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RESUMEN

Pocos estudios se han realizado acerca de la diversidad microbiana de bacterias
Gram positivas en sedimentos marinos pero en base a estimados moleculares se ha
establecido que la riqueza de este tipo de microorganismos y en particular miembros de la
clase Actinobacteria en este habitat es inmensa. Aunque por mucho tiempo se pensé que
los microorganismos marinos provenian del arrastre desde el ambiente terrestre al marino,
el descubrimiento de especies autdctonas de este ecosistema cambio drasticamente esa
vision. En el presente trabajo se aislaron 20 microorganismos de la clase Actinobacteria
(bacterias Gram positivas de alto contenido de Guanina-Citosina) a partir de muestras
recolectadas en el Golfo de California (Mar de Cortés) aproximadamente a 300 metros de
profundidad durante la campafia DIPAL-I (Febrero 2006). Los 20 aislados presentaron las
caracteristicas tipicas de miembros del género Streptomyces, esto es, una pared celular tipo
I caracterizada por la presencia de 4dcido diaminopimélico (LL-A;pm) en la pared celular y
cadenas de esporas en espiral. Adicionalmente, ocho de los veinte aislados se caracterizaron
por un mejor crecimiento en medios de cultivo que contenian agua marina en su
formulacion. Sin embargo, los aislados no son dependientes de la presencia de agua marina
como otros actinomicetos marinos (i.e. el género Salinispora) donde la presencia de agua
marina es esencial para su crecimiento. Estudios filogenéticos indican que estos
microorganismos representan nuevos nucleos taxondomicos al ser comparados con aquellas

secuencias de especies validamente descritas del género Streptomyces.

Palabras clave: Actinobacteria, actinomicetos, estudios filogenéticos, gen 16S rRNA,
Streptomyces.



1. INTRODUCCION

1.1 Importancia bioldgica y biotecnoldgica de la diversidad microbiana del mar

Aun sin saberlo, desde tiempos prehistoricos, el ser humano ya empleaba a los
microorganismos en la modificacion de sus alimentos (Zapata, 2004). Es gracias al proceso
conocido como la fermentacion que los microorganismos nos ofrecen entre otros muchos
productos, antibioticos, cerveza, licores, pan, queso, vinagre y vino (Demain, 2000). Pero el
cuidado y perfeccionamiento cientifico de algunos procesos ha dado como resultado
productos tan sofisticados tanto para la alimentacién humana como para combatir a las

enfermedades ya conocidas o las emergentes.

Los microorganismos producen una enorme cantidad de metabolitos primarios y
secundarios que son compuestos que se obtienen a partir del metabolismo celular. Los
metabolitos primarios (moléculas pequefias producidas por todas las células vivas) mas
importantes para la industria son los acidos organicos, aminoacidos, nucledtidos, solventes
y vitaminas. Los metabolitos secundarios (moléculas producidas generalmente después del
crecimiento bacteriano) son muy importantes, principalmente en el area farmacéutica. En
¢ésta categoria se encuentran los antibioticos, antihelminticos, antitumorales, biopesticidas,
inhibidores enzimadticos, inmunosupresores y varios otros. En general, el mercado de
antibidticos en EE.UU, se valta en 30 millones de ddlares e incluye aproximadamente 160

compuestos y derivados de origen bacteriano (Demain, 2000).

La biotecnologia (definida como el uso de algunos organismos para hacer alguna
tarea especifica) es una ciencia que se basa en el descubrimiento y explotacion de productos
de origen bioldgico y que culmina con el desarrollo de productos comerciales de utilidad
para el ser humano (Bull et al., 2000). Esta ciencia nos permite descubrir, obtener y
procesar los compuestos que algunos microorganismos producen naturalmente, los cuales
tienen una importancia industrial muy relevante (Demian, 2000). En la busqueda por

antibidticos efectivos, muchos de los nuevos productos se obtienen quimicamente (por



sintesis organica). Sin embargo, de aquellos antibidticos naturales de origen microbiano
que presentan potencial industrial se realizan reacciones y modificaciones quimicas
(proceso que se conoce como semisintesis) muchas veces sin éxito. En 1974, habia mas de
20,000 penicilinas semisintéticas, 4,000 cefalosporinas, 2,500 tetraciclinas, 1,000
rifamicinas, 500 kanamicinas y 500 cloramfenicoles, todos de origen microbiano (Cuadro

1; Demain, 2000; Goth, 1976).

Por lo anterior, es que el conocimiento de la diversidad microbiana para poder
explotar al maximo los recursos microbianos, es importante tanto para proyectos de
investigacion como para los tecnoldgicos. Pero ;Qué es la biodiversidad?. Para hablar de
diversidad bioldgica y/o biodiversidad, es necesario primero entender la diferencia que
existe entre este término y la riqueza especifica, es decir, el nimero de especies presentes
en una unidad geografica definida (Begon et al., 2006). La biodiversidad podria de alguna
forma definirse igual que la riqueza especifica, sin embargo, existe una diferencia la cual
radica en que ésta puede ser vista en escalas mas pequefias o mas grandes que las especies.
Por ejemplo, podemos incluir la diversidad genética dentro de las especies reconociendo el
valor de conservar distintas subpoblaciones y subespecies distintamente genéticas. A una
escala mayor podemos incluir en la biodiversidad la variedad de tipos de comunidades

presentes en una region (Begon et al., 2006).

El mundo microbiano comprende a las bacterias, las arqueas, los hongos y los virus.
Dentro de estos grupos, se conoce que las bacterias estan distribuidas en todo el planeta
(Hunter-Cevera, 1998). Por muchos afios se consider6 que la tierra y el agua dulce eran el
mayor reservorio de microorganismos. Sin embargo, hace aproximadamente cuarenta afios
(1960’s) que los investigadores comenzaron a ver los océanos como una nueva y virgen
fuente de estudio debido a que representan el 95% del total de nuestro planeta y lo que se
traduce en un potencial Unico para el descubrimiento y extraccion de compuestos
microbianos. Afio con afio desde la década pasada, los microorganismos marinos han
recibido una atencioén cada vez mas grande. La investigaciéon de microorganismos marinos
como una fuente de compuestos y productos de alta importancia econdmica, continua

siendo una prometedora area de estudio (Davidson, 1995).
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Cuadro 1. Estructuras quimicas de algunos antibioticos producidos por microorganismos.
Fuente: Demain, 2000; Goth, 1976 y Tolba et al., 2002

En este contexto, es importante mencionar que en 1975, México amplio su
superficie marina al establecerse en la Constitucion las 200 millas nauticas (370.4 Km)

como Zona Econdmica Exclusiva. Lo anterior dio como resultado que la porcion marina
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resultara ser mas grande que la terrestre (Figura 1) y resulta entonces evidente la gran

cantidad de investigacion que

nuestros océanos y mares pueden ofrecer.

Desafortunadamente, México cuenta con un reducido personal cientifico especializado para
el estudio de los microorganismos marinos, el cual pueda estudiar y determinar de una
manera real todo lo que los océanos y mares mexicanos seguramente contienen. Algunos de
los centros e institutos donde actualmente se desarrolla investigacion marina en México se
muestran en la tabla 1. Se necesita formar y desarrollar la capacidad cientifica para
explotar, explorar, administrar e incluso negociar entre paises los recursos naturales, de

manera que generen y desencadenen realmente un desarrollo socioeconémico (Gio, 1999).
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Figura. 1. Mapa de la Republica Mexicana que indica las 200 millas nauticas como Zona Economica
Exclusiva del pais.

Fuente: Cifuentes et al., 1997.
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Tabla 1. Centros e institutos de investigacion en México dedicados al estudio de las Ciencias del Mar.

Nombre de la institucion Direccion electrénica
CICESE
Centro Superior de Investigacion Cientifica http://oceanologia.cicese.mx/

y de Educacion Superior de Ensenada

CICIMAR
Centro Interdisciplinario de Ciencias http://www.cicimar.ipn.mx/

Marinas

CINVESTAV-IPN
Centro de Investigacion y Estudios http://www.mda.cinvestav.mx/rm01.htm

Avanzados (Unidad Mérida).

FACIMAR
Universidad de Colima, Facultad de http://www.ucol.mx/docencia/facultades/facimar/

Ciencias Marinas

ICMYL
Universidad Nacional Auténoma de _
) . o http://www.icmyl.unam.mx
México, Instituto de Ciencias del Mar y

Limnologia,

110
Universidad Auténoma de Baja California, http://iio.ens.uabc.mx/

Instituto de Investigaciones Oceanoldgicas

INAPESCA )
http://www.inp.sagarpa.gob.mx/
Instituto Nacional de Pesca

SAGARPA
Secretaria de Agricultura, Ganaderia, http://www.sagarpa.gob.mx/

Desarrollo Rural, Pesca y Alimentacion

SEMAR
http://www.semar.gob.mx
Secretaria de Marina

UMAR
http://www.umar.mx/1024768/index.html
Universidad del Mar, Oaxaca
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Los tres grandes dominios que engloban al mundo microbiano son: (a) Archeas, (b)
Eubacterias y (c¢) Eukarya. Dentro de linea evolutiva de las eubacterias se encuentra la clase
Actinobacteria, orden Actinomicetales que contiene mas de 60 géneros. Los actinomicetos
(nombre genérico) son bacterias Gram-positivas de un alto contenido de guanina y citocina
-G+C- (Logan, 1994). La repercusion practica de estos microorganismos es considerable ya
que son la fuente principal de la mayoria de los antibidticos naturales de importancia en la
medicina (>70%; Maldonado, 2007a,b,). De 1990 a 1994 mas de 1,000 nuevos metabolitos
secundarios fueron descritos y caracterizados Unicamente a partir de actinomicetos. A la
fecha, aproximadamente 6,000 antibioticos han sido descritos, de los cuales 4,000
provienen de actinomicetos y siguen siendo descubiertos a una velocidad de 500 por afio
(Demain, 2000). Los actinomicetos son esenciales en la mineralizacion de la materia
organica y han demostrado que pueden degradar una enorme cantidad y variedad de
compuestos organicos. Microorganismos marinos de la clase Actinobacteria han sido
dominados principalmente por los géneros Micromonospora, Rhodococcus y Streptomyces
(Maldonado et al., 2005b). Dentro del suborden Streptomycineae, se encuentra el género
Streptomyces, el cual es el mas conocido y estudiado de todos los actinomicetos. Estos
microorganismos se encuentran ampliamente distribuidos en todos los ambientes (terrestres
y marinos) y son por excelencia los mejores productores de antibidticos (Prescott et al.,
1999). Es evidente que el estudio de estreptomicetos en las aguas mexicanas promete ser un
importante tema de investigacion para el pais, asi como un prometedor recurso natural de

posible explotacion economica.

De lo mencionado anteriormente se desprende la justificacion del presente estudio.
En este trabajo se escogido a los estreptomicetos como grupo de estudio ya que su
importancia econdémica y médica radica en la produccion de una gran cantidad de
metabolitos secundarios (Bibb, 2005). El extraer este recurso bioldgico de los sedimentos
marinos implica una fuente importante y virtualmente inagotable para la obtencion de
nuevos productos. El estudio de la presencia de estreptomicetos en aguas mexicanas
pudiera ser un recurso de investigacion filogenético, médico, microbiologico y molecular
inexplorado muy importante para el pais, ya que al encontrar nuevas especies, es altamente

probable que pueden producir nuevos metabolitos.
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2. ANTECEDENTES

Histéricamente, los actinomicetos han sido aislados en su mayoria a partir de
muestras de suelo, y generalmente se pensaba que su ocurrencia en el océano era debida a
que las esporas que estos microorganismos producen eran acarreadas hacia el mar (Jensen
et al., 2005). Ahora existe evidencia que apunta a que varias especies son autoctonas del
ambiente marino, en particular aquellas pertenecientes al género Salinispora (Maldonado et
al., 2005a) y por tanto presentan una seric de adaptaciones a éste. Sin embargo, la
distribucion y el papel ecoldgico de los actinomicetos tanto del ambiente terrestre como del
marino permanecen como un tema no resuelto dentro de la microbiologia (Jensen et al.,

2005).

Mincer et al. (2002), reportaron el descubrimiento de un nuevo grupo de
actinomicetos marinos estrictos para el cual el epiteto genérico “Salinospora™ (sic) fue
sugerido (originalmente llamado como MARI1). Estudios de sistematica molecular de este
taxon, permitio la descripcion formal de dos especies: Salinispora arenicola y Salinispora
tropica y el cambio del epiteto genérico “Salinospora” por Salinispora (Maldonado et al.,
2005a). Interesantemente, este grupo bacteriano se ha recuperado de muestras del Atlantico
subtropical, el Mar Rojo y el Mar de Cortés sugiriendo una distribucién pan-tropical. Todas
estas colonias requirieren agua marina para su crecimiento, lo cual indica un alto nivel de
adaptacion marina. Conjuntamente, este taxon ha probado ser una fuente importante de
nuevos metabolitos secundarios (Jensen et al., 2005), asi como de presentar la capacidad de

producir antibidticos de otras contrapartes terrestres (Udwary et al., 2007).

2.1 Microbiologia acuéatica y marina

La diversidad microbiana incluye la composicion genética de los microorganismos,
el ambiente o el habitat donde se encuentran, y su papel ecoldgico y funcional dentro del
ecosistema. La biodiversidad se define como todo lo hereditario basado en la variacion en
los niveles de organizacion, desde los genes con una sola poblacion local, hasta especies

siendo parte de toda o casi toda una comunidad local, y finalmente hasta las comunidades
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por si mismas que forman partes vivas de los ecosistemas multifactoriales del mundo. La
diversidad de los procariontes estd expresada en términos de la fisiologia y el metabolismo

(Hunter-Cevera, 1998).

La diversidad microbiana es una parte integral para el correcto funcionamiento de
los ecosistemas. Muy poco se conoce de la extension y funcion de la diversidad microbiana
tanto en los ecosistemas terrestres como en los marinos, pero sobre todo desde que la
ecologia microbiana fue separada de la ecologia en general. Los estudios moleculares de
ecologia microbiana indican que tal vez solo se han aislado del 1-5% de las especies

microbianas (Williamson, 2005; Hunter-Cevera, 1998) y queda mas del 95% por descubrir.

Nuestra comprension de la diversidad microbiana ha cambiado radicalmente como
resultado del analisis de DNA presente en los ecosistemas. El uso de las secuencias de
ciertas moléculas (genes) altamente conservadas permite inferir relaciones evolutivas y ha
permitido establecer taxones que aumentan el conocimiento sobre la extension de la

diversidad microbiana (Bull et al., 2000).

Las bacterias se encuentran en todas partes, incluso en los ambientes mas adversos,
y se sabe ahora que son los principales productores de oxigeno de nuestro planeta. Por
ejemplo, las ventilas hidrotermales, los lodos marinos profundos, los géiseres, las zonas
litorales, parecen favorecer el desarrollo de un sinnimero de grupos bacterianos. Los
tropicos son considerados como mas ricos en diversidad de especies microbianas que los
ambientes boreales o templados. Los actinomicetos son un grupo de bacterias que aparecen

altamente distribuidos en zonas litorales y ambientes aridos (Hunter-Cevera, 1998).

Los ambientes ocednicos contienen una multitud de organismos desde bacterias
hasta los mas grandes mamiferos. La mayor division de los seres vivos en el océano separa
los organismos pelagicos (los que viven en la columna de agua) y los bentonicos (los que
viven en el suelo marino). El ambiente bentonico incluye al supralitoral, litoral, sublitoral,
batial, abisal y la zona hadal. El ambiente peladgico contiene al neritico (en la costa) y al

oceanico (fuera de la costa). La zona neritica puede subdividirse de acuerdo a la
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profundidad del agua en epipelagico (0-200m), mesopelagico (200-1,000m), batipelagico
(1000-2000m), abisopelagico (2,000-6,000m) y regiones hadalpelagicas (>6,000). Las
especies también se agrupan de acuerdo a sus habitats de vida en planctonicos (flotadores),
nectonicos (nadadores) y bentdnicos (que se encuentran arraigados al suelo marino; Figura

2; Kennish, 2001).

Las bacterias marinas son organismos unicelulares, microscopicos (menores a 2um
de diametro). En términos generales se subdividen en autotroficos y heterotroficos. Los
primeros derivan su energia a través de la fotosintesis (fototrofos) o a través de la oxidacion
de compuestos inorganicos (quimiolitdtrofos). Las bacterias heterotroficas, saprofitas y
parésitas obtienen energia de otros compuestos organicos. Las bacterias quimiosintéticas
(quimiolitotréficas) son componentes integrales en diversos ciclos biogeoquimicos como
del nitrégeno y azufre (Kennish, 2001). Las bacterias epibioticas colonizan la superficie de
los sustratos marinos, donde sirven como recursos alimenticios para protozoarios y otros
heterotrofos. Un gran numero de bacterias vive en los sedimentos del suelo marino,

viviendo en zonas tanto aerdbicas como anaerdbicas (Kennish, 2001).

La abundancia y produccion de las bacterias va disminuyendo conforme pasan
desde la costa (1 a 3 x 10° células/mililitro [cel/ml]) hasta la zona neritica (10* a 10°
cel/ml). La biomasa bacteriana va de 5 a 10 (microgramos de células por litro [ug C/1]) y 1
a 5 pg C/1 en las costas y zonas neriticas respectivamente. Tendencias similares son
evidentes en los fondos marinos, con la mas alta cuenta bacterial (10" células/cm®)
observada en los sedimentos lodosos de los estuarios y cuentas menores en los sedimentos
marinos profundos. La cuenta celular bacteriana asi como la abundancia bacteriana también
disminuye con el incremento de la profundidad dentro de los primeros 20 cm de la columna
de sedimento. El pico maximo de bacterias se alcanza en la interfase sedimento-agua en los
primeros 2 cm de los sedimentos del fondo marino y declina progresivamente conforme
aumenta la profundidad del sedimento. Hay una alta correlacién entre estas tendencias
mencionadas anteriormente y la concentracion de materia organica presente en la columna
de agua y en el fondo de los sedimentos. La cuenta mas alta de bacterias y produccion de

las mismas ocurre en los sedimentos ricos en materia organica o concentraciones altas de
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carbon orgéanico disuelto debido a que en ellos, las bacterias encuentran la mayor cantidad
de nutrientes y las mejores condiciones de crecimiento. La densidad de bacterias en la
superficie de los sedimentos varia de 1 célula/0.3 pm” a 1 célula/400 um®. Mas bacterias se
fijan a los sedimentos finos (arcillas y lodos) que a sedimentos gruesos (arena y grava), que

se concentran en grietas y depresiones en los granos (Kennish, 2001).

Las bacterias aerdbicas heterotroficas se encuentran en tres distintos habitats: 1) la
columna de agua (cuerpo de agua uniforme) ya sea flotadoras o adjuntas a las particulas
detriticas, 2) en la capa superior de los sedimentos del suelo marino, y 3) en los tejidos de
animales y plantas muertas o vivas. Las bacterias anaerdbicas habitan profundidades
mayores, capas de sedimentos andxicos, mares anoxicos caracterizados por una pobre
circulacion y algunas regiones muy contaminadas. La intensidad de luz en la superficie del
sedimento, el grado de turbulencia en el suelo marino, la permeabilidad del sedimento, la

bioturbacion y el contenido de materia orgénica, afectan la posicion de la zona anaerdbica

(Kennish, 2001).
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Figura. 2. Clasificacion del entorno marino.

Fuente:http://mardechile.cl/educacion/index.php?option=com_content&task=view&id=347&Itemid=31
Septiembre, 2007.
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Antes se creia que las bacterias eran pocas en el océano (Pinet, 2003), sin embargo
ahora se sabe que esto dista de ser verdad. La evolucion de las bacterias marinas a través de
billones de afios predice que la composicion de las comunidades microbianas debe de ser
mucho mayor que lo estimado. Se han encontrado miles de distintas clases de microbios en
un litro de agua marina y esto es debido al alto nivel de variacion genética y fenotipica que
tienen. De hecho, las bacterias representan el mayor valor o intervalo de la variacion
genética y metabolica de los océanos. El papel de las bacterias es vital para la salud de los
ecosistemas marinos (Sogin et al., 2006). Las bacterias son criticas en la descomposicion de
la materia organica, ciclaje de nutrientes y otras sustancias, flujos de energia y cadenas
alimenticias pues sirven como alimento para la microfauna y macrofauna (Kennish, 2001).
Aunque los organismos terrestres comprenden la mayoria de la biomasa del planeta (3200
gigatones o mas; que es, 10" gramos), el plancton marino (que pesa aproximadamente 0.4
gigatones) produce el 45 % del oxigeno total del planeta. La mitad de la fijacion de
nitrégeno mediada por microorganismos, y la nitrificacion y desnitrificacion, son procesos
claves que se llevan a cabo en los océanos. Los microbios marinos también influyen en la
formacion de nubes por el ciclaje de compuestos tales como el dimetilsulfuro hacia la
atmosfera y también el metano es mediado por los microorganismos que habitan en las
superficies de los océanos (Teske et al., 2002). El metabolismo tnico de los microbios
marinos permite que se lleven a cabo muchos de los pasos de los ciclos biogeoquimicos que
otros organismos superiores no serian capaces de llevar a cabo. Este funcionamiento
permite que la vida contintie en el planeta. Las bacterias marinas también son importantes
por que mantienen el balance entre los virus y sus hospederos en los océanos, controlando
los crecimientos masivos algales o florecimientos. También los microbios marinos juegan
un papel importante y directo en la salud de los corales y otros seres vivos del océano,
principalmente por medio de asociaciones simbidticas. Gracias a las rapidas tasas de
crecimiento y flexibilidad metabolica, los microbios marinos pueden servir como un buffer
que ayude a aminorar los cambios de larga escala resultado de las modificaciones que ha
sufrido el océano por el ser humano, tales como el cambio climatico (Hunter-Cevera et al.,

2005)
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Los microorganismos marinos como bacterias, hongos y microalgas han recibido
una atencion cada vez mayor a lo largo de los ultimos diez afios. Se ha visto a los
microorganismos marinos como un nuevo recurso biomédico y biotecnologico (por ejemplo
para la obtencion de antibidticos, antitumorales e inmunosupresores). Aunque en el pasado
se pensaba que el océano estaba habitado en su mayoria por especies Gram negativas,
bacterias Gram positivas han sido encontradas y en algunos casos con un mayor numero y
desde luego de mayor importancia para el descubrimiento de productos naturales. Fuentes
mas ricas en nutrientes pueden favorecer mas a las Gram positivas mientras los recursos

pobres en nutrientes pueden favorecer la aparicion de Gram negativas (Davidson, 1995).

2.2 El género Streptomyces

A continuacion se describen de manera amplia las caracteristicas que conforman al
género Streptomyces, asi como los fundamentos tedricos de las principales técnicas de

deteccion y aislamiento.

Clasificacion cientifica (Waksman & Henrici, 1943)

Dominio: Bacteria

Reino:  Monera

Filo: Actinobacteria
Clase:  Actinobacteria
Orden:  Actinomycetales
Familia: Streptomycetaceae

Género: Streptomyces
El suborden Streptomycineae posee una sola familia, la Streptomycetaceae,

(Anderson & Wellington, 2001) y tres géneros Streptomyces, ““Kitasatosporia”(sic) (Zhang
et al., 1997), y Streptoacidiphilus (Kim et al., 2003). Sus hifas aéreas (células que crecen
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hacia arriba y fuera de la superficie del agar; Koneman et al., 1999) se dividen en un solo
plano para formar cadenas de 3 a 50 conidiosporas inmoviles, con una textura superficial
que oscila entre lisa, espinosa y verrugosa (Prescott et al., 1999). Todos ellos tienen una
pared celular tipo I, es decir, presencia de acido LL-diaminopimélico y glicina. La ausencia
de azlcares caracteristicos son tipicos de este tipo de pared celular; ademas de que, el tipo
de acilo de los residuos muramilicos en los peptidoglucanos de la pared celular es acetilo

(Anderson & Wellington, 2001) y un contenido de G+C es entre 69 y 78%.

El micelio de sustrato (células que se desarrollan sobre la superficie del medio de
cultivo y dentro de él; Koneman et al., 1999), cuando esta presente no experimenta
fragmentacion (Figura 3). Los miembros de este grupo bacteriano reciben a menudo en
conjunto el nombre de estreptomicetos (del Griego, streptos, doblados o torcidos; y myces,
hongo; Prescott et al., 1999).

/ Espora libre \
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esporas Micelio

vegetativo

Hifa aérea

Produccion de antibiéticos + Lisis celular

El ciclo de vida de Streptomyces

Camille M. Cao
Figura 3. Ciclo de vida de los miembros del género Streptomyces.

Fuente: http://biology.kenyon.edu/courses/biol114/Chap11/Chapter 11A.html
Septiembre. 2007.
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De 1983 a 1986, seis géneros fueron reclasificados dentro del género Streptomyces
(Actinopycnidium,  Actinosporangium, Chainia, Elytrosporangium, Kitasatoa vy
Microellobosporia). En 1994, Kineosporia y Sporichthya se incorporaron al género
Streptomyces pero después se clasificaron de manera separada. En 1997, Sporichthya quedo
como un género de la familia Sporichthyaceae del suborden Frankineae y Kineosporia fue
agrupado junto con Kineococcus en 1998 (Anderson & Wellington, 2001). En 1990,
Streptoverticillium fue considerado como un sinénimo del género Streptomyces, sin
embargo este posee un micelio aéreo con un verticilio de tres a seis ramas cortas que se
producen a intervalos bastantes regulares. Estas ramas tienen ramas secundarias portadoras

de cadenas de esporas (Prescott et al., 1999).

El género Streptomyces es enorme, posee 533 especies y 38 subespecies
validamente descritas (Euzéby, 2007). Miembros de éste género son aerobios y forman
cadenas de esporas inmoviles con una vaina fina y fibrosa (Prescott et al., 1999). Los
conidios de cada cadena a menudo estan pigmentados. Normalmente se encuentran mas de
tres conidios por cadena. Los estreptomicetos forman colonias discretas y liquenoides,
algodonosas, o grasosas (Figura 4). Inicialmente, las colonias son relativamente suaves pero
después desarrollan una hifa aérea. La mayoria de las colonias muestran temperaturas
optimas entre los 25 y 35°C y crecen mejor entre valores de pH de 5.0 a 8.0. Algunas

especies muestran crecimiento a temperaturas psicrofilicas y otras tienen requerimientos

acidos o alcalinos para su crecimiento (Rodriguez, 2004).

Figura 4. Miembros del género Streptomyces. (a) morfologia colonial tipica; (b) microscopia electronica
(http://the-half-decent-pharmaceutical-chemistry-blog.chemblogs.org/archives/2007/01/21/sunday-s-
family-reunion-the-antitumor-antibiotics); aislados marinos mexicanos creciendo en diferentes medios
de cultivo (c) agar extracto de malta (GYM, del inglés) y (d) glucosa extracto de levadura (GYEA, del
inglés).
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El hébitat natural de la mayoria de los estreptomicetos es en el suelo, donde constituyen
del 1 al 20% de la poblacion cultivable (Prescott et al., 1999). No hay duda que los suelos
son los habitats naturales donde se encuentran las mejores condiciones para su crecimiento
y proliferacion debido a las siguientes razones:

1) Los estreptomicetos son capaces de degradar una compleja gama de residuos de

plantas y animales.

2) No requieren vitaminas o factores de crecimiento, por lo cual una fuente de
nitrégeno inorganico es suficiente para su desarrollo.

3) Encuentran una gran cantidad de superficies que soporten su micelio. Su ciclo de
crecimiento: Espora=>Micelio>Espora les permite adaptarse a otras condiciones
fisicas de este mismo habitat como la tension y la aireacion del suelo que varian
dependiendo de las épocas del afio.

4) Los estreptomicetos producen esporas las cuales contribuyen a su supervivencia en
periodos largos de sequia, heladas, presion hidrostatica, y condiciones anaerdbicas

producidas por la saturacion de agua (Korn & Kutzner, 1992).

Las condiciones generales que determinan la presencia de estreptomicetos en el suelo se
da por 1) vegetacion y contenido de la materia organica, 2) tipo de suelo, 3) estacion y

clima, 4) temperatura, 5) circulacion del agua y el aire y 6) pH (Korn & Kutzner, 1992).

La ocurrencia de los estreptomicetos en otros micrositios ha sido reportada en el tracto
intestinal de las lombrices de tierra y de los insectos (como la mosca de San Marcos, el
milpiés, las cochinillas y las termitas) y en la rizésfera de algunas plantas (Korn & Kutzner,

1992).

En el mar los estreptomicetos se han aislado del suelo tanto en la zona litoral como en
el mar profundo (Korn & Kutzner, 1992). La profundidad y la zona de muestreo parecen
ser las caracteristicas mas importantes que limitan la presencia de los actinomicetos en el

mar:

e Elradio de actinomicetos incrementa con la profundidad.
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e Los estreptomicetos se han encontrado en mayores cantidades en regiones menos
profundas.
e La distribucion horizontal y vertical esta correlacionada con la barotolerancia, la

halotolerancia y el psicrofilismo (Korn & Kutzner, 1992).

Los estreptomicetos desempefian un papel importante en la mineralizaciéon. Son
flexibles desde el punto de vista nutricional, y pueden degradar sustancias resistentes como
compuestos aromaticos, latex, lignina, pectina, queratina y quitina, lo cual indica un
impacto en la biorremediacion que estos organismos pueden tener en el ambiente (Prescott

etal., 1999).

Especies del género Streptomyces se determinan mediante una mezcla de
caracteristicas morfoldgicas y fisiologicas incluyendo las siguientes: a) el color de los
micelios aéreos y de sustrato, b) la disposicion de las esporas, c¢) las caracteristicas
superficiales de la espora, d) la utilizacion de carbohidratos, e) la produccion de
antibiodticos, f) la sintesis de mielina, g) la reduccion de nitrato, y h) la hidrélisis de la urea
y acido hiptrico (Prescott et al., 1999). Sin embargo, para prevenir la sobreespeciacion, es
necesario usar tanto métodos moleculares y quimiotaxonémicos. Los primeros incluyen la
tipificacion con fagos, hibridacion DNA-DNA, comparacion de los patrones de proteinas
ribosomales, analisis de fragmentos de restriccion de baja frecuencia (Anderson &
Wellington, 2001), RFLP 16S-ITS fingerprinting (Lanoot et al., 2005), Box PCR (Lanoot
et al., 2004 y Huang et al., 2004), electroforesis en gel de poliacrilamida en presencia de
SDS de las proteinas celulares (Lanoot et al., 2002) y la comparacion de las secuencias de
16S y 23S rRNA (Anderson & Wellington, 2001) y los segundos incluyen tnicamente

estudios sobre la composicion de la pared celular.

La comparacion de las secuencias del rRNA es una herramienta particularmente
poderosa en la sistematica de las bacterias. Las comparaciones de secuencias de rRNA
también han sido utiles para responder a preguntas sobre la transferencia horizontal de
genes dentro de los microorganismos. Estos genes son altamente conservados dentro de las

bacterias. Tres regiones dentro del gen rRNA 16S han sido estudiadas y estas presentan
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suficiente variacion de secuencia dentro del género Streptomyces (regiones o, B y 7;
Anderson & Wellington, 2001). Los genes 23S y 5S rRNA asi como secuencias proteicas
ribosomales han sido usados para investigar relaciones de especies dentro del género
Streptomyces. La comparacion de secuencias de genes especificos también ha sido aplicada
a la investigacion de relaciones de grupos especificos de los estreptomicetos como son los
productores de antibioticos. Los genes especificos pueden ser investigados por diferencias
a nivel de nucle6tidos usando ya sea el analisis de restriccion o monitoreando la movilidad
del producto usando técnicas especializadas de electroforesis en gel (Anderson &

Wellington, 2001).

La reaccién en cadena de la polimerasa (Polymerase Chain Reaction, PCR, del
inglés) es un método para sintetizar grandes cantidades de un segmento especifico de DNA
a partir de cantidades inferiores a 1 pg del DNA de muestra (y en teoria a partir de una sola
molécula de DNA). El PCR multiplica (amplifica) exponencialmente una secuencia
especifica de DNA bicatenario. Comprende varios ciclos divididos en tres etapas: 1)
desnaturalizacion, 2) hibridacion y 3) extension del cebador (Figura 5). Lo anterior se
resumen de la siguiente manera: primero se desnaturaliza el DNA por calor (aprox. 90 °C),
después se baja la temperatura de modo que los extremos 3’ de las hebras ahora separadas
se puedan aparear con oligodesoxinucledtidos perfectamente complementarios, cuya
longitud sea suficiente (20-30 nucleodtidos) para formar hibridos estables con la molécula
que sirve de plantilla. Estos oligodesoxinucledtidos funcionan como cebadores (primers,
del inglés), de modo que una polimerasa resistente a la desnaturalizacion por calor, la
polimerasa Taq (llamada asi por la bacteria terméfila Thermus aquaticus, de la que se aislo
por primera vez), extiende los extremos 3’ de ambos oligonucleotidos utilizando las hebras
del DNA bicatenario como plantilla, proceso que se conoce como extension del cebador o
primer. Una ultima desnaturalizacion pone fin a un ciclo y da comienzo al siguiente. Al
cabo del primer ciclo se obtienen dos moléculas bicatenarias del acido nucleico original. El
ciclo anterior se repite muchas veces (el numero 6ptimo es de 20 a 50 veces en un PCR
tipico), sin afiadir mas enzima y usando las moléculas obtenidas en el ciclo anterior como
plantilla. De esta forma se produce un aumento exponencial del nimero de copias de la

secuencia especifica igual a 2", donde n es el niimero de ciclos. Varios factores son criticos
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para el PCR: la concentracion de nucledtidos, la especificidad y la longitud de los
cebadores (entre 18 y 30 bases) y la concentracion del i6n magnesio. Por sus caracteristicas
intrinsecas, el método es extremadamente sensible a la presencia de moléculas de DNA
contaminante, que puede dar lugar a amplificaciones inespecificas (aparicion de falsos

positivos; Saladrigas et al., 2005).
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El PCR anidado o interno es una técnica que conlleva dos reacciones sucesivas en la
cadena de la polimerasa, con dos pares de cebadores distintos, de tal modo que los
cebadores utilizados en el segundo PCR (interno) flanquean una region genomica
amplificada en la primera reaccion en cadena (externo). El método del PCR anidado se
utiliza sobre todo cuando se tienen pequefnias cantidades del DNA de interés o cuando se
quieren evitar las amplificaciones inespecificas que a veces se observan con el PCR clésico,
dado que en cada etapa se realiza un nimero menor de ciclos (el PCR de muchos ciclos
conllevan a menudo errores de lectura y de sintesis, debido, entre otras cosas, a la falta de
fidelidad de la Taq polimerasa). Ademas, si el producto del primer PCR es el resultado de
una amplificacion inespecifica, el segundo par de cebadores internos no reconocera la
secuencia complementaria, y por consiguiente no habra amplificacion (Saladrigas et al.,

2005).

La cromatografia en capa fina para el andlisis del acido diaminopimélico es una
técnica importante en la clasificacion de los actinomicetos que permite separar
taxonémicamente los estereoisomeros del acido diaminopimélico (DAP). La presencia de
acido LL-diaminopimélico es una huella especifica que permite la identificacion de algunos
géneros bacterianos incluyendo a Streptomyces. El procedimiento consiste en la hidrolisis
de las células bacterianas para la obtencion de los aminoéacidos de la pared celular. En la
placa cromatografica es posible ver los puntos del DAP en una gama de colores del gris,
verde y amarillo con el isémero L siempre moviéndose adelante del isomero meso. Los
aminodcidos aparecen morados o rojos y migran delante de los puntos del DAP (Staneck &

Roberts, 1974).

El secuenciamiento del DNA es la determinacion del orden de bases en una molécula de
DNA. Existen dos métodos: la degradacion quimica (Maxam-Gilbert) o la sintesis
enzimdtica de la region a secuenciar (Sanger). Un gran avance se ha logrado en la técnica
de secuenciacion con la introduccioén de equipos automatizados los cuales son usados para
separar productos de las reacciones de secuenciacion, detectar y colectar (via computadora)
la informacion de estas reacciones, y analizar el orden de las bases para automaticamente

deducir la secuencia de las bases del fragmento de DNA (Hardin, 2001).
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Aunque la mayoria de los estreptomicetos son saprofitos no patégenos, unos pocos
de cllos se asocian a enfermedades de plantas y animales. Streptomyces scabies y S.
caviscabies (Prescott et al., 1999), S. acidiscabies (nombrado asi por su capacidad de
producir la enfermedad inicamente en suelos con bajo pH) y S. turgidiscabies (Loria et al.,
2007) causan la rofia (lesiones y tumores en los vegetales causados por la produccion de un
metabolito secundario inhibidor de la biosintesis de la celulosa (llamado Thaxtomin) de las
patatas y remolachas; Loria et al., 2007). Streptomyces somaliensis (Skerman et al., 1980) y
S. sudanensis (Quintana et al., 2007) son los tnicos estreptomicetos patégenos conocidos
para el ser humano. Se asocian con el actinomicetoma, una infeccion en los tejidos
subcutaneos que produce lesiones y conduce a abscesos, tumefaccion e incluso destruccion
6sea cuando no es tratada (Prescott et al., 1999). También existen reportes de micetomas
subcutaneos en felinos y delfines producidos por Streptomyces griseus (Koneman et al.,
1999).

Los estreptomicetos son mejor conocidos por sintetizar una extensa variedad de
antibioticos. Son ejemplos la anfotericina B, el cloranfenicol, la eritromicina, la
estreptomicina, la neomicina, la nistatina y la tetraciclina (Cuadro 2). Para entender la
importancia de la produccion de antibidticos por Streptomyces basta con saber que el
nimero total de antibidticos producidos por bacterias y hongos es de 10000. Los
actinomicetos son responsables de la tercera parte de ese nimero y dentro de los
actinomicetos los estreptomicetos ocupan del 70 al 80% de la produccion total de estos
metabolitos secundarios (Challis & Hopwood, 2003). Streptomyces coelicolor es
responsable de la produccion de la mayoria de los antibidticos naturales usados actualmente
en la medicina humana y veterinaria (>65%; Bentley et al., 2002). La produccion de
antibioticos no es esencial para el crecimiento de las bacterias y se empiezan a producir
cuando ha terminado la fase activa de crecimiento, es decir, cuando el productor estd
entrando en una fase reproductiva o durmiente (Prescott et al., 1999). Su gama de actividad
biologica es amplia, incluyendo la inhibicién y la defensa para con otros microorganismos,
efectos toxicos hacia otros organismos multicelulares, plantas o animales (esto es coherente

si entendemos que los estreptomicetos son bacterias sin movilidad, por lo que el estrés no
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puede ser evitado sino que tiene que ser combatido; Challis & Hopwood, 2003). A pesar de
lo anterior, la producciéon de antibidticos, no s6lo esta relacionada con la defensa y la
competencia por recursos sino también esta involucrada en la comunicacion entre células y
colonias bacterianas. Incluso los antibioticos pueden inducir cambios complejos en la
expresion de genes de las bacterias lo cual es un factor de suma importancia en la medicina
y en los posibles cursos que las enfermedades infecciosas pueden tomar (Hoffman et al.,

2007).

Un ejemplo de lo anterior son los biofilms que son comunidades microbianas que se
adhieren y crecen en superficies solidas, generalmente en contacto con una fase liquida.
Los biofilms bacterianos pueden formar estructuras complejas, consistentes en una matrix
con canales de agua que permiten el transporte e intercambio de nutrientes y productos de
desecho entre el mismo biofilm y el ambiente. Algunas poblaciones bacterianas de estos
biofilms pueden producir antimicrobianos que les funciona como un mecanismo de
competencia o defensa contra otras bacterias. Un factor que adhiere complejidad a las
interacciones dentro de un biofilm es el quorum sensing definido como una comunicacion
entre las células relacionadas por su densidad de una o de distintas especies por medio de
pequeiias moléculas sefalizadoras difusibles. El quorum sensing puede controlar la
produccion de compuestos antibacterianos, como los antibidticos o las bacteriocinas
(Moons et al., 2006). Muchos de estos biofilms protegen a otros seres vivos (por ejemplo el
alga Ulva Lactuca) contra la colonizacion de otras bacterias que pudieran resultar dafiinas

(Rao et al., 2005).

Debido a su importancia en la produccion de metabolitos, los estreptomicetos han
sido llevados hacia los proyectos de secuenciacion del genoma. La secuenciacion del
genoma completo de estos microorganismos es de vital importancia para el descubrimiento
de nuevos compuestos bioactivos y antibidticos, para el entendimiento de principios
bioquimicos y evolutivos y para la genética molecular (Janssen et al., 2005). El genoma
completo de S. coelicolor fue publicado en el 2002. En esa fecha era el genoma bacteriano
mas grande conocido (Bentley et al., 2002). La secuencia gendomica de S. avermitilis fue

completada en 2003 siendo el primer genoma secuenciado de un microorganismo de uso
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industrial (produce las avermectinas, un grupo de agentes antiparasiticos usados en la

medicina humana y veterinaria; Ikeda et al., 2003).

Gefiromicina Acido clavulinico

G

=
I

Geldanamicina N™ "NH;

HO,, +OH
HN

N
%y o

*HE

HDNH2 ] L-INHMe

CH,

Dexorubicina
H,

Daunorubicina Estreptomicina

Cuadro 2. Estructuras quimicas de metabolitos secundarios producidos por miembros del género

Streptomyces (Bringmann et al., 2005; Raven et al., 2003; Rascher et al., 2002; Lomovskaya et al.,
1998).

2.3 Aislamiento selectivo de miembros del género Streptomyces

Para el aislamiento de microorganismos se recomienda seguir los siguientes pasos
(Korn & Kutzner, 1992):

1. Medio de enriquecimiento y/o selectivo
Escoger el material (o muestra) que se considera que contiene los microbios
Enriquecimiento y/o pre-tratamiento de la muestra

Condiciones de incubacion especificas

A

Seleccidn y purificacion de microorganismos
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Un punto importante a considerar dentro del aislamiento selectivo, es la meta a cumplir y

en ésta podemos encontrar:

1. El andlisis global de los microorganismos que habitan en diferentes nichos
ecologicos

2. El aislamiento de especies especificas en un héabitat determinado

3. El aislamiento de especies directamente productoras de un nuevo metabolito

secundario.

La distribucion espacial de los microorganismos y la interaccion fisico-quimica de
los propagulos bacterianos afecta directamente su recuperacion y aislamiento. Lo anterior,
especialmente cuando se wusan métodos tradicionales y/o un sustrato ambiental
particularmente complejo. Generalmente la dispersion de los propagulos se realiza agitando
el suelo o muestra ambiental en un diluyente liquido, cominmente agua o buffers suaves
como la solucion de Ringer. Es muy importante dispersar los agregados porque muchas
bacterias, principalmente las que pueden tener un crecimiento micelar, quedan atrapadas
entre las particulas agregadas. Procedimientos para promover la disociacion de
microorganismos de particulas de materia incluye ademas del uso de los buffers (antes
mencionados) otros diluyentes, agentes quelantes, elutriacion, e incluso, la ultrasonicacion.
Sin embargo y aun con el mejoramiento y desarrollo de nuevas técnicas para el aislamiento
selectivo, estas técnicas muestran problemas en cuanto a la cuantificacion y

representatividad de la muestra (Rodriguez, 2004).

El enriquecimiento de la muestra puede realizarse a través de la adicion de algunos
compuestos quimicos, como el carbonato de calcio (CaCO3;), secando la muestra (por aire),
haciendo una proporcion 10:1 w/w con el CaCOs e incubando la mezcla a 26° C por un
periodo de 7 a 9 dias en una atmdsfera saturada con agua. Otro procedimiento es la adicion
de quitina a la muestra lo que tiene un efecto estimulante sobre los actinomicetos y evita el

desarrollo de ciertos hongos (Korn & Kuzner, 1992).
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Las esporas de los actinomicetos son muy a menudo resistentes a la desecacion por
lo que secar las muestras de suelo puede incrementar significativamente las posibilidades
de aislar esporoactinomicetos. La resistencia a la desecacion es cominmente acompanada
por un grado de resistencia al calor, por lo que el suelo puede ser calentado a més de 100°C
para reducir el nimero de bacterias no deseadas, aunque también calentar la muestra reduce

el nimero de esporoactinomicetos que se pueden recuperar (Rodriguez, 2004).

La filtracion por membrana es otro procedimiento ampliamente usado para el
aislamiento de estreptomicetos ya sea de agua de mar y/o de sedimento. Colonias de
microorganismos se desarrollan entre los poros y los estreptomicetos forman colonias
visibles después de dos semanas, mientras que otras bacterias y hongos quedan debajo de la
membrana (Korn & Kutzner, 1992). Existen algunos tratamientos quimicos o biologicos
que incluyen el uso de fenol, que en una suspension densa de suelo (1.4% por 10 minutos)
es efectivo eliminando bacterias y hongos sin afectar a los estreptomicetos (Korn &

Kutzner, 1992).

Muchos medios no selectivos han sido recomendados para el aislamiento de
estreptomicetos neutrofilicos. Muchos de estos contienen glucosa, glicerol, manitol almidon
como fuentes de carbono y arginina o asparagina como fuentes de nitrégeno; la quitina ha
sido frecuentemente usada como fuente de carbono y nitrogeno (Rodriguez, 2004). En la
Tabla 2 se pueden observar algunos de estos medios. La habilidad de los estreptomicetos de
crecer en medios muy pobres como el agar agua, puede usarse como un procedimiento
alternativo. Otros nutrientes han sido también utilizados para su aislamiento. Algunos de
éstos son degradados por ciertos microorganismos produciendo zonas visiblemente mas
claras que otras en el medio. El colesterol, la pectina, el plastico, el poli-B-hidroxibutirato y
el sulfuro elemental son algunos ejemplos, siendo la pectina y el poli-B-hidroxibutirato los

mas frecuentemente utilizados por los estreptomicetos (Korn & Kutzner, 1992).
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Tabla 2. Medios selectivos y no selectivos usados para el aislamiento de estreptomicetos neutrofilicos.

Mayor constituyente Agente inhibidor
No selectivo

Agar Arginina-glicerol-sales minerales Ninguno

Agar Quitina coloidal-sales minerales Ninguno

Medio mineral complejo Cicloheximida y nistatina

Agar glucosa-extracto de levadura- Cicloheximida

extracto de malta

Agar glicerol-caseina-sales minerales Ninguno

Agar nutritivo de mediana fuerza Cicloheximida

Selectivo

Agar almidon-caseina-sales minerales Cicloheximida y nistatina

Agar almidon-sales minerales Bacitracina, penicilina y polimixina
Agar almiddn-caseina-agua dulce Cicloheximida

Agar almidén-caseina-cloruro de sodio- Cicloheximida, aerosporina, nistatina y

sales minerales penicilina

Fuente: Rodriguez, 2004.

Es dificil saber que antibidticos o combinaciones de antibidticos pueden ser mas
efectivos para el aislamiento de actinomicetos. En este sentido, ha sido aplicado con cierto
éxito determinar los patrones de sensibilidad de antibidticos de taxones especificos, para
después proveer al medio de cultivo con los antibidticos que inhiban a las bacterias no
deseadas pero que no afecten y/o estimulen a los actinomicetos. La Tabla 3 muestra los
antibidticos principalmente utilizados en medios selectivos para el aislamiento de algunos
actinomicetos. Se ha reportado que los compuestos que menos inhiben a los actinomicetos
son el sulfato de polimixina B y la penicilina de sodio. Estos compuestos junto con agar
almidon caseina resultan un medio de aislamiento efectivo para estreptomicetos, ya que el
medio en conjunto con los antibidticos no permite el crecimiento de bacterias no deseadas
dando como resultado platos “limpios” apareciendo unicamente aquellas colonias de

estreptomicetos identificables facilmente (Rodriguez, 2004).
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Tabla 3. Medios de aislamiento selectivo para actinomicetos.

Agente selectivo Organismos blanco

Hipurato Nocardioides spp.

Neomicina y oxitetraciclina Streptoverticillium spp. (ahora
Streptomyces)

Rifampicina Actinomadura spp.

Tetraciclina Nocardia asteroides

Rafinosa e histidina Streptomyces chromofuscus

Streptomyces cyaneus
Streptomyces rochei
Melibiosa y penicilina Streptomyces cyaneus

Dextran y cloruro de sodio Streptomyces violaceoruber
Fuente: Rodriguez, 2004.

La mayoria de los estreptomicetos son neutrofilicos, por lo que el medio de
aislamiento debe ser ajustado a un pH de 7.0 a 7.5. Para los organismos acidofilicos se debe
ajustar el pH a 4.5, mientras que para estreptomicetos alcalofilicos el pH debe ser ajustado
entre 10 y 11. Los organismos marinos crecen a una temperatura entre 15 y 20° C. Los
estreptomicetos autoctonos de suelos se sabe son mesofilicos y son incubados a una
temperatura promedio de 28°C. Organismos termotolerantes y termofilicos son aislados a
temperaturas mayores (45-55°C). Mientras los termofilicos forman colonias de 2- 5 dias,
los mesofilicos lo hacen entre 7 y 14 dias. Organismos psicrofilicos y marinos pueden
necesitar hasta 10 semanas para la formacion de colonias en los platos de aislamiento (Korn

& Kutzner, 1992).

Los estreptomicetos son organismos quimioorganotroficos y sélo necesitan una
fuente de carbono organico para su crecimiento (como el almidon, glicerol, glucosa y

lactato), una fuente de nitrégeno inorganico (como NH4 o NO;) y algunas sales minerales.
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Para obtener un crecimiento mdas rapido son necesarios medios mas complejos que
contengan por ejemplo avena, extracto de levadura y/o extracto de malta. Otros medios
combinan una fuente de carbono organico con un solo aminodcido como fuente de
nitrogeno (como el acido glutaminico, arginina y asparagina). Un medio para aislar
estreptomicetos debe de permitir completar su ciclo de vida, es decir, la germinacion de las
esporas, crecimiento del substrato y del micelio aéreo y la formacion de esporas; el ultimo
es indicado macroscopicamente por la aparicion de una gama de colores tipicos de las

esporas en masa (Korn & Kutzner, 1992).

2.4 Planteamiento del problema

Lo que actualmente conocemos acerca de la biodiversidad microbiana es una
minima parte de lo que conforma la riqueza y variedad de estos organismos en nuestro
planeta. Los océanos representan la mayor superficie del planeta (>70%), por lo que son
una fuente inexplorable de gran potencial para la busqueda de nuevos microbios y de
nuevos bioproductos que estos pudieran tener la capacidad de producir. México es un pais
megadiverso (ocupa el tercer lugar entre los paises con mayor diversidad biologica) (Retana
& Lorenzo, 2002) no sélo en su terreno emergido sino también en sus ricas aguas del Golfo
de México, del Pacifico y del Caribe. Algunos microorganismos marinos han mostrado
tener adaptaciones a este ecosistema, un hecho que definitivamente los hace distintos
(desde un punto de vista metabodlico) a aquellos de ambientes terrestres. Estas diferencias
radican no sélo en la informacion genética que seguramente acarrean, sino también en los
métodos de aislamiento que deben ocuparse para recuperarlos. Existe, por tanto, una gran
necesidad de probar diferentes métodos de aislamiento y deteccion de microorganismos
marinos. Debido a lo poco que se conoce sobre la diversidad microbiana podemos asumir
que aun no hemos llegado a conocer todos los productos que los microorganismos pudieran
ofrecer para la salud y bienestar de otros seres vivos, en particular para los seres humanos.
Nos corresponde a nosotros, explorar y analizar la diversidad microbiana de nuestros mares
y océanos con el fin de ampliar el conocimiento cientifico, con particular énfasis en grupos
microbianos cuyas contrapartes terrestres se sabe que son productores prolificos de

compuestos de interés comercial.
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2.5 Objetivo general

Aislar e identificar miembros del género Streptomyces a partir de muestras de

sedimento del Golfo de California y establecer su posicion taxondomica

2.6 Objetivos particulares

e Extraer DNA de sedimentos del Golfo de California y detectar la presencia de

estreptomicetos.

e Analizar la riqueza de actinomicetos, y en particular de estreptomicetos, en

sedimentos del Golfo de California (Pacifico Mexicano)

e Realizar un estudio comparativo entre algunos estreptomicetos terrestres y marinos

y establecer su filogenia.

2.7 Hipotesis

Actinobacterias marinas aisladas del Golfo de California inmersas en un ambiente de

condiciones extremas, especificas y muy distintas al ecosistema terrestre, es factible que

formen un nuevo nucleo taxonémico en el arbol filogenético del género Streptomyces
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3. MATERIALES Y METODOS

En el presente trabajo se realizaron estudios microbioldgicos y moleculares para el
aislamiento e identificacion de miembros del género Streptomyces. En términos generales,
la parte microbiologica consistid: A) en el aislamiento selectivo con cuatro diferentes
medios de cultivo, la purificacion de los aislados, la extraccion de su material genético
(DNA), la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) del DNA extraido, el
secuenciamiento del gen rRNA 16S y su posterior andlisis filogenético, mientras que la
parte molecular consistio: B) en la extraccion del DNA presente en los sedimentos marinos
para establecer por medio de PCR utilizando primers tanto especificos como universales la
presencia de miembros del género Streptomyces. La representacion grafica de lo
desarrollado en este proyecto se muestra en la Figura 6, asi como a la vez se desglosan cada

uno de los pasos realizados.
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3.1 Camparnia oceanografica (DIPAL I)
Area de estudio: Golfo de California
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3.2 Toma de muestras

3.3. Estudio molecular
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3.4 Estudio microbioldgico
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/
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agua marina
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(Monciardini et al., 2002)

3.3.3 PCR primers especificos para
Streptomyces: SmMGF Sm5R;

3.1 Campafia oceanogréfica y area de estudio

N

3.4.2 Purificacién de
colonias

3.4.3 Extraccion de DNA

3.4.4 PCR primers
universales 16S: 27f y 1525r

3.4.5 Secuenciamiento

3.4.6 Elaboracion de arboles
filogenéticos

Figura 6. Representacion grafica de la metodologia aplicada durante el desarrollo del proyecto.

Las muestras de sedimento marino fueron colectadas durante la campana
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oceanografica DIPAL-I a bordo del buque oceanografico “El Puma” perteneciente a la
Universidad Nacional Autonoma de México (Figura 7). El lugar de muestreo fue el Pacifico
mexicano, en la zona del Golfo de California o Mar de Cortés, y se seleccionaron 3
muestras pertenecientes a las estaciones de muestreo E24, E48 y E77, las cuales se

colectaron a una profundidad de 317, 290 y 310 metros de profundidad respectivamente.

Rafinosa-histidina con/sin




Las fechas de recoleccion de estas muestras fueron el 24, 26 y 28 de febrero de 2006

(Figura 8).

Figura 7. Buque oceanografico “El Puma”.
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Figura 8. Zona y localizacion de las estaciones de estudio en el Pacifico mexicano.

3.2 Toma de muestras

La colecta de sedimento marino se realizdo por medio de un nucleador de caja tipo
Reineck (Figura 9) y la muestra se tomo6 de la parte superior del sedimento extraido y se
transfirio a tubos estériles de 50 ml (Falcon, USA). Las muestras fueron tomadas de forma
rapida en un angulo de 45° con respecto al sedimento, utilizando unicamente el tubo para
introducir el sedimento dentro de ¢él (Figura 10). Las muestras se mantuvieron en
congelacion (-20 °C) durante el periodo de toda la campana oceanografica, durante su

traslado al laboratorio y en el laboratorio durante su almacenamiento.
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Figura 9. Nucleador de caja tipo Reineck.

Figura 10. Técnica de la toma de muestra en la draga Birge Ekman.

3.3 Estudio molecular

3.3.1 Extraccion de DNA de los sedimentos marinos
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Para obtener DNA de los sedimentos se utilizo el Kit PowerSoil™ DNA Isolation
Kit (MOBIO Laboratorios, Inc.) siguiendo las instrucciones del fabricante. EI

procedimiento se detalla a continuacion:

1. Se pesaron y se agregaron en 3 tubos estériles, 0.25 gramos de cada una de
las muestras, los cuales se centrifugaron por 5 segundos para quitar el exceso
de liquido. Se asegur6d que después de quitar el liquido con la ayuda de una
micropipeta (Gilson, Francia), el peso del sedimento no cambiara (en caso

de variacion en el peso se agregd muestra hasta obtener el peso deseado).

2. Se transfirié el sedimento a tubos PowerBead que se incluyen en el Kit.
Estos tubos contienen el buffer que ayuda a separar las particulas del suelo,
disuelve 4cidos humicos y protege a los 4cidos nucleicos de no degradarse.
Ademas contiene materiales solidos que ayudan a romper los propagulos.
Los tubos se pusieron en un vortex (Daigger, Vortex Genie 2, EUA) por 5

segundos.

3. Se agreg6 a cada uno de los tubos 60 pl de la solucién C1 la cual contiene
dodecil sulfato de sodio (SDS) y otros agentes de disrupcion requeridos para
completar la lisis celular. EI SDS es un detergente aniénico que rompe los
acidos grasos y los lipidos asociados a la membrana celular de varios
organismos. Los tubos se mezclaron durante 10 minutos a maxima velocidad

con la ayuda de un vortex.

4. Se centrifugaron los tubos durante 30 segundos a 10000 x g. El sobrenadante

se transfirio a tubos de 2 ml (aproximadamente 400-500 pl).
5. Se agregaron 250 pl de la solucién C2 a cada uno de los tubos y se

mezclaron en el vortex por 5 segundos mas, después se incubaron en hielo

por 5 minutos. La solucion C2 contiene un reactivo para precipitar el DNA
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10.

11.

no organico y el material inorganico incluyendo las sustancias humicas,
desperdicio celular y proteinas. Remover estos materiales es importante para

aumentar la pureza de nuestro DNA final.

Se centrifugaron los tubos por 1 minuto a 10000 x g. Se transfirio

aproximadamente 600 pl del sobrenadante a nuevos tubos de 2ml.

Se agregaron a cada tubo 200 ul de la solucion C3 y nuevamente se
mezclaron en el vortex por 5 segundos, posteriormente se incubaron en hielo
por 5 minutos. La solucién C3 es otro reactivo que tiene el mismo objetivo

que la solucion C2.

Se centrifugaron los tubos por 1 minuto a 10000 x g cuidando no tomar la
pastilla retenida en el fondo del tubo y se transfiri6 el sobrenadante a nuevos

tubos de 2 ml (aproximadamente 600 pl).

Se agregaron 1200 ul de la soluciéon C4 a cada uno de los tubos y se
mezclaron en el vortex por 5 segundos. La solucion C4 tiene una alta
concentracion de sales, lo cual ayuda a que el DNA se una fuertemente al
silice contenido en una membrana que ayuda a retener el material genético y

desechar los contaminantes.

Se agregaron aproximadamente 600 pl del sobrenadante de cada uno de los
tubos a los filtros proporcionados en el Kit y se centrifugaron a 10000 x g

por 1 minuto.
El liquido filtrado se desechd y nuevamente se agregaron 600 upl del

sobrenadante restante, se centrifugé a 10000 x g y se desech6 nuevamente el

liquido filtrado.
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12.

13.

14.

15.

Se repitio el paso anterior para un total de 3 cargas en cada uno de los tres

filtros utilizados.

Se agregaron 500 pl de la solucion C5 a cada uno de los filtros y se
centrifugaron por 30 segundos a 10000 x g. Se desecho el liquido filtrado.
La solucion C5 contiene etanol que ayuda a limpiar el DNA que queda unido
a la membrana del filtro, quitando sales residuales, acidos hiimicos y otros

contaminantes.

Los filtros se centrifugaron nuevamente por 1 minuto a 10000 x g. Los
filtros se transfirieron a nuevos tubos de 2ml y se agregaron 100 pl de la
solucion C6 exactamente en el centro de la membrana. Esta tltima solucion

es un buffer que permite que el DNA se libere de la membrana de silice.

Se centrifugaron los tubos durante 30 segundos a 10000 x g. Se desecharon
los filtros y el liquido recuperado correspondiente al DNA de los organismos
presentes en el sedimento marino se resuspendio y se mantuvo a -20°C hasta

Su uso.

3.3.2 PCR con primers universales

Para revisar la integridad y presencia del DNA extraido, se realizd una electroforesis

en gel de agarosa al 1%.

3.3.2.1 Preparacion del gel del agarosa

Se disolvieron 2.5 g de agarosa en 250 ml de amortiguador Tris-acido borico-EDTA (TBE)
1X (ver Apéndice) y con la ayuda de una parrilla de calentamiento con agitacion constante
se mezclaron y la agarosa se disolvido completamente (el liquido se tornd transparente). Se
agregaron 0.75 pl de bromuro de etidio (10 mg/ml) para la tincion del gel y se virtid la

agarosa en la camara de electroforesis. Una vez polimerizado el gel (aproximadamente en
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45 minutos) se retiraron los peines para inmediatamente cargar las muestras como se

muestra en la siguiente figura:

9 Pozos que son
cargados con las i, Camars de slecroforesis y 3 fusnis de
mussras poder

Figura 11. Esquema general para realizar la electroforesis en gel de agarosa.
Fuente: http://a32.lehman.cuny.edu/molbio_course/agarosel.htm
Septiembre, 2007.

Antes de cargar las muestras se agregd a la camara de eletroforesis, amortiguador
TBE 1X. Una vez cargadas las muestras y el marcador molecular (Bioline, EUA) se

conectaron los electrodos a la fuente de poder (100 V, 35 minutos).

Las muestras para la electroforesis se prepararon como sigue: aproximadamente 4ul
de buffer de corrida (Bioline, USA) formando una gota por cada muestra y en cada una de
las gotas del buffer se agregaron 4 pl del DNA. Las muestras fueron previamente

descongeladas y resuspendidas. Una vez mezcladas cada una de las gotas de buffer de

44



corrida con aquellas de DNA, se cargd cada una de ellas en su pozo correspondiente en el
gel de agarosa. Transcurridos 35 minutos de corrida, el gel se observd con un
transiluminador de luz ultravioleta (ProbioTek, México) para confirmar la presencia de

DNA en las muestras.

Una vez comprobada la presencia de DNA, se realizé un PCR anidado (Reaccion en
Cadena de la Polimerasa anidada) para amplificar exclusivamente el gen del 16S rRNA
bacteriano con los primers universales 27f [S'-GAGTTTGATCCTGGCTCAG-3"] y 1525r
[S"-AGAAAGGAGGTGATCCAGCC-3"] (Rainey et al., 1996). La mezcla de PCR de

cada uno de los tubos se describe en la siguiente tabla.

Tabla 4. Mezcla, concentracion y cantidades de los componentes de PCR.

Buffer NH4
(5X) (Bioline, Sul
EUA)
MgCl, [50mM]
1.5l
(Bioline, EUA)
dNTPs [10mM]
1.25 ul
(Bioline, EUA)
Primer 1
0.5 ul
(27f) [20mM]
Primer 2
0.5 ul
(1525 r) [20mM]
DNA 0.5-0.7 ul
Tag polimerasa
b 0.2 ul
(Bioline, EUA)
H,O hasta obtener un volumen final de
50 pl
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El programa de PCR se llevo a cabo en un termociclador (Eppendorf, EUA) y
consistio en 35 ciclos de 95°C por 10 minutos (“hot-start™”), 95°C por 1 minuto, 55°C por 1
minuto y 72°C por 1 minuto. El producto de PCR de cada muestra se examind por medio
de una electroforesis en gel de agarosa al 1% con el mismo procedimiento mencionado
anteriormente (pag. 43). Se obtuvo una banda de aproximadamente 1500 bp que representa

la amplificacion del material genético bacteriano presente en el sedimento.

3.3.3 PCR con primers especificos para el genero Streptomyces

Los genes amplificados del 16S rRNA por medio del primer PCR, fueron utilizados
como templete para un segundo PCR, en donde los componentes para el cocktail fueron los
mismos que se mencionan en la Tabla 4, exceptuando que los primers en este caso son
especificos para miembros del género Streptomyces. Los primers utilizados fueron aquellos
descritos anteriormente por Monciardini et al. (2002), Sm6F [5-GGTGGCGAAGGCGGA-
3] y Sm5R [5-GAACTGAGACCGGCTTTTTGA- 3"]. Las condiciones del programa de éste
PCR fueron 95°C por 10 minutos, 94°C por 45 minutos, 65° C por 45 segundos y 72°C por
1 minuto. Los productos obtenidos se identificaron por electroforesis en gel de agarosa al
1% con la técnica descrita anteriormente. En este gel se pudo determinar la presencia de
estreptomicetos por la banda caracteristica amplificada con el material genético de las

muestras de sedimento (650 bp).

3.4 Estudio microbioldgico

Los estudios microbioldgicos consistieron en la preparacion de cuatro diferentes
medios de cultivo, el aislamiento, resiembra y purificacion de estreptomicetos del Golfo de
California, asi como su identificacion molecular por medio de arboles filogenéticos para

establecer la posicion taxonomica de los aislados.

3.4.1 Aislamiento selectivo
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Las muestras de sedimento se descongelaron y se realizaron 2 diluciones para la
siembra en los medios de cultivo. 10° correspondiente a 1 gramo de muestra en 9ml de agua
destilada estéril y 10™" correspondiente a 1 ml de la dilucion 10° en 9 ml de agua destilada
estéril. Para el aislamiento de actinomicetos se utilizaron 2 diferentes medios de cultivo:
Agar almidon caseina (Okazaki & Okami, 1972) y Agar rafinosa histidina (Vickers et al.,
1984) cuyas formulaciones se enlistan a continuacion. Cada medio se prepard tanto con
agua destilada como con agua marina (Instant Ocean, EUA) para dar un total de 4
diferentes medios de cultivo, los cuales se esterilizaron en una autoclave a una presion
interna de 103 kPa, y una temperatura de 121°C durante 30 minutos. Los medios se
vaciaron en cajas de Petri estériles que se dejaron solidificar y secar por 24 horas. Para la
siembra en placa se tomaron 100 pl de cada dilucidon con una micropipeta (Gilson, Francia)
los cuales se dispersaron por separado con la ayuda de una varilla acodada de pléstico

estéril (Figura 12).

Formulaciones de los medios de cultivo utilizados en el proyecto:

Agar almidon caseina (Okazaki & Okami, 1972)

Almidén soluble 10g
Caseina 03¢g
Nitrato de Potasio (KNOs) 2g
Fosfato de potasio dibasico (K,HPO,) 2g
Cloruro de sodio (NaCl) 2¢g
Sulfato de magnesio pentahidratado

(MgSO4 7H,0) 005¢
Carbonato de calcio (CaCO3) 0.02¢g
Sulfato ferroso pentahidratado (FeSO4 0.01 g
“TH,0)

Agar I5¢g
Agua destilada 1L
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Agar rafinosa histidina (Vickers et al., 1984)

Rafinosa 10g
L-histidina lg
Sulfato de magnesio pentahidratado 05¢
(MgS0O,4 7H,0)

Sulfato  ferroso  pentahidratado

(FeSO4 '7TH,0) 00ls
Fosfato de  potasio  dibésico le
(K,HPOy)

Agar I5¢g
Agua destilada 1L

Figura 12. Siembra en cajas de Petri.

Fuente: http://www.qgb.fcen.uba.ar/microinmuno/GUIA .htm

Septiembre, 2007.
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Las cajas de Petri se incubaron a 28°C de tres a cinco semanas aproximadamente.
Por las caracteristicas morfologicas (principalmente la presencia de micelio aéreo y
esporulacion) se escogieron 20 colonias presuntivamente de la clase Actinobacteria, las
cuales se considerd presentaban las caracteristicas macroscdpicas tipicas de los miembros

del género Streptomyces.

3.4.2 Purificacion de los aislados

Para el crecimiento y caracterizacion de los estreptomicetos se utilizé el medio agar
Avena (Kiister, 1959) cuya formulacion corresponde a : 20 g de avena comercial y 1 L de
agua destilada. La avena se coci6 en el agua durante 20-30 minutos y se filtré con una
coladera. El liquido obtenido se llevo a un volumen final de 1L con agua destilada. Una vez
que el medio alcanzd la temperatura ambiente se le agregd 1 ml de solucion de sales traza
(Shirling & Gottlieb, 1966) y se ajusto el pH a 7.0. El medio se esterilizo en el autoclave
bajo las condiciones indicadas previamente. Posteriormente el medio se virtid en cajas
Petri. Las colonias seleccionadas como estreptomicetos se resembraron en estas cajas Petri
y se incubaron a 28°C por 4 semanas. El procedimiento anterior se repitié cuantas veces fue
necesario hasta obtener aislados puros. Una vez purificados, se re-sembraron nuevamente
pero esta vez en un medio que no favoreciera la esporulacion. La formulacién del medio de

no esporulacion es la siguiente (Sanglier et al., 1992):

Casaaminodcidos 20g
Almidon soluble 20g
Extracto de levadura 4¢g
Agar 12 ¢
Agua destilada IL

Se ajusto el pH a 7.2, se esterilizé en la autoclave y se vacid en nuevas cajas de

Petri. Una vez sembrados en este medio los estreptomicetos se incubaron a 28°C, durante 2
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semanas. Posteriormente la biomasa de cada microorganismo creciendo en estas placas se

utiliz6 para la extraccion del material genético.

3.4.3 Extraccion de DNA

El método utilizado para la extraccion de DNA de los microorganismos fue una
extraccion fendlica 1:1. Se agregaron 500 pl de buffer Glucosa-Tris-EDTA (GTE; ver
Apéndice) a tubos Eppendor estériles. Se agreg6 0.1 ul de perlas de vidrio a cada uno de los
tubos Eppendorf y a continuacion (en condiciones de esterilidad) se tomo una asada de los
microorganismos a partir de las cajas de Petri en el medio de no esporulacion. Una vez
llena el asa con los microorganismos se introdujo dentro de los tubos depositando todo el
material biologico en ellos. Los tubos se pusieron en un vértex por 15 minutos para romper
las células. Se centrifugaron por 10 minutos a 14,500 rpm. Se transfirié aproximadamente
450 pl del sobrenadante a nuevos tubos y se les agreg6 450 pl de fenol:cloroformo:alcohol
isoamilico (25:24:1, pH 8, 1mM EDTA; Sigma-Aldrich) a cada uno. Los tubos se
mezclaron en el vortex por 3 segundos y se centrifugaron nuevamente por 10 minutos a
14,500 rpm. En los tubos se observaron dos fases; la fase superior se retird con la ayuda de
una micropipeta y se transfirié a nuevos tubos Eppendorf, desechando el tubo que contenia
la parte inferior. Dependiendo del volumen obtenido, se agregd la misma cantidad de
fenol:cloroformo:alcohol isoamilico (25:24:1. pH 8, ImM EDTA; Sigma-Aldrich) y los
tubos se mezclaron en el vortex por 3 segundos y posteriormente se centrifugaron por 10
minutos a 14,500 rpm. Nuevamente la parte superior de las dos fases formadas fue
transferida a nuevos tubos Eppendorf y se desecho el tubo conteniendo la parte inferior. Se
agregaron 500 pl de etanol absoluto (96-100%) frio a cada tubo y posteriormente se
invirtieron 3 veces suavemente. Cuando fue posible, el DNA fue visible después en este
paso (hebras blanquecinas). Los tubos se mantuvieron a 4°C por 24 horas y posteriormente
se retiraron del refrigerador, se centrifugaron por 10 minutos a 14,500 rpm y el liquido se
decantd. El DNA (pastilla) concentrada en el fondo del tubo se lavo agregando 200 pl de
etanol al 70%, este paso se repitid dos veces. En ambas ocasiones después de agregar el
etanol al 70% los tubos se centrifugaron a 14,500 rpm y el liquido se descartd por

decantacion. Para eliminar cualquier residuo de etanol los tubos se secaron invirtiendo el
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tubo sobre papel absorbente durante 4 horas. Después se agreg6 a cada tubo 50 pl de buffer
TE 1X y se dejaron a temperatura ambiente por 30 minutos. La visualizacion del DNA se
realiz6 por electroforesis como se describio previamente (pag. 43). El DNA se congel6 a -

20°C hasta su posterior uso.

3.4.4 PCR con primers universales

Una vez comprobada la presencia de DNA en cada uno de los tubos se realizé un
PCR para la amplificacion del gen 16S rRNA, siguiendo las condiciones de reaccion

mencionadas anteriormente (pag. 42).

3.4.5 Secuenciamiento

El producto de PCR (gen 16S rRNA) obtenido en el paso anterior se purifico
directamente utilizando el Kit de purificacion NucleoSpin Extract Kits (Macherey-Nagel,
Alemania) o el Kit DNA Purification Kit (Qiagen Ltd, Inglaterra) siguiendo las
instrucciones del fabricante. Los productos purificados del gen 16S rRNA fueron
analizados con una electroforesis en gel de agarosa para asegurarse de la presencia de DNA
en las muestras y para estimar las concentraciones del DNA por comparacion de DNA
estandar de concentraciones conocidas. Los productos del gen del 16S rRNA se
conservaron a -20°C hasta que fueron enviados a secuenciar. Se secuenciaron 8
microorganismos. Aproximadamente 2 pg del producto de PCR purificado fue necesario
para cada reaccion de secuenciamiento. El secuenciamiento se llevo a cabo por Macrogen
en la Republica de Corea de acuerdo con la siguiente metodologia: La secuenciacion en
ciclos de los fragmentos del 16S rRNA purificado fue llevado a cabo usando el Kit ABI
PRISM BigDye Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kits con AmpliTaq FS
DNA Polymerase (Applied Biosystems, EUA) de acuerdo con el protocolo del fabricante.
La secuencia completa en longitud de todos los genes del 16S rRNA fue determinada en
ciclos separados de reacciones de secuenciamiento usando los primers oligonucleo6tidos que

se muestran en la Tabla 5.
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Tabla 5. Oligonucleotidos utilizados para el secuenciamiento del gen 16S rRNA.

Primers Secuencia (5°> 3”)* Tamaifio Sitios de unién ° Procedimiento ¢ Fuente

5 3 PCR Seq
MGIf AGAGTTTGATCMTGGCTCAG 20 8 27 * Lane, 1991
MG3f CTACGGGRSGCAGCAG 16 342 357 *  Chun y Goofellow, 1995
MGS5f AAACTCAAAGGAATTGACGG 20 907 926 *  Chun y Goofellow, 1995
1525r AAGGAGGTGWTCCARCC 17 1544 1525 * Lane, 1991

Fuente: Chun y Goodfellow, 1995.

 De acuerdo con Lane, 1991: M= A/C, R= A/G, S= C/G, W=A/T, Y=C/T.

® Numeracion de acuerdo al sistema de numeracion de Escherichia Coli

¢ PCR= primers utilizados en las amplificaciones del gen 16S rRNA, Seq= primers utilizados en el

secuenciamiento en ciclos DyeDeoxy del gen 16S rRNA amplificado

3.4.6 Construccion de arboles filogenéticos

Las secuencias nucleotidicas obtenidas del secuenciamiento fueron visualizadas y
editadas con el programa Chromas que permite observar la secuencia resultante.
Posteriormente la secuencia fue importada en el programa Phydit (que permite alinear en
base a la estructura secundaria del gen 16S rRNA; Maldonado, comunicacién personal).
Para la comparacion de las secuencias obtenidas se recuperaron secuencias de
estreptomicetos a partir de bases de datos de libre acceso (National Center for
Biotechnology Information, NCBI, del inglés, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). Se alinearon
y tomaron en cuenta para este estudio todas las secuencias descritas por Tamura et al.
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). Se compararon las secuencias obtenidas del NCBI con las
secuencias obtenidas de los estreptomicetos aislados de las muestras del Pacifico Mexicano
y se cred una matriz de similaridad entre especies del género Streptomyces y los aislados
del ambiente marino. Se construyeron los arboles filogenéticos con el método del “vecino

mas cercano” (Neighbor-Joining; Saitou & Nei, 1987).
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4. RESULTADOS

4.1 Estudio molecular

Un total de 3 muestras de sedimento marino fueron analizadas y procesadas para la
deteccion de material genético (DNA) de estreptomicetos. La extraccion de DNA de los
sedimentos reveld la presencia de material genético, con el cual se llevo a cabo un PCR
anidado con los primers universales 27f y 1525r (Rainey et al., 1996). Las bandas
caracteristicas del gen 16S rRNA obtenidas de la comunidad bacteriana (de

aproximadamente 1500 bp) se observan en la Figura 13.

El segundo PCR, con primers especificos para el género Streptomyces (SmGF y
SmSR; Monciardini et al., 2002) se realizo a partir del producto amplificado del PCR
anidado. Las bandas obtenidas (aproximadamente 650 bp) pueden observarse en la Figura
14. Esto indica la presencia de estreptomicetos en los sedimentos por métodos moleculares
tanto en la muestra E24 como en la E48. Cabe mencionar que en la muestra E77 no fue

posible amplificar la banda representativa del género Streptomyces.

3000
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e 1500
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900
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Figura 13. Productos de PCR de muestras de sedimento del Golfo de California.
Muestras: 1) E24, 2) E48 y 3) E77, 4) marcador molecular (Bioline, EUA) de 100 bp,
5) control positivo y 6) control negativo.
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Figura 14. Analisis de gel de agarosa para los productos del PCR anidado de muestras de
sedimento para el género Streptomyces.

Muestras 1) E24, 2) E48 y 3) E77, 4) control positivo, 5) marcador molecular (Bioline,
EUA) de 100bp y 6) control negativo.

4.2 Estudio microbiologico

Tres muestras de sedimento del Golfo de California fueron procesadas para el
aislamiento de actinomicetos. Las muestras fueron inoculadas en cajas de Petri con los
medios de cultivo Almidon-Caseina y Rafinosa-Histidina con y sin agua marina
respectivamente. Una examinacién a nivel macroscopico reveld la presencia de miembros
de la clase Actinobacteria, con caracteristicas tipicas como micelio filamentoso, esporas y
coloracion de las colonias. Cabe destacar que en ambos medios de cultivo hubo un
crecimiento bacteriano (presumiblemente de actinomicetos), demostrando asi que ambos
medios en su formulacioén contienen los nutrientes y elementos basicos para el crecimiento
de los miembros de la clase Actinobacteria. Sin embargo, hubo un mayor crecimiento
bacteriano en los medios cuya formulacion contenian agua marina (se observo un numero
mayor de colonias de actinomicetos en los medios cuya formulacién contenia agua marina).
Un total de 20 colonias de actinomicetos fueron purificadas posteriormente en el medio de
cultivo agar avena. Estas 20 colonias correspondian morfoldégicamente a miembros del

género Streptomyces, quimicamente a pared celular tipo I, caracterizada por el acido
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diaminopimélico de forma LL-A;pm y microscopicamente por cadenas de esporas en
espiral, por micelio de sustrato ampliamente ramificado y por coloracion de las colonias.

En la Tabla 6 se enlistan las caracteristicas morfoldgicas de los 20 aislados obtenidos.

La Figura 15 muestra algunos de los platos de aislamiento con los medios Almidén-

Caseina, Rafinosa-Histidina y agar Avena.

Ocho de los veinte aislados en agar avena en cuya formulacion se utilizd agua
marina, se caracterizaron por un mejor crecimiento (el nimero de colonias bacterianas era
visiblemente mayor). Sin embargo, los aislados no demostraron ser dependientes de la
presencia de cloruro de sodio (NaCl) como otros actinomicetos marinos (por ejemplo el
género Salinispora) el cual requiere agua marina para su crecimiento. Esto se prueba
gracias a que tanto en el medio con agua marina como el medio con agua destilada hubo

crecimiento de colonias de presumibles actinomicetos.

Posteriormente los aislados se sembraron en cajas de Petri con un medio de no
esporulacion. EI DNA obtenido a partir de biomasas de los aislados en el medio de no
esporulacion se realizd con éxito y se puede observar la presencia y cantidad del material
genético de los microorganismos en el gel de agarosa de la Figura 16. EI PCR del gen 16S
rRNA con primers universales (27f y 1525r) se muestra en la Figura 17 y las bandas

correspondieron a aproximadamente 1500 pb.

El gen del 16S rRNA de cada uno de los ocho aislados se mandé secuenciar previa
purificacion con el kit QIAquick PCR Purification kit (Alemania) y siguiendo las
instrucciones del proveedor. Las secuencias obtenidas se compararon con aquellas
provenientes del NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). Las secuencias del NCBI
correspondieron a todas las especies del género Streptomyces caracterizadas por Tamura et
al, (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) por lo cual los nuevos aislados pudieron compararse con
todos los miembros terrestres y marinos actualmente conocidos y disponibles en dicha base
de datos. Arboles filogenéticos basados en el método del vecino mas cercano (Saitou &

Nei, 1987) se construyeron con un total de 583 secuencias previo alineamiento manual de
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las secuencias recuperadas del NCBI y 8 aislados. La posicion filogenética de los aislados
se muestra en la Figura 18 y es claramente visible que los nuevos aislados del Golfo de
California se separan de todas las especies validamente descritas del género Streptomyces,
formando un nuevo nucleo taxonémico. Los aislados 28a-33-6, 28a-33-5, 28a-34-4 y 28a-
33-3 se agrupan mas cercanamente entre ellos que con los aislados 28a-5-1, 28a-34-3, 28a-
41-2 y 28a-33-2. Pero ambos grupos se parecen mas entre ellos que entre las especies de
Streptomyces. Los estudios comparativos mostraron claramente que éstos aislados forman
un subgrupo distinto dentro del arbol filogenético del 16S rRNA del género Streptomyces
lo cual sugiere la presencia de nuevas especies en el ecosistema marino del Golfo de

California en las muestras estudiadas.

La matriz de similaridad (Figura 19), nos muestra los porcentajes de similaridad
(triangulo superior) y el nimero de nucledtidos diferentes entre los aislados marinos
(triangulo inferior) cuando los estreptomices marinos son comparados con algunos del
ambiente terrestre. A excepcion del aislado 10 (28a-34-3) que por porcentaje se encuentra
mas cercano a Streptomyces mexicanus (96.5%) todos los aislados marinos estan
mayormente relacionados entre ellos mismos que con los estreptomicetos terrestres. El
nimero mayor de nucledtidos diferentes lo comparten el aislado 28a-33-6 y Streptomyces
thermogriseus, mientras que las mayores similitudes en el numero de nucledtidos

compartidos de nuevo se encuentra en el grupo de los aislados del Golfo de California.
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Tabla 6. Caracteristicas macroscopicas de las colonias en los medios de cultivo Rafinosa-Histidina, Almidon-

Caseina y agar Avena.

_ al o ~|caracteristicas morfolégicas del
Medio Colonia|Caracteristicas morfologicas )
aislado en agar Avena
Rafinosa | Anaranjada, cremosa, Anaranjada, brillante, elevada y
Histidina (1) elevada, brillante, redonda cremosa
2 Igual que la 1 Igual que la 1
Anaranjada fuerte, rocosa, _
3 Anaranjada, opaca
redonda

Cremosa, opaca, rosada
4 Igual que la 1
salmon

5 Igual que la 4 Pequefia, anaranjada, cremosa

Algodonosa, elevada, redonda| Pequefia, rosa, redondas, casi

6
rosa y muy grande transparente.
Rafinosa . Rosada salmén, cremosa, | Anaranjada, brillante, elevada y
Histidina(ll) opaca, elevada cremosa
8  |Anaranjada, brillante, elevada Igual que la 1

Rosada salmon, alargada, _
9 ) Anaranjada, opaca
cremosa, brillante

0 Algodonosa, elevada, redonda] Anaranjada, pequeia, opaca y

rosa y muy grande elevada
Almidon " Elevada, grande, crateriforme, Cremosa, blanca, elevada,
Caseina (1) forma de flor brillante
Almidon . .
] 12 | Blanca, pequeiia, plastificada Blanca, brillante, elevada
Caseina (11)
Redonda, pequefia, opaca,
13 plastificada Pequeiia, rosa, opaca
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Figura 15. Placas de aislamiento de muestras del Golfo de California (a), (b), (c) y (d) muestran
colonias de posibles actinomicetos en medios de Almidon Caseina y Rafinosa-Histidina respectivamente. (e)
y (f) muestran placas en cuadrantes con algunos de los aislados de los medios anteriores en medio agar
Avena.
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Figura 16. Analisis de gel de agarosa que muestra el DNA extraido de los aislados del Golfo de

California. La flecha indica la posicion del DNA; 1-11) aislados marinos, 12) control positivo y
13) control negativo

Figura 17. Productos de PCR del gen del 16S rRNA de nueve aislados (presuntivamente) del
género “Streptomyces” aislados de las muestras del Golfo de California.
1 y 14) Marcador molecular (Bioline, EUA) de 100 bp, 2-10) aislados M, N, L, O, P, Q,R, S, T,

11) control negativo, 12) control positivo (S. griseus DSM), y 13) control positivo (S.
violaceoruber DSM).
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77 1151
66 S. diastaticus DSM 404967 (X53161)
92 s, rutgersensis subspecies rutgersensis DSM 400777 (Z76688)
97 1!s. gougerotii DSM 40324T (Z76687)
S. intermedicus DSM 403727 (Z76686)
S. phaeoluteichromogenes NRRL B-5799T (AJ391814)
S. nogalater JCM 4799T (AB045886)
S. eurythermus ATCC 14975T (D63870)
S. scopiformis A25T (AF184081)
S. paradoxus MAVT (AJ276570)
S. ambofaciens ATCC 238777 (M27245)
r S. tendae ATCC 19812T (D63873)
1%. lividans ISP 5434T (AB037565)
S. lazureus ISP 5433T (AB037564)
89 S. thermovulgaris DSM 40444T (Z68094)
S. thermogriseus CCTCC AA97014T (AF056714)
S. thermoalcalitolerans DSM 417417 (AJ000284)
S. mexicanus CH-M-1035T (AF441168)
S. thermocoprophilus B19T (AJ007402)
S. mashuense DSM 4022171 (X79323)

28a-5-1
28a-34-3
28a-41-2
61 28a-33-2

28a-33-6
100{2821—33—5
28a-34-4
28a-33-3

— S. bluensis ISP 556471 (X79324)
S. thermocarboxydovorans DSM 442961 (U94489)
S. thermodiastaticus DSM 407537 (Z68101)
6 S. thermoviolaceus subspecies thermoviolaceus DSM 404437 (Z68096)
S. thermoviolaceus subspecies apingens DSM 413927 (Z68095)

Figura 18. Relaciones filogenéticas entre las secuencias completas del gen 16S rRNA de actinomicetos aislados
del Golfo de California (color rojo) y las especies validamente descritas del género Streptomyces. El arbol fue
construido usando el método del vecino mas cercano (Saitou & Nei, 1987).
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
1 'S. armeniacus 72 73 71 8 77 72 79 81 88 8 H 86 82 82 81
2 ' S. mashuense 950 - | 43 3 57 50 30 79 | 81 52 57 | 50 52 82 @ 81
3 S. thermoalcalitolerans 942 966 | - | 33 | 27 16 26 80 @ 81 63 63 | 61 59 81 @ 81
4 ' S. thermocoprophilus 95.1 1976 974 - | 44 36 20 8 87 | 49 57 | 49 52 86 @ 87
5 ' S. thermogriseus 94.2 959 978 968 @ -- 15 38 94 96 75 73 73 71 97 96
6  S. thermovulgaris 94.7 96.5 98.7 97.5 98.9 27 85 87 69 69 67 67 88 87
7 | S. mexicanus 949 979 979 986 972 981 - 76 78 50 55 48 50 78 78
8/28a-33-5 944 944 93.7 939 93.0 94.0 946 1 74 70 72 64 1 2
9 28a-33-3 942 942 1935 93.8 929 93.8 94.4 |99.9 76 72 74 66 3 3
10 28a-34-3 93.9 96.4 950 96.6 94.6 952 965 94.7 94.6 31 2 30 75 76
11 |28a-33-2 941 96.0 |95.0 96.0 94.7 952 96.1 |95.0 949 979 29 2 73 72
12 28a-5-1 941 96.5 952 96.6 94.7 954 96.6 94.9 94.7 99.9 |98.0 28 75 74
13 |28a-41-2 943 964 953 964 948 953 96.4 |954 953 97.9 999 98.0 67 66
14 28a-33-6 943 1943 935 940 930 939 945 999 998 948 949 948 953 - 3
15 |28a-34-4 942 942 93.6 93.8 929 938 945 |99.9 998 946 948 948 952 998

Figura 19. Matriz de similaridad entre especies del género Streptomyces y los aislados del
ambiente marino. Los aislados marinos forman tentativamente un nuevo nucleo taxondémico
dentro del género Streptomyces.

5. DISCUSION

Los 2,946,825 km? de la zona econdmica exclusiva de los mares de México no solo
representa una fuente de recursos naturales (Cifuentes et al., 1997), sino también uno de los
campos mdas promisorios en las ultimas décadas para temas de investigacion bdsica y
aplicada. Se estima que la vida en nuestro planeta comenzd aproximadamente 4 mil
millones de afos, siendo los microorganismos los primeros en aparecer y probablemente
los ultimos sobrevivientes. Los microorganismos que alli se encuentran son responsables de
una serie de servicios ecosistémicos tales como el ciclaje de nutrientes dentro de los ciclos
biogeoquimicos y algunos de ellos, como los actinomicetos tienen la capacidad de producir
una gran cantidad de metabolitos tanto primarios como secundarios. Aunque existen en
Meéxico algunas instituciones e institutos de investigacion dedicados al estudio del
ecosistema marino, €éstos no son suficientes para cubrir todo lo que nuestros mares y

océanos pueden ofrecer. Solo el 1% (Williamson, 2005 y Hunter-Cevera, 1998) del total de
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los microorganismos que se estima que existen ha podido ser cultivado en el laboratorio.
Adicionalmente, so6lo una minima parte de estas instituciones cuentan con lineas de

investigacion enfocadas a la microbiologia acuatica y/o marina.

Los océanos al representar la mayor superficie del planeta (>70%) son una fuente
con gran potencial en la busqueda de nuevos microbios de los cuales algunos de ellos
presentan genes especificos que han evolucionado en relacion a las caracteristicas del
ambiente en el que se encuentran (salinidad, temperatura, presion, disponibilidad de
nutrientes, entre otras). Esto a su vez revela el gran potencial que los microorganismos
marinos pueden tener para la produccion de nuevos moléculas bioactivas, es decir,

metabolitos primarios y/o secundarios.

La presencia de actinomicetos en el mar ha sido subestimada y solo estudios
recientes han podido concluir que el recuento de estas bacterias en el medio marino es
mucho mayor (Nybakken & Bertness, 2005 y Sogin et al., 2006), por lo que estos
microorganismos representan de alguna forma importancia biotecnoldgica y ecologica en

beneficio de la economia y la salud de la especie humana.

Mas del 70% de los antibidticos naturales son producidos por actinomicetos
(Maldonado, 2007a, b; Demian, 2000; Baltz, 2007). De este porcentaje la tercera parte es
producida por los estreptomicetos (Challis y Hopwood, 2003; Demian, 2000; Baltz, 2007).
La importancia del estudio y descubrimiento de nuevos estreptomicetos no solo radica en
que son los mejores productores de antibidticos y pueden producir nuevos compuestos, sino
que también pueden ser utilizados para procesos de biorremediacion por que también han
demostrado tener la capacidad de utilizar compuestos quimico téxicos para otros

microorganismos y/u organismos superiores (Prescott et al., 1999).
El estudio molecular de este trabajo revel6 la presencia de material genético

bacteriano dentro de muestras del sedimento del Golfo de California, lo cual es una primera

aproximacion a la importancia de esta tesis como una muestra de la diversidad genética en
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sedimentos marinos mexicanos. El estudio microbiologico permitié no solamente el aislado

de varios microorganismos sino su estudio a nivel macroscopico y molecular.

Por lo tanto, esta tesis corrobord la utilidad de las técnicas moleculares y
microbioldgicas para el aislamiento de potenciales taxa nuevos. Especialmente las técnicas
de cultivo en medios nutritivos result6 ser una herramienta basica para el aislamiento de las
bacterias y la posterior extraccion de material genético, asi como también la caracterizacion
taxonémica. También las técnicas moleculares nos permiten analizar muestras de
sedimento y confirmar la presencia de ciertos grupos bacterianos, incluso aunque las
técnicas de cultivo no permitan aislar y/o cultivar dichas bacterias. El uso del gen del 16S
rRNA, una molécula altamente conservada, es una de las herramientas moleculares mas
exitosas en estudios filogenéticos y taxondémicos para Eubacterias. Por lo tanto, la union de
las técnicas moleculares y microbiologicas es necesaria para obtener resultados precisos
sobre la diversidad de las bacterias en cualquier ecosistema. Un ejemplo clarisimo de lo
anterior fue la deteccion y aislamiento de posibles miembros del género Streptomyces en la
muestra E77, y que sin embargo, no se obtuvo una banda positiva en el analisis molecular.
Lo anterior puede ser explicado por varios motivos, entre los cuales podemos suponer que
la cantidad de DNA obtenido en el primer PCR no fue suficiente para la amplificacion del

segundo PCR anidado.

En este trabajo se aislaron bacterias del género Streptomyces las cuales han sido
reportadas previamente no solo en el ambiente terrestre sino también en el ambiente
marino. Sin embargo poco se ha explorado en México y en nuestro conocimiento este es el
primer hallazgo de actinomicetos aislados del Golfo de California. Lo anterior es
concluyente y estd en linea con otros estudios al demostrar que el género Streptomyces es
uno de los tres géneros (junto con Micromonospora y Rhodococcus) dominantes en el
ecosistema marino. Las muestras recolectadas a 300 metros de profundidad (donde la
cantidad de oxigeno es de aproximadamente 1 ml de O, por litro y los nutrientes se
encuentran disponibles; Nybakken & Bertness, 2005) es un probable indicador de la
presencia de estreptomicetos muy especializados. Es probable que la cuenta bacteriana en

placa respecto a los estreptomicetos se vea disminuida conforme aumenta la profundidad de
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las muestras. Lo anterior si se consideran valores menores a 0.5 ml de O, por litro, pero a
su vez aumente el numero de actinomicetos especializados sobre todo de miembros de los
géneros Micromonospora y Rhodococcus. Futuros estudios que incluyan la comparacion
entre profundidades podrian comprobar dicha hipotesis. En estos estudios, el analisis de
bacterias encontradas en la zona minima de oxigeno (en donde los valores de oxigeno
disuelto en el agua alcanzan los niveles mas bajos) entre los 200 y 1000 metros de
profundidad serian particularmente interesantes, para comprobar como esta pérdida
graduada de oxigeno afecta el crecimiento de bacterias, en el especial de miembros del

grupo de Streptomyces.

Durante el desarrollo de este trabajo, veinte microorganismos de la clase
Actinobacteria fueron aislados y estudiados tanto por estudios moleculares como
microbiologicos. Los aislados corresponden al género Streptomyces tanto por pruebas
morfoléogicas como quimicas. Las caracteristicas morfoldgicas encontradas son
concluyentes con la literatura citada. Los actinomicetos, en general son un grupo de
bacterias que tienen caracteristicas morfologicas muy marcadas y que ayudan en la
identificacion inicial. Precisamente esta identificacion morfologica permitio detectar los
aislados utilizados en las tltimas partes de la metodologia. Sin embargo técnicas quimicas
como la presencia del 4acido diaminopimélico son absolutamente necesarias para la
deteccion de grupos especificos dentro de la clase Actinobacteria ya que ponen en
evidencia ciertas caracteristicas (en este caso la presencia de una pared celular tipo 1) que

permiten la identificacion de los microorganismos.

Ocho de los veinte aislados presentaron un mejor crecimiento en presencia de agua
marina, aunque no fueron dependientes de ella para su crecimiento. Los medios de cultivo
utilizados resultaron ser exitosos para el aislamiento de actinomicetos. La utilizacion del
medio de no esporulacién es necesaria para poder obtener biomasa bacteriana y por lo
tanto, obtener la mayor cantidad de DNA de los aislados. Un futuro estudio que incluya un
analisis estadistico (conteo de colonias en placa o conteo de colonias por gramo de muestra)
en diferentes medios de cultivo podria ayudar a complementar este trabajo y ser una

informacion bésica en la blisqueda de bacterias que no se han aislado atn.
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Un estudio filogenético, llevado a cabo gracias a las secuencias obtenidas del NCBI
y las secuencias de los aislados del Golfo de California, con base en secuencias del gen
16S rRNA, demostré que estos aislados marinos forman una nueva linea evolutiva dentro
de la filogenia de los miembros del género Streptomyces lo que sugiere una diferencia
genética y por lo tanto fisiologica, con respecto a estreptomicetos de origen terrestre. En el
arbol filogenético obtenido en los resultados es clara la separacion de este nuevo grupo
taxondomico y los porcentajes de similitud confirman que los ocho aislados marinos
comparten una relacion mds estrecha entre ellos mismos que entre ellos y los
estreptomicetos de origen terrestre. La diferencia en el nimero de nucledtidos (encontrados
en la matriz de similaridad) demuestra también esta separacion entre los aislados del Golfo

de California y los demaés estreptomicetos.

La descripcion del género Salinispora y el descubrimiento durante este trabajo de
que especies del género Streptomyces tienen un mejor crecimiento en presencia de agua
marina sugieren que la diversidad de actinomicetos estd especializada y adaptada
metabolicamente al ambiente marino. Este tipo de estudio es un area que se encuentra aiin
en etapas iniciales de exploracion y por lo tanto representa uno de los primeros trabajos de

investigacion microbioldgica de esta clase en México.

La adaptacion al ecosistema marino de las bacterias encontradas en las muestras del
Golfo de California permite suponer la evolucion de estos microorganismos exclusivamente
dentro del ambiente marino y la presencia de nuevos genes. Ademas considerando la
importancia histérica de los estreptomicetos como productores de antibidticos, este nuevo
nucleo taxonomico puede representar una fuente importante y nueva de metabolitos

secundarios.

La presencia de genes especificos para bacterias marinas es una evidencia mas de la
evolucion que han tenido estos microorganismos completamente separados de las bacterias
terrestres, demostrando asi que la mayoria de las bacterias marinas son autdctonas y no

aloctonas (Jensen et al., 2005 y Maldonado, 2005a). Ademas, caracteristicas fisiologicas de
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ciertos grupos bacterianos parecen ser un criterio taxonémico muy importante en la

clasificacion y filogenia bacteriana.

Por lo tanto, el presente estudio no sbélo tiene una importancia sobre el
descubrimiento de un nuevo nicleo taxonémico sino también tiene una relevancia a futuro
sobre distintas ramas de investigacion que puedan realizarse en el area de microbiologia
acudtica y marina. Por ejemplo, la deteccion de genes productores de antibidticos (Wood et
al., 2007), pigmentos naturales (Bystrykh et al., 1996) y otros compuestos de utilidad para

el ser humano o de importancia bioldgica para otros seres vivos.

La diversidad microbiana es funcionalmente critica dentro de los ecosistemas, por lo
que el conocimiento de ésta es necesario para dilucidar otros procesos a mayor escala. Por
eso, esta clase de estudios son de gran ayuda e importancia en la generacion de nuevo
conocimiento que contribuirda de forma directa o indirecta al entendimiento conjunto de

varios fendmenos que ocurren en la naturaleza.

6. CONCLUSIONES

Durante esta tesis se lograron cumplir los objetivos inicialmente planteados al haber
identificado miembros del género Streptomyces a partir de muestras del Golfo de
California. Se encontraron nuevas especies las cuales se posicionaron taxondémicamente
dentro del arbol filogenético de los estreptomicetos. Se detect6 DNA de estas bacterias
dentro de las muestras del Pacifico Mexicano. Una vez obtenidas las secuencias de los
aislados de miembros presumiblemente del género Streptomyces se pudieron comparar
entre aquellos aislados de ambientes terrestres con los aislados marinos, concluyendo que
existe una diferencia significativa taxonomicamente hablando. El uso de agua marina en la
formulacion de los medios de cultivo fue clave para la deteccion y el futuro aislamiento de
un nuevo nucleo taxondémico y permitié inferir las bacterias se encuentran adaptadas al
ambiente marino. La hipdtesis se comprobd al encontrar que efectivamente los

actinomicetos de origen marino forman un nuevo ntcleo taxonémico, debido a los grandes
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cambios entre el ambiente marino y terrestre que se ven reflejados en el metabolismo de

estas bacterias.

APENDICE

A.- Solucion amortiguadora de TBE se prepara con 11.16 gr de Tris base, 8.42 gr de acido

borico, 0.98 gr de EDTA sodico. Se lleva a 1 L de agua destilada y se esteriliza en la

autoclave.

B.- El GTE se prepara con 2.27 ml de glucosa al 40%, 2.0 ml de EDTA 0.5 M pH 8, 2.5 ml

de Tris- HCI pH 8 y 93.23 ml de agua desionizada para un volumen final de 100 ml.
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