, mientras que la cepa LS1-Al
presentd crecimiento entre el rango de pH de 7.5-12
caracterizandose como alcalofila obligada (fig. 3).

Finalmente, en relacion con los ensayos de resistencia
a radiacion UVB, las cepas LS4-A2, LS2-Al y LSI-Al
mostraron crecimiento hasta 240 min (40.4 KJ/m?) de
exposicion de 0.2-0.3 mW/cm? de irradiacion UV-B, con
porcentajes de supervivencia de 84.6%, 76.6% y 46.3%,
respectivamente. Mientras que las cepas LS6-A3 y LS3-A2,
mostraron menores porcentajes de supervivencia de 9.4%
y 12.8%, respectivamente hasta 240 min (40.4 KJ/m?) de
exposicion de 0.2-0.3 mW/cm? de radiacion UV-B, con un
decrecimiento progresivo en su capacidad de supervivencia
durante el tiempo de exposicion (fig. 4). Los resultados del
ensayo muestran una resistencia significativamente menor
de la cepa LS3-A2, en comparacion con las cepas LS2-Al,
LS4-A2 (p < 0.001) (fig. 5).

Discusion
La laguna de Salinas es un entorno que puede

caracterizarse desde diferentes enfoques. En primer lugar,
este entorno forma parte de los sitios Ramsar, ubicado en
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Pseudoalteromonas tetraodonis IAM 14160 AF214730

Figura 2. Arbol filogenético basado en secuencias del gen DNAr 168 inferidas usando el método de Neighbour-joining en MEGA 11.
Las distancias evolutivas se calcularon usando el método de Kimura 2-parameter, que muestra las posiciones filogenéticas de diferentes
aislamientos bacterianos. Los ntimeros en los nodos de ramificacion muestran los porcentajes de boostrap de 1,000 repeticiones. La
escala se refiere a una distancia filogenética de 0.02 sustituciones por posicion de nucledtidos. Pseudoalteromonas tetraodonis 1AM

14160 se utilizdé como grupo externo.

la region éarida andina del sureste peruano (Zeballos et al.,
2010). Un sitio Ramsar es una designacion internacional
que promueve la importancia de un ecosistema, basado
en la diversidad biologica y caracteristicas limnologicas
e hidrologicas. En el caso de la laguna de Salinas, esta
designacion pone de relevancia la conservacion de la
biodiversidad y la proteccion de estos entornos. Por otro
lado, desde una perspectiva topografica, lalaguna de Salinas
es una cuenca endorreica que acumula agua proveniente de
la escorrentia superficial, agua subterranea de manantiales
y del subsuelo de las montafias durante la época de lluvias
(Alvarez-Campos et al., 2022). Debido a la composicion
ionica de sus aguas, se ha clasificado como un entorno
atalasohalino (INRENA, 2007). En la época seca debido
a los fuertes vientos, alto grado de evapotranspiracion
potencial y altos niveles de irradiacion solar, se convierte
en un salar (Catorci et al., 2014; Zeballos et al., 2010). La
altitud y posicion geografica de este humedal en la region
de los Andes centrales implica que se encuentre sometida a
altos niveles de irradiacion solar ultravioleta, en cuya area
se han registrado valores cercanos o superiores a 10 KJ/
m? de dosis eritematosas diarias (Blumthaler et al., 1993;
Cabrol et al., 2014; Cordero et al., 2016; Suarez-Salas
et al., 2017).

Para el momento del muestreo, el agua era alcalina,
ligeramente salina y con fluctuaciones de temperatura. En
humedales andinos de otras regiones la salinidad varia
bastante, algunas tienen un contenido de sal notoriamente
bajo mientras que otras son salmueras (Albarracin et al.,
2015). En el caso de la laguna de Salinas, la salinidad es
un factor que varia dependiendo de la época humeda y
seca. Por otro lado, el pH es un factor que depende de
los constituyentes quimicos. La mayoria de los HAAL
son alcalinos o ligeramente alcalinos (Albarracin et al.,
2015). La temperatura en la zona de la laguna de Salinas
se ha reportado con valores entre 3 y 8 °C, con minimas
absolutas que llegan hasta los -10 °C y en invierno hasta los
-20 °C (Zeballos et al., 2010). En el salar Pocitos, humedal
andino en Argentina, se ha reportado una fluctuacion
diaria de temperatura entre -2.5 y 12.5 °C, lo que indica
que los microorganismos se encuentran sometidos a bajas
temperaturas durante todo el afio (Albarracin et al., 2015).

Los extremofilos son organismos adaptados a crecer
optimamente en los rangos extremos de las variables
ambientales (Horikoshi, 2011). No obstante, a otros
organismos que pueden tolerar y crecer en condiciones
extremas, aunque no necesariamente de manera Optima,
se les define como extremotrofos o tolerantes extremos
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Figura 3. Perfil de tolerancia a la salinidad, pH y temperatura de las cepas aisladas de la laguna de Salinas, en medio agar LB
inoculados con diluciones seriales (107 - 107).
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Figura 4. Perfil de resistencia a radiacion UV-B de las bacterias aisladas de la laguna de Salinas hasta 240 min de exposicion de UV-B.
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Figura 5. Analisis de la resistencia a radiacion UVB mediante la prueba de Tukey. Diferentes letras indican diferencias significativas

(p < 0.001).

(Rasuk et al., 2016). Como el origen ambiental de las cepas
bacterianas aisladas es un entorno salino, alcalino y con
amplia fluctuacion de temperatura, en el presente estudio
se determino el perfil de tolerancia a la salinidad, pH y
temperatura para comprender los limites de la vida de las
bacterias aisladas de la laguna de Salinas.

De acuerdo con nuestros resultados, las cepas
aisladas de la laguna de Salinas se caracterizaron como
microorganismos extremotrofos, a excepcion de LS1-Al
que esta caracterizada como extremofila para la condicion
del pH (fig. 3). Esta cepa tiene relacion filogenética con
el género Dietzia, de la cual se tienen reportes sobre su
caracter alcalofilo y extremofilo (Duckworth et al., 1996;
Gholami y Etemadifar, 2015). Los resultados obtenidos
podrian relacionarse con la dindmica de algunos factores
de la laguna de Salinas. La salinidad depende de la
dinamica del agua entre la época humeda y seca, lo que
probablemente influye en los niveles de tolerancia a la
sal. No se reporta una correlacion entre la tolerancia de
las cepas al NaCl y la salinidad del agua en el momento
del muestreo (1.96% de salinidad). Por otro lado, la laguna
es un entorno con amplias fluctuaciones de temperatura
entre el dia y la noche, y las heladas se presentan durante
casi todo el afo, por lo que es de esperar la presencia de
bacterias que toleren bajas temperaturas. El pH alcalino
del agua es una condicion relativamente constante en la
laguna, por ello todos los aislamientos se caracterizan
como alcalofilos.

Todas las cepas han mostrado supervivencia hasta
los 240 min de exposicion a irradiacion UV-B (fig. 4).
No obstante, las cepas LS6-A3 y LS3-A2 muestran los

porcentajes de supervivencia mas bajos hasta los 240
min de exposicion a radiacion UVB, en comparacion
con las otras cepas. Por lo que en el presente estudio,
caracterizamos las cepas LS4-A2, LS2-A1 y LS1-Al como
altamente resistentes a radiacion UV-B. Cepas resistentes
a los rayos UV-B también han sido reportadas en otros
lagos altoandinos. Albarracin et al. (2012) reporta cepas del
género Acinetobacter, como Ver7 y Ver5 con porcentajes
de supervivencia de 100% y 50%, respectivamente, hasta
una irradiacion UV-B de 38 KJ/m? También se han
reportado Actinobacterias como Rhodococcus sp. AS que
resiste hasta 45 KJ/m? (Bequer-Urbano et al., 2013) y
Nesterenkonia Act20 con una supervivencia relativa de
70% hasta 68 KJ/m? (Portero et al., 2019).

Las cepas LS6-A3 y LS3-A2 se caracterizaron como
medio resistentes a la luz UV-B. En relacion con los
ensayos de salinidad, pH y temperatura, la cepa LS3-A2
mostré mayor tolerancia a la salinidad hasta 15% de NaCl
y LS6-A3 mostro tolerancia hasta una temperatura de 45
°C y mayor rango de crecimiento desde pH 5 a 12 (fig. 3).
Tomando en consideracion que la laguna de Salinas es un
entorno en el que existe mas de una condicion ambiental
adversa, cada una afecta simultaneamente en mayor o
menor medida a las distintas poblaciones microbianas,
ocupando distintos espacios o nichos ecologicos segun
su adaptacion. Respecto a ello, estas cepas probablemente
ocuparon nichos ecologicos en los que la condicion
mas adversa no solo es la radiacion UV-B, por lo que
sus adaptaciones se encuentran dirigidas a tolerar otros
factores como altas concentraciones de salinidad o amplio
rango de pH.
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A nivel celular, todas las cepas aisladas se han
caracterizado como Gram-positivas. El caracter Gram-
positivo de la pared celular ha sido vinculado con la
resistencia a la radiacion UV-B. Fernandez-Zenoff,
Heredia et al. (2006) y Dib et al. (2008), sugirieron que
el predominio de bacterias Gram-positivas en humedales
altoandinos podria explicarse como una adaptacion al
estrés por radiacion UV. McKinney y Pruden (2012)
observaron que bacterias Gram-positivas (Staphylococcus
aureus 'y Enterococcus faecium) fueron mas resistentes a
irradiacion UV que bacterias Gram-negativas (Escherichia
coli y Pseudomonas aeruginosa), debido probablemente
a la pared de peptidoglucano mas gruesa en las bacterias
Gram-positivas que contribuye a la proteccion de las
células contra el dafio de la radiacion UV.

Mediante la caracterizacion molecular del gen DNAr
16S, las cepas bacterianas se categorizan en 2 phyla: las
cepas LS2-Al, LS4-A2 y LSI1-Al pertenecen al phylum
Actinobacteria y las cepas LS6-A3 y LS3-A2 pertenecen
a Firmicutes. Las cepas altamente resistentes a radiacion
UV-B en el presente estudio, son actinobacterias (tabla 1).
Cepas de este phylum han sido reportadas como resistentes
aradiacion UV en humedales altoandinos (Bequer-Urbano
et al., 2013; Portero et al., 2019; Rasuk et al., 2017).
La afiliacion taxondmica en el phylum Actinobacteria
probablemente es relevante debido a que este grupo
filogenético estd caracterizado por tener genomas con
alto contenido GC (Bull, 2011), y este caracter ha sido
relacionado con la contribucion a la resistencia a radiacion
UV (Warneckeetal.,2005). Pulleritsetal. (2020) observaron
una correlacion entre el contenido bajo y alto de GC con
la clasificacion de las cepas como sensibles o resistentes a
la radiacion UV. Esta relacion posiblemente se debe a que
dinucleotidos TT y TC son mas fotorreactivos (Douki y
Cadet, 2001). Sin embargo, segiin Matallana-Surget et al.
(2008), los dimeros de ciclobutano de timina son lesiones
menores en genomas con alto contenido de GC debido a
que cuanto mayor es el contenido de GC en el genoma,
las bacterias expuestas a radiacion UV-B pueden producir
de preferencia fotoproductos con citosinas, los cuales son
altamente mutagénicos. Probablemente, esta caracteristica
ha influido en la especializacion de un mecanismo eficiente
de fotorreactivacion, como la especializacion de enzimas
fotoliasas, tal como se ha reportado para Nesterenkonia sp.
Act20 (Portero et al., 2019). La afiliacion filogenética con
las actinobacterias podria ser relevante y dar indicio acerca
de la resistencia a radiacion UV de las bacterias aisladas
de la laguna de Salinas.

La capacidad de las bacterias aisladas de la laguna de
Salinas de resistir a laradiacion UV-B, implica mecanismos
de resistencia desarrollado a lo largo de la evolucion,
referido a complejos sistemas genéticos y fisiologicos. Al

conjunto de genes cuyas funciones se encargan de evitar o
reparar los dafios provocados directa o indirectamente por
la radiacion UV, se le ha definido como “Resistoma UV”
(Kurth et al., 2015). Es necesario realizar estudios mas
minuciosos y rigurosos para dilucidar el resistoma UV de
las bacterias extremofilas de la laguna de Salinas.

La ubicacion de la laguna de Salinas dentro de un
area natural protegida no la ha excluido de actividades
antropogénicas, como la extraccion de sales y minerales
no metalicos y el turismo de aventura, por lo que no es
un area totalmente pristina. Por otro lado, en el contexto
del cambio climatico, en los proximos aflos existe la
probabilidad de la desaparicion de algunos lagos en la
region del altiplano (Cabrol et al., 2009). En respuesta
a estos escenarios, es necesario tomar medidas para
garantizar la proteccion y conservacion del acervo genético
microbiano en repositorios. Precisamente, el conocimiento
de ladiversidad de microorganismos de la laguna de Salinas
ain es exiguo, considerandose solamente el estudio de
Manya et al. (2021) y otras propuestas de investigacion con
enfoques biotecnoldgicos atin no publicados. En tal sentido,
este humedal puede considerarse como un reservorio de
materia oscura microbiana (Bernard et al., 2018), por lo
que la bioprospeccion microbiana no solo es un desafio,
sino también una oportunidad para la comprension del
mundo microbiano y la busqueda de posibles aplicaciones
a las preocupaciones globales (Singh y Gabani, 2011; Zha
et al., 2022).

Nuestro estudio representa una contribucion al
entendimiento de la biodiversidad microbiana presente en
la laguna de la Salinas. No obstante, debemos reconocer
que este trabajo solo comprende bacterias cultivables, lo
que implica que nuestro conocimiento de la biodiversidad
es parcial, por lo que es fundamental destacar la relevancia
de los enfoques independientes de cultivo, basados en
tecnologias de secuenciacion de nueva generacion que
permiten un analisis mas profundo de la diversidad
microbiana a través de enfoques metagenomicos (Arya y
Ravindra, 2020; Dubey et al., 2022) y también posibilitan
la busqueda de genes de interés ecologico y biotecnologico
(Alonso-Reyes et al., 2020; Negri et al., 2022; Rascovan
et al., 2016). En entornos analogos a la laguna de Salinas,
como en el salar de Huasco, Maras y Acos, mediante
estos métodos se ha logrado reportar comunidades muy
diversas y una dominancia de los phyla Proteobacteria,
Bacteroidetes, Balneolacota y Actinobacteria (Castelan-
Sanchez et al., 2019; Castro-Severyn et al., 2021). En
estromatolitos de la laguna de Socompa se ha logrado
identificar representantes de Deinococcus-Thermus,
Rhodobacteraceae, Desulfobacterales 'y Spirochaetes,
ademds de secuencias que no pudieron clasificarse
como phylum, mostrando menos de 80% de identidad
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sugiriendo nuevos linajes distantes (Farias et al., 2013).
Ambos enfoques (de cultivo e independientes de cultivo)
son valiosos tanto para estudios sobre la biodiversidad
microbiana en su totalidad, como para analisis detallados
de las caracteristicas y propiedades de una cepa microbiana
en estudio.

En el presente trabajo, reportamos cepas bacterianas
resistentes a  radiacion  UV-B,  halotolerantes,
psicrotolerantes, alcalofilas moderadas y una alcalofila
obligada en las condiciones establecidas, caracterizandose
como extremofilos y extremoétrofos. Hasta donde
sabemos, éste es el primer reporte sobre microorganismos
extremofilos y extremotrofos de la laguna de Salinas, que
promueve un enfoque nuevo de prospeccion sobre este
entorno. Se propone a este humedal como un reservorio
de microorganismos que puede ofrecer oportunidades para
futuros programas de estudio en el aprovechamiento de los
recursos genéticos, en areas como la biotecnologia o como
modelos para astrobiologia, por lo que es un entorno de
importancia cientifica.
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