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RESUMEN

La salinidad presente en distintos ambientes puede ocasionar problemas que interfieren en el
desarrollo y en la absorcion de nutrientes. Es por esto qué se buscé un potencial
biorrecuperador a base de bacterias promotoras de crecimiento vegetal, con el fin de
recuperar los suelos que sufren de esta problemaética. El estudio realizado tuvo como finalidad
el aislamiento de bacterias halotolerantes de sedimento de las salinas de Manaure (La
Guajira). Se realizd la estandarizacion del cultivo bacteriano con el medio minimo IRAM a
diferentes concentraciones de cloruro de sodio e incubadas a 28°C, durante 48 horas con
observaciones cada 24 horas. Se realizaron curvas de crecimiento bacteriano y de cada
aislado seleccionado se llevaron a cabo pruebas de promotora de crecimiento vegetal, con la
finalidad de identificar su potencial como bacterias promotoras del crecimiento vegetal. Se
hizo extraccion de ADN, PCR y secuenciacion del gen ARNr 16s para la identificacion de
cada aislado. Se seleccionaron aislados que presentaron crecimiento en el medio IRAM con
concentraciones superiores de NaCl 2M. El analisis de filogenia de uno de los aislados obtuvo
como resultado Halomonas spp.
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ANTECEDENTES

Diariamente a nivel mundial se presentan dos problemas de alta relevancia, en primer lugar
el “dafio a los ecosistemas”, ya que estos realizan un trabajo indispensable manteniendo un
equilibrio en la vida de los seres humanos, si continta el dafio de los ecosistemas, la vida
como se conoce hasta la actualidad tendria un cambio repentino y no volveria a ser la misma;
mientras que, el segundo problema es “el hambre”, el cual lo sufren todos los paises en via
de desarrollo y representa una problematica de muchos siglos atras causada por multiples
razones, las condiciones extremas en las que se encuentran algunos suelos y la casi nula
proliferacion de cultivos de alimentos o pasto para el ganado. Es aqui donde puede entrar un
grupo de bacterias llamadas hal6filas, las cuales resisten condiciones extremas de salinidad
y mediante estas, se puede llevar a un balance al suelo y ecosistemas de cada sitio en
condiciones extremas de salinidad, obteniendo asi un resultado beneficioso para el ser
humano, asi como también para el desarrollo adecuado de plantas y animales.
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Objetivos

Objetivo General
Caracterizar bacterias halofilas y sus mecanismos morfoldgicos, provenientes de suelos

hipersalinos del caribe colombiano.

MATERIALES Y METODOS
Colecta

Las muestras se colectaron de los sedimentos en salinas de Manaure (Norte del
Departamento de la Guajira) y playa de Camarones (Sur del departamento de la Guajira), 4
muestra por locacion, para un total de ocho muestras.

Aislamiento

El aislamiento de estas bacterias se realizé6 una microdilucion en placas de 96 pozos,
adicionando a 10 g de sedimento, 90 ml de solucion salina, y se realizaron diluciones seriadas
hasta 1072, se sembraron las 3 Gltimas diluciones en el medio minimo IRAM con una
concentracion final (g/L) de 1 g triptona; 40 g NaCl; 4 g MgSO4; 0,8 g de extracto de
levaduray 1 g KCI.

Identificacion
Para la identificacion de estas se hizo primeramente una tincion de Gram y se determinaron

las caracteristicas morfoldgicas de las colonias, se evalué la capacidad de crecimiento de las
bacterias a concentraciones salinas de 0, a 2 Molar, de cloruro de sodio (NaCl).
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RESULTADOS

Curva de crecimiento

En cuanto a la curva de crecimiento se tomaron las dos cepas M3 y M7. las cuales fueron
inoculadas en una caja de 96 pozos con diferentes concentraciones molares de cloruro de
sodio, estan fueron dejadas durante 30 horas en un equipo de medicién de absorbancia.

Prueba biofilm

Para esta prueba se tomaron las dos cepas de interés M3 y M7. la cual fueron inoculada en
concentraciones diferentes de glucosa, esta utilizando el medio Caldo de Lisogenia y la
glucosa de igual manera, se dejaron durante seis dias, en placa de 96 pozos, sobre agitadora
orbital.

Pruebas para el desarrollo y crecimiento vegetal

Para estas pruebas se prepararon medios diferentes para identificar si estas presentaban
actividades como lipasa, porteas, celulolitica. las cuales se trabajaron con el medio inicial
minimo IRAM cuyos componentes son: Tryptone 5 g; NaCl 200 g; SO4Mg + 7H20 20 g;
Yeast extract 4 g; Agar 17 g; KCI 5 g; CaCl + 6H20 0.2 g. pH 7.0-7.2. A este se le
adicionaron los componentes basicos para determinar qué actividad se estaba evaluando.

Extraccion del ADN gendmico

Se utiliz6 el método de fenol: cloroformo para extraer el ADN genémico, ADN gendmico
completo de las cepas aisladas tanto M3 y M7. para este procedimiento se tomaron 20
microlitros de caldo de cultivo dejandolo incubando por 12 hrs, del cual se tom6 1 microlitro
del cultivo y se centrifug6 durante 2 minutos a 12.000 rpm. El pellet se resuspendié en 0,5
ml de tampdn de lisis (5 ml de Tris-HCI, 1 ml de 0,5M EDTA, y 5 ml de solucion de SDS al
10% y 400 ml de agua destilada) y se incub6 durante 5-10 mins horas a 90°C. luego se
procedio a enfriar rapidamente en hielo, se centrifugo durante 5 minutos por 12000 rpm con
cantidades iguales de fenol, cloroformo y alcohol isoamilico en una proporcién de 24:1. La
fase acuosa se traslado a un nuevo tubo eppendorf , que se llen6 con 1/10 de volumen de
isopropanol. Para la precipitacion del ADN, se aplicé el doble de la cantidad de etanol frio al
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99,9 por ciento. Se utilizd la incubacion nocturna a -20°C para mejorar la precipitacion del
ADN

CONCLUSIONES

Como resultado del trabajo abordado se logré cumplir con el objetivo general que fue
“Caracterizar bacterias halofilas y sus mecanismos morfoldgicos, provenientes de suelos
hipersalinos del caribe colombiano” se identificaron dos cepas de las muestras procesadas
Illamadas M3 y M7 que resultaron pertenecer al género Halomonas, estas presentaron una
mayor cercania con la especie H. venusta, creando un clado con esta misma en el arbol
filogenético, cabe destacar que esto fue posible debido a la series de pruebas a nivel genético
y a partir de la secuencia consenso que se tenia de la dos cepas.
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