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RESUMEN

Las bacterias son microorganismos cosmopolitas y su diversidad en los mares y
oceanos juegan un papel fundamental en las cadenas tr6ficas como colonizadores,
degradadores, parasitos y simbiontes. La Tierra esta constituida por un poco mas de
70% de agua, lo que hace a éste ecosistema un interesante modelo de estudio.
Establecer la diversidad de bacterias presentes en los océanos, sobre todo de
aquellos grupos bacterianos con la capacidad de producir metabolitos de interés
comercial como los antibiéticos no es algo nuevo, sino un tema que va
evolucionando. La clase Actinobacteria, bacterias Gram positivas con un alto
contenido de Guanina y Citosina incluye diversos grupos taxondmicos con la
capacidad innata de producir metabolitos secundarios, asi como de morfologias
ampliamente diversas y variadas. En el presente proyecto, bacterias de este grupo
microbiano (genéricamente denominados “actinomicetos”) aislados de muestras de
sedimentos marinos del Pacifico Mexicano fueron caracterizados feno vy
genotipicamente para establecer su relacidbn con sus contrapartes terrestres.
Pruebas de utilizacion de diferentes fuentes de carbono, nitrogeno y sensibilidad a
antibidticos se incluyeron como parte de la caracterizacion fenotipica, mientras que
para la caracterizacion genotipica se realizé Reaccion en Cadena de la Polimerasa
(PCR) del gen 16S rRNA ribosomal de aislados marinos. La posicién taxonémica de
los aislados se establecid con base en secuencias del gen 16S rRNA ribosomal por
medio de analisis filogenéticos al comparar dichas secuencias con sus contrapartes

terrestres.

Palabras clave: Actinomicetos, bacterias marinas, metabolitos secundarios, estudios

filogenéticos



1. INTRODUCCION

1.1 IMPORTANCIA DE LA DIVERSIDAD MICROBIANA MARINA

Por muchos afios se consider6 que la tierra y el agua dulce eran el mayor reservorio
de microorganismos. La tierra y el agua dulce varian significativamente en su
estructura fisica y quimica; en el numero y disponibilidad de nutrientes y en la
temperatura. La combinacion de todos estos factores influye directamente en la
biodiversidad afectando el nimero de organismos presentes en un ecosistema. Los
ecosistemas no son estaticos, por el contrario, evolucionan y cambian bajo
condiciones determinadas. Por mas de 4 mil millones de afios de evolucion, los
microorganismos han sido testigos de un inmenso espectro de fuentes de energia y
de condiciones ambientales, adaptandose adecuadamente a ellas (Hunter-Cevera,
1998).

Si se considera que % partes de nuestro planeta estan cubiertas por agua y que
cerca del 70% de ella lo constituye el agua de los océanos, no es raro pensar en la
posibilidad de encontrar una enorme cantidad de microorganismos desconocidos
por el hombre y aln por descubrir. Los microorganismos (incluyendo los marinos)
son extremadamente importantes, porque de ellos dependen diversos procesos
guimicos para el buen funcionamiento del planeta. Estos constituyen el pilar de la
biosfera ya que tienen la capacidad metabdlica Unica de llevar a cabo los ciclos
biogeoquimicos que son basicos para el sostén y desarrollo de la vida misma
(Hunter-Cevera, 1998).

El mundo marino representa una fuente poco estudiada aunque constituye un
extraordinario reservorio microbiano. Existen reportes en donde se descubrié que
entre el 90 y 98% de la biomasa del océano esta constituida por microorganismos
(Sogin et al., 2006). Sogin y colegas sugieren gue si se lograra separar a todos los
organismos vivos que habitan en el océano, los microbios constituirian la inmensa
mayoria del peso, mientras que otras formas de vida superiores como los peces, asi
como las diversas especies animales y vegetales solamente representarian entre un

2y 10 por ciento de la masa de vida del océano.



Por otra parte, el hecho de identificar especies microbianas metabodlicamente
adaptadas al ambiente marino, esto es, autéctonas de dicho ecosistema realza la
importancia actual del estudio de la microbiologia marina y molecular, asi como la

diversidad microbiana de los océanos (Mincer et al., 2002; Maldonado et al., 2005a).

Los ambientes oceanicos contienen diversos habitats (ventilas hidrotermales, lodos
marinos profundos, géiseres, zonas litorales, entre otros) en los cuales habitan una
multitud de organismos desde microscopicos hasta los mas grandes mamiferos. La
mayor division de los seres vivos en el océano separa a los organismos pelagicos
(los que se encuentran en la columna de agua) de los bentdnicos (los que viven en

el suelo marino; Kennish, 2001).

El ambiente bentonico incluye: 1) supralitoral, 2) litoral, 3) sublitoral, 4) batial, 5)
abisal y 6 ) la zona hadal. El ambiente pelagico contiene Unicamente el neritico (en
la costa) y al oceanico (fuera de la costa). La zona neritica puede subdividirse de
acuerdo a la profundidad del agua en epipelagico (0-200m), mesopelagico (200-
1,000m), batipelagico (1,000-2,000m), abisopelagico (2,000-6,000m) y regiones
hadalpelagicas (>6,000; Figura 1, Kennish, 2001).

Las bacterias marinas son organismos unicelulares, microscopicos (menores a 2 ym
de diametro). En términos generales se subdividen en autétrofos y heterotrofos. Los
primeros obtienen su energia a través de la fotosintesis (fototrofos) o a través de la
oxidacion de compuestos inorganicos (quimiolitotrofos). Las bacterias heteroétrofas,
sapréfitas y parasitas obtienen energia de otros compuestos organicos. Las
bacterias aerObicas heterdtrofas se encuentran generalmente en la columna de
agua (cuerpo de agua uniforme) ya sea flotando o adjuntas a particulas, en la capa
superior de los sedimentos del suelo marino y/o en los tejidos de animales o plantas.
Las bacterias anaerdbicas habitan en profundidades mayores, es decir, capas de
sedimentos anoxicos, mares andxicos caracterizados por una pobre circulacion o

aquellas regiones muy contaminadas (Kennish, 2001).



Las bacterias epibioticas colonizan la superficie de los sustratos marinos que sirven

como recurso alimenticio para protozoarios y otros heterotrofos,

y un gran

namero de bacterias vive en los sedimentos del suelo marino (Ward & Bora,

2006).
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Figura 1. Clasificacion del entorno marino.

Fuente: http://mardechile.cl/educacion/themes/Cool/images/libro/fig8-2.gif

junio 2008.

Estos sedimentos contienen cantidades limitadas de materia organica, con la

mayoria de las fuentes de carbono presentes en forma compleja tales como la
quitina y/o la celulosa (Magarvey et al., 2004).

La abundancia de las bacterias va disminuyendo desde la costa (1 a 3 x 10°

células/mililitro [cel/ml]) hasta la zona neritica (10* a 10° cel/ml; Madigan & Martinko,

2006). Este comportamiento es similar en los fondos marinos, con la mas alta

cuenta bacteriana 10! cel/ml observada en los sedimentos lodosos de los estuarios

(parte mas ancha y profunda en la desembocadura de los rios, mares abiertos o en

los océanos) 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 mayor nimero 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 (Stach et al., 2003). Hay una correlacion entre lo
mencionado anteriormente y la concentracion de materia organica presente en la
columna de agua y en el fondo de los sedimentos. El mayor nimero de bacterias y
reproduccion de las mismas ocurre en los sedimentos enriquecidos en materia
organica o en concentraciones altas de carbdn organico. Esto se debe a que las
bacterias encuentran la mayor cantidad de nutrientes y las mejores condiciones de

crecimiento (Kennish, 2001) en estos medios 6 ambientes.



2. ANTECEDENTES

2.1 LABIOTECNOLOGIA Y SU RELACION CON LOS MICROBIO S MARINOS

La ciencia que se basa en el descubrimiento y explotacion de recursos biolégicos
donde su aplicacion culmina con el desarrollo tecnol6gico de productos comerciales
de utilidad y beneficio para la humanidad se conoce como biotecnologia (Bull et al.,
2000; Bolivar, 2004). Esta ciencia nos ha permitido descubrir, obtener y procesar
compuestos producidos naturalmente por microorganismos que en muchos casos
son de gran relevancia para industrias como la alimentaria, agricola, avicola,

cosmética y farmacéutica, por mencionar solo algunas de ellas.

Por miles de afilos y en muchas ocasiones sin que el ser humano conociera su
existencia, los microorganismos han sido utilizados para la obtencion de productos
de utilidad para la humanidad, en productos fermentados como el pan, cerveza,
vino, queso Yy vinagre, son estos microorganismos los que juegan un papel
protagoénico en el proceso. Otros productos que se obtienen por via microbiana son
la acetona, el butanol y el glicerol. A los productos fermentados por
microorganismos le siguieron productos obtenidos por bioconversion o procesos
enzimaticos los cuales incluyen aminodcidos, nucleédtidos, vitaminas, &cidos

organicos, solventes, vacunas y antibiéticos.



Hoy en dia, hablar de biotecnologia no solo se remite a procesos ligados a la
produccion de alimentos y bebidas, sino a una ciencia mucho mas completa y

moderna a partir de la aparicion y aplicaciéon de la biologia molecular.

La biotecnologia moderna muestra un conjunto de tecnologias que permiten un
impacto radical en innovacion, no solo para incrementar los avances en la ciencia,
sino para crear un cambio substancial a través de grandes desarrollos y
aplicaciones de la biologia molecular. La posibilidad de aislar, secuenciar e
investigar el material genético de los organismos representa un invaluable tesoro
para la industria biotecnolégica (Bull et al., 2000), obteniendo una mayor informacion

sobre los beneficios que ofrecen a los seres humanos.

Asi, el desarrollo de la biotecnologia moderna no puede verse sin la biologia
molecular ya que actualmente es ésta Ultima la que en muchas ocasiones
representa el mayor reto en el desarrollo de un nuevo producto o proceso
biotecnologico. En este sentido la diversidad microbiana (incluyendo la marina)
representa un invaluable recurso bioldgico de aplicacion y potencial practicamente

ilimitado.

El mundo microbiano comprende a las bacterias, arqueas, hongos y virus. Dentro de
estos grupos, esta bien establecido que las bacterias se encuentran distribuidas en
todo el planeta (Hunter-Cevera, 1998) aunque durante muchos afios se consideré
gue la tierra y el agua dulce eran el mayor reservorio de éstas. Sin embargo, a partir
de la década de los 60s los investigadores comenzaron a obtener a los océanos
como una alternativa de estudio ya que representa cerca del 95% del total de
nuestro planeta. Desde la década pasada, se ha observado a los microorganismos
marinos como una alternativa para la obtencion de recursos biomédicos y
biotecnologicos por ejemplo la obtencion de antibidticos, antitumorales e

inmunosupresores (Baltz, 2007).



2.2 COMPUESTOS MICROBIANOS DEL CRECIMIENTO CELULAR

Existe una gran cantidad de compuestos que son obtenidos a partir del metabolismo
celular microbiano los cuales pueden clasificarse en dos grandes grupos: 1) los

metabolitos primarios y 2) los metabolitos secundarios.

Un metabolito primario es aquel que se produce durante la fase primaria del
crecimiento de un microorganismo, mientras que un metabolito secundario es aquel
gue se forma cerca del final de la fase de crecimiento, frecuentemente cerca de o en

lo que conocemos como la fase estacionaria (Figura 2).
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Figura 2. Curva de crecimiento microbiano.
Fuente: http://www.ugr.es/~eianez/Microbiologia/images/12crec11.gif
junio 2008.

Los metabolitos primarios son moléculas pequefias producidas por las células, los
cuales sirven como intermediarios o productos finales de las vias biosintéticas. Por
otra parte, los metabolitos secundarios son compuestos o moléculas que se
producen generalmente después del crecimiento bacteriano, importantes en el area

farmacéutica y nutricion del ser humano (Demain, 2000).

Los metabolitos primarios incluyen a los acidos organicos, aminoacidos, nucleotidos,

solventes y vitaminas mientras que entre los secundarios se encuentran los



antibidticos, antihelminticos, antitumorales, biopesticidas, inhibidores enzimaticos e
inmunosupresores (Demain, 2000). En general, el mercado de antibidticos en EUA
esta valuado en unos 30 millones de dolares y esto incluye aproximadamente 160
compuestos, la gran mayoria de ellos de origen bacteriano (Demain, 2000).

Debido a su importancia econémica, los metabolitos secundarios (en especifico los
antibiéticos) son los mas conocidos y estudiados. Estos, son un grupo diverso y
complejo de moléculas quimicas (Figura 3) tanto en su actividad biol6égica como en
sus estructuras y diversos modos de accion (Walsh, 2003). Se han descrito cerca de
6000 antibioticos, de los cuales 4000 son producidos por el grupo microbiano
genéricamente llamado ‘actinomicetos’ y cada afo se descubren nuevos alrededor
de 500 antibiéticos, debido a la resistencia que presentan los agentes infecciosos
por lo que es necesario seguir investigando para obtener nuevos medicamentos

para curar enfermedades nuevas y/o emergentes (Demain, 2000; Baltz, 2007).

Es evidente que sin la existencia y el descubrimiento de los metabolitos secundarios
producidos por microorganismos, la vida humana seria menos apta y mas corta.
Cerca del 70% de los antibacteriales y aproximadamente el 50% de todos los
anticancerigenos son compuestos producidos por microorganismos (Bode & Miiller,
2005; Maldonado, 2007a,b).

Los antibidticos mas utilizados son aquellos que presentan una accion rapida contra
el agente infeccioso, ya que de esta forma disminuira la enfermedad en poco
tiempo. Sin embargo los tratamientos interrumpidos o llevados a cabo
inadecuadamente trae como consecuencia que los microorganismos que producen
la infeccion se vuelvan resistentes al antibiotico a través de modificaciones en su
material genético. Por lo anterior un gran niumero de empresas farmacéuticas han
orientado sus investigaciones a tratar de mantener un equilibrio entre los farmacos
conocidos y la resistencia bacteriana, abandonando poco a poco sus programas de

descubrimiento de nuevas moléculas bioactivas (Demain, 2000).
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Figura 3. Estructura quimica de antibidticos de origen microbiano.
Fuente: Demain, 2000.

La razén de lo anterior se debe a: 1) el aislamiento y caracterizacion de los
microorganismos son sumamente laboriosos, 2) obtener la misma cantidad de
producto como aquella que se podria obtener por sintesis quimica al mismo tiempo
es dificil, y 3) la produccion de cualquier producto natural que involucre una fuente
bioldgica requiere de manipulacion y personal especializado en la materia. Debido al
costo y el trabajo para descubrir un producto microbiano que sea prometedor y util
para el tratamiento de alguna enfermedad es un desafio dificil y altamente caro de
realizar. Como consecuencia, las grandes empresas farmacéuticas mantienen sus
principales procesos, basados en compuestos sintetizados quimicamente lo que se

conoce genéricamente como sintesis organica.

Unas desventajas que se observan de lo anteriormente descrito se traducen en lo
siguiente: 1) usualmente las moléculas producidas por los microorganismos son

notablemente complicadas como para que sean sintetizadas “rapidamente” en el



laboratorio, 2) la composicion quimica de los productos naturales es mas estable, 3)
el porcentaje de los productos naturales activos es mas alto y 4) la fuente biologica
del compuesto es frecuentemente renovable y abre la posibilidad para una
produccion elevada. Lo anterior ha sido explotado por los quimicos organicos, ya
gue estos aciertos resultan en el desarrollo de nuevas tecnologias y estrategias para
la sintesis organica, donde nuevos compuestos de origen microbiano e identificados
como productos naturales potenciales pueden servir como base de reacciones o
modificaciones quimicas con el objeto de crear andlogos de estos productos
naturales (Bode & Miiller, 2005).

La obtencion de antibidticos con un mecanismo de accidn nuevo es una necesidad
actual, debido al surgimiento de cepas multiresistentes a diferentes farmacos de

tltima linea y a la aparicion de enfermedades emergentes.

2.3 IMPORTANCIA DE LA FENO Y GENOTIFICACION MICROB IANA

Para que un microorganismo se desarrolle en la naturaleza o en el laboratorio, debe
tener una fuente de energia la cual es principalmente una fuente de carbono.
Ademas, debe contener minerales y un rango permisivo de condiciones fisicas como
concentracion de O, temperatura y pH. En el laboratorio, las bacterias crecen en
medios de cultivo disefiados para proveerles los nutrientes esenciales para su

crecimiento.

Las bacterias necesitan compuestos organicos que son el principal constituyente de
la materia celular. Después del carbono, el siguiente elemento necesario y el mas
abundante en la célula es el nitrogeno. En una bacteria alrededor del 12% de su
peso seco es nitrégeno, y las fuentes de nitrdgeno pueden ser de naturaleza
organica e inorgénica. El nitrégeno es utilizado para la biosintesis de proteinas,
acidos nucleicos y polimeros de la pared celular. Ademas para la sintesis de
proteinas se requiere en general de L-aminoacidos, también son necesarios algunos

D-aminoacidos, y en algunos casos se requiere de péptidos de histidina.

El fésforo y el azufre pueden ser suministrados en forma de sales inorganicas o

aminoacidos azufrados. Este fosforo se incorpora en los éacidos nucleicos y
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polimeros celulares. El azufre es asimilado en la sintesis de aminoacidos azufrados.
El potasio y magnesio son también nutrientes esenciales. El potasio es importante
porque se une al RNA lo cual influye en el aumento del tamafio celular ademas de
favorecer la velocidad de crecimiento. El i6n potasio actia como coenzima y
probablemente también como cation en la estructura anidénica de varios
componentes celulares. El ion magnesio es esencial para la estabilidad de los
ribosomas actia como cofactor en numerosas reacciones del metabolismo. En
muchos medios de cultivo el potasio y el magnesio se incorporan en forma de sales

inorganicas (Madigan & Martinko, 2006).

Respecto a los micronutrientes se distinguen dos categorias: aquellos que son
esenciales para el crecimiento como calcio, magnesio, hierro, cobalto, cobre y zinc 'y
los menos esenciales como boro, sodio, aluminio, silicio, cloro, vanadio, cromo,
niquel, arsénico, selenio, yodo, molibdeno y estafio. A veces es dificil demostrar que
un micronutriente es esencial para los microorganismos, ya que generalmente este
se encuentra en cantidad suficiente como impureza de los componentes principales.
Los factores de crecimiento comprenden ciertos aminoacidos y vitaminas del grupo
B como tiamina, riboflavina, acido pantotético y niacina. La mayor parte de las

vitaminas son constituyentes de co-enzimas (Madigan & Martinko, 2006).

También dentro de la caracterizacion fenotipica esta la quimiotaxonomia, analiza la
pared celular a través de determinaciones quimicas dando como resultado huellas
especificas que permiten la identificacién incluso de géneros bacterianos. La
cromatografia en capa fina (TLC, del inglés) se utiliza para el analisis del acido
diaminopimélico (DAP -del inglés-; un componente de la pared celular de algunas
bacterianas) es una técnica importante en la clasificacion de los actinomicetos ya
gue permite separar taxondmicamente los estereoisémeros del DAP. La presencia
del LL-DAP es una huella especifica que permite, por ejemplo, la identificacion del
género actinobacteriano Streptomyces. El procedimiento consiste en realizar una
hidrolisis acida de las células bacterianas para la obtencion de los aminoacidos de la
pared celular. En la placa de TLC es posible ver los puntos del DAP en una gama de
colores como gris, verde y amarillo con los isémeros DAP migrando al inicio del
corrimiento. Los aminoacidos aparecen de color morado o0 rojo migrando

inmediatamente después de los puntos DAP (Staneck & Roberts, 1974).
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Desde el inicio del estudio de los microorganismos de manera sistematica, el ser
humano ha empleado numerosas herramientas para cumplir con éste proposito. En
sentido estricto, Peter Sneath, un investigador britanico es considerado como el
padre de lo que ahora denominamos taxonomia numeérica. En breve, un
microorganismo o grupo de microorganismos desconocido(s) es(son) evaluado(s)
ante diferentes nimeros de pruebas, con la finalidad de formar grupos y establecer
asi posibles relaciones entre los microorganismos de cada uno de los miembros del
grupo. Estas pruebas son las que después derivan en esquemas reducidos (tablas
de identificacion) empleados para los diferentes microorganismos de interés (Logan,
1994).

Entre las diferentes pruebas se han empleado la utilizacion de fuentes de carbono y
nitrogeno, crecimiento a diferentes temperaturas y curva de pH, entre otras. Que
posteriormente sirvieran para hacer un diagrama donde se describa el perfil
metabdlico del microorganismo o microorganismos de interés. La utilidad de este
tipo de pruebas no radica exclusivamente en el disefio de esquemas de
identificacion sino que también proporciona el perfil metabdlico de wun
microorganismo(s) “desconocido(s)”, esto puede facilitar el disefio y evaluacion de
medios de cultivo especificos para el aislamiento de grupos particulares que
muestran cierta preferencia por uno u otro grupo de las diferentes pruebas aplicada.
Puesto que lo anterior es medido de manera “visual”’ y depende estrictamente de las
caracteristicas observables del microorganismo durante la lectura de las pruebas, es

conocido como una caracterizacion “fenotipica microbiana” (Logan, 1994).

Con el advenimiento de la biologia molecular y la determinacion de secuencias
especificas de ADN, se ha cambiado la manera de ver a los microorganismos en
diferentes aspectos. La comparacién de las secuencias del gen 16S rRNA ha
modificado nuestra percepcion sobre la forma de clasificarlos. El concepto de
homologia (o similitud) engloba todo un andlisis filogenético, es decir, la busqueda
de aquel ancestro que puede ser rastreado Unicamente estimando los cambios en la
secuencias de genes similares a partir de cepas tipo o de referencia (Sneath, 1993).
Los genes del rRNA son esenciales para la subsistencia de los seres vivos y

contienen nuestra historia evolutiva ya que estan altamente conservados en
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bacterias y organismos superiores por lo que pueden ser utilizados para generar el

arbol universal de la vida.

La reaccion en cadena de la polimerasa (Poymerase Chain Reaction; PCR, del
inglés) es un método que sirve para sintetizar grandes cantidades de un segmento
especifico de ADN a partir de cantidades muy pequefias (<1 pg de muestra y en
teoria a partir de una sola molécula de ADN). La PCR amplifica exponencialmente
una secuencia especifica de ADN bicatenario. El proceso comprende varios ciclos
divididos en 3 etapas: 1) desnaturalizacion, 2) hibridacion y 3) extension. Lo anterior
se resume de la siguiente manera: primero se desnaturaliza el ADN por calor
(aproximadamente a 94C), después se baja la temperatura de modo que los
extremos 3 de las hebras ahora separadas se puedan aparear con
oligodesoxinucleodtidos perfectamente complementarios, cuya longitud sea suficiente
(20-30 bases de longitud) para formar hibridos estables con la molécula que sirve de
plantilla. Estos desoxinucleétidos funcionan como cebadores (primers) de modo que
una polimerasa resistente a la desnaturalizacion por calor, la polimerasa Taq
(lamada asi por haber sido aislada de la bacteria Thermus aquaticus) extiende los
extremos 3’ de ambos oligonucledtidos utilizando las hebras del ADN bicatenario
como plantilla, proceso que se conoce como extensién del cebador o primer. Una
ultima desnaturalizacién 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 unas 20 o 45 veces 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 numero de ciclos.

El secuenciamiento del ADN es la determinacion del orden de bases en una
molécula. Existen basicamente dos métodos: la degradacién quimica (Maxam-
Gilbert) y la sintesis enzimatica de la regidn a secuenciar (Sanger). En
secuenciacion, una gran avance tecnologico lo constituye la introduccién de equipos
automatizados los cuales son usados para separar los productos de las reacciones
de secuenciacion, detectar y colectar (via computadora) la informacion de estas
reacciones asi como establecer el orden de las bases para automaticamente deducir

la secuencia de bases del fragmento de ADN de interés (Hardin, 2001).
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Las técnicas de secuenciacion también han influenciado notoriamente nuestra vision
sobre la informacion que un microorganismo posee en su material genético. Desde
la publicacion del primer genoma secuenciado (Haemophilus influenzae) en 1995,
mas de 250 genomas han sido secuenciados y mas de 600 genomas procariotes y
460 eucariotes estan también siendo secuenciados actualmente (Bode & Muller,
2005). Aungque en el pasado el enfoque del secuenciamiento microbiano se baso en
bacterias patégenas, actualmente 47% de todas las bacterias secuenciadas o en
proceso de secuenciamiento representan microorganismos de importancia y

aplicacién industrial.

La informaciébn que nos proporciona el secuenciar un genoma €s enorme y
altamente heterogénea. Esta ha brindado conocimientos nuevos tales como: genes
de virulencia, interaccion hospedero-patégeno, nuevos blancos moleculares y genes
y maneras novedosas para producir metabolitos secundarios. Lo que nos permite de
una manera mas apropiada establecer correlaciones entre el genotipo y el fenotipo
bacteriano.

Las bacterias tienen grandes ventajas en comparacion con las plantas y los hongos,
sobre todo en términos de los genes que codifican para la informacion referente a su
metabolismo secundario. En las bacterias, los genes biosintéticos se agrupan en
operones (clusters) con toda la informacion de manera continua, la informacion
codificada es grande, en consecuencia el costo de su secuenciamiento puede ser
reducido, ningun intron o fragmento de DNA que no codifica para una proteina esta
presente logrando asi que los métodos de expresion comiencen directamente del
ADN cromosomal (Bode & Mdller, 2005).

Dentro de los actinomicetos, es decir, bacterias Gram positivas con un alto
contenido de Guanina y Citosina (G+C), se han secuenciado especies que producen
metabolitos secundarios, que se han tomado como modelo de estudio. El
secuenciamiento de estos ha permitido conocer las agrupaciones de genes
necesarios para la produccién de metabolitos secundarios antes desconocidos. Los
organismos mas estudiados y ejemplos por excelencia son Streptomyces coelicolor
y Streptomyces avermitilis que por estudios genéticos previos al secuenciamiento de

su genoma se sabia producian de 3 a 4 metabolitos secundarios, respectivamente.
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Sin embargo, una vez completado el secuenciamiento de sus genomas ha revelado
gue poseen entre 20 y 25 genes responsables de la biosintesis de metabolitos
secundarios (Figura 4; Bode & Mdller, 2005).
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Agrupaciones de genes necesarios para la produccida metabolitos secundarios

Figura 4. Genoma lineal de Streptomyces avermitilis que contiene 8.7 millones
de pares de bases, las agrupaciones de genes necesarios para la produccion
de metabolitos secundarios se encuentran sefialados con llaves.

Fuente: Omura et al., 2001.

Actualmente, los métodos mas especificos e informativos empleados para clasificar
a los microorganismos se basan en la determinacion de secuencias de nucledtidos
de regiones especificas de ADN, en concreto del gen del 16S ribosomal. Esta
molécula esta universalmente distribuida y es funcionalmente homdloga en cada
organismo lo que hace que la comparacion filogenética sea a partir de la

identificacion de regiones homologas (Madigan & Martinko, 2006).

A partir del analisis comparativo de secuencias, se pueden construir las genealogias
moleculares que conducen a los arboles filogenéticos, éstos nos muestran la
posicion evolutiva mas probable existente entre los organismos (Woese et al.,
1990).

El operon del RNA ribosomal (Figura 5) se encuentra conformado de la siguiente
manera (5'— 3’): rRNA 16S, espacio de region, rRNA 23S, espacio de region y
rRNA 5S. Los genes de la subunidad 16S rRNA son similares en longitud en todos

los miembros del dominio procariote (sobre 1.5 kb) y contiene algunas regiones
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altamente conservadas y otras variables. Lo anterior sirve como una herramienta

rapida y confiable para la clasificacion de procariotes (Madigan & Martinko, 2006).
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Figura 5. Operdn del rRNA. Cada rectangulo indica los genes del operon. Las flechas indican la
transcripcion del operén, que va de izquierda a derecha y los nimeros indican el tamafio
aproximado de cada subunidad.
Fuente: Modificada de Maldonado, 2002.
Lo anterior se realiza empleando cebadores (primers, del inglés) universales que se
unen complementariamente al inicio y final del gen del 16S rRNA y por PCR se
obtienen millones de copias que pueden ser purificadas y enviadas a secuenciar

para su posterior analisis.

2.4 LA CLASE ACTINOBACTERIA

El término actinomiceto tiene una larga y oscura historia. La primera descripcién que
se conoce de un “hongo radiado” (actino significa rayo y miceto es hongo en latin)
aparentemente proviene del investigador aleman Ferdinand Cohn en 1875. Con el
paso de los afios, el término se fue acufiando para incluir diferentes agrupaciones
de microorganismos hasta la primera clasificacion “formal” que propusieran
Waksman y Henrici en 1943 para estos microorganismos que inclusive se llegaron a
considerar como el “puente evolutivo” entre las bacterias y los hongos. Es desde
estas fechas que diversos investigadores consideraban a este grupo precisamente
como parte del Reino Fungi, sobre todo por sus caracteristicas morfologicas
macroscopicas y su desarrollo asi como por su descripcion original. No fue, sino
hasta después de numerosos estudios y en particular al comparar secuencias
ribosomales del gen 16S rRNA ribosomal que finalmente se establecié que los
“hongos radiados” se encuentran relacionados filogenéticamente a las Eubacterias
(Figura 6) especificamente ocupando un lugar cercano con las bacterias Gram

positivas (Figura 7).
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Figura 6. Arbol filogenético de la vida construido a partir de secuencias
de rRNA. Sélo algunos grupos de cada dominio son mostrados.
Fuente: Ligeramente modificada de Madigan & Martinko, 2006.

Figura 7. Arbol filogénetico con base en secuencias del gen del 16S
ribosomal. La flecha indica la posicién taxonémica de la clase
Actinobacteria Stackebrandt et al. 1997 dentro de las Eubacterias.
Fuente: Madigan & Martinko, 2006.
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Una vez establecida la posicibn evolutiva, el término clase Actinobacteria
(Stackebrandt et al., 1997) es el que actualmente se utiliza para su denominacion
genérica aunque en muchas ocasiones sea el término original (es decir
actinomiceto) el que siga prevaleciendo entre diferentes grupos de investigacion. La
clase Actinobacteria es un grupo extremadamente diverso que incluye diferentes
familias, géneros y subdrdenes. Por ejemplo, en agosto del afio 2008, esta clase
comprendia 51 familias y 253 géneros (http://www.ncbi.nim.nih.gov). Evidentemente,
la gran mayoria de los géneros que comprende han sido aislados de fuentes
terrestres ya que se consideraba a éste habitat como su reservorio por excelencia.
La presencia de éstos en otros habitats era, por consecuencia, explicada en
términos de que las esporas de estos microorganismos eran acarreadas hacia el
mar. En la actualidad existe evidencia que indica que varias especies son
autéctonas del ambiente marino, en particular aquellas pertenecientes al género
Salinispora (Maldonado et al., 2005a) y por lo tanto, presentan una serie de
adaptaciones a éste ecosistema. Evidentemente el descubrimiento del género
Salinispora ha contribuido a la apertura de una nueva era en el biodescubrimiento

de microorganismos de la clase Actinobacteria en éste habitat.

La clase Actinobacteria comprende al grupo de bacterias Gram (+) caracterizadas
por un alto contenido de Guanina y Citosina [G+C] (Logan, 1994). La importancia en
el estudio de éstos esta centrada en dos géneros de impacto econdmico: (a)
Mycobacterium, contiene al agente causal de la tuberculosis, una de las
enfermedades mas antiguas en la historia de la humanidad y (b) Streptomyces, los
cuales son el modelo genético por excelencia en cuanto a la produccion de la gran
mayoria de los antibioticos empleados de manera comercial (Baltz, 2007,
Maldonado, 2007a,b). Hay otros géneros que juegan también un papel importante
en los procesos de biodegradacion y biorremediacion (Logan, 1994; Madigan &
Martinko, 2006) aunque en nuestro pais este grupo bacteriano es poco estudiado
sin embargo es reconocido a nivel mundial por su elevado impacto econémico
(Baltz, 2007).

Es precisamente el interés desde el punto de vista econdmico que la busqueda de

actinos se ha reorientado hacia ambientes poco estudiados como sedimentos de
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rios, lagos y océanos pues ofrecen la posibilidad de encontrar cepas nativas
desconocidas que produzcan nuevos metabolitos farmacolégicamente activos (Bull
et al., 2000, 2005; Baltz, 2007). El interés por examinar la diversidad biologica de
actinos en el ambiente marino viene de décadas atrds para la busqueda y
descubrimiento de productos activos de nueva composicién quimica. Lo anterior se
hizo evidente en 1984, con la descripcion taxondmica del primer actino aislado de
origen marino, Rhodococcus marinonascens (Helmke & Weyland, 1984) aunque
éste no muestra una dependencia por sales marinas para su crecimiento a

diferencia del género Salinispora mencionado previamente.

Se reconocen tres géneros de la clase Actinobacteria mundialmente como los
predominantes en el ambiente marino: Micromonospora, Rhodococcus vy
Streptomyces (Goodfellow & Haynes, 1984). Sin embargo, el empleo de técnicas de
biologia molecular para evaluar la diversidad microbiana a partir de la amplificacion
de regiones especificas han ido lentamente aclarando la biodiversidad
actinobacteriana presentes en sedimentos marinos (Stach et al., 2003; Magarvey et
al., 2004; Maldonado et al., 2005b).

El presente proyecto se concentr6 en aislados microbianos recuperados de
sedimentos marinos del Pacifico Mexicano dada la carencia de estudios en el pais
acerca de la biodiversidad de Actinobacteria en muestras nacionales. De acuerdo a
los resultados de un alumno de estancias profesionales tuteladas de la Facultad de
Quimica, licenciatura QFB en el 2006, se estudiaron 13 aislados que, por sus
caracteristicas macroscopicas, pudieran pertenecer a los géneros Micromonospora

y Streptomyces.

El género Streptomyces es muy grande, a este género pertenecen alrededor de 533
especies y 38 subespecies descritas de acuerdo con Euzéby (2008). Forman
colonias discretas y liguenoides, algodonosas o grasosas (Figura 8). Inicialmente,
las colonias son relativamente suaves y crecen hacia adentro del medio de cultivo
con el tiempo van desarrollando una hifa aérea que aumenta en tamafio hasta
formar el micelio aéreo. La mayoria de las colonias se desarrollan a temperaturas
entre los 25 y 35T y crecen mejor entre valores de pH de 5.0 a 8.0 (Rodriguez,
2004).
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Figura 8. Streptomyces sp con produccién de metabolitos sobre el micelio aéreo.
Fuente: Maldonado & Quintana, sin publicar.

El habitat natural de la mayoria de los estreptomicetos es el suelo, donde
constituyen del 1 al 20% de la poblacion cultivable (Prescott et al., 1999) siendo
ademas los responsables del caracteristico olor a “tierra mojada”, por la sintesis de
un compuesto aromatico denominado “geosmina”. En general, se les considera
como microorganismos no fastidiosos para su crecimiento pues no requieren de
vitaminas o factores especificos para su desarrollo. Es en el suelo donde logran
encontrar una amplia superficie que permite el crecimiento del micelio con una
subsecuente produccion de esporas que asegura la supervivencia en periodos
largos de sequia, heladas, presion hidrostatica y condiciones anaerdbicas

producidas por diferentes factores abidticos (Korn & Kutzner, 1992).

Se han aislado estreptomicetos de ambientes acuaticos, tanto del sedimento de la
zona litoral como del mar profundo, desempefiando un papel importante en la
mineralizacion. Estos pueden degradar sustancias resistentes como lo son los
compuestos aromaticos, latex, lignina, pectina, queratina y quitina, lo que
evidentemente tiene un impacto en el area de biorremediacion (Prescott et al.,
1999).

La mayoria de los estreptomicetos son saprofitos, sin embargo algunos se asocian a

enfermedades de plantas y animales como es el caso de Streptomyces scabies, S.
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caviscabies, S. acidiscabies y S. turgidiscabies (Loria et al., 2007) que causan la
rofia de la papa. Streptomyces somaliensis (Skerman et al., 1980) y S. sudanensis
(Quintana et al., 2007) son los Unicos estreptomicetos reconocidos como patdégenos
para el ser humano. Se les asocia con el actinomicetoma, una infeccion en los
tejidos subcutaneos que produce lesiones y conduce a abscesos, tumefaccion e
incluso destruccion ésea cuando no se trata (Prescott et al., 1999). Existen pocos
reportes de micetomas subcutaneos en felinos y delfines, en este caso producidos

por algunas cepas de la especie Streptomyces griseus (Koneman et al., 1999).

El ciclo de vida de un estreptomiceto se ejemplifica de manera completa en la Figura
9. El micelio de sustrato (células que se desarrollan dentro y sobre la superficie del
medio de cultivo) no muestra una fragmentacién caracteristica. Por el contrario, la
hifa aérea (células que crecen hacia arriba y afuera de la superficie del agar;
Koneman et al., 1999) se divide en un solo plano para formar cadenas que pueden
ser de 3 a 50 conidiosporas inmdviles, con una textura superficial que oscila entre
lisa, espinosa y verrugosa (Prescott et al., 1999). Dicha formacién de esporas
puede, en algunos casos, semejar fragmentacion dependiendo del grado de

especializacion de la hifa aérea.
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Figura 9. Ciclo de vida de los miembros del género Streptomyces.
Fuente: http://twistedbacteria.blogspot.com/2007/08/streptomyces-theyre-twisted.html
Junio 2008.
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Todos los Streptomyces poseen una pared celular Tipo | que esta caracterizada por
la presencia del acido LL-diaminopimélico y glicina asi como por la ausencia de
azucares caracteristicos (Anderson & Wellington, 2001). Su contenido de G+C
oscila entre el 69 y 78%.

Los estreptomicetos son los actinomicetos mas estudiados presentan una capacidad
innata de sintetizar una extensa variedad de antibiéticos entre los que se encuentran
la anfotericina B, el cloranfenicol, la estreptomicina, la neomicina, la nistatina y la
tetraciclina. Para entender la importancia de la produccion de antibiéticos por
Streptomyces basta con saber que algunos autores mencionan que el nimero total
de antibiéticos producidos por bacterias y hongos es de 10000. Los actinomicetos
son responsables de una tercera parte de ese numero, dentro de los actinomicetos
los estreptomicetos ocupan el 70 al 80% de la produccion total de estos metabolitos
secundarios (Challis & Hopwood, 2003). Streptomyces coelicolor es responsable de
la produccién de la mayoria de los antibiéticos naturales usados actualmente en la
medicina humana y veterinaria (>65%; Challis & Hopwood, 2003). La produccién de
antibidticos en Streptomyces no es esencial para el crecimiento de las colonias de
bacterias y se empiezan a producir cuando ha terminado la fase activa de
crecimiento cuando el productor esta entrando en una fase reproductiva o vegetativa
(Prescott et al., 1999). Su actividad biologica es amplia, incluyendo la inhibicion y
defensa con otros microorganismos, a través de efectos toOxicos hacia otros
organismos multicelulares, plantas o animales (esto es coherente si entendemos
que los estreptomicetos son bacterias no moviles (Challis & Hopwood, 2003). A
pesar de lo discutido, la produccién de antibiéticos, no sélo 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 expresidn 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 soélidas, generalmente en contacto con una fase
liquida. Los biofilms bacterianos pueden formar estructuras complejas, consistentes

en una matriz con canales de agua que permiten el transporte e intercambio de
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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 pequefias moléculas
sefalizadoras difusibles. El quorum sensing puede controlar la produccion de
compuestos antibacterianos, como los antibioticos o las bacteriocinas (Hoffman et
al., 2007).

Especies del género Streptomyces se determinan a través de diferentes
caracteristicas morfolégicas vy fisiolégicas como: 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 antibioticos, f) la
sintesis de mielina, g) la reduccion de nitrato, y h) la hidrélisis de la urea y acido
hipurico (Prescott et al., 1999). Sin embargo, para prevenir la sobreespeciacion, es
necesario usar tanto métodos moleculares como 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 y Wellington, 2001), RFLP 16S-ITS fingerprinting (Lanoot et
al., 2005), Box PCR (Lanoot 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 rRNA 16S y rRNA 23S (Anderson y Wellington, 2001) y los

segundos incluyen unicamente estudios sobre la composicion de la pared celular.

A diferencia del género Streptomyces, el género Micromonospora @rskov 1923 se
caracteriza por la produccion de una sola hifa de sustrato bien desarrollada y
ramificada con un diametro promedio de 0.5 um. En este caso, las esporas (no
moviles) nacen y crecen una a una a través de la hifa de sustrato, son cortas y en
ocasiones en grupos aunque la mayoria de las veces de manera sencilla. No existe
la formacion de un micelio aéreo y las colonias son generalmente anaranjadas, que
progresivamente pasan de marrones a negras, terminando con un aspecto mucoide
de tonalidad oscura que es indicativo del proceso de esporulacion (Figura 10). Los

miembros de éste género también son grandes productores de compuestos
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antibacterianos como la gentamicina su mejor representante de importancia
comercial. ElI género Micromonospora es indiferenciable macro-morfolégicamente
de los géneros Salinispora y Verrucosispora (que también pertenecen a la familia
Micromonosporaceae; Rheims et al., 1998) por lo que es necesario realizar el
secuenciamiento de genes conservados para poder establecer la posicion
taxondmica estricta de aislados que “aparentemente” son Micromonospora y asi

diferenciar a éstos géneros filogenéticamente relacionados.

Los miembros del género Micromonospora muestran un ciclo complejo de
desarrolllo que las diferencia tanto morfolégicamente como fisioldgicamente.
Estudios en Micromonospora son pobres a comparacion de aquellos en
Streptomyces por lo que un mejor entendimiento de la extension de éste grupo

microbiano puede llevar a mejores estudios respecto a su posible explotacion.

Figura 10. Diferentes miembros de la familia Micromonosporaceae mostrando los diferentes
estadios de los cultivos.
Fuente: Maldonado & Quintana, sin publicar.
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2.5 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Por muchos afios se consideré que la tierra y el agua dulce eran el mayor reservorio
de microorganismos. Sin embargo, existen reportes en donde se descubrié que
entre el 90 y 98% de la biomasa del océano esta constituida por microorganismos
(Sogin et al.,, 2006). Si consideramos que % partes de nuestro planeta estan
cubiertas por agua y que cerca del 70% de ella lo constituye el agua del océano, no
es raro pensar en la posibilidad de una enorme cantidad de microorganismos
desconocidos por el hombre y por descubrir, los cuales podrian presentar la
capacidad de producir moléculas bioactivas de utilidad comercial y de beneficio para
la humanidad. Ademas, no ha sido sino hasta la aplicacién de técnicas moleculares
gue se ha estimado la increible extensién de la diversidad microbiana. Por lo que es
evidente que el mundo marino representa una fuente inexplorada de descubrimiento

y constituye un extraordinario reservorio microbiano.

Dentro de este mundo microbiano se encuentran un grupo prolifico productor de
metabolitos secundarios denominado -los actinomicetos-. La importancia en su
estudio radica en que este grupo bacteriano es el responsable de mas del 70% de
los antibibticos de importancia medica y aplicacion clinica. En México existen pocos
grupos de investigacion que se dedican al estudio de las Actinobacterias y aun
menos grupos especificamente estudiando el ecosistema marino. La existencia de
grupos bacterianos estrictamente de ambientes marinos (Maldonado et al., 2005a) y
la evidencia de que miembros de esta clase estan presentes en el ecosistema
marino mexicano y que este representa un extraordinario reservorio
actinobacteriano abre la puerta para varias preguntas pero sobre todo la importancia

gue tiene estudiar a los acinomicetos tanto fenotipica como genotipicamente.
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2.6 OBJETIVO GENERAL

Caracterizar feno y genotipicamente diferentes microorganismos aislados de
sedimentos marinos del Golfo de California.

2.7 OBJETIVOS PARTICULARES

» Comparar el crecimiento de diferentes actinomicetos aislados de sedimentos

marinos en distintas fuentes de carbono.

* Observar el crecimiento de diferentes actinomicetos aislados de sedimentos

marinos en distintas fuentes de nitrdgeno.

* Registrar la tolerancia de diferentes actinomicetos en presencia de diferentes

concentraciones de cloruro de sodio.

= Ver el impacto de diferentes antibidticos en el crecimiento de diferentes

actinomicetos aislados de sedimentos marinos.

* Realizar un estudio comparativo entre algunos actinomicetos terrestres y

marinos y establecer su filogenia.
2.8 HIPOTESIS
Aislados marinos recuperados del Golfo de California cuyo ambiente presenta
condiciones extremas Yy distintas al ecosistema terrestre, es probable que muestren

una capacidad de utilizacion de fuentes de carbono, nitrogeno y tolerancia a

antibidticos y sales marinas diversa.
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3. MATERIALES Y METODOS

El disefio experimental para el presente proyecto consistié en dos grandes partes, la

primera en un estudio molecular y la segunda en uno fenotipico. La representacion

gréfica de la estrategia experimental se muestra en la siguiente figura:

Cepas aisladas

Estudio f

enotipico

Caracteristicas
morfoldgicas
macroscopicas

Determinacion

de DAP

Estudio molecular

Crecimiento en
diferentes
antibiéticos y
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nitrégeno
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concentraciones de
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Extraccion
ADN

PCR con
primers
universales
para el gen
16S rRNA

Secuenciamiento
del producto de
PCR

Construccion
de arboles
filogenéticos

Figura 11. Disefio experimental del proyecto de investigacion.




3.1 Cultivo de fuentes microbianas

Los diferentes actinomicetos se aislaron de sedimentos marinos recolectados en el
Golfo de California (Océano Pacifico) a 300 metros de profundidad en estudios
previos desarrollados en el Laboratorio de Biodiversidad y Bioprospeccion Marina
del Instituto de Ciencias de Mar y Limnologia (ICMyL-UNAM-CU; Dr. LA Maldonado
Manjarrez, comunicacién personal). La biomasa de los aislados se conservo en
tubos con glicerol (20% p/v a —20C) y se inocularon en dos diferentes medio de
cultivo, esto es, agar glucosa extracto de levadura (GYEA, del inglés; Gordon &
Mihm, 1962; ver Apéndice A) y agar extracto de malta (GYM, del inglés; ver
Apéndice A). En este proyecto todos los medios se prepararon con agua marina
artificial (Instant Ocean, USA) a menos de que se indique otra cosa.

Trece cepas se seleccionaron con las claves: AB-1, AE-1, Al-1, AK-1, AL-1, AL-2,
AN-1, AQ-1, AP-1, BB-1, BC-1, BX-2 y BX-3, asi como dos cepas de referencia con
los codigos: CNH-643" (Salinispora arenicola) y CNB-440" (Salinispora tropica),
respectivamente. Adicionalmente las cepas: AE-1, Al-1, AK-1, AL-1, AL-2, BX-2, BX-
3, se sembraron en medio ISP-3 (ISP, International Streptomyces Project nimero 3,
del inglés, ver Apéndice A) y AB-1, AN-1, AP-1, AQ-1, BB-1, BC-1, CNH-643,
CNB-440" en GYEA y GYM. Las cajas Petri se incubaron de 1 a 3 semanas a 28<T.
Las cepas AB-1, AN-1, AP-1, AQ-1, BB-1, BC-1 ademas se inocularon en medio
liguido A1 y TCG (100 ml de medio en matraces Erlenmeyer de 250mL, ver
Apéndice A). Los matraces se incubaron a 28T durante 3 semanas.

3.2 Caracterizacion morfoléogica macroscopica de bac  terias aisladas de

ecosistemas marinos de México

Las cepas AE-1, Al-1, AK-1, AL-1, AL-2, BX-2, BX-3, se resembraron en los medios
ISP-2, ISP-3, ISP-4, ISP-5, ISP-7 (ver Apéndice A). Se incubaron a 28T por 21 dias
y pasado este tiempo se observaron y registraron sus caracteristicas morfoldgicas

macroscopicas. Las lecturas se realizaron a los 7, 14 y 21 dias de crecimiento.
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3.3 Determinacion de isomeros del acido diaminopimé  lico

Dos asas de biomasa fresca se suspendieron y homogenizaron en 500 pL de acido
clorhidrico (HCI, J.T. Baker, México) 6N y 100 ug de perlas de vidrio (Sigma-Aldrich,
México), en un criovial limpio, seco y estéril. El criovial se agité durante 5 minutos a
velocidad maxima en un Vortex. Posteriormente los tubos se colocaron en un horno
de conveccién a 100°C durante 4 horas y pasado este tiempo los tubos se retiraron
del horno y se enfriaron a temperatura ambiente. Los tubos se centrifugaron a 6,000
rom durante 5 minutos. El liquido se transfirid a un tubo Eppendorf limpio, seco y
estéril y se evapord hasta sequedad en una parrilla de calentamiento (100°C). Se
agregaron 500 pL de agua destilada agitando suavemente el tubo. El liquido se
evapor6 nuevamente hasta sequedad y posteriormente se dejo enfriar a
temperatura ambiente. Finalmente se adicionaron 100 yuL de agua destilada para

reconstituir los hidrolizados.

Los isbmeros del acido diaminopimélico (DAP) fueron separados usando una placa
de cromatografia en capa fina (TLC, del inglés). Se aplicO por separado 1 uL de
estandar y 3 pL de cada muestra en la placa de TLC con la ayuda de una
micropipeta (Gilson, Francia) conservando 1 cm entre muestra y muestra. La placa
de TLC se revel6 en un tanque con Metanol:Agua:HCI-6N:Piridina en una proporcion
80:26:4:10 (v/v) durante 4 horas. Pasado este tiempo la placa se retiré del tanque y
se dejo secar a temperatura ambiente en una campana de extraccion durante 15
minutos. Posteriormente la placa se rocié con una solucion de Ninhidrina (0.2%). La
placa se seco durante 15 minutos y posteriormente se introdujo en un horno de
conveccion a 100 °C durante 3 minutos. La placa se retiro del horno e
inmediatamente los isOmeros del acido diaminopimélico se visualizaron

comparandolos con aquellos del estandar.

3.4 Caracterizacion fenotipica en diferentes fuente s de carbono y nitrégeno

Se evaluo el crecimiento de las trece cepas mas las dos de referencia, es decir, AB-
1, AE-1, Al-1, AK-1, AL-1, AL-2, AN-1, AQ-1, AP-1, BB-1, BC-1, BX-2, BX-3, CNH-
643" y CNB-440" en 27 fuentes de carbono. Las fuentes de carbono seleccionadas

para este estudio y su clasificacion se muestran en la Tabla 1.
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Tabla 1. Fuentes de carbono seleccionadas para la caracterizacién fenotipica.

Fugnte de carbono i Tipo Fuente de carbono Tipo

1. Acido maldnico Acido dicarboxilico| 15.D(+)Manosa Monosacarido
2. Adonitol Monosacarido 16.D(+)Melezitosa Trisacarido
3. D(-)Arabinosa “ 17.D(+)Melibiosa Disacarido
4. Celobiosa Disacarido 18.Pectina Polimero

5. Celulosa Polisacérido 19.D(+)Rafinosa Trisacarido
6. Dextrano “ 20.L(+)Ramnosa Monosacarido
7. D(-)Fructosa Monosacarido 21.D(-)Ribosa “

8. D(+)Galactosa Monosacarido 22.D(-)Sorbitol Poli-alcohol
9. Glicerol Alcohol 23.Sucrosa Disacérido
10. Glucosa Monosacarido 24.D(+)Trehalosa “
11.Inositol Poliol 25.D(+)Turanosa “
12.a-Lactosa Disacarido 26.D(+)Xilitol Poli-alcohol
13. D(+)Maltosa “ 27.D(+)Xilosa Monosacarido
14.D(-)Manitol Poli-alcohol

Nota: Concentracion final de las fuentes de carbono: 1%.

En conjunto con la prueba anterior se evalué la capacidad de los aislados marinos y

las dos cepas de referencia de crecer en trece diferentes fuentes de nitrogeno. Las

fuentes de nitrogeno seleccionadas se muestran en la siguiente tabla.

Tabla 2. Fuentes de nitrégeno seleccionadas para el estudio.

Fuente de nitrégeno Tipo Fuente de nitrégeno Tipo

1. L-Acido aspartico Acido 8. L-Isoleucina Alifatico
2. L-Acido glutamico Acido 9. L-Ornitina Bibasico
3. Adenina Base nitrogenada | 10. L- Prolina Alifatico
4. L-Alanina Alifatico 11. L-Serina Hidroxilado
5. L-Arginina Béasico 12. L-Triptofano Aromatico
6. L-Fenilalanina Aromatico 13. L-Valina Alifatico
7. L-Histidina Basico

Nota: Concentracion final de las fuentes de nitrégeno: 0.1%.




Tanto las fuentes de carbono como las fuentes de nitrogeno fueron esterilizadas por
medio de un proceso de tindalizacion, el cual se utiliza cuando las sustancias
guimicas no pueden calentarse por encima de los 100°C para evitar su modificacion
guimica. Las soluciones preparadas de las 27 fuentes de carbono y las 13 de
nitrogeno se calentaron a 100°C durante 30 minutos por 3 dias consecutivos. Para
lo anterior se peso 1 g de las fuentes de carbono y 0.1 g de las fuentes de nitrégeno,
respectivamente, ambas se disolvieron en 20 mL de agua bidestilada. El ultimo dia
de la tindalizacion se preparé medio ISP-9 y medio basal (ver Apéndice A) tanto
para las fuentes de carbono como para las de nitrégeno. Estos medios se
prepararon y esterilizaron a 15 libras de presion, a 121 T durante 15 minutos.
Posterior a la esterilizacion los medios se dejaron enfriar aproximadamente a 45 C,
se agrego la fuente de carbono o nitrégeno (segun fuera el caso) y finalmente se

vertieron en cajas Petri de plastico estériles.

3.5 Cultivo de aislados marinos en fuentes de carbo  no y nitrégeno

Suspensiones de microorganismos marinos se prepararon a partir de biomasa
fresca de AK-1, AL-1, AL-2, Al-1, BX-2, BX-3, AE-1, CNH-643" y CNB-440". Dos
asas de biomasa se agregaron a 1.3 mL de solucion salina isoténica (SSI, 0.9%)
contenida en crioviales esteriles de plastico de 2 ml de capacidad. Para las cepas
AB-1, AP-1, AQ-1, BB-1 y BC-1, la biomasa se obtuvo a partir de medio liquido
realizando tres lavados con SSI y centrifugando los tubos a 5,000 rpm por 5 minutos

en cada lavado.

Las cajas Petri con agar ISP-9 y medio basal con cada una de las fuentes de
carbono y nitrégeno se numeraron y etiquetaron de tal forma que se asegurara fuera
posible inocular cinco microorganismos por caja (ver Figura 12). 7 yL de cada
suspension de microorganismos se inocularon en las respectivas cajas Petri. Estas
placas se incubaron a 28T por 21 dias, revisando y registrando los resultados a los

7,14 y 21 dias de crecimiento.
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Figura 12. Método de inoculacién.

3.6 Tolerancia de los aislados marinos en agua mari  na

La capacidad de las cepas para tolerar diferentes concentraciones de agua marina
se evalud preparando medio Bennett's modificado (ver Apéndice A) como medio
basal y diferentes concentraciones de agua marina es decir, 1.0, 2.0, 3.0, 4.0, 5.0,
6.0, 7.0, 8.0, 9.0, 10.0, 11.0, 12.0 y 13.0%. Las cajas Petri se numeraron,
etiquetaron, inocularon e incubaron a las mismas condiciones que se indicaron en el
punto anterior. Los resultados de esta prueba se evaluaron de la misma forma que

se menciona en el punto anterior.
3.7 Sensibilidad a diferentes antibioticos
La tolerancia de los aislados seleccionados y las dos cepas de referencia en diez

diferentes antibidticos y 30 diferentes concentraciones se muestran en la siguiente
tabla.

Tabla 3. Antibiéticos seleccionados.

Antibidticos y concentraciones utilizadas
1. Vancomicina (0.15/ 0.3/ 0.45) 6. Clortetraciclina (16 / 32/ 48)
2. Neomicina (4/ 8/ 12) 7. Kanamicina (5/ 10/ 15)
3. Penicilina G (7.5/ 15/ 22.5) 8. Eritromicina (16 / 32/ 48)
4. Acido Nalidixico (16/ 32/ 48) 9. Estreptomicina (10 / 14/ 18)
5. Demeclociclina (16 / 32/ 48) 10. Rifampicina (0.2 /0.4 / 0.6)

Nota: Concentracion final de los antibiGticos eg/nplL.
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GYEA suplementado con los diferentes antibioticos y respectivas concentraciones
se vertieron en cajas Petri. Las placas se numeraron, etiquetaron, inocularon e
incubaron de la mismas forma que se indic6 en el punto 3.5. Los resultados de esta

prueba se revisaron y registraron como se indico en el punto 3.5.

3.8 Extraccion de ADN de los aislados marinos

Para la extraccion de ADN se realizO una extraccion fendlica 1:1. Para ello se
etiquetaron tubos Eppendorf estériles de 1.5 mL con la clave de cada cepa. Se
agregaron 100 pg de perlas de vidrio y 500 pyL de Buffer Glucosa-Tris-EDTA (GTE;
ver Apéndice B). Se transfirieron dos asas de biomasa fresca dentro de cada tubo.
Los tubos se mantuvieron a 4C durante 12 horas. Pa sando este tiempo se agitaron
constantemente durante 15 minutos en un Vortex (DAIGGER, GENIE 3, USA).
Posteriormente los tubos se centrifugaron por 15 minutos a 14,500 rpm en una
centrifuga MiniSpin Plus (Eppendorf, USA). El liquido se transfirio (300-400 pL
aproximadamente) a un nuevo tubo Eppendorf limpio, seco y estéril y la biomasa y
perlas de vidrio remanentes en el tubo original se eliminaron. Se adicion6 el mismo
volumen de Fenol:Cloroformo:Alcohol Isoamilico (25:24:1; v/v) al liquido transferido,
este tubo se mezcld en el Vortex a velocidad maxima por 5 segundos previo a una
centrifugacion a 14, 000 rpm durante 12 minutos. El sobrenadante se transfirié a un
nuevo tubo Eppendorf limpio, seco y estéril (1.5mL), se adiciono etanol frio (100%)
en una relacion 2:1 (v/v) y cada tubo se invirtio tres veces suavemente. Los tubos
se mantuvieron en refrigeracion por 2 horas. Pasado este tiempo se centrifugaron
15 minutos a 14,500 rpm. Se decant6 el sobrenadante y se lavo la pastilla de ADN
con 200 pL de etanol al 70% (esto repitié dos veces). Los tubos se centrifugaron a
14,500 rpm durante 15 minutos y posteriormente el liquido remanente se decantd.
Los tubos se secaron a temperatura ambiente invirtiéndolos sobre papel absorbente
durante 12 horas. El ADN se reconstituyé con 100 yL de buffer TE 1X (Tris- EDTA,
ver Apéndice B). La visualizacion del ADN se realizé por electroforesis horizontal

como se describe en el siguiente punto.
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3.9 Electroforesis horizontal

Se pesd 1 g de agarosa en una balanza analitica el cual se agregé a 100 mL de
Buffer TBE 0.5X (ver Apéndice B) y se calenté hasta disolver en un horno de
microondas. Se agrega 1 puL de Bromuro de Etidio, dejando enfriar durante 10
minutos y pasado este tiempo se vertio en una charola de plastico de electroforesis.
La agarosa se dejo enfriar a temperatura ambiente en una campana de extraccion

hasta su completa gelificacion.

2 uL de muestra de ADN junto con 2 pL de Buffer de corrida, se aplico en cada uno
de los pozos correspondientes del gel de agarosa agregando el marcador molecular
(BioLine, EUA) inmediatamente después de la dltima muestra. Posteriormente la
charola se coloc6 en una camara de electroforesis la cual se programo a 100 Voltios
por 35 minutos. Pasando este tiempo el ADN gendmico se visualizé usando un
transiluminador (Probiotek, México) y por medio de un fotodocumentador (Probiotek,
México) la imagen se conservé en una memoria flash. La imagen del gel se transfirié

a una computadora y posteriormente se imprimio.

3.10 Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

La amplificacion del PCR para el gen 16S rRNA se llevé a cabo utilizando los
primers universales 27f [5-AGAGTTTGATCMTTGGCTCAG-3] y 1525r [5'-
AAGGAGGTGWTCCARCC-3] (Lane, 1991). La mezcla de PCR de cada tubo se
describe en la Tabla 4.

El programa de PCR se llevo a cabo en un termociclador marca Eppendorf modelo
Mastercycler ep y consistié en 35 ciclos de 95C por 10 minutos (“hot-start”, del
inglés), 95T por 1 minuto, 55T por 1 minuto y 72° C por 1 minuto. El producto de
PCR de cada muestra se examino por medio de una electroforesis horizontal en gel

de agarosa al 1% como se mencion0 anteriormente.
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Tabla 4. Mezcla de reaccion para un tubo de PCR.

Reactivo Volumen
Buffer NH, (10X) (Bioline, EUA) 5uL
MgCl, (50mM) (Bioline, EUA) 1.5puL
dNTPs (10mM) (Bioline, EUA) 1.25 uL
Primer 1 (27f) (20mM) 0.5uL
Primer 2 (1525r) (20mM) 0.5uL
ADN 0.75 uL
Taq polimerasa (Bioline, EUA) 0.2 uL
H,O cbp 50puL

3.11 Secuenciamiento del producto de PCR

El producto de PCR se purifico directamente utilizando el QlAquick PCR Purification

Kit (Qiagen Ltd, Alemania) siguiendo las instrucciones del fabricante.

2 ug del producto de PCR purificado fue utilizado para cada reaccion de
secuenciamiento de acuerdo con la siguiente metodologia: la secuenciacién de los
fragmentos de PCR fue llevado a cabo usando el ABI PRISM BigDye Terminator
Cycle Sequencing Ready Reaction Kit with AmpliTag FS DNA Polymease (Applied

Biosystems, EUA) de acuerdo con el protocolo del fabricante.

Los productos purificados del gen ribosomal 16S rRNA se analizaron y visualizaron
a través de una electroforesis horizontal para asegurarse de tener las
concentraciones adecuadas ADN por comparacion con el movimiento molecular que
tiene concentraciones conocidas. Los productos PCR se conservaron a —20C hasta
gue fueron enviados para su secuenciamiento. El secuenciamiento se llevé 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 ABI PRISM BigDye Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction
Kits with AmpliTaq FS DNA Polymease (Applied Biosystems , EUA) de acuerdo con

el protocolo del fabricante. La secuencia completa en longitud de todos los genes
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del 16S rRNA fue determinada en ciclos separados de reacciones de

secuenciamiento usando los oligonucleétidos que se muestran en la siguiente tabla.

Tabla 5. Oligonucleotidos utilizados para el secuenciamiento del gen 16S rRNA.

Sitios de
Primers Secuencia (5'—3)? Tamario union” Procedimiento® Fuente
5’ 3 PCR | Seq
MG1f |AGAGTTTGATCMTGGCTCAG 20 8 27 * Lane, 1991
MG3f CTACGGGRSGCAGCAG 16 342 | 357 * | Chun &
Goodfellow,
1995
MG5f | AAACTCAAAGGAATTGACGG 20 907 | 926 * | Chun &
Goodfellow,
1995
1525r AAGGAGGTGWTCCARCC 17 1544 | 1525 * Lane, 1991

Fuente: Chun & Goodfellow, 1995.

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

°Numeracién 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.

3.12 Andlisis y construccion de arboles filogenétic 0S

Las secuencias nucleotidicas obtenidas después del secuenciamiento fueron
visualizadas y editadas con el programa Chromas el cual permite observar el
cromatograma con la secuencia resultante (extension ABI). Posteriormente la
secuencia fue importada en el programa Phydit el cual permite alinear en base a la

estructura secundaria del gen ribosomal 16S rRNA.

Para la comparacion de las secuencias obtenidas se recuperaron secuencias de
actinomicetos a partir de la base de datos de libre acceso NCBI (National Center for
Biotechnology Information, del inglés; http://www.ncbi.nim.nih.gov). Estas
secuencias se alinearon y compararon con aquellas obtenidas de los aislados de las
muestras del Pacifico Mexicano y se construyeron los arboles filogenéticos con el
programa TREECON (Van de Peer & DeWachter, 1994).
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Fuentes microbianas y caracteristicas morfologi cas macroscopicas

Se seleccionaron trece cepas aisladas a partir de muestras de sedimentos marinos
del Océano Pacifico (Golfo de California), estos se cultivaron en tres diferentes
medios de cultivo (GYEA, GYM e ISP-3),

respectivamente. En las imagenes mostradas en esta

pagina se pueden observar las caracteristicas
morfoldgicas macroscopicas de los aislados AE-1, AK-
1, AL-1, AL-2, Al-1, BX-2 y BX-3 miembros presuntivos
del género Streptomyces.

Figura 13. Microorganismos marinos asignados presuntivamente al género Streptomyces.

Los aislados fueron cultivados en ISP-3 preparado con agua marina artificial,
incubados a 28 € durante 14 dias. Es evidente que cada aislado presenta
diferentes caracteristicas morfolégicas macroscoépicas, todos presentan micelio
aéreo y algunos de ellos producen esporas. La caracterizacion macroscopica
detallada de los aislados se desglosa en la Tabla 6.
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Tabla 6. Caracteristicas macroscopicas morfoldgicas de diferentes aislados en medios ISP.

Medios AK-1 AL-1 AL-2 Al-1 BX-2 BX-3 AE-1
Micelio Micelio Micelio Micelio Micelio Micelio Micelio
aéreo aéreo aéreo aéreo aéreo aéreo aéreo
Blanco Blanco Beige Beige Amarillo Blanco Amarillo

palido palido
Micelio del | Micelio del | Micelio del Micelio del | Micelio del | Micelio del | Micelio del
sustrato sustrato sustrato sustrato sustrato sustrato sustrato
ISP2 Café oscuro | Anaranjado | Naranja Amarillo Café claro | Anaranjado | Amarillo
(Agar extracto de claro
levadura y
extracto de
malta) Esporas Esporas Esporas Esporas Esporas Esporas Esporas
Grises Grises Ninguna Ninguna Ninguna Blancas Ninguna
Pigmento Pigmento Pigmento Pigmento Pigmento Pigmento Pigmento
Ninguno Ninguno Ninguno Ninguno Ninguno Ninguno Ninguno
Micelio Micelio Micelio Micelio Micelio Micelio Micelio
aéreo aéreo aéreo aéreo aéreo aéreo aéreo
Blanco Gris Blanco Verde Blanco Blanco Blanco
Micelio del | Micelio del | Micelio del Micelio del | Micelio del | Micelio del | Micelio del
sustrato sustrato sustrato sustrato sustrato sustrato sustrato
Verde/café Café Café Blanco Amarillo Blanco Amarillo
ISP3
(Agar avena) Esporas Esporas Esporas Esporas Esporas Esporas Esporas
Lilas Blancas Cafés Blancas Blancas Blancas Rosas
Pigmento Pigmento Pigmento Pigmento Pigmento Pigmento Pigmento
Verde Ninguno | Anaranjado Ninguno Ninguno Ninguno Amarillo
Micelio Micelio Micelio Micelio Micelio Micelio Micelio
aéreo aéreo aéreo aéreo aéreo aéreo aéreo
Blanco Blanco Blanco Blanco Verde claro Blanco Beige
Micelio del | Micelio del | Micelio del | Micelio del | Micelio del | Micelio del | Micelio del
sustrato sustrato sustrato sustrato sustrato sustrato sustrato
Amarillo Amarillo Amarillo Blanco Amarillo Beige Beige
ISP4 palido palido palido palido
(Agar almidén y
sales
inorganicas) Esporas Esporas Esporas Sin Esporas Esporas Sin
Gris Beige Gris esporas Blanca Blanca esporas
Pigmento Pigmento | Pigmento Pigmento Pigmento | Pigmento | Pigmento
Ninguno Ninguno Ninguno Ninguno Ninguno Ninguno Ninguno
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Tabla 6. Continuacion........

Medio AK-1 AL-1 AL-2 Al-1 BX-2 BX-3 AE-1
Micelio Micelio Micelio Micelio Micelio Micelio Micelio
aéreo aéreo aéreo aéreo aéreo aéreo aéreo
Blanco Blanco Blanco Ninguno Blanco Blanco Ninguno
Micelio del | Micelio del | Micelio del | Micelio del | Micelio del | Micelio del | Micelio del
sustrato sustrato sustrato sustrato sustrato sustrato sustrato
Amarillo Amarillo Amarillo Ninguno Amarillo | Anaranjado | Ninguno
palido palido palido palido
ISP5
(Agar glicerol-
asparagina) Esporas Esporas Esporas Sin Esporas Esporas Sin
Gris Beige Gris Esporas |Verde militar Beige esporas
Pigmento Pigmento | Pigmento Pigmento Pigmento | Pigmento | Pigmento
Ninguno Ninguno Ninguno Ninguno Ninguno Ninguno Ninguno
Micelio Micelio Micelio Micelio Micelio Micelio Micelio
aéreo aéreo aéreo aéreo aéreo aéreo aéreo
Blanco Blanco Blanco Ninguno Blanco Blanco Ninguno
Micelio del | Micelio del | Micelio del | Micelio del | Micelio del | Micelio del | Micelio del
sustrato sustrato sustrato sustrato sustrato sustrato sustrato
Café oscuro | Amarillo Amarillo Ninguno Amarillo Café claro Ninguno
palido palido palido
ISP7
(Agar tirosina)
Esporas Esporas Esporas Sin Esporas Sin Sin
Gris Blanca Gris esporas Blanca esporas esporas
Pigmento Pigmento | Pigmento Pigmento Pigmento | Pigmento | Pigmento
Ninguno Ninguno Ninguno Ninguno Ninguno Ninguno Ninguno

En la Figura 14 podemos observar cepas cultivadas en medio GYM después de
ocho semanas de incubacion. Estos microorganismos corresponden a los cAdigos
AB-1, AP-1. AQ-1, AN-1, BB-1 y BC-1. Es importante mencionar que estas
presentaron un crecimiento mas lento que aquellos aislados de la Figura 13 (género
Streptomyces). Los aislados AB-1, AP-1, AQ-1 y AN-1 corresponden a
microorganismos marinos estrictos, es decir, que solo crecen si el medio de cultivo
(solido o liquido) contiene agua marina en su formulacion. Lo anterior indica que
estos aislados probablemente pertenezcan al género Salinispora ya que es el Unico

taxén que se conoce como estrictamente marino. Las cepas BB-1 y BC-1 no son
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marinas estrictas ya que crecieron en medio GYM preparado Unicamente con agua
bidestilada y esto nos indica que pueden ser miembros de cualquiera de los 3
géneros de la familia Micromonosporaceae que han sido reportados en el ambiente
acudatico (Maldonado et al., 2005b).

Figura 14. Aislados marinos después de ocho semanas de incubacion, en medio GYM.

Se puede observar en esta figura que los aislados tienen un color anaranjado, de
obscuro a pélido y no presentan formaciéon de micelio aéreo. Lo anterior esta en
linea con la descripcion de miembros de la familia Micromonosporaceae. Al menos
después de ocho semanas de incubacion estos aislados no han producidos esporas
ya que las colonias no cambiaron de naranja a negro o café. Sin embargo, no
podemos afirmar o descartar la posibilidad de que estos microorganismos
produzcan esporas que nacen una a una, solas o en grupos en el micelio del
sustrato.



4.2 Determinacién de is6meros del acido diaminopimé  lico

Las cepas AK-1, AL-1, AL-2, BX-2 y BX-3, presentaron una pared celular tipo I,
caracterizadas por la presencia de acido diaminopimélico de forma LL-Apm. Las
cepas AE-1, Al-1, AB-1, AP-1, AQ-1, AN-1, BB-1 y BC-1 presentaron una pared
celular tipo Il, caracterizada por la presencia de acido diaminopimélico de forma
meso-Apm lo que los descarta de pertenecer al género Streptomyces. Estos

resultados se muestran en la siguiente figura (Figura 15).

10 11 12 13 14 15 16/ 18 19 20 2

Figura 15. Visualizacion de isémeros del &cido diaminopimélico.

Nota: Estandar de DAP (1,11,21), cepa CNB-440" (2), cepa CNH 643" (3), AB-1 (5), AN-1 (6), AQ-1
(7), AP-1 (8), BB-1 (10), BC-1 (12), AK-1 (14), AL-1 (15), AL-2 (16), BX-2 (17), BX-3 (18), AE-1 (19) y
Al-1 (20). Las flechas indican la presencia del &cido diaminopimélico LL-A,pm y meso-A,pm.

Cabe mencionar que las cepas AE-1 y Al-1 que fueron asignadas presuntivamente
al género Streptomyes con base en sus caracteristicas macro-morfolégicas pero
presentaron una pared celular tipo Il (meso-DAP) fueron parcialmente enviadas a
secuenciar (500 bp) de acuerdo al protocolo descrito en Maldonado et al. (2005b).
De esta forma se encontr6 que éstos aislados pertenecian a los géneros
Saccharomonospora y Saccharopolyspora, pero se les siguié estudiando como
parte del grupo de los estreptomicetos para su caracterizacion fenotipica.
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4.3 Caracterizacion fenotipica en diferentes fuente s de carbono

El crecimiento de las trece cepas con algunas de las fuentes de carbono utilizadas
se muestra en la siguiente figura. Los platos se incubaron a 28C durante 21 dias

registrando su crecimiento a los 7, 14 y 21 dias.

Figura 16. Medio ISP-9 con diferentes fuentes de carbono y los aislados marinos.

Nota: glucosa (A), dextran (B), galactosa (C), xelobiosa (D) y manosa (E), con las cepas AK-1 (1),
AL-1 (2), AL-2 (3), Al-1 (4), BX-2 (5), BX-3 (6), AE-1 (7), CNH-643" (8), CNB-440" (9), AB-1 (10), AP-
1(11), AQ-1 (12), AN-1 (13), BB-1 (14) y BC-1 (15).
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El andlisis de las fuentes de carbono indica que los aislados crecen en un gran
numero de fuentes de carbono, es decir, monosacaridos, disacaridos, trisacaridos,
polisacaridos, polimeros, alcoholes, poli-alcoholes y polioles y su crecimiento en la
mayoria de ellos es heterogéneo aunque hay tendencias claras que se discuten a

continuacion.

Unicamente siete de los trece aislados presentan un excelente crecimiento en las
fuentes de carbono seleccionadas, esto es, AL-1 en fructosa; AK-1, AL-1, AL-2, Al-
1, BX-2, en manitol; BX-3 y AE-1 en lactosa; AE-1 en maltosa; AL-1, AL-2, Al-1, BX-
2, BX-3 y AE-1 en manitol; AK-1, AL-1 y AL-2 en trehalosa, BX-2 en turanosa y AK-
1, Al-1 y BX-2 en xelobiosa. Este resultado es interesante ya que estos aislados
pertenecen a los géneros Saccharomonospora, Saccharopolyspora y Streptomyces
(microorganismos mas relacionados al ambiente terrestre). En las fuentes de
carbono antes mencionadas los géneros Salinispora y “Solwaraspora” en que su
hébitat ha sido reportado como 100% de origen marino su crecimiento mucho menor
al observado con sus contrapartes terrestres, lo que nos permite claramente formar

dos grupos para el uso de estas fuentes de carbono (Figuras 17, 18 y 19).

Para el segundo rango de crecimiento, identificado como “muy buen crecimiento”, el
comportamiento de los aislados fue el siguiente. AL-2, Al-1, BX-2, BX-3 y AE-1
crecen en adonitol; AK-1, AL-1, AL-2 y BX-2 en arabinosa, celulosa, pectina y
sucrosa; AK-1, AL-2, Al-1, BX-2 y AE-1 en fructosa. AL-2, Al-1, BX-2, BX-3 y AE-1
en galactosa; AK-1, AL-2, Al-1, BX-3 y AE-1 en glicerol; AK-1, AL-1, AL-2, Al-1, BX-
2, BX-3 y AE-1 en glucosa (control positivo); AL-2, Al-1 y BX-2 en lactosa; AK-1, AL-
1, Al-1, BX-2 y CNH-440 en maltosa; BX-3 en manitol; AK-1, AL-1, Al-1, BX-2 y AE-
1 en manosa; Al-1 y BX-2 en melezitosa; Al-1 y BX-2 en melibiosa; AK-1, AL-1, AL-2
y BX-2 en pectina y Al-1 y AE-1 en rafinosa. Es muy interesante que nuevamente se
formen dos grupos respecto a la capacidad de los aislados para utilizar estas
fuentes de carbono. Lo anterior pone de manifiesto que los microorganismos
identificados como miembros del género Saccharomonospora, Saccharopolyspora y
Streptomyces presentan una capacidad para asimilar monosacaridos, disacaridos y
trisacardos principalmente, lo cual es evidentemente diferente para aquellos
aislados marinos estrictos, del género Salinispora y aquellos de “Solwaraspora” que
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al momento de escritura solamente han sido aislados de sedimentos marinos
(Figuras 17, 18 y 19).

Para el tercer rango de crecimiento, “buen crecimiento”, los resultados fueron los
mas heterogéneos ya que no existe una separacion evidente entre los aislados. Sin
embargo es interesante observar nuevamente la capacidad de estos para crecer en
una amplia gama de fuentes de carbono. AK-1, AL-1, CNH-643, AB-1, AP-1, AQ-1,y
AN-1 en adonitol; Al-1, AE-1 y BC-1 en arabinosa; Al-1, AE-1, CNB-440, AB-1, AP-
1, AQ-1, BB-1y BC-1 en celulosa; AK-1, AL-1, AL-2, Al-1, BX-2, CNB-440 y AB-1 en
dextran; BX-3, CNB-440, AP-1, AQ-1, AN-1, BB-1 y BC-1 en fructosa; AK-1, AL-2,
BB-1 y BC-1 en galactosa; AL-1, BX-2, CNH-643, CNB-440, AB-1, AP-1 y AN-1 en
glicerol; AK-1, AL-1, Al-1, BX-2, BB-1 y BC-1 en inositol; AK-1, AL-2, CNH-643,
CNB-440, AB-1, AP-1, AQ-1, BB-1 y BC-1 en lactosa; AL-2 CNH-643, AB-1, AP-1,
AQ-1y AN-1 en maltosa; AL-2, CNB-440, AP-1, AQ-1 y AN-1 en manosa; AK-1, AL-
1, AL-2, AE-1, AB-1, AP-1, AQ-1 y BB-1 y BC-1 en melezitosa; AK-1, Al-1, AL-2,

Respecto a los aislados marinos estrictos (Salinispora) y de origen marino
(“Solwaraspora”) es interesante observar que existe diferencia en cuanto a su
crecimiento en adonitol, galactosa, inositol y maltosa, lo cual nos permite separarlos
en dos grupos. En adonitol las salinisporas tienen un mejor crecimiento y en
galactosa es evidente que ocurre lo opuesto. En fructosa, glucosa, sorbitol, ribosa,
trehalosa y xelobiosa tienen un crecimiento homogéneo y uno heterogéneo ocurre
con glicerol, inositol, lactosa, maltosa, manitol, manosa, melezitosa, melibiosa,

pectina, ramnosa, sucrosa, y xilosa.

Es muy interesante observar que algunos de los aislados marinos estrictos del
género Salinispora y de origen marino “Solwaraspora” fueron capaces de crecer en
acido maldnico lo que no se observd en ninguno de los aislados de los géneros

Saccharomonospora, Saccharopolyspora y Streptomyces.

Es evidente por las fuentes de carbono utilizadas que la galactosa nos permite
observar a los diferentes taxa identificados en el presente estudio. La glucosa

(control positivo) nos permite en general observar los taxa mas relacionados al
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ecosistema terrestre y aquellos mas relacionados al marino. Lo anterior ocurre de

manera similar con la ribosa, turanosa, xelobiosa y xilitol, respectivamente.

Las diferentes fuentes de carbono utilizadas en la caracterizacién fenotipica nos
muestran un claro panorama de la capacidad de los aislados marinos del Golfo de
California objeto de estudio de este proyecto. Es evidente que la caracterizacion
fenotipica es una herramienta valiosa para caracterizar microorganismos Yy
proporciona informacion para en un futuro poder desarrollar estrategias de

aislamiento selectivo sobre microorganismos marinos de taxa especificos.
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Figura 17. Crecimiento de los diferentes microorganismos en diferentes fuentes de carbono.
Nota: AK-1 (1), AL-1 (2), AL-2 (3), Al-1 (4), BX-2 (5), BX-3 (6), AE-1 (7), CNH-643" (8), CNB-440" (9), AB-1 (10), AP-1 (11), AQ-1 (12), AN-1 (13), BB-1 (14) y BC-
1 (15) en diversas fuentes de carbono.
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Figura 18. Continuacion ........

47




MAFIFCEL FARA T A, A
& a
E £ -
g i f
8 I
E @ ]
- L
CEEan [ 5= 2t
B BT BLH A& TREHAL S
_I 1 o
E E -
§ g i
.| i ¥
fan CHPAE 5= 2t
REEUE Sl 2 W T, LD
124 B Fos
& g X
:- B L.
o BFAE CEPAE T

Figura 19. Continuacion......
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4.4 Caracterizacion fenotipica en diferentes fuente s de nitrégeno

En la siguiente figura se muestra el crecimiento de las trece cepas con algunas
de las fuentes de nitrégeno seleccionadas. Los platos se incubaron a 28T
durante 21 dias registrandose el crecimiento a los 7, 14 y 21 dias.

Figura 20. Medio basal mas diferentes fuentes de nitrégeno y los microorganismos marinos.
Nota: adenina (A), L-fenilalanina (B), L-isoleucina (C), L-prolina (D), L-serina (E) mostrando el
crecimiento de las cepas AK-1 (1), AL-1 (2), AL-2 (3), Al-1 (4), BX-2 (5), BX-3 (6), AE-1 (7),
CNH-643" (8), CNB-440" (9), AB-1 (10), AP-1 (11), AQ-1 (12), AN-1 (13), BB-1 (14) y BC-1 (15).
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Observando las gréficas de las Figuras 21 y 22 y comparandolas con aquellas de
las Figuras 17, 18 y 19 en general podemos observar que los microorganismos

tienen un mejor crecimiento en las fuentes de nitrdgeno que en las de carbono.

Los microorganismos AK-1, AL-1, AL-2, Al-1, BX-2, BX-3 y AE-1 miembros de los
géneros Saccharomonospora, Saccharopolyspora y Streptomyces, nuevamente se
diferencian de CNH-643", CNB-440', AB-1 , AP-1, AQ-1 , AN-1, BB-1, BC-1,
organismos de los géneros Salinispora y “Solwaraspora”. Como observamos en la
Figura 20 en presencia de los aminoacidos acido aspartico y acido glutamico,
ningln miembro de los géneros Saccharomonospora, Saccharopolyspora y
Streptomyces presenta crecimiento. Los microorganismos AB-1 , AP-1, AQ-1, AN-1

, BB-1, BC-1 presentaron un crecimiento aungue este se registr6 como muy pobre.

En presencia de L-alanina, L-fenilalanina, L-histidina, L-isoleucina, L-ornitina, L-
prolina 'y L-serina miembros de Ilos (géneros Saccharomonospora,
Saccharopolyspora y Streptomyces presenta un excelente crecimiento. Siendo para
el género Salinispora uno registrado como muy bueno para L-alanina y L-histidina.
Para L-fenilalanina, L-isoleucina, L-ornitina, L-prolina y L-serina ambos géneros

(Salinispora y “Solwaraspora”) presentaron un crecimiento registrado como bueno.

En presencia de adenina, en general el taxa Streptomyces presenta un buen
crecimiento. Al-1, AE-1, BB-1 y BC-1 presentaron un crecimiento bajo y todas las
cepas del género Salinispora un crecimiento muy bajo. Sin embargo es importante
mencionar que a partir de esta grafica se observa un claro comportamiento de
organismos mas relacionados al ambiente terrestre, aquellos mas relacionados al
ambinte marino y aquellos microorganismos marinos extrictos. La adenina es una
base nitrogenada purica, que se encuentra formada por una ribosa, anteriormente
observamos que la ribosa no es una fuente de carbono bien asimilada por los
microorganismos Salinispora y “Solwaraspora” lo cual estd muy en linea con estos

resultados.

En L-alanina, L-isoleucina, L-prolina y L-valina, catalogados como amino&cidos
alifaticos, los microorganismos de los géneros Salinispora y “Solwaraspora”,

presentan un buen crecimiento, la cepa CNB-440" y AB-1 presentaron un mejor
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crecimiento en presencia de L-alanina, la cepa CNH-643" en L-prolina tuvo un
crecimiento bajo. En cuanto a las cepas Al-1 y AE-1 presentaron un buen
crecimiento, disminuyendo un poco el crecimiento AE-1 en presencia de L-valina y

L-prolina.

En cuanto a los del género Streptomyces su crecimiento fue variado, AK-1 y AL-1
presentaron un excelente crecimiento en presencia de L-alanina, L-isoleucina y L-
prolina, pero disminuyd en L-valina. La cepa BX-3 tuvo un excelente crecimiento en
L-isoleucina, L-prolina y un buen crecimiento. AL-2 tubo un buen crecimiento en L-
alanina, L-prolina, disminuyendo un poco en presencia de L-isoleucina y L-valina.
BX-2 presentd un buen crecimiento en estos cuatro aminoacidos. Podemos
observar que estas cepas tuvieron un mejor crecimiento en un aminoacidos

alifaticos.

Miembros de los géneros Saccharomonospora, Saccharopolyspora, Streptomyces
presentaron un buen crecimiento en presencia de L-serina, mostrando AK-1, AL-1y
BX-3 un excelente crecimiento en este aminoacido. En cuanto a los géneros
Salinispora y “Solwaraspora” en general su crecimiento es bueno y mucho mejor en

la cepa AN-1. Sin embargo la cepa CNH-643" mostr6 un crecimiento bajo.

En presencia de L-arginina y L-histidina, aminoacidos catalogados como basicos,
los microorganismos de los géneros Saccharomonospora, Saccharopolyspora,
Streptomyces presentaron un buen crecimiento y la cepa BX-3 presenté un
excelente crecimiento en L-histidina. Los microorganismos del género
“Solwaraspora” presentaron un crecimiento bueno en ambas fuentes de nitrdgeno.
Aquellos del género Salinispora un crecimiento bueno en presencia de L-arginina
excepto CNH-643" que presentd un bajo crecimiento. En L-histidina el crecimiento
es variado, las cepas CNB-440" y AB-1 aumentaron su crecimiento, para AP-1, AQ-
1 es bajo y AN-1 presenta uno muy bajo. La cepa CNH-643" no present6
crecimiento.

La L-ornitina como fuente de nitrégeno es muy bien asimilada por los
microorganismos del género Streptomyces, todos presentaron un excelente
crecimiento; las deméas cepas presentan un buen crecimiento, excepto CNH-643"

gue su crecimiento es pobre.
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En L-fenilalanina y L-triptofano los géneros Salinispora y “Solwaraspora” tuvieron un
buen crecimiento observando que en las cepas AP-1 y AQ-1 su crecimiento en
presencia de L-triptofano se vio favorecido. En cuanto a los microorganismos de los
géneros Saccharomonospora, Saccharopolyspora, Streptomyces su crecimiento es
bueno en presencia de L-fenilalanina, incluso en las cepas AK-1, AL-1 y BX-3 el
crecimiento es excelente. En L-triptofano el crecimiento disminuyé en todos los
casos, inclusive la cepa AK-1 presentd un crecimiento bajo, es posible que el L-
triptofano al contar con una estructura quimica mas compleja sea mas dificil de

asimilar por estos microorganismos.

En general observamos que los microorganismos miembros de los géneros
Saccharomonospora, Saccharopolyspora, Streptomyces, presentan un mejor
crecimiento en aminoacidos alifaticos y basicos. Para el género Salinispora se
presentd un mejor crecimiento en aminoacidos alifaticos y arométicos. Para el
género “Solwaraspora” tiene un mejor crecimiento en presencia de aminoacidos

alifaticos, aromaticos y basicos.
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Figura 21. Diversas fuentes de nitrdgeno y crecimiento de los microorganismos marinos.
Nota: AK-1 (1), AL-1 (2), AL-2 (3), Al-1 (4), BX-2 (5), BX-3 (6), AE-1 (7), CNH-643" (8), CNB-440" (9),

AB-1 (10), AP-1 (11), AQ-1 (12), AN-1 (13), BB-1 (14) y BC-1 (15).
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4.5 Crecimiento a diferentes concentraciones de agu  a marina

Se evalud el efecto de diferentes concentraciones de agua marina artificial de las
trece cepas y las dos de referencia. Los platos se incubaron a 28 durante 21 dias
registrandose el crecimiento a los 7, 14 y 21 dias. Podemos observar el crecimiento
de las cepas en los diferentes concentraciones en las figuras de esta pagina y la

Figura 25.

Figura 23. Medio Bennett’'s con diferentes concentraciones de agua marina.
Nota: AK-1 (1), AL-1 (2), AL-2 (3), Al-1 (4) y BX-2 (5).

Figura 24. Medio Bennett’s con diferentes concentraciones de agua marina.
Nota: BX-3 (6), AE-1 (7), CNH-643" (8), CNB-440" (9) y AB-1 (10).
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Figura 25. Medio Bennett’'s con diferentes concentraciones de agua marina.
Nota: AP-1 (11), AQ-1 (12), AN-1 (13), BB-1 (14) y BC-1 (15).

Podemos observar en las Figuras 26 y 27 que AK-1, AL-1, AL-2, Al-1, BX-2, BX-3y
AE-1 miembros de los géneros Saccharomonospora, Saccharopolyspora y
Streptomyces, presentan un crecimiento 6ptimo a concentraciones de agua marina
entre 2 'y 4%. En 7% presentan crecimiento pero este disminuye, siendo evidente
gue comienza una dificultad para crecer. Sin embargo es evidente que hasta una
concentracion de 12% de estos microorganismos crecen y a 13% Unicamente AL-1,
AL-2, Al-1, BX-3 y AE-1 tienen capacidad de crecer aunque este es poco. Es
interesante observar que estos microorganismos mas relacionados al ambiente
terrestre tenga la capacidad de tolerar concentraciones tan elevadas de agua
marina y los que son marinos estrictos 0 mas relacionados al ambiente marino no

tengan la capacidad de crecer después de 8%.

Los microorganismos CNH-643", CNB-440", AB-1 , AP-1, AQ-1, AN-1 , BB-1, BC-1,
de los géneros Salinispora y “Solwaraspora”, que han sido reportados como marinos
estrictos o exclusivamente del ambiente marino, respectivamente muestran un
rango menos amplio en su crecimiento respecto a su tolerancia de sal marina.
Aquellos del género “Solwaraspora” tienen un crecimiento oOptimo al 1% de
concentracion de agua marina. Presentan crecimiento a 3% de agua marina pero
este es menor. Las cepas del género Salinispora tienen un crecimiento optimo entre
3 y 4% de agua marina lo cual es evidente estas han sido reportadas como
microorganismos marinos estrictos. Después de 7% no presentan crecimiento, lo
gue es interesante ya que indica que su rango de tolerancia es mucho menor que

los otros aislados.
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Los aislados del género “Solwaraspora” en un medio sin presencia de agua marina
presenta un mejor crecimiento y aquellos del género Salinispora no tuvieron
crecimiento. Lo anterior esta en linea con lo reportado por Maldonado et al. (2005a),
Magarvey et al. (2004) y Mincer et al. (2002). En general ninguno de estos aislados

presenta un crecimiento apropiado arriba de una concentracion de 7% de agua

marina.
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Figura 26. Crecimiento de los aislados marinos en diferentes concentraciones de agua marina.
Nota: AK-1 (1), AL-1 (2), AL-2 (3), Al-1 (4), BX-2 (5), BX-3 (6), AE-1 (7), CNH-643" (8), CNB-440"
(9), AB-1(10), AP-1 (11), AQ-1 (12), AN-1 (13), BB-1 (14) y BC-1 (15).
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4.6 Sensibilidad a diferentes antibi6ticos

En las siguientes figuras se muestran algunas de las pruebas de sensibilidad de
algunos antibiéticos aplicados a diez de los trece aislados marinos y a las dos cepas
tipo. Los platos se incubaron a 28T durante 21 dia s registrandose el crecimiento a
los 7, 14 y 21 dias.

Figura 28. GYEA mas &cido nalidixico pg/mL a 16 (A), 32 (B) y 48 (C).
Nota: AK-1 (1), AL-1 (2), AL-2 (3), Al-1 (4), BX-2 (5), BX-3 (6), AE-1 (7), CNH-643" (8),
CNB-440" (9) y AB-1 (10).

Figura 29. GYEA mas clortetraciclina pg/mL a 16 (A), 32 (B) y 48 (C).
Nota: AK-1 (1), AL-1 (2), AL-2 (3), Al-1 (4), BX-2 (5), BX-3 (6), AE-1 (7), CNH-643" (8),
CNB-440" (9) y AB-1 (10).
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Es evidente por nuestros resultados y las gréaficas de las Figuras 30 y 31 que el
género “Solwaraspora” es sensible a todos los antibidticos y concentraciones
utilizadas. En ninguno de los diez antibibticos y sus respectivas concentraciones los

miembros de este género presentaron crecimiento.

Respecto al género Salinispora este es sensible a clortetraciclina, demeclociclina,
eritromicina, estreptomicina, neomicina y penicilina G en las tres concentraciones
utilizadas. En contraste este género resiste acido nalidixico, kanamicina, rifampicina
y vancomicina al menos en dos de las tres concentraciones. El mejor crecimiento de
estos microorganismos se presenta en vancomicina después en acido nalidixico y

finalmente en rifampicina.

Para los géneros Saccharomonospora, Saccharopolyspora y Streptomyces
practicamente en todos los antibiéticos utilizados hay crecimiento. En demeclociclina
y eritomicina este es heterogéneo sin embargo en &cido nalidixico, clortetraciclina,
eritromicina, estreptomicina, kanamicina, neomicina, penicilina G, rifampicina y

vancomicina su crecimiento es en general de manera homogénea.

Es interesante observar que en &cido nalidixico y rifampicina hay una clara
tendencia en cuanto al crecimiento de los géneros Saccharomonospora,
Saccharopolyspora y Streptomyces respecto a aquellos de los géneros Salinispora
y “Solwaraspora”. Los primeros mas relacionados con microorganismos terrestres a
diferencia de los segundos los cuales han sido reportados Unicamente en el

ambiente marino.

Es evidente por nuestros resultados que los antibidticos utilizados nos
proporcionaron suficiente informacion para la caracterizacion fenotipica de los
aislados marinos del Golfo de California asi como para determinar cuales de ellos

seria interesante incluir en estudios futuros para el aislamiento de taxa especificos.
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Figura 30. Sensibilidad a diferentes antibiéticos de los microorganismos marinos.
Nota: AK-1 (1), AL-1 (2), AL-2 (3), Al-1 (4), BX-2 (5), BX-3 (6), AE-1 (7), CNH-643" (8), CNB-440" (9),
AB-1 (10), AP-1 (11), AQ-1 (12), AN-1 (13), BB-1 (14) y BC-1 (15).
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4.7 Estudio molecular y construccion de arboles fil ogenéticos

El material genético de los trece aislados y de las dos cepas de referencia se extrajo
con éxito. La electroforesis en gel de agarosa (1%) se muestra en la Figura 32. La

amplificacion del material genético por PCR se muestra en la Figura 33.

La secuencia del gen 16S rRNA de cada uno de los trece aislados (AK-1, AL-1, AL-
2, Al-1, BX-2, BX-3, AE-1, AB-1, AN-1, AP-1, AQ-1, BB-1 y BC-1) se compar6 con
aquellas depositadas en el NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov). El resultado de la
comparacion nos indico que los aislados corresponden a miembros de los géneros:
AK-1, AL-1, AL-2, BX-2 y BX-3 a Streptomyces, Al-1 a Saccharopolyspora, AE-1 a
Saccharomonospora, AB-1, AN-1, AP-1, AQ-1 a Salinispora y BB-1 y BC-1 a
“Solwaraspora”.

Los arboles filogenéticos se construyeron basados en el método del vecino mas
cercano (Saitou & Nei, 1987) previo a un alineamiento manual de las secuencias
recuperadas del NCBI y los respectivos aislados. Las posiciones filogenéticas se
muestran en las Figuras 34, 35, 36, 37 y 38, respectivamente. Es evidente que Al-1,
AE-1, BB-1y BC-1, AN-1y AP-1, AL-1, BX-2 y AK-1 representan nuevos nucleos de
variacion taxonOmica en los géneros Saccharapolyspora, Saccharomonospora,
Salinispora y “Solwaraspora”. Nuestros resultados demuestran la alta diversidad
microbiana de los ecosistemas marinos nacionales que esta presente y que aun hay

por descubrir.

Por otra parte, estos resultados fortalecen la idea de que los ecosistemas marinos
no se limitan Unicamente al subgrupo Micromonospora-Rhodococcus-Streptomyces
ya que nuevas especies microbianas de actinomicetos estrictamente marinos fueron
aisladas de sedimentos marinos nacionales, Salinispora, asi como especies del
género “Solwaraspora” que Unicamente habian reportadas en muestras sedimentos
de Papa Nueva Guinea y finalmente una especie del género Saccharomonospora

gue representa el primer reporte de su tipo de ambientes marinos nacionales.
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Figura 32. ADN extraido de los aislados del Golfo de California en gel de agarosa al 1%.
Nota: CNB-440" (1), cepa CNH 643" (1), AB-1 (3), AN-1 (4), AQ-1 (4), AP-1 (6), BB-1 (7),
BC-1 (8), AK-1 (9), AL-1 (10), AL-2 (11), BX-2 (12), BX-3 (13), AE-1 (14), Al-1 (15) y M,

(marcador molecular, 16).
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Figura 33. Productos de PCR del gen 16S rRNA de los aislados marinos.
Nota: CNB-440" (1), cepa CNH 643" (2), AB-1 (3), AN-1 (4), AQ-1 (5), AP-1 (6), BB-1 (7),
BC-1 (8), AK-1 (9), AL-1 (10), AL-2 (11), BX-2 (12), BX-3 (13), AE-1 (14), Al-1 (15) y M,

(marcador molecular, 16).

64




9.1 substitutions/s‘ite

v
GénercAmycolatopsis

100

p GéneroPseudonocardia

67

84 Sacchar opolyspora hordei (X53197)
1— Sacchar opolyspora hirsuta (X53196)
2g/| 100 Sacchar opolyspor a spinosa (AF002818)
- Sacchar opolyspor a shandongensis (EF104116)
Saccharopolyspor a antimicr obica (EF693956)
99 Sacchar opolyspora flava (AF154128)
100 Saccharopolyspor a rectivirgula (X53194)
59 Sacchar opolyspora gregorii (X76962)
56 Al-1
Sacchar opolyspor a cebuensis (EF030715)
93 Sacchar opolyspora taberi (AF002819)

90 Sacchar opolyspora spinospor otrichia (Y09571)

o ; Sacchar opolyspora erythraea (X53198)
100 Prauser élla halophila (AF466190)
100 Sr auserdla alba (AF435077)
Prauserélla rugosa (AF051342)

86 100 Sacchar omonospor a paur ometabolica (AF540959)
Sacchar omonaospor a halophila (AJ278497)
Saccharomonospor a salina (DQ367416)
AE-1
Saccharomonospor a viridis (Z38007)
Sacchar omonospor a glauca (Z38003)
Saccharomonospor a azur ea (Z38024)

Saccharomonospor a xinjiangensis (AJ306300)
Saccharomonospor a cyanea (Z38018)

99

Figura 34. Relaciones filogenéticas entre las secuencias del gen 16S rRNA de actinomicetos
aislados de Golfo de California (cepa Al-1 y AE-1) y las especies validamente descritas de la familia
Pseudonocardiaceae. El arbol fue construido utilizando el método del vecino mas cercano (Saitou &
Nei, 1987).
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‘ 0.1 substitutions/site ‘
| |

Solwaraspora sp. UMMS576 (AY552768)
Solwaraspora sp. UMMS537 (AY552763)
Solwaraspora sp. UMMA483 (AY552761)
Solwaraspora sp. UMMS509 (AY552772)

571 solwaraspora sp. UMMAT8 (AY552771)
1007 BC-1
96 | BB-1
Solwaraspora sp. UMMA485 (AY552762)
%0 Solwaraspora sp. UMMS526 (AY552759)

Solwaraspora sp. UMM573 (AY552765)
£g Ji Solwaraspora sp. UMMS559 (AY552756)
62 Solwaraspora sp. UMM514 (AY552758)
1— Solwaraspora sp. UMMS502 (AY552757)
Verrucosispora gifhor nensis (Y15523)
57 66 DSaI inispora tropica (AY040618)
Salinispora pacifica (DQ318246)
9 43— AB-1

55 [ Salinispora arenicola (DQ448715)

100: AN-1

[ AP-1

Micromonospor a terrae (AY862315)
Micromonospor a chalcea (D85489)
Micromonospor a car bonacea (X92606)

70 1:%@ omonospor a aur antiaca (AY569009)

Micromonospora brunnescens (X92616)

100, 90

y

Micromonospor a citrea (X92617)
Micromonospor a eburnea (AB107231)

Figura 35. Relaciones filogenéticas entre las secuencias del gen 16S rRNA de actinomicetos
aislados de Golfo de California (cepa AB-1, AN-1, AP-1, BC-1 y BB-1) y las especies validamente
descritas de la familia Micromonosporae. El arbol fue construido utilizando el método del vecino mas

cercano (Saitou & Nei, 1987).
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Streptomyces labedae (AB184704)
Streptomyces erythrogriseus (AB184605)
Streptomyces ar abicus (AB184763)
Streptomyces griseoincar natus (AB184207)
AL-1
Streptomyces gor aiensis (AF170913)
0 g eptomyces variabilis subsp. variabilis (AB184884)
Streptomyces pseudogriseolus subsp. glucofer mentans (AB184516 )
Streptomyces griseor ubens (AB184139)
80 { Streptomyces viridochromogenes subsp. viridochromogenes  (AB184873)
Streptomyces par adoxus (AB184628)
Streptomyces griseoflavus subsp. griseoflavus (AB184274)
Streptomyces flaveolus (AB184786)
Streptomyces heliomycini (AB184712)
Streptomyces ambofaciens (AB184182)
Sreptomyces matensis (AB184221)
# Streptomyces xylophagus (AB184526)
Streptomyces althioticus (AB184112)

GénercStreptomyces

Streptomyces violatus (AJ399480)
Streptomyces janthinus (AJ399478)
100] gy eptomyces roseoviolaceus (AB184298)
Streptomyces violaceus (AB184315)
100, Streptomyces tumenensis (AM 180560)
Streptomyces luteogriseus (AB184379)
Streptomyces acrimycini (AB184110)
100 { Streptomyces pilosus (AB184161)

Streptomyces flavoviridis (AB184842)
Streptomyces violarus (AB184316)
Streptomyces pallidus (AB184399)
Streptomyces fumanus (AB184273)
Streptomyces griseomycini (AB184137)
Streptomyces aur eor ectus (AB184710)
BX-2
L Streptomyces griseostramineus (AB184140)
L Streptomyces vellosus (AB184623)

Streptomyces aster ospor us (AB184706)

80]L Streptomyces virens (AB184713)
Streptomyces calvus (AB184329)

v
Género3treptomyces

Figura 36. Relaciones filogenéticas entre las secuencias del gen 16S rRNA actinomicetos aislados
del Golfo de California (cepas AL-1 y BX-2) y las especies validamente descritas del género
Streptomyces. El arbol fue construido utilizando el método del vecino méas cercano (Saitou & Nei,

1987).
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v

Género3treptomyces

100~ AK-1
100t L Streptomyces cheonanensis (AY822606)
Streptomyces car paticus (AB184641)
Sreptomyces aculeolatus (AB184624)
100, Streptomyces chromogenus (AB184362)
{ Streptomyces caer uleus (AB184345)

100 Sreptomyces tenebrarius (AB184721)
Sireptomyces lazur eus (AB184368)
] Streptomyces laeteviolaceus (AB184630)
Sreptomyces thermoatroviridis (AB184586)
Sreptomyces vitaminophilus (AB184589)
100 Streptomyces serianimatus (DQ997046)
4':r eptomyces scabrispor us (AB249946)
Sreptomyces cattleya (AB184571)

Sreptomyces glaucospor us (AB184664)
Streptomyces radiopugnans (DQ912930)
190 Streptomyces megaspor us (AB184617)
Streptomyces macr ospor us (AB184616)
Sreptomyces sodiiphilus (AY236339)
90 Sreptomyces xinjiangensis (AY533137)
Streptomyces panacagri (AB245388)
8060 Sreptomyces rangoonensis (AB184295)
100/ Streptomyces almauistii (AB184258)
80/ Streptomyces albus subsp. albus (AB184781)
60 { Streptomyces gibsonii (AB184663)
Sireptomyces flocculus (AB184272)

80

Figura 37. Relaciones filogenéticas entre la secuencia del gen 16S rRNA del actinomiceto aislado de
Golfo de California (cepa AK-1) y las especies validamente descritas del género Streptomyces. El
arbol fue construido utilizando el método del vecino mas cercano (Saitou & Nei, 1987).
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100, Streptomyces hygroscopicus subsp. geldanus (AB184606)

Sreptomyces hygroscopicus subsp. duamyceticus (AB184724)
Streptomyces antimycoticus (AB184185)
Streptomyces hygr oscopicus subsp. enhygr us (AB184558)
0

Sreptomyces hygr oscopicus subsp. crystallogenes (AB184723)
7 { Streptomyces spor oclivatus (AB249934)

Sireptomyces rutger sensis subsp. castelarensis (AB184709)
Streptomyces rhizosphaericus (AB249941)
8 Sreptomyces griseiniger (AJ391818)

Streptomyces hygr oscopicus subsp. azalomyceticus (AB184823)

Streptomyces cangkringensis (AB249950)
Streptomyces asiaticus (AB249947)
Streptomyces yatensis (AB249962)
E Sireptomyces melanospor ofaciens (AB184283)
Sreptomyces malaysiensis (AB249918)

60 AL-2
| 1— Streptomyces autolyticus (AF056716)

100 Sreptomyces mucoflavus (AB184555)
Sreptomyces ferralitis (AY262826)
100[ Sreptomyces cacaoi subsp. cacaoi (AB184115)
Streptomyces aminophilus (AB184183)
100

Streptomyces ar meniacus (AB184102)

Sireptomyces paraguayensis (AB184423)
L Sreptomyces albiaxialis (AB249952)

v
Género3treptomyces

Figura 38. Relaciones filogenéticas entre la secuencia del gen 16S rRNA del actinomiceto aislado
de Golfo de California (cepa AL-2) y las especies validamente descritas del género Streptomyces. El
arbol fue construido utilizando el método del vecino mas cercano (Saitou & Nei, 1987).
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5. CONCLUSIONES

v/ La presente propuesta de investigacion representa el primer trabajo
realizado en México para estudiar aislados de origen marino del Golfo de
California de la clase Actinobacteria.

v En el presente proyecto se reporta por primera vez la presencia del
género Saccharomomospora de muestras de origen marino.

v/ Se aislaron miembros de los géneros Salinispora y “Solwaraspora” de
muestras nacionales las cuales habian sido Unicamente reportadas estar
presentes en muestras de sedimentos recolectados en las Bahamas y en
Papa Nueva Guinea.

v/ Es evidente que miembros de los géneros Salinispora y “Solwaraspora”
tienen una mayor distribucion que como se consideraba anteriormente.

v/ Cepas del género Streptomyces aisladas del Golfo de California presentan
un mejor crecimiento en medio preparado con agua marina, que nos
indica que al menos estos aislados tienen preferencia al ambiente marino
de donde fueron aislados.

v/ Los aislados estudiados en este proyecto representan ser nuevos nucleos
de variacion taxondémica de los géneros Saccharomonospora,
Saccharopolyspora, Salinispora, “Solwaraspora” y Streptomyces lo cual
nos indica la gran diversidad presente y por descubrir en el ecosistema

marino Mexicano.
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6. INNOVACION E IMPACTO DEL PROYECTO DE INVESTIGACI ON

Por muchos afios se considerd que la tierra y el agua dulce eran el mayor
reservorio de microorganismos. Sin embargo, estudios recientes han reportado que
es especificamente el océano donde existe un mayor numero de organismos
microscopicos y posiblemente los més diversos del planeta. La diversidad bioldgica
0 biodiversidad, y particularmente su componente microbiano, se sabe esta
intimamente ligado con el sostén y la sustentabilidad de planeta. Estos seres
microscopicos son los responsables de llevar a cabo las reacciones basicas dentro
de los ecosistemas para permitir el desarrollo y crecimiento de organismos

superiores (entre ellos el ser humano).

Nuestro planeta esta cubierto por % partes de agua y que cerca del 70% lo
constituye el agua del océano. Lo anterior nos hace pensar que no es raro avistar la
posibilidad de una enorme cantidad de microorganismos desconocidos y por
descubrir en este ecosistema. Es claro entonces que el inmenso mundo marino
representa per se una fuente inexplorada de descubrimiento y constituye un
extraordinario reservorio microbiano. Tampoco resulta dificil pensar que el
ecosistema marino Mexicano con un area de mayor extension que la terrestre (a

partir de 1975) es una posibilidad para el descubrimiento de microorganismos.

En particular en las ultimas dos décadas miembros de la clase Actinobacteria
han sido aislados de ecosistemas marinos y muchos de ellos han revelado su
capacidad de producir nuevos antibiéticos y anticancerigenos. La busqueda de
microorganismos de origen marino no es una ciencia ficcion sino una realidad y
habiendo pocos grupos de investigacion en México que se dedican al saber de este
tema es que la presente propuesta significa el primer estudios de su tipo, en
particular para estudiar microorganismos aislados de sedimentos marinos del Golfo
de California establecer su estatus taxondmico y descubrir nuevas especies

microbianas relacionadas al ambiente marino.
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Las disciplinas biologicas entre ellas la microbiologia, han tenido grandes
avances en los dltimos afos, inclusive, algunas han sido completamente

revolucionadas con el resultado de la aplicacion de la biologia molecular.

México como pais Megadiverso ha, es, sigue y seguira siendo presa de
diversos grupos extranjeros que exploran nuestros ecosistemas, tanto los terrestres
como los marinos, en la busqueda de nuevos microorganismos con oportunidades

biotecnoldgicas y por lo tanto econémicas.

Es claro que investigaciones como la que aqui se presenta deberian ser una
prioridad en México. No solo por la importancia de conocer el vasto mundo
microbiano presente en nuestros ecosistemas, sino porque es evidente que
personal de alta calidad especializado en esta importante rama del conocimiento,
como la microbiologia marina y molecular, representa un tema inagotable de
estudio, de vanguardia y sobre todo de oportunidad para su aplicacion en la

investigacion en México.
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7. RECOMENDACIONES

v/ Es altamente recomendable que los nuevos nucleos taxondmicos
descubiertos en la presente propuesta de investigacion sean descritos
formalmente como nuevas especies microbianas de los taxa
Saccharomonospora, Saccharopolyspora, Salinispora y Streptomyces.

v/ Es necesario describir formalmente al género “Solwaraspora” junto con los
miembros aislados en la presente propuesta y aquellos aislados de
sedimentos de Papua Nueva Guinea.

v/ Seria adecuado disefiar una estrategia para el aislamiento selectivo
basada en la informacion fenotipica generada del presente trabajo para
microorganismos marinos estrictos y aquellos altamente relacionados con

el ecosistema marino.
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9. APENDICES
A) Medios de cultivo
Todos los medios de cultivo fueron preparados con agua marina artificial (Instant

Ocean, USA), a menos que se indique otra cosa. Los medios fueron esterilizados a
15 Ib, 121°durante 15 minutos.

Agua marina

Sales marinas 35g
Agua destilada 1000 mL
Al
(Mincer et al., 2002)
Almidon 10 g
Extracto de levadura 49
Peptona 29
Agar 12 g
Agua marina 1000 mL
pH 7
Bennett's
(Jones, 1949)
Lab lemco 10 g
Peptona 29
Extracto de levadura 20
Triptosa 29
Glucosa 10g
Almidén 400 mg
CaCOs3 400 mg
CoCl, Trazas
Citrato ferrico de amonio Trazas
Agar 12 g
Agua destilada 1000 mL
pH 7.0
GYM
(Agar glucosa extracto de levadura y
malta; Catalogo DSMZ, 2001)
Glucosa 49
Extracto de levadura 4g
Extracto de malta 10 g
Carbonato de calcio 2g
Agar 12 g
Agua destilada 1000 mL
pH 7.0-7.2
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GYEA

(Agar Glucosa extracto de Levadura;

Gordon & Mihm, 1962)

Glucosa 109
Extracto de Levadura 10g
Agar 12 g
Agua destilada 1000 mL

pH 7.2

GYEA marino
(Gordon & Mihm, 1962)

Glucosa 10 g
Extracto de Levadura 10g
Agar 12 g
Agua marina 1000 mL

pH 7.2

Medio basal
(Shirling & Gottlieb, 1966)

D-glucosa 10 g
MgSO4e 7H,0 59
NacCl 05¢g
FeSO4*H,0O 0.01g
KoHPO,4 109
Agar 18 g
Agua marina 1000 mL

pH 7.4

ISP-2

(Shirling & Gottlieb, 1966)

Extracto de levadura 4g

Extracto de malta 109

Dextrosa 49

Agar 209

Agua destilada 1000 mL
pH 7.2
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ISP-3
(Shirling & Gottlieb, 1966)

Avena comercial 20¢g
Agar 15¢g
Solucion sales traza

(Pridham t Gottlieb) 1 mL

Agua destilada 1000 mL
pH 7.0-7.2
ISP-4
(Shirling & Gottlieb, 1966)
. Solucién 1
Almidon 10g

Hacer una masa con una pequefia cantidad de H,O fria. Llevar a 500 mL
. Solucion 2

KH2PO,4 lg
MgSO4~7H20 1 g
NaCl lg
(NH4)SO4 29
CaCOs; 29
Solucién sales traza (Pridham 1 Gottlieb) 1 mL
Agar 15¢g
Agua destilada 500 mL
pH 7.0

Mezclar soluciones 1y 2.

ISP-5
(Shirling & Gottlieb, 1966)
L-asparagina 1lg
Glicerol 109
KH,PO, lg
Solucion sales traza
(Pridham 1 Gottlieb) 1mL
Agar 159
Agua destilada 1000 mL
pH 7.0
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ISP-7
(Shirling & Gottlieb, 1966)

Glicerol 159
L-tirosina 05¢g
L-asparagina 1lg
KsHPO, 0.5 g
MgSOg4e 7H,0 05g¢g
NacCl 05g¢g
FeS0O4 7H,0 0.01 g
Agar 209
Agua destilada 1000 mL

pH 7.0

ISP-9

(Shirling & Gottlieb, 1966)

(NH4)SO4 26449
KH,PO, 2.38 g
K2HPO4¢3H,0 5.65¢
MgSOg4e 7H,0 1049

Solucion sales traza 1 mL
(Pridham 1 Gottlieb)

Agar 189
Agua marina 1000 mL
pH 6.8-7.0
TCG
(Mincer et al., 2002)
Triptona 39
Casitona 59
Glucosa 49
Agar 12 g
Agua marina 1000 mL
pH 7

82




B) Soluciones y Buffers

GTE
(100mL; Micklos & Freyer, 1990)

Glucosa al 40% (m/v) 2.27 mL

EDTA 0.5M pH 8 2.0mL
Tris-HCI pH 8 2.5 mL
H,O 93.23 mL

Buffer TBE 10X
(Micklos & Freyer, 1990)

Tris base 11.6g
Acido bérico 8.42 ¢
EDTA sédico 0.98¢g
H.O 1000mL
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