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Liquid water is one of the essential requirements for life as we know it together with a source of
chemical elements (including carbon) to build biomolecules useful for structure and maintenance, as
well as a source of energy that promotes a redox metabolism. If a planetary object fulfills at least one
of these requirements, it is identified as a habitable place.

Nowadays, the astrobiological interest on Mars is rising as the number of robotic and future manned
missions can testify. Mars is the fourth planet in the Solar System, smaller than Earth (15% of its
mass) with a gravity of only 38% of the terrestrial value. Its reddish color is due to a soil rich in iron
oxide (Fe,0,), but high concentrations of sodium (Na"), calcium (Ca*"), and magnesium (Mg”") have
been reported (1). Additionally, Martian polar caps contain icy water, and small amounts of steam
water have been observed in its atmosphere (2). Recent observations evidence the existence of sulfate
(SO,%), chlorates (ClOy), and perchlorates (ClO,) brines that could be responsible for partial surface
hydration (3).

With such a an scenery, we are evaluating the growth of Bacillus subtilis, a mesophilic Gram-positive
bacterium, in culture media modified with KClO,, NaClO,, NaClO, and Mg(ClO,), at concentrations
similar to those reported for the surface of Mars. B. subtilis is a good astrobiological model because it
has been demonstrated that its spores resist the outer space conditions (4), and can grow when
exposed to different NaCl or MgCl, concentrations (5). We propose that this halotolerant bacteria can
also grow in the presence of chlorinated oxyanions due to the expression of the HemHYQ complex,
homologous to the chlorite dismutases described in other biological groups (6).
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Growth of Bacillus subtilis into chlorinated oxyanions

seemingly Mars’ brines conditions
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Mass (kg) 6.4 x 102 (0.017 Earth)
Equatorial radius (km) 3.4 x 10° (0.533 Earth)
Rotation period (h) 24.623

Mean Surface tempertaure (K) 210

Liquid water

Energetic processes

1. Introduction

Liquid water is one of the essential
requirements for terrestrial life together
with a source of chemical elements to
build biomolecules useful for structure and
maintenance, as well as a source of energy
that promotes a redox metabolism.

If a planetary object fulfills at least one of
these requirements, it is identified as a
habitable place in the Solar System.
Nowadays, the astrobiological interest on
Mars is rising as the number of robotic and
future manned missions can testify. Recent
observations evidence the existence of
sulfates (SO42-), chlorates (ClOs’), and
perchlorates (ClO4) brines that could be
responsible for partial surface hydration
(Glavin et al., 2013: Ojha et al., 2015).

With such a scenery, we are interested in
evaluating the growth of Bacillus subtilis, a
mesophilic Gram-positive bacterium, in
culture media modified with KClO3;, NaClO,
and Mg(ClO4); and also under a low-oxygen
atmospheric regime as the first step aimed
to develop a systematic study to investigate
the capabilities of terrestrial bacterial life,
as an extremophilic model, to survive into
different conditions that mimic the surface
and sub-surface of the planet Mars.

(Per)chlorate brines on the surface.
Pounds detected by radar at 1.5 km
under the surface

Chemolithotrophy, chemoorganotrophy,
fermentation(?) depending on the
concentration of organics

2. Methods

Bacillus subtilis was grown in nominal
medium (5 g peptone and 3 g yeast
extract per liter), as well as in medium
modified with 0.15 M Mg(ClO,),, 0.6 M
NaClO4, and 0.6 M KCLO;. Inoculation was
done in a 1:10 ratio into 50-mL flasks.
Incubation was performed at 36 °C, and
150 rpm. Bacterial growth was monitored
as changes in the optical density at 630
nm (ODs30) at regular time intervals using
a UV-Vis spectrophotometer until the
stationary phase was reached.

Bacterial growth was also verified under
anaerobic conditions using resazurin as an
indicator of metabolic activity.

3. Results

M NaClO,, and 0.6 M KCLO; at 36 °C, and 150 rpm.
The initial ODy3, is shown in all conditions (light
blue).

anaerobic conditions
medium, 0.15 M Mg(ClO,),, 0.6 M NaClO,, and 0.6
M KCIO; at 36 °C, and 150 rpm. The initial ODy;, is
shown in all conditions (light green).

4. Conclusions

Bacterial growth was observed, at the
defined concentrations, in the presence of
perchlorates and chlorates as those detected
on the surface of Mars. In the presence of
20% 03, the higher growth was observed at
0.6 M NaClO4, while at anaerobic conditions
it was observed at 0.15 M Mg(ClO4);.

B. subtilis is a good astrobiological model as
its spores resist the outer space conditions
(Cockell et al., 2016). Under the light of our
results, it can also be proposed as a
halotolerant  bacterium to chlorinated
oxyanions. Further studies related to the
expression of the HemHYQ complex,
homologous to the chlorite dismutases
described by other biological groups
(Mielcarek, et al., 2015), are under

development.
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Caracterizacidon de solutos compatibles de bacterias extremoéfilas mediante RMN

Ramirez Jiménez, Sandra |.*, Aguirre Ramirez, Marisela

INTRODUCCION
La resonancia magnética nuclear (RMN) es una técnica espectroscépica utilizada en la

identificacion quimica de moléculas que contienen nucleos magnéticamente activos. Si
se utiliza un estandar interno, permite realizar estudios cuantitativos para estimar la
concentracion de las moléculas identificadas [1]. Entre las diversas moléculas que se
pueden identificar y cuantificar mediante RMN se encuentran los solutos compatibles que
acumulan algunos microorganismos extremofilos.

La resonancia magnética nuclear cuantitativa (RMNc) se puede realizar analizando
nucleos de hidrégeno ('H), de carbono-13 ('3C) y de nitrégeno-15 ('°N), aunque la mas
utilizada es la que analiza nucleos de hidrégeno ('"H RMNc) debido a que el 'H tiene una
abundancia natural superior a 99%. Algunos de los requisitos necesarios para que una
molécula sea cuantificable por '"H RMNc es que necesita generar al menos una sefial
intensa y aislada de otras, que sea preferentemente un singulete, es decir una sefial que
no presente multiplicidad. Es deseable que la mayoria de las sefales de la molécula de
interés no se traslapen con otras sefiales presentes en la muestra bajo estudio y se debe
realizar un minimo de 128 barridos o recoleccion de informacién, para la obtencién de un
espectro que permita realizar estimaciones cuantitativas. Para realizar la cuantificacion,
es necesario utilizar un estandar interno de alta pureza con una concentracidén conocida
que genere sefiales que no interfieran con las sefales de la molécula de interés [2]. El
meétodo aqui descrito se ha empleado exitosamente en la identificacidn y cuantificacion
de los solutos compatibles que transportan y/o producen bacterias halotolerantes y
haldfilas al exponerse a altas concentraciones de sales sulfatadas, semejantes a las

reportadas para el océano de agua liquida del satélite Europa [3].

MATERIALES Y EQUIPO

Centrifuga

Tubos Falcon

Estufa

Caja Petri

Balanza analitica

Mortero de agata con pistilo
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El planeta Marte es uno de los lugares mas estudiados del sistema solar. Las antiguas civilizaciones
lo observaban a simple vista y asociaron su distintivo color rojo con el dios romano de la guerra.
El sobrevuelo que la nave Mariner 4 realizé alrededor de Marte en 1965, permitié capturar las
primeras fotografias de su superficie revelando la existencia de crateres, una atmoésfera delgada y
hielo, probablemente de agua, en los casquetes polares. Motivadas por la idea de que en algin
momento de su historia geoldgica Marte pudo haber albergado vida microscopica, las agencias
espaciales de varios paises prepararon misiones de exploracioén para conocerlo con mayor detalle,
entre ellos se cuentan la extinta Union Soviética, Estados Unidos de Norteamérica, Japon, la Union
Europea, Rusia, India y mas recientemente los Emiratos Arabes Unidos y China. La
Administracion Nacional de Aeronautica y el Espacio de los EEUU (NASA por National
Aeronautics and Space Administration) mantiene la hegemonia en cuanto a las misiones que han
logrado amartizar, es decir posarse exitosamente sobre la superficie del planeta rojo, comenzando
con la nave Viking 1 (20 de julio de 1976), hasta la nave Perseverance (18 de febrero de 2021). La
informacion colectada por las misiones de exploracion espacial permite conocer aspectos
relevantes de Marte. Por ejemplo, su temperatura puede disminuir hasta -143 grados centigrados (°
C) pero durante el dia puede ser cercana a los 35° C, la presion atmosférica sobre su superficie es
un poco menor al 1% de la presion atmosférica de la Tierra, cuyo valor estandar es de 1 atmdsfera.
Estas dos condiciones hacen imposible la existencia de agua liquida sobre la actual superficie de
Marte, lo cual es una dificultad para la idea de la existencia de vida en ese planeta ya que uno de
los requisitos fundamentales y absolutamente necesarios para todos los seres vivos es la
disponibilidad de agua liquida.

Algunas evidencias de erosion fluvial visualizadas en Marte como canales, cafiones y deltas; asi
como la identificacion de minerales como la hematita (Fe>Os) o la jarosita (KFe3(SO4)2(OH)s) cuya
formacion Unicamente puede ocurrir en presencia de agua, permiten hacer inferencias sobre el

pasado de este planeta indicando que hace al menos 3.8 miles de millones de afios, la superficie de
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C3-03. TOLERANCIA DE Bacillus pumilus A PERCLORATOS: IMPLICACIONES
EN LA HABITABILIDAD DE MARTE

Marisela Aguirre R.!, Pavel U. Martinez P.2, Victor A. Lopez R.!, Sandra I. Ramirez J.3
Instituto de Ciencias Biomédicas, UACJ; “Instituto de Geologia, UNAM;
3Centro de Investigaciones Quimicas, UAEM
marisela.aguirre@uacj.mx

En 2009 la mision Phoenix identifico al ion perclorato (ClO4) en el artico marciano en
concentraciones de ~0.6 % p/v (~0.23 M) (/). El orbitador Mars Reconnaissance y el robot
Curiosity también observaron la presencia de este oxianion en 2013 y 2015, haciendo suponer que
se encuentra distribuido globalmente en el planeta (2, 3). El caracter higroscépico de las sales de
perclorato puede facilitar la existencia de agua liquida por cortos periodos de tiempo sobre la
superficie de Marte, atin en sus actuales condiciones de presion y temperatura, haciendo factible la
existencia de algun nicho habitable. Recientemente el radar MARSIS del orbitador Mars Express,
evidenci6 la presencia de cuerpos masivos de agua en el subsuelo de Marte (4), adelantando que
es probable la existencia de salmueras con concentraciones importantes de percloratos.

Algunas especies del género Bacillus pueden crecer en presencia de distintas sales de perclorato
(5) convirtiéndose en candidatas ideales para investigar su supervivencia bajo condiciones
similares a las de la superficie de Marte. En el presente proyecto de investigacion se determino si
B. pumilus crece en medios ricos suplementados con acetato de sodio (CH3COONa) como donador
de electrones y perclorato de magnesio (Mg(ClO4)2) como aceptor final en anaerobiosis. La cepa
H2 de B. pumilus se cultivd en 8.0 mL de caldo nutritivo suplementado con distintas
concentraciones de Mg(ClO4)2 y de CH3COONa en anaerobiosis, condicién alcanzada al desplazar
el oxigeno molecular (O2) con un flujo de nitrégeno molecular (N2) ultrapuro. El crecimiento
bacteriano se determin6 por espectrofotometria mediante cambios en la densidad doptica a 630 nm
(DOs30nm) durante 48 horas. Ademas, se determiné la concentracion de cloruros (Cl°) por titulacion
con nitrato de plata (AgNO3).

B. pumilus mostré cambios moderados en la DOgsonm indicativo de su tolerancia a las
condiciones de anaerobiosis y a la presencia de ClO4". Sin embargo, la adicion de CH3COONa no
favorece la tolerancia ni la metabolizacion de ClO4. Tampoco se detectaron cambios en la
concentracion de Cl en las distintas condiciones ensayadas. La tolerancia de B. pumilus a altas
concentraciones de ClO4 puede relacionarse con la potencial habitabilidad de la superficie del
planeta Marte.
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INTRODUCCION METODOS

El ion perclorato (ClO4) se encuentra distribuido globalmente en la superficie de
Marte en concentraciones de 0.6% p/v (0.23 M) (1, 2 y 3). En las condiciones actuales
del planeta, las sales de perclorato pueden favorecer la existencia de agua en estado ) Cuantificacién de cloruros (CI) por el
liquido. Recientemente el orbitador Mars Express evidencid la presencia de cuerpos método de Mohr (AgNO3 0.01M, K,CrOy al
masivos de agua liquida en el subsuelo de Marte (4). Estas salmueras pueden ser ] 5% como indicador) al inicio y al final de la
consideradas un nicho potencialmente habitable. ' ; - i incubacion bacteriana.

Determinacion indirecta de cambios metabdlicos

Algunas especies del género Bacillus pueden crecer en presencia de distintas sales de
perclorato (5) convirtiéndose en candidatas ideales para investigar su supervivencia
bajo condiciones similares a las de Marte. Entender los mecanismos mediante los RESULT oS
cuales las bacterias incorporan al perclorato en su metabolismo y se adaptan a un

medio hipersalino, nos ayudard a dilucidar una potencial actividad microbiana en
Marte. Por otro lado, la degradacién bioldgica de percloratos resulta en la produccion
de agua (Fig. 1), recurso importante en la exploracion de Marte.
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Figura 2. Crecimiento de Bacillus pumilus en distintas relaciones de perclorato
agnesio y acetato de sodio.

Evidenciar un metabolismo para el perclorato de#fiia SR Tabla 2. Determinaciones de cloruros y pH.
anaerobiosis por Bacillus pumilus utilizapd® acetato de sodio como donador Concentraciones ~ 0.02/0.01  0.02/0.25  0.25/0.25
de electrones. tiempo Cl- [M]
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METODOS 120 h

Tabla 1. Relacién de sales en el medio de cultivo
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perclorato 120 h
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MelClOu); oS | oIm CONCLUSIONES
C,H;Nao, 0 1] X

La toleracia de B. pumilus a altas concentraciones de percl@fato de magnesio
(MgS0,) aparentemente no depende de la respiracion anaeroRia sino de una

(Clo,), * 0.25 0.35
* Concentraciones molares equivalentes del ion.

fermentacion moderada del anién acetato.
Cultivos bacterianos Condiciones de cultivo: Los organismos anaerobios facultativos podrian tolerar las con\centraciones
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