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Resumen

En este trabajo se presenta el estudio de aislados
bacterianos hemiceluloliticos obtenidos de pozas —
agua y sedimento— y suelos de Cuatro Ciénegas,
Coahuila. Muchas bacterias son capaces de degradar
la hemicelulosa por medio de la sintesis y secrecion
de hemicelulasas; la produccién de estas enzimas
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podria mejorar el procesamiento de materiales
hemicelulésicos para facilitar la obtencion de
biocombustibles y diversos productos quimicos. Por
tal motivo, se cultivaron cinco aislados de la region
de Cuatro Ciénegas en un medio mineral salino
solido, con xilano como Unica fuente de carbono, y
se evaluo la formacion de halos de hidrolisis
mediante la técnica de rojo Congo. El aislado XYL3
presentO los halos de mayor diametro en el estudio.
Se sugiere la investigacion posterior de este aislado,
con el fin de determinar su potencial biotecnoldgico.

Palabras clave: aislados bacterianos hemiceluloliticos, xilano,
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Antecedentes o fundamentacion teorica

En el valle de Cuatro Ciénegas, Coahuila, residen
microorganismos que han estado aislados
geograficamente desde hace millones de afios. Esta
zona es un valle arido con temperaturas extremas,
rodeado de cadenas montafiosas que rebasan los
730 m sobre el nivel del mar. En las pozas
existentes, la concentracion de minerales es alta y
hay muy pocos nutrientes (Arocha-Garza et al.,
2017). Las condiciones del lugar han permitido el
desarrollo de una biodiversidad interesante, que
podria permitir la busqueda de enzimas con posible
aplicacion biotecnoldgica.

La hemicelulosa es el segundo polisacarido mas
abundante en la naturaleza, sé6lo después de la
celulosa (Walia et al, 2017). Se compone
principalmente de xilosa, glucosa y, en la mayoria de
los casos, de &cidos urénicos (Morales de la Rosa,
2015).

Las hemicelulasas son las enzimas responsables de
catalizar la hidrolisis del enlace B-1,4-glicosidico de
la hemicelulosa (Morales de la Rosa, 2015) y son
sintetizadas, junto con las xilosidasas, por una gran
cantidad de hongos y bacterias capaces de utilizar
este material como fuente de carbono (Rios et al.,
2007). La blisqueda de  microorganismos
hemiceluloliticos extremdfilos, como los que se
encuentran en el valle de Cuatro Ciénegas, podrian
permitir descubrir nuevas enzimas, con propiedades
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distintas a las ya reportadas, que podrian ser mas
adecuadas para su aplicacion biotecnoldgica en el
aprovechamiento de residuos lignoceluldsicos.

Descripcion del problema

El aislamiento de organismos interesantes, desde el
punto de vista biotecnoldgico, ha estado limitado por
las técnicas de cultivo tradicional, en donde las
condiciones de crecimiento y almacenamiento
favorecen en ocasiones a los organismos menos
aptos para ser usados en desarrollos tecnoldgicos. En
contraparte, estd el caso de los microorganismos
extremdfilos, cuyas condiciones de vida silvestre
pueden facilitar su uso en ciertos procesos
industriales, pero que presentan retos para su estudio
en el laboratorio (Rios et al., 2007).

Justificacion del proyecto

El estudio de microrganismos que crecen bajo
condiciones extremas no solamente resulta de interés
para la ciencia, sino también para el desarrollo de
procesos biotecnolégicos, ya que tienen el potencial
de sintetizar enzimas novedosas con importancia
para la industria; entre ellas, las hemicelulasas (Rios
et al., 2007).

Los procesos catalizados mediante el uso de enzimas
representan una opcion economicamente factible, en
comparacion  con  los  procesos  quimicos
tradicionales, puesto que se produce un menor
numero de subproductos, ofrece mayor selectividad
y, sobre todo, existe una menor generacion de
contaminantes (Rios et al., 2007). La produccion de
nuevas y mejores hemicelulasas podria mejorar
significativamente los procesos involucrados en el
aprovechamiento de materiales hemicelulésicos, para
la obtencion de combustibles y diversos productos
quimicos de interés industrial (Bajpai, 2014).

Hipotesis

Las condiciones de aislamiento geogréafico del valle
de Cuatro Ciénegas pueden haber favorecido el
desarrollo de microorganismos con capacidades
enzimaticas desconocidas 0 superiores a las
conocidas hasta ahora. El aislamiento de
microorganismos de este ecosistema, utilizando
medios selectivos, permitird encontrar y evaluar

NTHE 23

bacterias hemiceluloliticas novedosas con potencial
de aplicacion en biotecnologia.

Objetivos

a) Conocer la capacidad de crecimiento de los
aislados en un medio mineral salino solido,
con xilano como Unica fuente de carbono.

b) Medir y comparar los didmetros de los halos
de hidrolisis del xilano generados por cada
aislado.

c) Determinar cual aislado microbiano presenta
la mayor capacidad de degradacion de xilano
en las condiciones del estudio.

Metodologia

Se extrajeron y aislaron microorganismos de la
region de Cuatro Ciénegas, particularmente de la
Poza Churince, que fueron proporcionados por el
Dr. Argel Gastélum Arellanez y la Dra. Montserrat
Orencio Trejo. Posteriormente, los aislados se
sembraron en una superficie de agar con medio
mineral salino sélido, con xilano como Unica fuente
de carbono (tabla 1). ElI pH se ajusté a 7.0 y los
medios de cultivo se esterilizaron durante 15 min a
121 °C y 15 psi. Los aislados se inocularon en cajas
de Petri, con medio de cultivo con un grosor de 5
mm, y se mantuvieron en aerobiosis a 28 °C durante
8 dias (incubadora Thermo Scientific IGS400), hasta
que la superficie del medio se cubrié completamente
por la biomasa de los microorganismos.
Posteriormente, se realiz6 una resiembra con las
mismas condiciones antes mencionadas.

Tabla 1. Medio mineral salino usado para el cultivo de

microorganismos hemiceluloliticos.

Reactivo Concentracion (g/L)
Xilano (SIGMA X4254) 5
Agar bacteriologico 15
(DIBICO 1298)
Sales marinas 25
Fosfato de potasio 2
monobasico
Sulfato de amonio 0.35
Urea 0.0748

Fuente: Que Bafios E. y Alvaro E., 2017.



Después de los cultivos previos, para las pruebas de
halos de hidrdlisis se procedio a generar bocados de
0.89 cm de diametro, los cuales fueron cortados con
la boquilla mé&s ancha de la punta de una micropipeta
(100-1000 ul), se resembraron en medio mineral
salino y se incubaron a 28 °C durante 3 dias; con
esto se favorecid la secrecion y difusion de las
enzimas de interés en el agar y su actividad
hidrolitica sobre el sustrato. Los halos de hidrolisis
de xilano se visualizaron mediante la técnica de
tincién con rojo Congo, afadiendo 7 ml de una
solucién con 1 g/l de este colorante, con incubacion
a temperatura ambiente durante 15 min, seguido de
dos lavados con 7 ml de NaCl 1 M durante 5 min
cada uno, para retirar el exceso. El rojo Congo se
asocia a los enlaces B-1,4 del xilano, por lo que las
zonas de hidrolisis de xilano por la actividad
hemicelulolitica se visualizaron como halos de color
claro sobre un fondo rojo (Teather y Wood, 1982;
Que Barios y Alvaro-Arcos, 2017).

El diametro de los halos se determind mediante el
programa para analisis de imagenes ImageJ 1.52¢, el
cual se calibro con la escala de medicion presente en
cada imagen (Schindelin et al., 2012). Todos los
cultivos se hicieron por triplicado.

El anélisis estadistico se realiz6 en el programa R-
35.1 (R Core Team, 2018). La normalidad y
homogeneidad de las varianzas fueron evaluadas
mediante las pruebas de Shapiro-Wilk y Bartlett,
respectivamente. Para las muestras que no se
distribuyeron normalmente, fue aplicado el método
ANOVA max-t, un procedimiento estadistico para
evaluar multiples medias en las que no es necesaria
ninguna suposicion con respecto de la distribucion,
el tamafio de la muestra o la homogeneidad de la
varianza. En el caso de muestras con varianzas
heterogéneas, se compararon las medias mediante el
método ANOVA max-t + HC3, el cual considera la
heterogeneidad  utilizando la estimacién de
covarianza coherente heterogénea HC3. Tanto los
métodos max-t como max-t + HC3 fueron aplicados
con la opcion de prueba de Tukey para todas las
comparaciones de medias (paquetes “multcomp” y
“sandwich”) (Zeileis, 2004; Herberich et al., 2010; R
Core Team, 2016; Hothorn et al., 2008).
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Resultados y discusion

Los cinco aislados bacterianos estudiados mostraron
la capacidad de crecer en el medio salino con xilano
como Unica fuente de carbono, lo cual evidencia la
capacidad de estos microorganismos para producir
enzimas hemiceluloliticas. La técnica de rojo Congo,
asi como la medicion y comparacion del didmetro de
los halos, permitidé establecer que el aislado XYL3
presentd halos significativamente mayores al resto
de los microorganismos evaluados (fig. 1, tabla 2).
Esto es un indicio de una probable mayor produccion
volumétrica de enzimas, o bien, de enzimas con
mayor actividad especifica, que es necesario explorar
en estudios posteriores.

Con la informacion analizada, hay un aspecto
importante a resaltar: la posible presencia de
celulosomas en el aislado XYL1, el cual mostré
crecimiento en el medio de cultivo, pero no la
formacion de halos de hidrélisis mayores al tamafio
de la colonia formada; esto indica que las enzimas no
se estan secretando al medio de cultivo, sino que se
encuentran estrechamente asociadas a la biomasa
bacteriana (ver relaciones halo/colonia en la tabla 2).

XYL1

XYL3

Figura 1. Aislados XYL1 y XYL3. A) Sin tincién. B) Tefido
con rojo Congo.

El aislado XYL1 presentd halos significativamente
menores en comparacion con el resto del grupo. El

aislado  XYL3 presentdé halos de hidrdlisis
significativamente mayores con respecto al resto de los
aislados.
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Tabla 2. Halos de hidrélisis observados en medio sélido con xilano

como Unica fuente de carbono.

Aislado Diametro del halo (cm)#* Diametro de la colonia (cm) *** Relacion halo/colonia ® ***
XYL1 1.44 +0.08° 1.32+0.08" 1.09 +0.00 ©
XYL2 1.14 +0.02 *¢ 1.00 £ 0.02* 1.13+0.00 ®
XYL3 1.98 +0.03" 0.94+0.01" 2.09+0.06 "
XYL4 1.10 £ 0.02 © 0.99+0.01% 1.11 +0.01°%¢
XYL5 1.17 £ 0.07 °° 0.85+0.01° 1.36 + 0.07 ¢

* p Shapiro-Wilk= 0.972, distribucion normal. p Bartlett= 0.329 varianzas homogéneas.

p ANOVA= 3.462e-05, para el ANOVA y la prueba de Tukey se utilizd el método, max-t.

** p Shapiro-Wilk= 0.063, distribucién normal. p Bartlett= 0.041, varianzas heterogéneas.

p ANOVA= 8.347e-04, para el ANOVA y la prueba de Tukey se utilizé el método, max-t+HC3.
***p Shapiro-Wilk= 0.0254, distribucion no normal. p Bartlett= 2.759e-04, varianzas heterogéneas.
p ANOVA= 9.778e-07, para el ANOVA y la prueba de Tukey se utilizo el método, max-t+HC3.

H Media % error estandar de tres repeticiones independientes. En cada columna los aislados marcados con la misma letra no fueron

significativamente diferentes en la prueba de Tukey (o= 0.05).

Los celulosomas son uno de los sistemas proteicos
mas complejos, puesto que se componen de
maltiples cadenas polipeptidicas, donde el nimero
de dichas cadenas es especifico para cada
microorganismo. Una de las diferencias estructurales
de las enzimas celulosomales, con respecto de las
hemicelulasas libres, es que las primeras poseen un
dominio de anclaje (Hernandez et al., 1999) que las
mantiene fuertemente asociadas a la superficie
celular.

Conclusiones

Todos los aislados microbianos evaluados,
originarios del valle Cuatro Ciénegas, fueron capaces
de crecer en medio salino sélido con xilano como
Unica fuente de carbono, lo que demuestra que son
capaces de sintetizar hemicelulasas. El aislado XYL3
presentd halos de hidrdlisis significativamente
mayores al resto de los aislados, por lo que se
sugiere continuar estudiando este microorganismo
con fines tanto de generacién de conocimiento
basico como para desarrollo biotecnologico. Se
sugiere realizar pruebas de hidrdlisis de xilano con
una incubacion de 8 dias para la obtencion de
resultados més claros, asi como la evaluacion de su
desempefio en cultivo sumergido.

NTHE 23

El producto del presente trabajo de investigacion es
un avance importante para las primeras etapas de
aislamiento, seleccion y caracterizacion de
microorganismos hemiceluloliticos con potencial
biotecnoldgico, provenientes de la zona oligotrofica
de las pozas de Cuatro Ciénegas, Coahuila.
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