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1. INTRODUCCION

1.1 Importancia de la microbiologia marinay la biologia

molecular

Por muchos afios se considerd que el suelo y el agua dulce eran el
mayor reservorio de microorganismos sin tomar en cuenta que la tierra y el
agua dulce varian significativamente en (a) su estructura fisica y quimica, (b)
en el niamero y disponibilidad de nutrientes y (c) en la temperatura. Es claro
entonces que la combinacion de todos estos factores influyen directamente
en la diversidad biolégica afectando el nUmero de organismos presentes en
un ecosistema, no importando si esta biodiversidad es macro o microscépica.
En este sentido, los ecosistemas no son estaticos, por el contrario,
evolucionan y cambian bajo condiciones determinadas. Por mas de cuatro
mil millones de afios de evolucion, las bacterias han sido testigos de un
inmenso espectro de fuentes de energia y de condiciones ambientales,
adaptandose adecuadamente a ellas lo que les hace uno de los mas
antiguos habitantes del planeta (Hunter-Cevera, 1998).

Si tomamos en consideraciéon que el 75 % de nuestro planeta esta
cubierto por agua y que cerca del 70% de ella lo constituye el agua de los
océanos, no es raro pensar que a la fecha existen una enorme cantidad de
microorganismos desconocidos por el hombre y aln por descubrir. Apoyando
lo anterior, un estimado empleando herramientas moleculares sugiere que la
biodiversidad alcanza los 3.6x10%° células microbianas/mL en los océanos
(Sogin et al., 2006). Los microorganismos constituyen el pilar de la biosfera
pues cuentan con 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; Madigan et al., 2004).
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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 que 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 (la denominada
“macro fauna”), asi como las diversas especies animales y vegetales
solamente representarian entre un 2 y 10 por ciento de la masa de vida del

océano.

En este sentido, el aislar especies microbianas metabdlicamente
adaptadas al ambiente marino (autdctonas) realza la importancia actual del
estudio de la microbiologia marina y molecular, asi como la diversidad
microbiana de dicho ecosistema (Mincer et al., 2002, Maldonado et al.,
2005a).

Los ambientes oceanicos incluyen diversos habitats (ventilas
hidrotermales, lodos marinos profundos, géiseres, zonas litorales, entre
otros) en los cuales habitan una multitud de organismos desde microscoépicos
hasta los mas grandes macroscopicos. 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).

Las bacterias marinas son organismos unicelulares, microscépicos
(menores a 2 um de diametro). De acuerdo a su clasificacion nutricional se
dividen en autétrofos y heterotrofos. Aquellos que obtienen su fuente de
carbono a través de compuestos inorganicos y organicos respectivamente.
Con relacién a la fuente de energia encontramos a los fototrofos, quienes

obtienen su fuente de energia a través de la Luz, y a los quimiétrofos que
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obtienen su energia a partir de la oxidacion de compuestos inorganicos. Las
bacterias heterétrofas, saproéfitas y parasitas obtienen energia de otros
compuestos organicos. Las bacterias aerbdbicas heterétrofas 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 plantas o animales. Las bacterias
anaerobicas habitan en profundidades mayores, es decir, capas de
sedimentos andxicos caracterizados por una pobre circulacion o aquellas

regiones muy contaminadas (Kennish, 2001).

Las bacterias epibidticas colonizan la superficie de los sustratos
marinos que sirven como recurso alimenticio para protozoarios y otros
heterotrofos y un gran nimero de bacterias vive en los sedimentos del suelo
marino. 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 lo que posiblemente funciona
como una fuente de carbono y nitrdgeno para los microorganismos ahi
presentes (Moat et al., 2002; Magarvey et al., 2004; Ward & Bora, 2006).

La abundancia de las bacterias va disminuyendo desde la costa (1 a 3
x 10° células por mililitro [cel/mL]) hasta la zona neritica (10* a 10° cel/mL;
Madigan et al., 2004). Este comportamiento es similar en los fondos
marinos, con la mas alta cuenta bacteriana 10*'cel/mL observada en las
precipitaciones lodosas de los estuarios (parte mas ancha y profunda en la
desembocadura de los rios, mares abiertos o0 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 numero de bacterias en la interfase sedimento-agua en los primeros 2
cm de los depositos del fondo marino y declina progresivamente conforme

aumenta la profundidad aunque cabe mencionar que son estimados

10
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moleculares con base en un modelo bacteriano especifico y no
necesariamente representa a los microorganismos que puedan desarrollarse
en condiciones de laboratorio (Stach et al., 2003a). Sin embargo, existe una
correlaciéon entre lo mencionado anteriormente y la concentracion de materia
organica presente en la columna de agua y en el fondo de los sedimentos
enriguecidos en materia organica 0 en concentraciones altas de carbdon
organico. Esto se debe a que las bacterias encuentran la mayor cantidad de
nutrientes y las mejores condiciones de crecimiento en estos medios o
ambientes (Kennish, 2001).

Debido a las caracteristicas particulares de los océanos tales como
salinidad (33% - 37%), pH (7.1 - 8.3), temperatura, accesibilidad, obtencion
de muestra y profundidad por mencionar algunas, en la mayoria de los
casos no siempre es posible recrear las condiciones del medio natural que
permiten la mejor recuperacion o aislamiento adecuado de microorganismos,
creando con ello dificultades para monitorear la diversidad microbiana en los
diferentes habitats acuaticos. Por esta razon, debe de considerarse que las
técnicas tradicionales de muestreo y subsecuente cultivo deben ser
constantemente actualizadas para asi proporcionar nueva informacion con
respecto a la diversidad de los microorganismos que existen en muestras
ambientales del planeta (Magarvey et al., 2004; Mincer et al., 2002;
Maldonado et al., 2005b; Sogin et al., 2006; Gontang et al., 2007; Maldonado
et al., 2009).

1.2 Laclase Actinobacteria

La clase Actinobacteria es un grupo heterogéneo de bacterias Gram
positivas con un elevado contenido de Guanina y Citosina [G+C] y que
suelen presentar una amplia variedad morfolégica macro |y

microscépicamente (Logan, 1994).

11
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En esta clase, predomina la forma de bacilos con desarrollo
filamentoso debido a la presencia de hifas aéreas pero también pueden
presentar morfologia microscépica cocobacilar o difteroide ya que en algunos
géneros de actinobacterias los filamentos se segmentan con gran facilidad
durante el crecimiento dando origen a células pleomoérficas (Staley et al.,
2007). Macroscopicamente algunos miembros presentan morfologia colonial
similar a las tipicas colonias bacterianas pero con consistencia

particularmente dura o rugosa (Figura 1).

Figura 1. Diferentes morfologias macroscépicas de colonias de Actinobacteria. (a), (b) y (c),
géneros Dietzia y Gordonia; (d) Micromonospora y (e) Streptomyces. Maldonado, sin

publicar

12
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En un principio a este grupo de microorganismos se les clasifico como
hongos pero los estudios de los componentes de su pared celular asi como
estudios moleculares basados en secuencias del gen 16S ribosomal
permitieron su reclasificacion (Figura 2). Desde mediados de los afios 50 se
les suele referir con el nombre genérico de Actinomicetos ya que pertenecen
al orden Actinomycetales el cual se encuentra dentro de la clase

Actinobacteria (Stackebrandt et al., 1997).

Figura 2. Arbol filogenético que muestra la posicion de la clase Actinobacteria dentro de las

Bacterias®

En afios recientes, un gran nimero de nuevas especies y/o géneros

de la clase Actinobacteria han sido aislados de ecosistemas marinos por lo

13



Estudio molecular de aislados marinos del género Micromonospora

que este ambiente es definitvamente una fuente rica de estos
microorganismos (Magarvey et al., 2004; Mincer et al., 2002; Maldonado et
al., 2005b; Sogin et al.,, 2006; Maldonado et al., 2009). Los géneros
Salinispora (Maldonado et al., 2005a), Solwaraspora (Magarvey et al., 2004),
Marinispora (Kwon et al.,, 2006) y Lamerjespora (Fortman et al., 2005) son
solo ejemplos de lo que esta presente exclusivamente en muestras de

sedimentos marinos.

1.3 El género Micromonospora

El género Micromonospora Orskov 1923 es Gram positivo, quimio-
organotrofo, aerobio, y como el resto de la clase Actinobacteria se
caracteriza por tener un alto contenido de G + C en su genoma (Hirsch et al.,
2009). Entre las caracteristicas distintivas de este género se encuentra la
ausencia de micelio aéreo, la produccion de hifas septadas y la formacion de
esporas individuales (Figura 3). Conforme la colonia va madurando, las
especies forman colonias indistintas con variaciones en la coloracion, que va
desde el amarillo al café o bien de naranja a rojo pero que termina
usualmente en colonias de color negro lo que evidentemente dificulta

cualquier posible caracterizacion macroscopica colonial (Figura 4).

14
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Figura 3. Morfologia microscoépica. Micromonospora fulviviridis mostrando esporas
individuales. (microscopia electrénica; Kroppenstedt et al., 2005).

Figura 4. Izquierda; Morfologia macroscdpica colonias de Micromonospora L5 mostrando
diferentes tonalidades (Hirsch et al, 2009). Derecha; crecimiento-maduracion de una colonia

de M. echinospora (Hoskisson, 2002).

15
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Es conocido que gran parte del interés en el estudio de la clase
Actinobacteria lo constituye su innata produccion de metabolitos secundarios
y el género Micromonospora no es la excepcion. El género es una fuente de
varios metabolitos bioactivos, tales como antibidticos, especialmente
aminoglucésidos y oligosacaridos, siendo algunos ejemplos M. inyoensis y
M. peuceticus productores de Sisomicina y Adriamicina, respectivamente
(Kroppenstedt, 2005). Otras moléculas activas sintetizadas por especies de
Micromonospora son la vitamina B12 (Hirsch et al., 2009) y compuestos
antifingicos (Ismet et al., 2004). La especie M. echinospora es el productor
de gentamicina, un antibiético de uso comun en medicina para el tratamiento
de infecciones sistémicas graves provocadas por microorganismos
susceptibles, especialmente gram negativos.  Algunos ejemplos de las
infecciones para las que esta indicado este antibidtico son de las vias
respiratorias, septicemias, infecciones de la piel, huesos o tejidos blandos,
peritonitis, infecciones graves del sistema nervioso central (meningitis),

infecciones gastrointestinales y guemaduras (PLM, 2010).

1.4 Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR)

La PCR fue disefiada por Kary Mullis en 1983 aunque su primera
publicacién fue hasta el afio de 1985. La técnica tiene su base en la
actividad de la enzima DNA polimerasa, que cuenta con la capacidad de
sintetizar una nueva cadena de DNA complementaria a partir de otra ya
existente. Los requisitos de la enzima para llevar a cabo esta reaccion son
que existan nucleétidos en el medio (la materia base para fabricar la cadena
complementaria de DNA) y una pequefia cadena de DNA que pueda unirse a
la molécula que se requiera copiar para que sirva como cebadora o “primer”.

La técnica emplea minimas cantidades de DNA (menor a 1 ug) y consta

16
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basicamente de 3 pasos fundamentales divididos en varios ciclos
(usualmente de 25 hasta 40) que comprende:

» Desnaturalizacion (95°C),
» Alineamiento (55-60°C),
» Extension (72°C).

En una PCR el primer paso consiste en la desnaturalizacion del DNA por
medio de calor (95°C) para casi de inmediato bajar la temperatura de modo
que los extremos 3’ de las hebras sean separados hasta que se puedan
aparear con oligodesoxinucledtidos complementarios, con la respectiva
formacion de hibridos estables con la molécula que funciona como molde o
plantilla. Dichos oligonucleétidos funcionan como cebadores (también
conocidos como iniciadores, oligonucleétidos o primers) de modo que una
polimerasa resistente a la desnaturalizacion por calor y usualmente la Taq
polimerasa (aislada de la bacteria terméfila Thermus aquaticus) extiende los
extremos 3’ de ambos oligonucledtidos empleando las hebras del DNA
bicatenario como plantilla, proceso que se conoce como extension y que
usualmente se lleva a 72°C, por tratarse de la temperatura 6ptima de la Taq

polimerasa (Figura 5).

Una segunda desnaturalizacion pone fin a un ciclo (los 3 pasos indicados
previamente) y da comienzo al siguiente. De esta forma, al término del primer
ciclo de reaccion se obtienen dos copias idénticas bicatenarias del DNA
original. Cada ciclo se repite alrededor de 25 a 40 veces, sin la adicion de
mas enzimas o reactivos y empleando las moléculas obtenidas en el ciclo
anterior como molde o plantilla. De esta manera se produce un aumento
exponencial del nimero de copias de la secuencia especifica equivalente a
2", donde n representa el nimero de ciclos. Al término de todos los ciclos, la
muestra se enfria a 4°C para su conservacion y posterior analisis usualmente

por electroforesis horizontal o submarina.

17
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Figura 5. Representacién esquematica de una PCR "

Para realizar la técnica de PCR se requieren los siguientes reactivos
(Newton & Graham 1997).

» Desoxinucledtidos trifosfato (ANTPs), provee de nucleétidos (Adenina,
Guanina, Citosina y Timina) a la reaccion para la sintesis de DNA.

» Oligonucledtidos, secuencias cortas (normalmente de 18 a 22
nucledtidos) que se emplean para iniciar la reaccion y actian como

secuencias complementarias a las dos hebras de DNA.

18
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> lones Magnesio (Mg?), una concentracién 6ptima de cloruro de
magnesio (MgCl,), es requerida para la actividad y fidelidad de la
enzima DNA polimerasa.

» Buffer, mantiene el pH adecuado para el funcionamiento de la DNA
polimerasa.

» DNA (Taq) polimerasa, actia empleando el DNA molde para sintetizar
la cadena complementaria.

» DNA molde, es la muestra que se desea amplificar.

» Termociclador, aparato que va a mantener la temperatura necesaria

en cada paso del ciclo de la PCR.

1.5 Empleo de oligos especificos para la identificacién bacteriana

1.5.1 Gen 16S rRNA

Ciertas macromoléculas se consideran cronémetros evolutivos
(medidas del cambio evolutivo) debido a que nos permiten establecer las
relaciones evolutivas entre diferentes microorganismos. Estas moléculas se
deben escoger no sélo porque estan universalmente distribuidas sino que
deben ademas ser funcionalmente homélogas en cada organismo. Distintas
evaluaciones empleando crondmetros moleculares han permitido identificar
varios citocromos, proteinas de hierro y azufre tales como las ferredoxinas, y
algunos genes como los RNAs ribésomicos siendo estos dltimos los més
ampliamente utilizados actualmente como las mejores herramientas para

establecer dichas relaciones evolutivas (Madigan et al., 2004).

19
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El operon del RNA ribosomal se encuentra conformado de la siguiente
manera (5'->3’): rRNA 16S, espacio de region, rRNA 13S, espacio de region
y rRNA 58S tal como se indica en la Figura 6 (Maldonado, 2002).

FRNA 165 rRﬁ"‘j@ 235 rRNA 55

b ——
I —— | [—f

1—» 120

11— 1543 1 * 3300

Figura 6. Distribucion esquematica del operén del RNA ribosomal. Cada rectangulo indica
los genes del operdn. Las flechas indican la transcripcion del operén, de izquierda a
derecha, y los nimeros representan el tamafio aproximado de cada gen o subunidad
(Fragoso, 2009).

Para el estudio de bacterias y arqueas se recurre a la secuencia de la
subunidad 16S rRNA porque relune ciertas caracteristicas favorables como:
a) ser componentes cruciales de los ribosomas, b) poseer una funcién comun
en todas las células (elementos integrables del aparato de biosintesis de
proteinas) y c) su estructura primaria es un mosaico de secuencias
conservadas y variables que permite el alineamiento de posiciones
homologas y la identificacion de secuencias conservadas universalmente. De
manera complementaria, hay poca evidencia de transferencia horizontal de
genes de rRNA, asi mismo, existen bases de datos muy completas de
secuencias de rRNA de modo que se cuenta con bibliotecas para efectuar

comparaciones o identificar nuevas secuencias.

La subunidad 16S presenta un tamafio adecuado, con 1 543 bases o
nucledtidos y proporciona una buena resolucion en el andlisis filogenético
sobre todo a nivel de género, en algunos casos hasta a nivel de especie. La

subunidad 23S es considerada demasiado grande al contar con 3 300 bases

20
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y la 5S demasiado pequefia pues solo cuenta con 120 nucleétidos y no
proporciona ningun tipo de resolucion filogenética (Head, 2004). Cabe hacer
mencion que aunque la secuencia del gen 16S rRNA es ampliamente
utiizada, en algunas ocasiones la diferenciacion entre dos grupos
taxondmicos a nivel de especie no puede realizarse correctamente debido a
lo altamente conservada que puede encontrarse esta secuencia entre
organismos estrechamente relacionados. Cuando esta situacion se presenta,
es entonces necesario recurrir a secuencias de regiones de DNA que pueden
ser menos conservadas que ésta (Zhang et al., 2001). Estas secuencias
pueden ser aquellas que corresponden a regiones espaciadoras o regiones

intergénicas, e inclusive emplear algun otro cronémetro molecular.

Hablando especificamente de la clase Actinobacteria y a pesar de su
comprobada utilidad, existen géneros en los que se ha reportado que la
secuencia del gen del 16S no proporciona un buen nivel discriminatorio para
el nivel de especies. Los géneros Micromonospora y Tsukamurella son un
ejemplo claro de esta situacion siendo ademas de particular interés el hecho
de que el primero sea ademas un componente importante del habitat marino.
De acuerdo al trabajo realizado por Kasai y colegas en el 2000, la variacién
que existe en el gen 16S entre las especies de Micromonospora se
encuentra en el rango del 99.0% lo que es un valor demasiado alto como
para permitir discriminar entre especies. Es precisamente en el trabajo
anterior donde los autores proponen como gen alternativo a la girasa-B, otro
crondmetro molecular, a manera de emplearse como alternativa para la
diferenciacion de especies. Sin embargo, cuando se realizan estudios que
impliguen involucrar un alto nimero de aislados o cepas, resulta clara la
limitante econdmica de secuenciar varios genes y/o igual nimero de aislados
por lo que técnicas moleculares que generen patrones Unicos o huellas
gendmicas (fingerprint patterns) resultan una muy buena alternativa
(Maldonado et al., 2008).
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Lo anterior sin embargo, no resulta una limitante para emplear el gen
16S como herramienta para el disefio de oligos especificos que permitan
identificar aislados a nivel de género. De hecho en la actualidad numerosas
identificaciones moleculares a nivel de género para Actinobacteria estan
basadas en el empleo de oligos dirigidos al gen del 16S (Moron et al., 1999;
Salazar et al., 2000, 2002; Tan et al., 2006).

En la actualidad, existen inclusive oligos considerados como
universales que pueden amplificar cualquier clase u orden especifico. Por
ejemplo, el par de oligos F27 y R1492 es universal para el dominio Bacteria.
Los oligos S-C-Act-235-a-S-20 y s-C-Act-878-a-A-19 son universales para la
clase Actinobacteria con una especificidad del 82% hacia los géneros de
esta clase (Stach et al., 2003b). Bajando en el sistema jerarquico
taxonodmico, los oligos especificos para la familia Micromonosporaceae son el
M2F y el A3R (Monciardini et al., 2002) mientras que el par M558F y C1028R
son género-especifico para Micromonospora (Qiu et al., 2008). Todos estos

son algunos ejemplos de oligos que van dirigidos al gen 16S rRNA.

1.5.2 Aplicacion de oligos para la identificacion bacteriana

Para efectuar una amplificacion por PCR se debe conocer la
secuencia de nucleédtidos del segmento al cual va dirigida la amplificacion
para disefiar o utilizar los oligos complementarios a la region de interés (al
inicio y el termino del copiado). Asi, un juego o par de oligos consiste en un
forward y un reverso, uno que va en direccibn 5° - 3" y otro que corresponde
al sentido 3> 5" respectivamente. El uso entonces de oligos dirigidos a
regiones del rRNA que se conoce son especificas del organismo (especie)
u organismos (género) de interés, facilitan una deteccion cualitativa y
cuantitativa como lo constituye una variante conocida como “PCR en Tiempo

Real”.
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La variabilidad intrinseca del gen del 16S permite el disefio de oligos
a partir de regiones tanto conservadas como variables. La secuencia blanco
puede tratarse de regiones de correlacion filogenético entre grupos o
familias, o una regidn variable para hacerlo mas especifico ya sea para
diferenciar familias, géneros o especies, todo ello dependiendo del enfoque
que se le quiera dar al trabajo de interés (Heuer et al., 1997; Monciardini et
al., 2002; Stach et al., 2003b).

1.6 Técnicas moleculares basadas en PCR

1.6.1 Polimorfismo de la longitud de los fragmentos amplificados
(AFLP).

El estudio del Polimorfismo de la longitud de los fragmentos
amplificados es wuna técnica molecular que posee un alto poder
discriminatorio y que se fundamenta en la amplificaciéon, mediante PCR, de
fragmentos de restriccion (generados del ADN del organismo) a los que
previamente se les ha unido unos adaptadores que son complementarios
con oligos especificos. Las variaciones metodolégicas de la técnica se

mencionan adelante.

Existen diversos métodos basados en la PCR que son Utiles para la
generacion de huellas gendmicas o “fingerprints”. Una de estas técnicas
ampliamente utilizada para la tipificacion de bacterias, hongos y levaduras es
el rep-PCR (Amplificacion por PCR de elementos Palindromicos
Extragénicos Repetitivos) que incluso anteriormente se ha descrito para
generar perfiles o patrones de banda en aislados de Micromonospora
(Maldonado et al., 2008). Sin embargo, muchas de estas técnicas no
cuentan con un nivel adecuado de resolucién y reproducibilidad en donde los

resultados pueden variar de acuerdo a las condiciones utilizadas. En
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contraste con esta desventaja, la técnica es rapida, poco laboriosa y

econdmica.

El AFLP (por sus siglas en inglés Amplified Fragment Length
Polymorphism) esta basada en la amplificacion selectiva de fragmentos de
restriccion de DNA gendmico (Aruni et al.,2000). Esta técnica es la mas
prometedora a la fecha pues cuenta con una alta reproducibilidad y
discriminacion en la obtencion de “fingerprints”. La técnica ha sido empleada
con éxito en animales y mapeo genético de plantas, diagnosticos meédicos,

tipificacion bacteriana y estudios filogenéticos (Savelkoul et al., 1999).

En términos generales, la técnica requiere una ligacion de los
adaptadores a los fragmentos de restriccion seguida de una PCR basada en
la amplificacion con oligos especificos para los adaptadores (Figura 7). Para
el andlisis por AFLP se necesita una pequefia cantidad de DNA gendmico
purificado, el cual debe ser digerido con enzimas de restriccion. Al incubar la
muestra con endonucleasas se producen fragmentos de diferente tamafio a
los que subsecuentemente se les adiciona o “liga” un adaptador cuya
secuencia es complementaria a los primers por emplearse en PCR
(Savelkoul et al., 1999). Para AFLP generalmente se utilizan enzimas como
EcoRl, Asel, Hindlll, Apal y Pstl.

Se han reportado dos variantes de la técnica, una de ellas utiliza dos
enzimas de restriccion para digerir el DNA gendmico. La segunda variacion
de la técnica lleva a cabo la digestion utilizando Unicamente una enzima de
restriccion (usualmente aquellas con una alta frecuencia de corte; Figura 8).
Sin embargo se ha visto que para optimizar el método generalmente se
utiliza la combinacién de dos enzimas para la digestion, una con una baja
frecuencia de corte (EcoRIl,Asel, Hindlll, Apal o Pstl) que reconoce
secuencias especificas de 6 a 8 bases y una segunda enzima con una alta

frecuencia de corte (Msel o Tagl) que solo reconoce secuencias de 4 bases,
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generandose un mayor nimero de fragmentos y aumentando la complejidad

de los patrones de “fingerprint” resultantes (Montafio et al., 2006).

Figura 7. Esquematizacion de la técnica AFLP, empleando dos enzimas de restriccion; a)
incubacion del ADN con las enzimas y los adaptadores b) Ligacion de los adaptadores a los
fragmentos de restriccion c) Amplificacion de los fragmentos (Mueller & Wolfenbarger, 1999;

editada).
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Figura 8. Esquematizacion de la técnica AFLP, empleando una enzimas de
restriccion; Pst | (Maldonado, 2002; editada).
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Los adaptadores son oligonucleétidos de doble cadena, con extremos
pegajosos complementarios y son disefiados de tal manera que el sitio de
restriccion inicial no sea restaurado después de la ligacion. Lo anterior
permite realizar la restriccion y ligacion de manera simultanea. Una vez
realizado el paso de “restriccion-ligacion”, entonces la muestra es sometida a
amplificaciones por PCR bajo condiciones altamente estrictas con oligos
especificos para los adaptadores, que poseen en su sitio terminal 3’ una
extensidon de uno a tres nucledtidos dentro del fragmento de restriccion

cromosomal desconocido (Savelkoul et al., 1999).

El resultado de los fragmentos se pueden visualizar al realizar una
electroforesis en gel de agarosa tifiiendo con bromuro de etidio o
alternativamente, con el uso de oligos marcados con fluorescencia pues
permite su uso en secuenciadores automaticos. Los patrones obtenidos de
diferentes cepas son polimérficos debido a (i) mutaciones en los sitios de
restriccion, (ii) mutaciones en las secuencias adyacentes en los sitios de
restriccion pero complementarias a la extensién del primer seleccionado, y
(i) inserciones o deleciones del sito de restriccion o dentro del fragmento

amplificado.

Un factor de gran importancia en el procedimiento de AFLP es la
eleccion de la enzima o el par de enzimas de restriccibn que sean las mas
adecuadas. Valsangiacomo et al. (1995) sugiri6 que la seleccion de la
endonucleasa de restriccion deberia ser basada en el contenido de G+C y en
el tamafio del genoma del organismo blanco. Janssen y colegas (1996)
probaron varios pares de enzimas y sugieren que EcoRI o Msel deben ser
usadas en los analisis con bajo contenido de G+C en el genoma. Ellos
consideraron a Hindlll como la enzima mas adecuada para la digestion de
ADN gendmico con un contenido del 40 al 50% mol de G+C. Una digestion
con Msel fue insignificante para DNA bacteriano con alto contenido de G+C
(méas del 65% mol), moderadamente para DNA con un contenido entre 50 y
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65% mol de G+C, y 6ptimo para DNA con un contenido de G+C debajo del
50% mol. Por otro lado reportan que se aprecié una alta frecuencia de la
escision con Tagl para todas las muestras de DNA sin importar el contenido
de G+C. Los autores recomiendan el uso de set de enzimas y oligos
estandarizados independientemente del tipo de organismo e indican que la
prueba es suficientemente flexible para usar cuatro enzimas de restriccion
que resultaran en un namero de fragmentos con tamafio adecuado, sin

considerar el contenido de G+C en el DNA.

A continuaciébn se mencionan algunas de las ventajas que la técnica
AFLP posee:

» Uso de oligos especificos que proporcionan resultados confiables y
reproducibles.

» Muchos subconjuntos de restriccion que pueden ser amplificados por
el cambio en la extension del nucledtido en la secuencia del primer.

» Se obtienen resultados de alta resolucion debido al uso de
condiciones estrictas de PCR.

» No requiere conocimiento previo de alguna secuencia gendmica.

Sin embargo el método también posee algunas desventajas que se

enlistan en seguida:

» La eleccion adecuada de las enzimas para la restriccion de los
fragmentos.

» Latécnica se lleva a cabo en 2 dias lo que presenta un inconveniente
si queremos resultados rapidos.

» Lainterpretacion de resultados puede llegar a ser dificil.

> Es una técnica laboriosa.

AFLP implica indagar el genoma completo en lugar de solo una region

como en el analisis por RFLP o amplificacion por PCR de los rRNA
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(Vaneechoutte, 1996; Jensen et al., 1993). En contraste la técnica de AFLP
no muestra variacion alguna en la eficiencia de la amplificacion debido a
cambios pequefios en la temperatura lo que si ocurre con técnicas como
RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA) o REP (Meunier & Grimont,
1993; Penner et al., 1993) lo que hace una buena alternativa para generar

patrones especificos moleculares.

2 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El género Micromonospora se caracteriza por la produccién de una
sola hifa bien desarrollada y ramificada en el sustrato. Las esporas (no
moviles), son cortas con un diametro de 0.25-0.6 um (Hirsch et al., 2009) y
se producen de manera individual. 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. Debido a que muchos de los aislados del género
Micromonospora no son facilmente distinguibles por lo descrito anteriormente
con base en su morfologia y debido a que el tipo de colonias que forman
pueden ser confundidas con otros géneros como Salinispora Yy
Verrucosispora (también de la familia Micromonosporaceae), en el presente
trabajo de investigacion se evaluaron métodos moleculares que primero
permitan identificar aislados a nivel de género empleando oligos especificos
y después discriminar entre los aislados de estudio empleando la técnica de

AFLP con una enzima de restriccion.
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3 OBJETIVOS

General

Evaluar una herramienta de Biologia Molecular que proporcione
informacion especifica y confiable para la adecuada discriminacion de
especies del género Micromonospora y que pudiese ser aplicada a muestras

ambientales.
Particulares

» Evaluar oligos especificos para la deteccion del genero

Micromonospora a través de amplificacion por PCR.

» Caracterizar molecularmente a los aislados de estudio mediante la
técnica de AFLP utilizando 3 diferentes oligos y determinar si existe

variabilidad genética entre los aislados.

4 HIPOTESIS

La técnica AFLP proporcionara resultados reproducibles y confiables en

la identificacion de especies del género Micromonospora.
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5 METODOLOGIA EXPERIMENTAL

El disefio experimental para el presente proyecto esta esquematizado en

términos generales en el siguiente diagrama de flujo:

DNA

PCR
oligos especificos:
M558F y C1028R

Gel de
electroforesis

Banda PCR Banda PCR
470 bp (+) 470 bp (-)

No pertenece al
AFLP género
Micromonospora

Gel de

electroforesis Descartar

Interpretacion de
resultados

Figura 9. Disefio experimental del proyecto de investigacion.
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5.1 Materiales y métodos
5.2 Origen de las muestras y DNA

Las muestras de estudio habian sido previamente caracterizadas
mediantes técnicas macro y microscoépicas de acuerdo al trabajo de Gutiérrez
y colaboradores (2006). Los 33 aislados incluidos en este trabajo provenian
de muestras de sedimentos marinos del Golfo de California que fueron
recolectados durante la campafia oceanografica de Febrero del 2006. El
material genético empleado habia sido extraido de los aislados de interés
desde el trabajo de Fragoso (2009) y conservado en un congelador a -20°C
hasta su utilizacion. Dichos aislados no fueron incluidos en el trabajo
mencionado (Fragoso 2009) por habérseles ‘“identificado” como

Micromonospora.

5.3 PCR para caracterizar a nivel de género

Para la amplificacion del DNA a través de la PCR se emplearon los oligos

especificos:

» Mb558F (5"-CGGCTTGTCGCGTCGACT-3)
»> C1028R (5"-ATGCACCACCTGTGACCGC-3")

Mediante el siguiente protocolo:

1.- A un tubo Eppendorf se agregaron 2 pL buffer 10X NH4(pH 8.8, Bioline,
EUA), 0.6 pL MgCl, (50mM, Bioline, EUA), 0.5 pL dNTP’s (100 mM; Bioline
EUA), 0.2 pL oligo M558F (20 uM, Sigma EUA), 0.2 uL oligo C1028R (20 uM,
Sigma EUA), 0.06 uL Taq Pol (5 u/uL; Bioline EUA), 0.4 uL DNA y agua para

PCR necesario para llevar a un volumen final de 20 pL.
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En el control negativo se sustituyd la misma cantidad de DNA por agua para
PCR.

2.- Cada tubo se colocé en el Termociclador MULTIGENE Il Labnet durante
35 ciclos bajo las siguientes condiciones: 94°C por un minuto, 60°C por un
minuto, 72°C por un minuto y una extension final (72°C) por diez minutos. El
producto de PCR de cada muestra se examiné por medio de una

electroforesis horizontal en gel de agarosa al 1 %.

5.3.1 Electroforesis horizontal, agarosa al 1%

Los productos amplificados fueron separados a través de
electroforesis horizontal en un gel de agarosa al 1%. A continuacién se

detalla el procedimiento realizado:

1.- A un matraz Erlenmeyer se adicion6 1g de agarosa al cual se le
agregaron 100 mL de Buffer TBE 0.5X (Tris Borato EDTA), que se calentd en

un horno de microondas hasta su completa disolucion.

2.- Un vez disuelto se agregd 1 pL de Bromuro de Etidio agitandose

suavemente para homogenizar la mezcla.

3.- Se decant6 la mezcla en una charola de plastico para electroforesis a la
cual previamente se habian colocado los peines que tienen como finalidad

formar los pozos en el gel (Figura 10).

4.- El gel se dej6 secar a temperatura ambiente dentro de una campana de

extraccion hasta su completa gelificacion (aproximadamente 30-45 minutos).

5.- La camara para electroforesis se lleno con buffer TBE 0.5X y se sumergio
el gel retirando los peines, permitiendo asi que los pozos se llenaran con el

buffer indicado.
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6.- Para cargar el gel con las muestras se mezclaron 4 pL del producto de
PCR con 4 pL de buffer de carga, homogenizando y aplicando esta mezcla
en cada uno de los pozos correspondientes en el gel de agarosa. Al principio
y al final de las muestras (pozos en los extremos del gel) se agregaron 0.5 uL

de marcador de peso molecular (Bioline, EUA).

7.- Posteriormente se colocO la tapa de la camara y se conectaron los
electrodos, dejando correr durante 1 hora con una diferencia de potencial de
75 Volts.

FiguralO. Ejemplo que representa el vertido del gel de agarosa en la cAmara de

electroforesis horizontal y la colocacién de la muestra en los pozos ©

8.- Una vez transcurrido el tiempo se transfirio el gel a un transiluminador
(Ultra Violet Products, EUA) para visualizar las bandas obtenidas y por medio
de un fotodocumentador (Probiotek, México) la imagen se guardé en una

memoria para posteriormente transferirla a una computadora e imprimirla.
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Los resultados considerados como positivos son aquellos en los que se

obtiene una banda de 470 pares de bases (bp; Qiu et al., 2008) de manera
contraria se consideran negativos.

5.4 AFLP

5.4.1 Reaccion de digestiéon y ligacion de adaptadores

Se utilizé la endonucleasa Pstl como enzima de restriccion cuya

secuencia de corte se ilustra en la figura 11 asi como los siguientes
adaptadores:

» LG1 (5"-CTCGTAGACTGCGTACATGCA-3")
> LG2 (5"-ATGTACGCAGTCTAC-3)

Figura 11. Indica los sitos de reconocimiento y de corte para la enzima Pstl.
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El procedimiento tuvo los siguientes pasos:

1.- A un tubo Eppendorf de 1.5 mL se adicionaron 2 puL de enzima de
restriccion Pstl (10 u/uL, Fermentas Canada), 2 pL buffer T4 10X (pH 7.8,
Fermentas Canada), 0.2 pL Ligasa T4 (5 u/uL, Fermentas Canada), 0.5 pL
adaptador LG1 (20uM; Genset EUA), 0.5 pL adaptador LG2 (20 uM; Genset
EUA), 5 pL DNA y la cantidad de agua necesaria para llevar a un volumen
final de 20 pL.

2.- Los tubos se incubaron en un bafio seco (Daigger EUA) a 37 °C por un
minimo de 12 horas. Terminado el tiempo (12-16 horas) los tubos se

retiraron y se emplearon como templado para la siguiente PCR.

5.4.2 PCR AFLP

Para la amplificacion del DNA a través de la PCR se utilizaron los

siguientes oligos especificos:

» AF-1 (5-GACTGCGTACATGCAGC-3")
» AF-2 (5-GACTGCGTACATGCAGG-3")
> AF-3 (5-GACTGCGTACATGCAGA-3")

El procedimiento realizado fue el siguiente:

1.- A cada tubo Eppendorf se agregé 2.5 pL buffer 10X NH4(pH 8.8, Bioline
EUA), 0.55 puL MgCl; (50mM, Bioline EUA), 0.6 pL dNTP’s (100 mM, Bioline
EUA), 1 uL oligo AF-1 (20 uM Genset EUA), 1 L oligo AF2 (20 uM Genset
EUA), 1 uL oligo AF3 (20 uM Genset EUA) -segun fuera la reaccion por
realizar-, 0.1 pL Taq Pol (5 u/uL, Bioline EUA), 1 uL DNA proveniente de la
reaccion anterior y agua para PCR necesaria para llevar a un volumen de 20

ML.
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En el control negativo se sustituyé la misma cantidad de DNA por
agua para PCR.

2.- Cada tubo se coloc6 en un Termociclador marca Eppendorf modelo
Mastercycler epgradient (Eppendorf, Alemania) bajo las siguientes
condiciones: un ciclo de 10 minutos a 95°C, dos ciclos de: 95°C por 45
segundos, 60°C por 1 minuto, 72°C por 2 minutos, dos ciclos de: 95°C por 45
segundos, 59°C por 1 minuto, 72°C por 2 minutos, dos ciclos de 95°C por 45
segundos, 58°C por 1 minuto, 72°C por 2 minutos y asi sucesivamente,
bajando la temperatura un 1 °C cada dos ciclos hasta llegar a 50°C para

mantenerla por trece ciclos y una extension final de 72°C por 10 minutos.

El producto de PCR de cada muestra se examind por medio de una
electroforesis horizontal en gel de agarosa al 1.5 %.

5.4.3 Electroforesis horizontal, agarosa al 1.5%

1.- A un matraz Erlenmeyer se adicionaron 3 g de agarosa al cual se le
agregaron 200 mL de Buffer TBE 0.5X (Tris Borato EDTA, Sigma EUA). La
mezcla se calenté en un horno de microondas hasta alcanzar su completa

disolucion.

2.- Una vez disuelto se agregaron 2 pL de Bromuro de Etidio se agito

suavemente para homogenizar la mezcla.

3.- La mezcla se decant6 en una charola de plastico para electroforesis a la

cual previamente se le colocaron los peines como se indico previamente.

4.- El gel se dej6 secar a temperatura ambiente dentro de una campana de

extraccion hasta su completa gelificacion.
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5.- La camara para electroforesis se llend con buffer TBE 0.5X y se sumergio
el gel retirando los peines, permitiendo asi que los pozos se llenaran con el
buaffer.

6.- Para cargar el gel con las muestras se mezclaron 8 pL del producto de
PCR con 2 pL de buffer de carga, homogenizando y aplicando esta mezcla
en cada uno de los pozos correspondientes en el gel de agarosa. Agregando
0.5 pL de marcador de peso molecular (Bioline, EUA) al principio y al final de

las muestras.

7.- Posteriormente se colocO la tapa de la camara y se conectaron los
electrodos, dejando correr durante 3 horas con una diferencia de potencial de
70 Volts.

8.- Una vez transcurrido el tiempo el gel se transfirié a un transiluminador
(Ultra Violet Products, EUA) para visualizar las bandas obtenidas y por medio
de un fotodocumentador (Probiotek, México) la imagen se guardé en una

memoria CompactFlash (Lexar, EUA).
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6 RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 Identificacidén especifica del género

Se analizaron treinta y tres diferentes aislados procedentes de
ambientes marinos a los cuales se les asignaron diferentes cédigos para su
identificacion (tabla 1).

Algunos de los aislados dieron un resultado negativo para la
identificacibn molecular con oligos género-especificos. Esto es interesante
pues los aislados habian sido previamente “identificados” como
Micromonospora en un trabajo anterior con base en sus caracteristicas
macro y microscopicas (Tabla 1; Gutiérrez et al., 2006). Los oligos M558F y
C1028R utilizados en esta amplificacion generan fragmentos de
aproximadamente 470 pb (pares de bases, Figura 12). Aquellas muestras
donde hubo amplificacién y presencia del producto esperado se le considero

como positiva.

Figura 12. Imagen ilustrativa del producto de PCR obtenidos para la identificacién del
género Micromonospora. (1) marcador de peso molecular, (2) RD001, (3) RD002, (4) RD003,
(5) RD004, (6) RD0O06, (7) control positivo, (8) control negativo. (a) imagen negativo, (b)

imagen normal.
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Tabla 1. Resultados obtenidos mediante la amplificacion por PCR con oligos género-

especificos de diferentes aislados de Micromonospora provenientes de ambientes marinos.

~codigo del PCR oligos
microorganismo
RD 001 +
RD 002 +
RD 003 +
RD 004 +
RD 005 -
RD 006 +
RD 007 +
RD 008 +
RD 010 +
RD 011 +
RD 013 -
RD 014 +
RD 016 +
RD 018 +
RD 022 -
RD 024 +
RD 027 +

especificos
M558F
C1028R

codigo del
microorganismo

RD 031
RD 032
RD 033
RD 035
RD 041
RD 043
RD 044
RD 046
RD 048
RD 049
RD 050
RD 053
RD 054
RD 055
RD 056
RD 057

PCR oligos
especificos
M558F
C1028R
+

+ + 4+ + 4+ + + + o+ 4+ o+ 4+ o+ + o+

Se indica en la Figura 13 el porcentaje de aislados y la proporcion de

aislados que fueron positivos a la amplificacion por el par de oligos

especificos M558F y C1028R.
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Identificacion del género Micromonospora

0,9
0,8
0,7
0,6
0,5
0,4
0,3
0,2
0,1

m(+) = ()

Figura 13. La gréfica ejemplifica que un porcentaje elevado de aislados fueron
clasificados como miembros del género de estudio; (+) representa aquellas cepas que
revelaron, a nivel molecular, pertenecer al género Micromonospora; (-) aquellas que no

lo fueron.

6.2 Discriminacion entre aislados de Micromonospora

Se prepararon reacciones de restriccion-ligacion para la técnica de
AFLP para 30 de los 33 aislados que dieron positivos a la PCR previa. Una
vez realizada la PCR para AFLP y el corrimiento de los geles
correspondientes, se obtuvieron patrones de banda como se muestra en la
Figura 14. Los patrones o fingerprint generados muestran multiples bandas
de amplificacion que variaron desde 1 hasta 6 fragmentos con bandas de

amplificacion cuyos tamafos oscilan entre los 400 y los 1000 pb.
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Figura 14. Diferentes huellas gendmicas generadas a través de la técnica AFLP en un gel de agarosa al 1.5%, utilizando la enzima Pstl
para la digestion del ADN, (M) Marcador de peso molecular; utilizando AF1 como oligo especifico para los adaptadores LGl y LG2; (a)

imagen negativa; (b) imagen normal.
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Es notorio mencionar que en términos generales, se obtuvieron una
gran variedad de perfiles aunque algunos de los DNAs empleados no
generaron ningun tipo de fingerprint como ocurrié para las cepas RD043,
RD046, RD048, RD056 y RD057 con el oligo AF1; RD003, RD011, RD041,
RDO056 para el oligo AF2; y RD031, RD032, RD033, RD034, RD043, RD041,
RDO056, RD057al emplear el oligo AF3.

Lo anterior resulta muy particular debido a que esos mismos DNAs ya
habian dado un resultado positivo en la amplificacion al emplear oligos
especificos M558F-C1028R para el género Micromonospora pero es
consistente con resultados previos que indican la dificultad para trabajar con
el material genético de Micromonospora (Maldonado et al., 2008).

En la Tabla 2 se indican aquellos aislados cuyos patrones son

sumamente parecidos de acuerdo al oligo que se hubiera empleado.

Tabla 2. Resultados que mostraron patrones idénticos de los diferentes aislados de

Micromonospora.

Oligo Patrones idénticos.

AF1  ninguno

AF2 RD014 con RD018

AF3 RDO001 con RD003
RD048 con RD049
RDO053 con RD054
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6.2.1 Oligo AF1

De acuerdo con las imagenes obtenidas al emplear el oligo AF1
(Figura 14), podemos observar que se generaron 25 patrones distintos para
los 30 aislados, sin embargo no se obtuvieron patrones para las cepas RD
043, RD046, RD 048, RD 056 y RD 057.

Debe resaltarse que los fingerprint que se obtuvieron con éste oligo no
mostraron similitud alguna lo que permite asumir que existe una alta
diversidad de Micromonospora; lo que si podemos afirmar es que existen
bandas en comun para algunas cepas como es el caso de la banda cuyo
tamafio aproximado es de 1000 pb gue se encuentra presente tanto en la
cepa RD 016 como en la RD 018 y en la RD 031.

Existe otra banda cuyo tamafio aproximado es de 1 250 pb presente
Unicamente en RD 001 y RD 007; también es el caso de la banda de 750 pb
en RD 033 y RD 0416 aquella banda de 1 400 pb comun para RD 049, 050 y
053 y aquella banda que se presento en un mayor numero de cepas fue la de
1 500 pb (RD 002, 014, 016, 027, 031y 033).

También cabe mencionar que cada oligo generé diferentes perfiles para
cada aislado asi como diferentes niveles de selectividad encontrandose el
AF1 aquel que present6 un nivel intermedio.

6.2.2 Oligo AF2

La figura 16 muestra los resultados obtenidos en la amplificacion con
el oligo AF2, en la que podemos observar que se generaron 25 patrones
distintos para los aislados analizados, como en el caso anterior aqui también
se presentan cepas que no generaron perfiles como es el caso de RD 003,
011, 041y 056.
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Con respecto a los patrones para aquellas cepas donde si se obtuvo
un fingerprint, debe resaltarse que existen algunas similitudes por ejemplo el
aislado RD 014 con el RD 018.

De acuerdo a lo observado por los patrones generados podemos
corroborar que existe una alta diversidad de Micromonospora, y que el oligo

empleado en este caso fue el menos selectivo de los tres.

Figura 15. Muestra los perfiles idénticos que se presentaron en la amplificacién con el oligo
AF2y AF3.

Las bandas que se presentan en comun para diversos aislados son de
los siguientes tamafos aproximados 450 pb (RD 024 y RD 048), 600 pb (RD
014, 016 y 018), 780 pb (RD 001, 004, 007 y 048), 800 pb (RD 004, 007, 014,
016 y 018), 1 200 pb (RD 006 y 043), 1 400 pb (RD 001 y 055), 1 500 pb
(RD 002, 004, y 033), mas de 10 000 pb (RD 044 y RD 016).
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L________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________]

Figura 16. Muestra las diferentes huellas genémicas generadas a través de la técnica AFLP. (M) Marcador de peso molecular; utilizando
AF2 como oligo especifico para los adaptadores LG1 y LG2; (a) imagen negativa; (b) imagen normal.
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6.2.3 OligoAF3

Los resultados que se presentan en la figura 17 son aquellos
obtenidos en la amplificacién con el tercer oligo AF3. En donde se muestra
que se generaron 19 patrones distintos para los aislados analizados, en este
caso se presenta un mayor numero de muestras en las que hay ausencia
total de bandas como es el caso de las siguientes cepas RD 031, RD 032,
RD 033, RD 035, RD 043, RD 041, RD 056 y RD 057 es por ello que se

piensa que este primer es el mas selectivo de los tres evaluados.

Al emplear este oligo se obtuvieron un mayor numero de cepas con
perfiles muy parecidos como son RD 001 con RD 003, RD 048 con RD 049, y
RD 053 con RD 054.

También podemos observar la presencia de ciertas bandas que se
encuentran de manera frecuente en algunas cepas, por ejemplo, RD 018
presenta una banda de 1 000 pb que también esta presente en RD 050, en la
muestra RD 001, 002 y 003 podemos localizar una banda de un tamafio
aproximado de 2 000 pb y en las cepas RD 004, 006 y 007 encontramos una
banda de 1 500 pb

Cabe mencionar que los fragmentos amplificados presentan menos
variabilidad y tamafio superior que en aquellos generados con los oligos AF1
y AF2.
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Figura 17. Muestra las diferentes huellas genémicas generadas a través de la técnica AFLP. (M) Marcador de peso molecular; AF3 oligo

especifico para los adaptadores LG1 y LG2. (a) imagen negativa; (b) imagen normal.
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7 CONCLUSIONES

La técnica de PCR fue adecuada para establecer la identidad de aislados
del género Micromonospora como tales, utilizando los primer, M558F y
C1028R y con ello obteniendo un 91% de los aislados analizados como
resultados positivos. Estos resultados concuerdan con lo reportado por Qiu

et al (2008) en cuanto a la selectividad y eficacia de los oligos.

La técnica AFLP fue util para genotipificar los aislados de estudio
ayudandonos a diferenciar entre especies del género y se pudo aplicar con
éxito para esta caracterizacion. lgualmente reveld que existen diferencias en
la especificidad de los oligos, en este caso, aquel que nos proporcioné un

mayor numero de bandas el AF2.

La utilizacion de una enzima de restriccion generd patrones adecuados y
especificos de bandas en cada aislado analizado ayudandonos a diferenciar
especies y a obtener, en algunos casos, perfiles de bandeo idénticos.

Considerando los resultados obtenidos durante la realizacion de este
trabajo podemos afirmar que existe gran variabilidad biolégica de

Micromonospora en ambientes marinos.

Los ambientes marinos poseen una gran biodiversidad inexplorada,
herramientas moleculares como el AFLP nos ayudaran a obtener resultados
confiables en un menor tiempo considerando el analisis de un gran namero

de muestras conjuntamente.
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8 PERSPECTIVAS

v Para asegurar la reproducibilidad de la técnica es necesario realizar el
experimento bajo condiciones distintas, por ejemplo variando las
condiciones de PCR al aumentar la concentracion de MgCl, o al

establecer una temperatura de alineamiento adecuada para los oligos.

v' Es importante mencionar que para comprobar los resultados podemos

secuenciar ciertos genes como son la girasa B o el gen 16S.
v' Asimismo podemos realizar un arbol filogenético con la finalidad de

comprobar las relaciones que existen entre las especies y determinar

sus distancias evolutivas.

50



Estudio molecular de aislados marinos del género Micromonospora

9 BIBLIOGRAFIA

. Aruni, Z. & Androulla, E. 2000. Use of Amplified Fragment Length
Polymorphisms for Typing Corynebacterium diphtheriae. Journal
of Clinical Microbiology 38: 3843-3845.

. Fortman, J.L., Magarvey, N.A. & Sherman, D.H. 2005. Something old,
something new: ongoing studies of marine actinomycetes.
Proceedings SIM. Abstract S86.

. Fragoso, D.M. 2009. Caracterizacion feno y genotipica de bacterias
Gram(+) aisladas del pacifico mexicano. Tesis de licenciatura, QFB,
Facultad de Quimica, UNAM.

. Gontang, E.A., Fenical, W. & Jensen, P. 2007. Phylogenetic diversity
of Gram-positive bacteria cultured from marine sediments. Applied
and Environmental Microbiology 71:3272-3282.

. Gutiérrez, R., Olguin-Castellanos, J., Quintana, E.T. & Maldonado,
L.A. 2006. Exploitable actinobacterial diversity recovered from
marine sediments collected in Mexico. En, Proceedings of the
Atlantic Ocean Biogeochemistry and Biodiversity Meeting. Julio 20,

Londres, Inglaterra.

. Head, I. M. 2004. Recovery and Analysis of Ribosomal RNA
Sequences from the Environment. Ecology Manual 2° ed. Kluwer
Academic Publisher, USA; 139-142.

. Heuer, H., Krsek, M., Baker, P., Smalla, K. & Wellington, E.M.H. 1997.
Analysis of actinomycete communities by specific amplification

51



Estudio molecular de aislados marinos del género Micromonospora

of genes encoding 16S rRNA and gel-electrophoretic separation
in denaturing gradients. Applied and Environmental Microbiology
63:3233-3241.

. Hirsch, A., & Valdés, M. 2009. Micromonospora: An important
microbe for biomedicine and potentially for biocontrol and
biofuels. Soil Biology & Biochemistry 42: 536-542.

. Hoskisson, P.A. 2002. Micromonospora echinospora (ATCC 15837)
growth, differentiation and antibiotic production. Tesis doctoral,

Universidad Liverpool John Moores. Liverpool, Reino Unido.

10.Hunter-Cevera J. C. 1998. The value of microbial diversity. Current

Opinion in Microbiology. 1:278-285.

11.1smet, A., Vikinesawary, S., Paramaswari, S.,Wong,W.H.,Ward, A.,

Seki, T., Fiedler, H. P., Goodfellow, M. 2004. Production and
chemical characterization of antifungal metabolites from
Micromonospora sp. M39 isolated from mangrove rhizosphere

soil. World Journal of Microbiology and Biotechnology 20:523e528.

12.Janssen, P., Coopman, R., Huys, G., Swings, J., Bleeker, M., Vos, P.,

Zabeau, M., Kerters, K. 1996. Evaluation of the DNA fingerprinting
method AFLP as a new tool in bacterial taxonomy. Microbiology
142: 1881-1993.

13.Jensen, M., Webster, J. & Straus, N. 1993. Rapid ldentification of

Bacteria on the Basis of Polymerase Chain Reaction-Amplified
Ribosomal DNA Spacer Polymorphisms. Applied and Environmental
Microbiology. 59: 945-952.

52



Estudio molecular de aislados marinos del género Micromonospora

14.Kennish, J.M. 2001. Practical Handbook of Marine Sciences. CRC
Press. New Jersey, USA. 441-444 pp.

15.Kroppenstedt, RM., Mayilraj, S., Wink, J., Kallow, W., Schumann, P.,
Secondini, Ch. & Stackebrandt, E. 2005. Eight new species of the
genus Micromonospora, Micromonospora citrea sp. nov.,
Micromonospora echinaurantiaca sp. nov., Micromonospora
echinofusca sp. nov., Micromonospora fulviviridis sp. nov.,
Micromonospora inyonensis sp. nov., Micromonospora peucetia
sp. nov., Micromonospora sagamiensis sp. nov., and
Micromonospora viridifaciens sp. nov. Systematic and Applied
Microbiology 28:328-329.

16.Kwon, H.C., Kauffman, C.A., Jensen, P.R. & Fenical, W. 2006.
Marinomycins A-D, antitumor antibiotics of new structure class
from a marine actinomycete of the recently discovered genus
“Marinispora”. Journal of the American Chemical Society 128:1622-
1632.

17.Logan, N. 1994. Bacterial systematics. Blackwell Scientific

Publications, Oxford.

18.Madigan, M. T., Martinko, J. M. & Parker, J. 2004. Brock. Biologia de
los microorganismos, 10° ed. Pearson Prentice Hall, Espafa ; 302-
305, 307-308, 312-314.

19.Magarvey, N.A., Keller, J.M., Brennan, V., Dworkin, M. & Sherman,
D.H. 2004. Isolation and characterization of novel marine-derived
actinomycete taxa rich in bioactive metabolites. Applied and
Environmental Microbiology 70: 7520-7529.

53



Estudio molecular de aislados marinos del género Micromonospora

20.Maldonado L. A. 2002. Polyphasic taxonomy of members of the
genus Nocardia. Tesis doctoral, Universidad de Newcastle.

Newcastle Upon Tyne, Inglaterra Reino Unido.

21.Maldonado, L. A., Fenical, W., Jensen, P.R., Kauffman, C. A., Mincer,
T:J., Ward, A. C., Bull, A: T. & Goodfellow, M. 2005a. Salinispora
arenicola gen. nov., sp. Nov. and Salinispora tropica sp. Nov.,
obligate marine actinomycetes belonging to the family
Micromonosporaceae. International Journal of Systematic and
Evolutionary Microbiology 55:1759-1766.

22.Maldonado, L.A., Fragoso-Yafez, D., Pérez-Garcia, A., Rosellon-
Druker, J. & Quintana, E.T. 2009. Actinobacterial diversity from
marine sediments collected in Mexico. Antonie van Leeuwenhoek
95:111-120.

23.Maldonado, L.A., Stach, J.E.M., Pathom-aree, W., Ward, A.C., Bull,
A.T. & Goodfellow, M. 2005b. Diversity of cultivable actinobacteria
in geographically widespread marine sediments. Antonie van
Leeuwenhoek 87: 11-18.

24.Maldonado, L.A., Stach, J.EM., Ward, A.C., Bull, A.T. & Goodfellow, M.
2008. Characterisation of micromonosporae from aquatic
environments using molecular taxonomic methods. Antonie van
Leeuwenhoek 94:289-298.

25.Meunier, J., & Grimont, P. 1993. Factors affecting reproducibility

of random amplified polymorphic DNA fingerprinting. Research in
Microbiology 144: 373-379.

54



Estudio molecular de aislados marinos del género Micromonospora

26.Mincer, T, J., Jensen, P.R., Kauffman, C.A. & Fenical, W. 2002.
Widespread and persistent population of a major new marine
actinomycete taxon in ocean sediments. Applied and Environmental
Microbiology 61: 5005-5011.

27.Moat, A.G., Foster, JW. & Spector, M.P. (Eds). 2002. Microbial
Physiology. Fourth Edition. Wiley-Liss, John Wiley & Sons, Inc.

28.Monciardini, P., Sosio, M., Caletti, L., Chiocchini, C. & Donadio, S.
2002. New PCR primers for the selective amplification of 16S
rDNA from different groups of actinomycetes. FEMS Microbiology
and Ecology 42:419-429.

29.Moron, R., Gonzalez, I. & Genilloud, O. 1999. New genus-specific
primers for the PCR identification of members of the genera
Pseudonocardia and Saccharopolyspora. International Journal of
Systematic Bacteriology 49:149-162.

30.Montafo, K., Villalpando, E., Vargas, F. 2006. AFLP (Amplified
Fragment Length Plolymorphism) y su aplicacidon en acuicultura.

Interciencia 31:563-569

31.Mueller, U. & Wolfenbarger, L. 1999. AFLP genotyping and
fingerprinting. Tree 14: 389-394

32.Newton CR, Graham A 1997. PCR. 2nd edn, pp. 75-84. BIOS

Scientific Publishers, Oxford.

33.Penner, G., Bush, A., Wise, R., Kim, W., Domier, L., Kasha, K.,
Laroche, A,Scoles, G., Molnar, S. & Fedak, G. 1993. Reproducibility

55



Estudio molecular de aislados marinos del género Micromonospora

of random amplified polymorphic DNA. PCR Methods and
Applications 2, 341-345.

34.PLM. 2010. Diccionario de Especialidades Farmacéuticas. Edicion
56, Tomo |, Pag. 1840.

35.Qiu, D., Ruan, J. & Huang, Y. 2008. Selective isolation and rapid
identification of members of the genus Micromonospora. Applied
and Environmental Microbiology 74:5593-5597.

36.Salazar, O., Gonzalez, I. & Genilloud, O. 2002. New genus-specific
primers for the PCR identification of new isolates of the genera
Nocardiopsis and Saccharothrix. International Journal of Systematic
and Evolutionary Microbiology 52:1411-1421.

37.Salazar, O., Moron, R. & Genilloud, O. 2000. New genus-specific
primers for the PCR identification of members of the genus
Saccharomonospora and evaluation of the microbial diversity of
wild-type isolates of Saccharomonospora detected from soil
DNAs. International Journal of Systematic and Evolutionary
Microbiology 50: 2043-2055.

38.Savelkoul, P., Aarts, H., Dijkshoorn, L., Duim, B., Otsen, M.,
Rademarker, J., Schouls, L. & Lenstra, J. 1999. Amplified-Fragment
Length Polymorphism Analysis: the State of an Art. Journal of
Clinical Microbiology 37: 3083-3091.

39.Sogin M. L., Morrison H. G., Huber J. A., Welch D. M., Huse S. M.,

Neal P. R., Arrieta J.M. & Herndl G. J. 2006. Microbial diversity in

the deep sea and the underexplorer *“rare biosphere”.

56



Estudio molecular de aislados marinos del género Micromonospora

Proceedings of the National Academy of Siences of the United States
of America. 32: 12115-12120.

40.Stach, J.E.M., Maldonado, L.A., Masson, D.G., Ward, A.C.,
Goodfellow, M. & Bull, A.T. 2003a. Statistical approaches for
estimating actinobacterial diversity in marine sediments. Applied
and Environmental Microbiology 69:6189-6200.

41.Stach, J.E.M., Maldonado, L.A., Ward, A.C., Goodfellow, M. & Bull,
A.T. 2003b. New primers for the class Actinobacteria: application
to marine and terrestrial environments. Environmental Microbiology
5:828-841.

42.Stackebrandt, E., Rainey, F.A. & Ward-Rainey, N.L. 1997. Proposal
for a new hierarchic classification system, Actinobacteria classis

nov. International Journal of Systematic Bacteriology 47: 479-491.

43.Staley, J.T., Gunsalus, R.P., Lory, S. & Perry, J.J. (eds). 2007.

Microbial life. Sinauer Associates Inc.

44.Tan, G.Y.A., Ward, A.C. & Goodfellow, M. 2006. Exploration of
Amycolatopsis diversity in soil-using genus-specific primers and
novel selective media. Systematic and Applied Microbiology 29:557-
569.

45.Valsangiacomo, C., Baggi, F., Gaia, V., Balmelli, T., Peduzzi, R. &
Piffaretti, J. 1995. Use of amplified length polymorphism in
molecular typing of Legionella pneumophila and application to
epidemiological studies. Journal of Clinical Microbiology 33: 1716-
1719.

57



Estudio molecular de aislados marinos del género Micromonospora

46.Vaneechoutte, M. 1996. DNA fingerprinting techniques for
microorganisms. A proposal for classification and nomenclature.
Molecular Biotechnology 6: 115-142

47.Ward, A.C. & Bora, N. 2006. Diversity and biogeography of marine

actinobacteria. Current Opinion in Microbiology 9: 1-8.

48.Zhang, Z.,Kudo, T., Nakajima, Y. & Wang, Y. 2001. Clarification of
the relationship between the members of the family
Thermomonosporaceae on the basis of the 16S rDNA, 16S-23S
rRNA internal transcribed spacer and 23S rDNA sequences and
chemotaxonomic analyses. International Journal of Systematic and

Evolutionary Microbiology 51: 373-383.

10 REFERENCIAS
a. http://es.wikipedia.org/wiki/Archivo:Phylogenetic_tree_ of life_2.svg (12
de Junio de 2011).
b. http://users.ugent.be/~avierstr/principles/pcrsteps.gif (13 de Junio de
2011).
c. http://idibam.blogspot.com/2008/09/electroforesis-en-gel-de-
agarosa.html (17 de Febrero 2011).

58



	Portada

	Índice

	1. Introducción

	2. Planteamiento de Problema

	3. Objetivos   4. Hipótesis

	5. Metodología Experimental

	6. Resultado y Discusión

	7. Conclusiones

	8. Perspectivas

	9. Bibliografía

	10. Referencias


