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1. Resumen y justificacidon

Las cuevas anquihalinas son estuarios subterraneos dentro de terrenos
karsticos, contienen una masa de agua marina flotando en agua salina y estan
influenciados por las mareas, ademas, en su interior habitan organismos con un alto
grado de especializacion. Este ecosistema representa un ambiente unico donde
podemos encontrar una diversidad inexplorada de invertebrados y a los
microorganismos que los conforman. Un grupo de particular interés en las cuevas
anquihalinas son las esponjas, debido a que albergan diversas comunidades
microbianas en entornos con espacio limitado, baja concentracién de oxigeno
disuelto, oscuridad total y una tasa alta de endemismo (Gémez & Calderon-Gutiérrez,
2020). Las bacterias simbidticas que habitan en los animales como las esponjas
tienen la capacidad de realizar la biosintesis de metabolitos secundarios o

compuestos bioactivos.

A la fecha, la mayoria de los compuestos bioactivos marinos provienen de
esponjas encontradas en arrecifes de coral, mientras que, hay relativamente pocos
de aquellas ubicadas en cuevas submarinas anquihalinas, a pesar de que México
cuenta con muchas zonas costeras, las esponjas solo sé conocen en dos cuevas
anquihalinas: “La Quebrada” y “El Aerolito”, ambas en la Isla de Cozumel que forma
parte de la Peninsula de Yucatan, una de las zonas con mayor numero de cuevas
anquihalinas en todo el mundo. Sin embargo, los estudios de poriferos en este tipo
de ecosistemas unicamente se han centrado en la identificacion taxonémica de las

especies y no en el analisis del microbioma que estos puedan hospedar.

Debido a que las cuevas inexploradas del extenso sistema de cavernas
anquihalinas en la Peninsula de Yucatan, albergan una diversidad de esponjas
inexplorada, que podrian contener comunidades microbianas capaces de producir
nuevos compuestos bioactivos con potencial biotecnoloégico; en 2020 se hizo una
expedicion al cenote Xcalak, en “Bajo de Judas” (18.202979'N, -87.860717°'W),

Peninsula de Yucatan, donde se exploré una cueva anquihalina. Dentro de dicha



cueva se encontraron cuatro especies de esponjas diferentes y se colectaron

pequefias muestras de ellas para no provocar un dafio ecoldgico.

En el presente estudio se realizé una descripcion de la especie de esponja
encontrada en Xcalak, asi como un analisis de la diversidad taxondmica y el posible
potencial funcional de la comunidad microbiana de su interior. La identificacion de la
esponja seleccionada en la cueva de Xcalak mostré la presencia de la especie
Haliclona (Soestella), 1o cual representa el primer registro de este porifero en
ecosistemas anquihalinos de la Peninsula de Yucatan. Por otro lado, mediante el uso
de datos de variantes de secuenciacion de amplicdn (ASVs, por sus siglas en inglés)
del gen 16S ARNr provenientes de la comunidad microbiana de Haliclona (Soestella),
se determin6 que la esponja alberga una variada diversidad de comunidades
simbidticas, con 160 ASV y 18 géneros microbianos, siendo los mas abundantes:

Sulfurospirillum, Desulfovibrio, Ulvibacter, Pseudomonas y Ruegeria.

En el analisis de la diversidad microbiana con un enfoque basado en el cultivo
de cepas bacterianas, se emplearon diversos medios y métodos de cultivo, asi como
un ensayo de actividad antimicrobiana con el que se logré explorar la actividad de
inhibicion metabdlica de los extractos crudos obtenidos a partir de una de las cepas
bacterianas que se aislaron de la esponja de este estudio, la cepa perteneciente a la
especie Nocardiopsis dassonvillei, del filo Actinobacteria. Los resultados exhibieron
que uno de los extractos es potencialmente activo contra Staphylococcus aureus
ATCC 25913 y los demas extractos presentaron algunas actividades parciales.

Ademas, todos los extractos fueron caracterizados parcialmente por HPLC.

Los resultados de este proyecto representan un aporte al conocimiento de la
diversidad de microorganismos simbidticos que alberga una esponja del ecosistema
anquihalino, el cual ha sido poco estudiado, también demuestran que varias de las
bacterias presentes en el microbioma de Haliclona (Soestella) son capaces de
cultivarse para investigar nuevos metabolitos secundarios con potencial

biotecnoldgico.
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2. Objetivos

2.1. Objetivo general

Analizar la estructura de la comunidad microbiana presente en una esponja
colectada de una cueva anquihalina de la Peninsula de Yucatan, asi como evaluar el
potencial funcional asociado a las actividades antimicrobianas de aislados

bacterianos de dicha comunidad.

2.2. Objetivos especificos

e Analizar la estructura de la comunidad microbiana asociada a la esponja

colectada mediante un enfoque independiente de cultivos microbianos

e Identificar aquellos géneros bacterianos conocidos como productores de
metabolitos secundarios en esponjas y revisar sus metabolismos reportados

para proponer el papel y funciones que tienen dentro de la esponja hospedero.

e Elaborar medios y métodos de cultivo de bacterias para lograr su aislamiento,

purificacion y crecimiento a partir del tejido de esponja.

e Obtener extractos crudos de una de las bacterias aisladas utilizando resina y

disolventes organicos para extraccion.

e Identificar extractos bioactivos mediante un ensayo de susceptibilidad

antimicrobiana contra dos cepas patdégenas de Staphylococcus aureus.

e Caracterizar parcialmente los extractos crudos mediante la técnica de HPLC

en fase reversa con un gradiente de eluyente.

11



3. Hipotesis

Las zonas costeras del Mar Caribe Mexicano, especialmente la Peninsula de
Yucatan, albergan ecosistemas de cuevas anquihalinas inexploradas, cuyas
caracteristicas fisicoquimicas permiten una gran diversidad microbiana desconocida
asociada con las especies del filo Porifera que los habitan. En consecuencia, la
esponja colectada en la cueva anquihalina de Xcalak, Q. Roo, alberga una amplia
diversidad de microorganismos simbiéticos, de los cuales algunos son cultivables y

ademas, son capaces de producir metabolitos secundarios con actividad biologica.
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4. Introduccion

Las esponjas marinas (filo Porifera) son los metazoos vivos mas antiguos e
importantes en las comunidades bentdnicas; a pesar de que son organismos sésiles
cuentan con una amplia distribucién global tanto en agua salada como dulce,
llegando incluso a zonas de las profundidades marinas (Deshpande & Thakur, 2020).
Debido a su naturaleza sésil y alta porosidad en su estructura corporal, las esponjas
son capaces de hospedar a una gran diversidad de microorganismos simbioticos, los
cuales contribuyen de manera relevante en la defensa quimica del hospedero contra
depredadores (Deshpande & Thakur, 2020). Estos microorganismos pueden realizar
biosintesis de productos naturales también llamados metabolitos secundarios, los
cuales no participan en las vias metabdlicas primarias, pero si estan presentes en las

células y tejidos de plantas, animales y microorganismos (Pawlik, 2011).
4.1. Origen y generalidades de las esponjas

El filo Porifera es uno de los grupos de animales mas antiguos que evolucioné
del reino Metazoa (Pallela & Ehrlich, 2016), las esponjas han sobrevivido en el
océano durante mas de 600 millones de afos, existiendo en todas las aguas, desde
las dulces hasta las salinas, desde las intermareales hasta las aguas profundas,
desde las tropicales hasta las congeladas, lo cual indica la tremenda capacidad que
poseen para responder y adaptarse a las variadas condiciones ambientales durante
este periodo (Mehbub et al., 2014). Este filo tiene una division de cuatro clases de
acuerdo a la constitucion de su esqueleto (espiculas): (i) Demospongiae, con
espiculas de tipo monoactinal, diactinal o tetractinal conformadas por SiO, y/o
espongina (colageno fibroso); (ii) Hexactinellida, también llamadas esponjas de
vidrio, sus espiculas son exclusivamente de SiO,, generalmente de seis rayos
(hexactinales); (iii) Calcarea, con espiculas de CaCO; que pueden ser diactinales,
triactinales o tetractinales; y (iv) Homoscleromorpha, las cuales poseen un tipo unico
de espiculas tetractinales de SiO, que no forman un esqueleto bien organizado
(Worheide et al., 2012). Se conocen alrededor de 11,000 especies del filo Porifera; de

las cuales la clase Demospongiae comprende el 80% a 90%, presenta una gran
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diversidad y wuna alta importancia farmacéutica, Calcarea, Hexactinellida y
Homoscleromorpha comprenden alrededor del 10% al 20% de las esponjas hasta

ahora conocidas (Santhanam et al., 2018).

Las esponjas son animales sésiles y su cuerpo esta formado por distintos
conjuntos de células con una organizacion anatomica simple, es decir, no forman
organos ni tejidos definidos, tampoco presentan un sistema inmunoldgico innato ni
estructuras de defensa mecanicas (Calcabrini et al., 2017). El tejido de las esponjas
se compone de dos capas epiteliales celulares, una expuesta al medio ambiente y la
otra en las cavidades internas donde se filtra el agua de mar, estas capas estan
separadas por una matriz gelatinosa denominada mesohilo, la cual contiene células
para la digestion (Quévrain et al., 2014), y otras células especializadas que se
encargan de desempefiar funciones especificas como la reproduccion (Santhanam et
al., 2018). Tanto la superficie como los epitelios internos estan expuestos a diversos

microorganismos (Figura 1).

Osculo
(abertura excurrente)

Espicula

Ostia (esqueleto)

(poros incurrentes)

Porocito

Coanaocito

Mesohilo
(matriz gelatinosa)

©DaveCarlson

Cavidad interna
(espongocele)

Figura 1. Estructura y anatomia de una esponja tipica (esponja barril, filo Porifera). Imagen
tomada y modificada de © DaveCarlson/CarlsonStockArt.com.
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Las esponjas crean un flujo unidireccional de agua a través de su cuerpo, el
agua ingresa por los poros diminutos, denominados ostia, y sale a través de una
abertura mas grande llamada ésculo (Santhanam et al., 2018). En algunas esponjas,
los ostia estan formados por porocitos, células individuales en forma de tubo que
actuan como valvulas para regular el flujo de agua en el espongocele, en otras
esponjas, los ostia estan formados por pliegues en la pared del cuerpo de la esponja
(Libretexts, 2018). El flujo de agua necesario también es controlado por el
movimiento de las células flageladas, i.e., los coanocitos, que son especificos de las
esponjas (Santhanam et al., 2018) y, ademas, se encargan de atrapar y digerir las
particulas de alimento, de absorber el oxigeno y de expulsar sustancias de desecho
(Carballo et al., 2014). Las esponjas también poseen un tipo de células conocidas
como arqueocitos, estas tienen la capacidad de transformarse en cualquier otro tipo
de célula que la esponja necesite, por ejemplo, algunos arqueocitos se transforman
en amebocitos cuya funcion es servir como un sistema unico de reparacion celular y

transportar alimento a través del cuerpo de la esponja (Carballo et al., 2014).

A través de sus multiples poros, las esponjas filtran grandes cantidades de
agua hacia su cavidad central, lo cual les proporciona comida, oxigeno, salida de
desechos (Santhanam et al., 2018) y el entorno perfecto para albergar diversas
comunidades microbianas como arqueas, bacterias, microalgas, esporas de hongos
y protozoos (Radjasa et al., 2011). Las especies del filo Porifera que establecen
relaciones con consorcios microbianos densos y complejos son denominadas
“bacterioesponjas” o HMA (esponjas de Alta Abundancia Microbiana, por sus siglas
en inglés) y los microorganismos que las habitan pueden constituir hasta un 40% de
su biomasa; ademas, ciertos microorganismos simbiontes de esponja producen
metabolitos secundarios que podrian estar involucrados en la defensa quimica de
sus hospederos (Schmitt et al., 2011). Por el contrario, aquellas especies que
carecen de densos consorcios microbianos se denominan LMA (esponjas de Baja
Abundancia Microbiana, por sus siglas en inglés) (Schmitt et al., 2011). En
bacterioesponjas las densidades de simbiontes se aproximan a 10" células/g de
peso humedo de esponja y las esponjas LMA albergan 10° — 10° células/g de peso

hamedo de esponja (Helber et al., 2019). Por esta razén, las esponjas se describen
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como holobiontes, ya que se componen de la esponja y el consorcio simbionte
microbiano (Feng & Li, 2019).

Las esponjas, asi como los demas organismos, interactuan con el ambiente
en el que se encuentran y, en consecuencia, este influye en su diversidad,
distribucion, crecimiento y conducta (Deshpande & Thakur, 2020). Dichas
interacciones y las respuestas a factores bidticos y abidticos son mediadas por
sustancias quimicas producidas por la esponja y se clasifican como metabolitos
primarios y secundarios (Deshpande & Thakur, 2020), estos pueden ayudar a las
esponjas a sobrevivir e impulsar su evolucion, de hecho, existe evidencia de que
algunos compuestos que se encuentran originalmente en las células de esponja son
sintetizados por microorganismos asociados con esponjas, puesto que el mesohilo a
menudo esta habitado por microbios y muchos productos naturales obtenidos de
poriferos se asemejan a metabolitos producidos por microbios marinos (Mehbub et
al., 2014).

4.2. Ambiente anquihalino: descripcion e importancia

Los procesos karsticos que tuvieron lugar en los fondos rocosos del mar
dieron lugar a la formacion de cuevas submarinas, litorales y anquihalinas en muchas
areas marinas costeras del mundo (Gerovasileiou & Voultsiadou, 2012). Las cuevas
submarinas presentan una serie distinta de desafios; en este tipo de ecosistemas la
fauna y el medio ambiente estan limitados por la ausencia de luz, las diferencias de
presion y temperatura, la cantidad de materia organica disuelta y la cantidad de
oxigeno disponible y, por lo tanto, requieren un alto grado de especializacién por
parte de los organismos que las habitan, al mismo tiempo, son ecosistemas
semiaislados y como resultado, la estructura de la comunidad en la zona oscura de
cada cueva puede ser unica y el tamano de la poblacién puede ser muy bajo
(Calderon-Gutierrez et al., 2018).

Las cuevas submarinas anquihalinas estan influenciadas por las mareas
dentro de terrenos karsticos, volcanicos y cavernosos que se extienden tierra adentro

hasta el limite de penetracion del agua de mar (Calderon-Gutiérrez et al., 2018);
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estas cuevas son estuarios subterraneos en estratificados verticales con una masa
de agua marina subterranea flotando en agua subterranea salina, separados por una
interfaz de haloclina (capa de la columna de agua en la que la salinidad cambia
rapidamente con la profundidad), estos ecosistemas se caracterizan por estar
semiaislados con baja concentracién de oxigeno disuelto, oscuridad total y altas
tasas de endemismo (Gémez & Calderon-Gutiérrez, 2020). Desde el punto de vista
geoldgico, suelen ser de interés dos tipos de cuevas: cuevas anquihalinas que se
encuentran en calizas karstificadas y otras que estan en campos de lava, a menudo
contienen formaciones de goteo (como estalactitas y estalagmitas), lo que indica su
propia naturaleza continental y terrestre anterior; las calizas pueden ser de diferentes
edades; algunas son viejas y principalmente compactas, mientras que otras son
calizas de coral de formacién bastante reciente y aun principalmente porosas o

arrecifes de coral poco transformados (Sket, 2019).

Los estudios sobre cuevas anquihalinas aumentaron exponencialmente en las
ultimas cuatro décadas, sin embargo, todavia estan entre los ecosistemas menos
conocidos debido a la necesidad del buceo profundo para estudiarlos
adecuadamente (Gomez & Calderdn-Gutiérrez, 2020). Es esencial comprender y
proteger estos fragiles ecosistemas anquihalinos para evitar la pérdida de
biodiversidad y la alteracion permanente de la estructura y funcién de su comunidad
(Calderdn-Gutiérrez et al., 2018). En cuevas del Mediterraneo se ha observado que
Porifera es el grupo dominante en términos de riqueza y densidad de especies, no
obstante, los estudios de Porifera de las cuevas anquihalinas del Gran Caribe se
limitan (Gomez & Calderon-Gutiérrez, 2020), debido a que este tipo de ecosistemas
son de muy dificil acceso, su bibliografia es escasa y ampliamente dispersa, y los
estudios rara vez especifican ubicaciones reales, de hecho, en México, las cuevas
anquihalinas solo se encuentran en la Peninsula de Yucatan, con 2241 cenotes
registrados, a partir de una estimacion de mas de 5000, incluido el sistema de
cuevas submarinas mas largo del mundo con 332.9 km (Calderén-Gutiérrez et al.,
2017). En cuevas subacuaticas mexicanas, se han registrado organismos
pertenecientes a los filos Porifera, Cnidaria, Gastrotricha, Tardigrada, Nematoda,

Annelida, Arthropoda (Crustacea), Echinodermata y Chordata (Calderén-Gutiérrez et
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al., 2017). Ademas de los animales, las cuevas anquihalinas estan habitadas por una

rica microbiota, distribuida en un patrén complejo (Sket, 2019).

Figura 2. Esquema de los 7 patrones ecoldgicos que determinan la riqueza de especies,
composicién taxonémica y densidad esperada en wuna cueva anquihalina. Tomado de
Calderon-Gutiérrez et al. (2018).

En 2018 Calderén-Gutiérrez et al., realizaron un estudio de cuatro cuevas
anquihalinas, todas en la Isla de Cozumel: “La Quebrada”, “El Aerolito”, “Tres
Potrillos” y “Bambu”, los resultados demostraron que la composicidén y riqueza
especifica de cada cueva anquihalina es Unica y que esta depende, principalmente,
de siete patrones ecologicos (Figura 2): (1) las cuevas con conexion directa al mar
tienen una mayor riqueza y diversidad, ya que esto permite la entrada de organismos
como el plancton y fuentes de energia importantes que incluyen materia organica
disuelta y particulada ; (2) la riqueza y la densidad de especies disminuye a medida
que aumenta la distancia lineal desde el mar e incluso dentro de la misma cueva,
debido a que la materia organica disponible se reduce, de hecho, se ha observado
que la mayor riqueza de especies en cuevas terrestres y submarinas ha sido
reportada cerca de sus entradas; (3) la riqueza de especies también se ve disminuida
a medida que aumenta la profundidad del agua dentro de la misma cueva, esto es
consecuencia de que se transporta menos materia organica a las partes mas

profundas de la cueva; (4) la existencia de una capa de haloclina aumenta
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drasticamente la riqueza, sin embargo, la geomorfologia de algunas cuevas
anquihalinas provoca que no todas las secciones tengan haloclina y, en
consecuencia, hay una disminucidon drastica en la riqueza y densidad de especies
porque los animales no tienen acceso a multiples capas de agua, ya que la haloclina
funciona como una membrana transportadora de materia organica desde los
ambientes superficiales creando multiples capas y multiples entornos; (5) en areas
donde la haloclina se encuentra cerca del fondo la riqueza disminuye, como las
cuevas anquihalinas estan bajo la influencia de las mareas, estas generan cambios
de profundidad en la haloclina, en el caso de un aumento en la profundidad la fauna
estd expuesta a un estrés térmico y osmotico abrupto; (6) las discontinuidades, como
las barreras fisicas, en la morfologia de la cueva provocan que existan zonas secas,
zonas con una sola capa de agua y/o zonas con diferente salinidad, dando como
resultado la presencia de diferentes estructuras comunitarias en secciones de la
misma cueva; y (7) si hay otros ecosistemas en las entradas del ecosistema
anquihalino, estos determinan la cantidad y calidad de la materia organica asi como
la fauna que ingresa a la cueva, por ello se esperaria una mayor densidad de
especies en cuevas que estan conectadas con ecosistemas exportadores de
energia, como los manglares, o en cuevas que tienen multiples conexiones al mar o

a la superficie terrestre (Calderon-Gutiérrez et al., 2018).
4.3. Analisis del microbioma de esponja

Los metabolitos primarios son aquellos que conciernen al proceso del ciclo de
vida como el crecimiento, la nutricion, el desarrollo y la reproduccion, por otro lado,
los metabolitos secundarios son moléculas que se encargan de la defensa contra
competidores, depredadores, organismos incrustantes y patégenos, también median
la comunicacion con otros organismos y con sus simbiontes, alertando contra
posibles peligros (Deshpande & Thakur, 2020). Por ejemplo, las esponjas, al ser
organismos sésiles, no pueden escapar cuando se enfrentan a un depredador, por lo
que liberan metabolitos secundarios almacenados que tienen propiedades
citotoxicas, antibidticas y disuasorias de alimentacion, al igual que algunas

sustancias quimicas las cuales evitan el asentimiento de organismos incrustantes en
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la superficie de la esponja y restringen la competencia con los vecinos por el espacio
que ocupan (Mehbub et al., 2014).

Para acceder a la diversidad de los microbios asociados a las esponjas que se
encargan de producir metabolitos secundarios con métodos independientes de
cultivo, se debe llevar a cabo la secuenciacion del gen 16S ARNr (Moitinho-Silva et
al., 2017). En un organismo existen diferentes tipos de ARNT, las bacterias y arqueas
(microorganismos comunmente asociados a esponjas) producen tres tipos: 16S, 23S
y 5S (Madigan et al., 2015). Sin embargo, la secuenciacién del 16S ARNr es la mejor
opcion para la clasificacion de microorganismos, debido a que esta molécula es
reconocida como un poderoso marcador universal por varias razones: (i) contiene
nueve regiones hipervariables (V1 - V9) (Figura 3), que aportan informacion util para
estudios de filogenia y taxonomia; (ii) contiene zonas conservadas que son de gran
ayuda para el disefio de cebadores universales y permiten la amplificacién de las
diversas zonas hipervariables (Valenzuela-Gonzalez et al., 2015), también son utiles
para determinar los taxa de mayor rango, mientras que las zonas hipervariables
pueden ayudar a identificar el género o la especie (Bukin et al., 2019); y (iii) porque
posee una longitud adecuada que permite su extraccién y secuenciacion de forma

facil, reproducible y precisa (Valenzuela-Gonzalez et al., 2015).

Ribosoma

]- Subunidad 30S
16S ARN Ribosomal

} Subunidad 50S

Genoma bacteriano /,/l 165 l I £33 l I l,//

gen 16S ARNr gen 23S ARNr gen 5S ARNr

V3 V4 V35 V6 V7 V8 LS
1 100 200 300 400 S00 600 T00 800 9S00 1000 1100 1200 1300 1400 pb
27F 341F 530F 685R 907R 1100R 1392R 1492R
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Figura 3. Esquema del complejo ribosomal y el gen 16S ARNr. Los cuadros blanco y gris
indican regiones conservadas e hipervariables (V1 - V9) respectivamente. Las flechas muestran las
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posiciones aproximadas de cebadores universales en la secuencia del gen 16S ARNr de Escherichia
coli. F (del inglés forward) se refiere a la secuencia sentido 5 - 3’ y R (del inglés reverse) a la
secuencia antisentido 3’ - 5. Tomado y modificado de Fukuda et al. (2016).

Es posible conocer la complejidad de las comunidades microbianas asociadas
a esponjas empleando la tecnologia de secuenciacidn masiva (NGS, del inglés
Next-generation sequencing) y analisis bioinformatico del gen 16S ARNr, ya que este
marcador universal ha demostrado ser muy util para describir y caracterizar a las
comunidades microbianas marinas, especialmente a los organismos no cultivados,
se sabe que aproximadamente el 99% de los microorganismos en un ambiente
natural no son cultivables (Valenzuela-Gonzalez et al., 2015). La secuenciacion
masiva permite el analisis de la composicion taxondmica y abundancia relativa de las
comunidades microbianas de una muestra, aunque también se puede realizar este
analisis mediante la secuenciacion completa de todos los genomas, es decir, del
metagenoma; pero implica mayor costo y requiere un analisis mas complejo y
detallado, por lo que este proyecto no se enfoca en el analisis metagendmico
(Hernandez et al., 2020).

Los estudios de microbiomas actuales, se enfocan en el analisis de
secuencias del gen 16S ARNr para la identificacion taxondmica de cepas bacterianas
y arqueas, este tipo de analisis se ha convertido en un estandar para la taxonomia
procariotica; aunque el uso de NGS tiene desventajas, provocadas principalmente
por la longitud de lectura mas corta, la cual provoca la disminucién de la precision en
la identificacion de especies (Bukin et al., 2019). La mayoria de las secuenciaciones
se basan en la plataforma lllumina, que produce lecturas de extremo unico de hasta
350 pb y lecturas de extremo emparejado de hasta 300-350 pb; como las lecturas de
NGS son cortas, requieren una eleccion mucho mas rigurosa de la region 16S ARNr
para describir de manera precisa y completa la diversidad de una comunidad
bacteriana (Bukin et al., 2019).

Existen diversos estudios sobre la caracterizacion de comunidades
bacterianas de esponjas usando el gen 16S ARNr (de aprox. 1500 pb) como
marcador, aunque, las secuencias son parciales y corresponden a distintas regiones

hipervariables del gen amplificadas por un par de cebadores especificos segun la
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region que se desee analizar, sin embargo, distintos estudios han demostrado que no
todas las regiones hipervariables son aptas para detectar ciertos organismos, por
ejemplo, en un analisis de poblaciones microbianas de sedimentos utilizaron la
region V3 en lugar de la secuencia completa y observaron que la diversidad estimada
fue menor, en la caracterizacion de comunidades microbianas de aguas residuales,
el analisis del fragmento que contenia a las regiones V1-V2 no fue suficiente para
detectar organismos de los filos Verrucomicrobia, Planctomycetes y Chlamydiae, en
otro estudio, analizaron distintas muestras entre si, como intestino humano y
chimeneas submarinas (fuentes hidrotermales), y demostraron que cada region del
gen 16S proporcionaba diferente diversidad de riqueza: con la region V3 registraron
42 taxa y con la V6 solamente 26 (Valenzuela-Gonzalez et al., 2015). Bukin et al.
(2019) estudiaron las comunidades bacterianas de la columna de agua y los
sedimentos del fondo del Lago Baikal y encontraron que el analisis de los
fragmentos de V2-V3 y V3-V4 producen estimaciones similares de diversidad de
especies, que las regiones del fragmento V2-V3 proporcionaron una mejor resoluciéon
con respecto a especie/género que V3-V4, pero también es posible que el fragmento
V3-V4 de algunas comunidades microbianas delinee mejor la estructura de la
comunidad. En varios estudios, los amplicones secuenciados de las regiones V3-V4,
permiten caracterizar a la comunidad bacteriana coexistente, con la posibilidad de

identificar todas las especies de una muestra (Hernandez et al., 2020)

Las razones detras de estas peculiaridades en la identificacion taxondmica
bacteriana realizada utilizando diferentes fragmentos de 16S ARNr pueden estar
relacionadas con las funciones de las zonas hipervariables, en general, la funcion
esencial del 16S ARNr es participar en el proceso de traduccion, con respecto a la
funcidn, las nueve regiones se pueden separar en tres clases: (i) V4, V5 y V6, que
intervienen directamente en la traduccién y son los encargados de unir los ARNt e
interactuar con el 23S ARNr, son las mas conservadas y acumulan mutaciones
lentamente, por lo que, a nivel filogenético, son lo suficientemente distintas en taxa
superiores como filo y clase; (ii) V3 y V7, cuyo papel en la traduccion esta poco
estudiado actualmente, son las mas variables y son diferentes entre 6rdenes y

familias; (iii) V2 y V8, son responsables de mantener la estabilidad estructural del
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16S ARNr , son las mas rapidas de evolucion y pueden distinguir géneros dentro de
una familia y especies dentro de un género (Bukin et al., 2019). Debido a todo lo
anterior, algunos autores recomiendan el uso combinado de diferentes pares de
cebadores, diferentes técnicas de extraccion de ADN y una secuenciacion profunda

del ADNg obtenido de la comunidad bacteriana (Valenzuela-Gonzalez et al., 2015).

A pesar de las desventajas, el empleo del gen 16S ARNr como marcador
universal sigue siendo la herramienta mas fuerte para el estudio de las comunidades
bacterianas de todos los ambientes, debido a que las taxonomias microbianas
basadas en genomas tienen una serie de limitaciones, incluida la baja resolucion
filogenética (Park & Won, 2018); por ello, el manejo y analisis de una gran cantidad
de informacioén de secuencias del 16S ARNr han impulsado el desarrollo de bases de
datos especificas, algoritmos y herramientas computacionales especializadas para
comparar miles de secuencias semejantes y hacer la asignacién taxonomica
(Valenzuela-Gonzalez et al., 2015) que es fundamental para todos los estudios de
microbiologia (Park & Won, 2018). Aunque el gen 16S ARNTr originalmente se utilizd
para la identificacion de bacterias, hoy en dia es utilizado como un estandar en la
clasificacion e identificacion de microorganismos y las secuencias estan disponibles
en bases de datos especializadas que recolectan unicamente secuencias 16S,
algunas de ellas, como Greengenes no se encuentran actualizadas, pero permiten el
acceso y descarga de las secuencias registradas (Valenzuela-Gonzalez et al., 2015),
la ultima actualizacion de la base de datos Greengenes se publico en mayo de 2013
(Park & Won, 2018), y el Centro Nacional para la Informacion Biotecnoldgica (NCBI,
por sus siglas en inglés), donde los archivos de clasificacion taxondémica se

actualizan diariamente (Balvocitté & Huson, 2017).

Algunas bases de datos publicas son SILVA, RDP, Greengenes, EzTaxon y
EzBioCloud: SILVA es una base de datos de ARNr de alta calidad que alberga
secuencias tanto de 16S/18S como de 23S/28S para los dominios Bacteria, Archaea
y Eukarya; RDP es un portal de la Universidad Estatal de Michigan (EUA) que
contiene mas de tres millones de secuencias de bacterias, arqueas y hongos, tanto

cultivables como no cultivables (Valenzuela-Gonzalez et al., 2015); Greengenes es la
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base de datos mas popular y ampliamente utilizada, ya que es la base de datos
predeterminada en QIIME (Informacion Cuantitativa sobre la Ecologia Microbiana,
por sus siglas en inglés), proporciona taxonomia bacteriana y arqueal basada en
arboles filogenéticos (Park & Won, 2018); EzTaxon tiene las secuencias 16S de
cepas bacterianas de especies identificadas y no cultivadas asociadas a mas de
64,000 especies Yy filotipos (Valenzuela-Gonzalez et al., 2015); y la base de datos
EzBioCloud proporciona informacion sobre bacterias, arqueas y eucariotas y esta
disenada principalmente para la identificacion a nivel de especie; entre estas bases
de datos, no es facil concluir que una base de datos es superior a otras, porque cada

una tiene sus ventajas y desventajas (Park & Won, 2018).
4.4. Programa de analisis bioinformatico: QIIME2

Dos herramientas bioinformaticas ampliamente usadas en el analisis de la
microbiota presente en una muestra son MOTHUR y QIIME, que recientemente han
lanzado su segunda version; QIIME dispone de tutoriales para ser ejecutados por
linea de comando en la terminal y los archivos generados pueden ser visualizados en
la web (https://giime2.org/) (Hernandez et al., 2020). La ventaja de utilizar
plataformas de analisis como MOTHUR y QIIME es que los procedimientos ya estan
preparados como una unica plataforma de software empaquetado donde los
protocolos de analisis se resumen en tutoriales faciles de seguir para estudiar
comunidades microbianas y se pueden emplear como plantillas para crear
procedimientos de analisis personalizados de estudios microbianos basados en NGS
(H. Kim et al., 2020).

El proceso de analisis en QIIME2 consta de una serie de pasos: el analisis
primario, importacion de secuencias y control de calidad; el secundario, ensamblado
y alineamiento contra bases de datos especificas; y el terciario, generacion de los
resultados (Hernandez et al., 2020). Pasar de las lecturas de secuencia obtenidas en
la secuenciacién a la asignaciéon de perfiles taxonémicos o medidas de diversidad
requiere una serie de transformaciones de datos ejecutadas por herramientas
computacionales como el filtrado de calidad de secuencia, alineaciones de

secuencia, construccién de filogenia, bases de datos y herramientas disefiadas
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especificamente para el analisis de marcadores genéticos; el paquete de software
QIIME2 puede simplificar el analisis de genes marcadores del 16S ARNr y
transformar las secuencias crudas en graficos de barras taxondmicas, arboles
filogenéticos, analisis de coordenadas principales y otras visualizaciones de la
diversidad microbiana (Hall & Beiko, 2018).

Los datos de secuencia deben estar en formato FASTQ, un formato de archivo
de computadora basado en texto para almacenar tanto una secuencia biologica
(secuencia de nucledtidos) como sus puntajes de calidad correspondientes (H. Kim
et al., 2020), los metadatos de la muestra se almacenan en un archivo de texto
separado por tabulaciones, en QIIME2, hay dos tipos principales de archivos de
entrada/salida, artefactos QIIME (*.qza) y Vvisualizaciones QIIME (*.qzv), los
artefactos QIIME almacenan el conjunto de datos que resultan de un paso ejecutado
en el proceso de analisis (Hernandez et al., 2020). Un paso sumamente importante
en el andlisis de los datos de secuenciacion es la asignacion de lectura a unidades
taxondmicas, en este proceso se emplea alguna o varias de las bases de datos
mencionadas anteriormente y se realiza un alineamiento las lecturas con las
secuencias de referencia (Balvociuté & Huson, 2017); la asignacion de filo, clase,
orden, familia, género o especie se realiza por comparacion contra bases de datos
como la RDP, Greengenes, SILVA, el servidor web del CGE, o bien realizando un
alineamiento empleando la Herramienta Basica de Busqueda de Alineacion Local
(BLAST, por sus siglas en inglés) de la base de datos del NCBI (Hernandez et al.,
2020)

4.5. Ensayo de actividad metabdlica MTT

Entre los numerosos métodos que asocian el nivel de actividad enzimatica con
la condicion de la poblacion microbiana, los ensayos basados en
biotransformaciones de sales de tetrazolio han ganado mucha popularidad, el
bromuro de MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio) es uno de los ejemplos
mas comunes de sales de tetrazolio utilizadas en bioensayos para estimar la
actividad metabdlica de las células vivas: la prueba se basa en la reduccién

enzimatica de la sal de tetrazolio de color amarillo claro a su formazan de color
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purpura intenso (Figura 4), que se puede cuantificar espectrofotométricamente y, en
condiciones adecuadamente optimizadas, el valor de absorbancia obtenido es
directamente proporcional al numero de células vivas (Grela et al., 2018). MTT es un
ensayo colorimétrico que mide la actividad metabdlica celular, su fundamento se
basa en la capacidad de las enzimas oxidorreductasas para reducir el colorante de
tetrazolio MTT a su formazan insoluble, que tiene un color purpura, asi mide la
viabilidad celular en términos de actividad reductora como la conversion enzimatica
del compuesto de tetrazolio en cristales de formazan insolubles en agua por
deshidrogenasas que se producen en las mitocondrias de las células vivas, aunque
también estan involucrados agentes reductores y enzimas ubicadas en otros

organulos (Kuete et al., 2017).

i i /,
N:N\ Reductasa mltocondrlal‘ N v H
< N +2H ~
N N
MTT MTT formazan
(amarillo claro) (purpura intenso)

Figura 4. Reduccion del bromuro de MTT a su formazan. Tomado y modificado de Grela et al.
(2018).

En el ensayo se agrega una solucién de solubilizacién (dimetilsulfoxido,
solucion de etanol acidificado, o una solucion del detergente dodecil sulfato de sodio
en acido clorhidrico diluido) para disolver el producto de formazan purpura insoluble
en una solucion coloreada, la absorbancia de esta solucién coloreada se puede
cuantificar midiendo a una cierta longitud de onda: generalmente entre 500 y 600 nm,
mediante un espectrofotometro (Kuete et al., 2017). Los procedimientos basados en
MTT se aplican ampliamente a lineas celulares de mamiferos, bacterias y hongos: en
ensayos microbiologicos, las estimaciones basicas de susceptibilidad en microplacas
de 96 pozos son la practica mas comun, MTT se puede aplicar en distintos
protocolos, por ejemplo, para la determinacion de bacterias multirresistentes,

evaluacion de la formacion de biopeliculas o incluso cuantificacion indirecta de
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compuestos y/o extractos antibacterianos (Grela et al., 2018). Ejemplos de cepas
bacterianas que se han probado utilizando el ensayo MTT son: Bacillus subtilis, B.
licheniformis, Enterococcus faecalis, Escherichia coli, Mycobacterium tuberculosis,
Proteus mirabilis, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, Streptococcus

mutans 'y Vibrio fluvalis (Grela et al., 2018).

27



5. Antecedentes

5.1. Diversidad microbiana asociada a esponjas

Las esponjas albergan poblaciones microbianas muy diversas, que pueden
incluir miembros de los tres dominios celulares de la vida: bacterias, arqueas y
eucariotas, los miembros de este ultimo dominio incluyen dinoflagelados, hongos y
microalgas; existiendo un historial de productos farmacéuticos derivados de hongos
(Fuerst, 2014; Orli¢, 2019). Sin embargo, son las bacterias quienes se han estudiado
con mayor detalle, ya que se han detectado repetidamente en muchas esponjas
alrededor del mundo, aunque se ha observado que los microbios especificos de las
esponjas se encuentran principalmente en las bacterioesponjas o esponjas HMA,
mientras que las esponjas LMA suelen tener una diversidad microbiana mucho
menor y un perfil microbiano diferente (Schmitt et al., 2011). Segun el estudio
efectuado por Feng & Li (2019), los simbiontes de esponja comprenden hasta 52 filos
bacterianos y 2 filos arqueales con variaciones significativas en los niveles de riqueza
entre las distintas especies de Porifera. Los filos dominantes de bacterias simbidticas
en las esponjas marinas son Proteobacteria, Actinobacteria, Chloroflexi, Firmicutes,
Acidobacteria, y Cyanobacteria, estos microorganismos son conocidos por producir
metabolitos secundarios bioactivos como policétidos, alcaloides, acidos grasos,
péptidos y terpenos; mientras que los filos dominantes de arqueas son
Crenarchaeota y Thaumarchaeota (Pallela & Ehrlich, 2016). Los datos de las
secuencias del gen 16S ARNr han sido utiles para definir la diversidad microbiana
asociada a las esponjas, y la secuenciacion de préxima generacidn ha permitido

estudios a mayor escala de miles de tales secuencias (Fuerst, 2014).

Se han realizado varios estudios globales para investigar y comparar
microbiomas del filo Porifera con el objetivo de crear un recurso integral de datos de
comunidades microbianas asociadas a esponjas (Moitinho-Silva et al., 2017). En los
tres estudios que se presentan a continuacidon, una caracteristica comun es que
exista una alta similitud entre los microorganismos asociados a esponjas, por ello, en

la literatura se introdujo el término “especifico de esponja” que se refiere a todos los
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microbios que se detectaron repetidamente en esponjas alrededor de la Tierra, pero
que son diferentes de las comunidades de agua de mar (Orli¢, 2019). El hallazgo de
simbiontes especificos de esponjas es importante para la biotecnologia, debido a que
puede haber especies microbianas Unicas en esponjas que no se encuentran en
otros habitats marinos, por lo que pueden estar disponibles para proyectos de
biodescubrimiento (Fuerst, 2014). A continuacion se describe los resultados de los

principales estudios de la diversidad microbiana asociada a esponjas:

(i) En el estudio hecho por Schmitt et al. (2011) se recolectaron 32 especies de
esponjas de ocho diferentes ubicaciones en los océanos de todo el mundo, de estas
especies se analizaron fragmentos del gen 16S ARNr que incluye la regién
hipervariable V3 y los compararon con las bases de datos SILVA y RDP (El Proyecto
de la Base de Datos Ribosémica, por sus siglas en inglés), encontraron que sus
microbiomas comprenden 25 filos, de los cuales Proteobacteria, Chloroflexi,
Poribacteria, Acidobacteria, Actinobacteria y Cyanobacteria constituyen la mayor
diversidad, y le siguen en proporcion descendente los filos Gemmatimonadetes,
Bacteroidetes, Spirochaetes, Firmicutes, Nitrospirae, Fusobacteria, Verrucomicrobia,
Planctomycetes, Lentisphaerae, Chlamydiae y Deinococcus-Thermus, con las clases
Alpha-, Beta-, Gamma-, Delta- y Epsilonproteobacteria, asi como Anaerolineae,
Flavobacteriia, Sphingobacteria y Clostridia. A nivel orden encontraron que
Rhodobacterales, Chromatiales, Oceanospirillales, Caldilineae, Acidobacteriales,
Rubrobacteridae y Chloroplast fueron los mas abundantes. Muchos de estos grupos
bacterianos detectados son productores reconocidos de sustancias bioactivas, por
ejemplo; Streptosporangineae dentro de Actinobacteria y Rhodobacteraceae,
Pseudoalteromonas y Sphingomonadaceae dentro de Proteobacteria, lo que destaca
el potencial de las esponjas como fuente de nuevos productos naturales (Schmitt et
al., 2011).

(i) En 2016, Thomas et al., presentaron una encuesta global de microbiomas
de 81 especies de esponjas con analisis de la regién V4 del gen 16S ARNT,
clasificaron las secuencias basandose en las taxonomias SILVA, GreenGenes y RDP,

los resultados mostraron el gran reservorio microbiano que poseen las esponjas
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siendo Proteobacteria, Chloroflexi, Cyanobacteria, Crenarchaeota, Acidobacteria y
Actinobacteria, los filos dominantes en la mayoria de esponjas analizadas, con
abundancias relativamente altas siguen Gemmatimonadetes, Bacteroidetes,
Nitrospirae, Planctomycetes, Verrucomicrobia, Fusobacteria, Firmicutes,
Spirochaetes y Poribacteria, y en abundancias menores Chlamydiae, Parvachaeota,
Thermi, Euryarchaeota, Lentisphaerae, Armatimonadetes, Elusimicrobia vy
Tenericutes (hoy conocido como Mycoplasmatota), ademas destacaron las clases
Alpha-, Beta-, Gamma- y Deltaproteobacteria, también detectaron los géneros
Caldithrix y Chlorobi.

Finalmente, y uno de los estudios mas importantes; (iii) el “Proyecto del
Microbioma de la Esponja” del EMP realizado por Moitinho-Silva et al. (2017), en el
cual analizaron muestras de 268 especies de esponjas marinas junto con muestras
de agua marina y sedimentos alrededor de todo el mundo (incluyendo muestras de la
Peninsula de Yucatan), las secuencias se alinearon con la regién V4 del gen 16S
ARNr de la base de datos SILVA, GreenGenes y RDP, sus resultados exhibieron que
Proteobacteria conforma mas del 50% de la abundancia relativa en el microbioma
global, seguido por Chloroflexi, Cyanobacteria, Acidobacteria, Actinobacteria,
Bacteroidetes y Crenarchaeota, con abundancias del 10% aproximadamente, y los
menos abundantes, Firmicutes, Poribacteria, Gemmatimonadetes y Nitrospirae. Las
clases mas abundantes fueron Alpha-, Beta-, Gamma- y Deltaproteobacteria,
Anaerolineae, Caldilineae, Synechococcophycideae, Chloroplast, Holophagae,
Acidimicrobiia, Cytophagia, Flavobacteriia y Clostridia, también se encontro el orden

Nitrosopumilales.
5.2. Funciones generales del microbioma asociado a las esponjas

Las esponjas crean estrechas relaciones con consorcios de microorganismos
que son responsables de la producciéon de moléculas bioactivas en el hospedero, los
microorganismos pueden ser fuente de alimento, parasitos/depredadores, o
simbiontes mutualistas. Se han descubierto varias funciones que llevan a cabo los
simbiontes de las esponjas, entre ellos, la defensa quimica, nutricion, supervivencia y

adaptacion (Quévrain et al., 2014). Las bacterias proporcionan productos de su
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metabolismo a sus hospederos, o que otorga a la esponja acceso a rasgos
especificos de las bacterias, como la autotrofia, la fijacion de nitrégeno y la
nitrificacion (Mehbub et al., 2014). Otros ejemplos muestran que las bacterias
asociadas a esponjas pueden procesar compuestos de desechos metabdlicos,
estabilizar el esqueleto de la esponja y proporcionar proteccion contra la radiacion
UV (Quévrain et al., 2014), sin embargo, el ejemplo mas destacado de simbiosis
bacteriana de esponja, es la participacion de bacterias en la produccién de
metabolitos bioactivos que tienen un papel en la defensa de su hospedero (Mehbub
et al., 2014). En general, los simbiontes de esponja son capaces de realizar distintos
procesos biogeoquimicos como nitrificacion, fijacion de nitrégeno, reduccion de
sulfatos, y fotosintesis (Schmitt et al., 2011), sintetizar vitaminas, producir
compuestos bioactivos y llevar a cabo transformaciones bioquimicas de nutrientes o
productos de desecho (Moitinho-Silva et al., 2017). A cambio, los simbiontes
encuentran en su hospedero materia organica para su nutricion, oxigeno y agua

filtrada en las cavidades internas (Quévrain et al., 2014).

La nutricion heterétrofa de las esponjas es la manera mas comun de
metabolismo del carbono; a través del consumo de microorganismos filtrados y/o
absorcion de carbono organico disuelto (DOC, por sus siglas en inglés) (Feng & Li,
2019). Las esponjas son responsables de completar el ciclo de carbono
alimentandose de DOC y produciendo POC (carbono organico particulado) en forma
de detritos celulares arrojados (coanocitos) (Pawlik & McMurray, 2020). Muchas
especies de esponjas albergan poblaciones de cianobacterias y zooxantelas con
propiedades fotosintéticas y se estima que las contribuciones de las cianobacterias a
la asimilacién del carbono representan hasta el 80% del carbono total disponible en
las esponjas (Feng & Li, 2019), los simbiontes de cianobacterias, especialmente del
género Synechococcus, son los principales contribuyentes de carbono a distintas
especies de esponjas que se encuentran en una amplia variedad de ubicaciones

geograficas (Zhang et al., 2019).

Las bacterias obtienen energia de la luz y la convierten en energia quimica

para fijar el dioxido de carbono de la atmésfera, sin embargo, muchos procariotas,
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llamados quimiotrofos, pueden obtener energia oxidando o reduciendo compuestos
como hidrégeno, amoniaco, nitrato, sulfuro, metano, sulfato y iones metélicos en
procesos independientes de la luz (Orli¢, 2019). La via de fijacion quimiotréfica de
CO, en esponjas es llevada a cabo por algunos géneros del filo Thaumarchaeota
como Nitrosopumilus, Nitrosoarchaeum y Nitrososphaera; ademas, algunos linajes
microbianos del filo Proteobacteria pueden oxidar el carbén organico a CO, por la via
aerobica (Feng & Li, 2019). Otro proceso quimioautotréfico que se ha observado en
esponjas es la simbiosis metanotrofica, mediada por microorganismos pertenecientes
a los ordenes Methylococcales, Methylophylales y Chromatiales del filo
Proteobacteria (Feng & Li, 2019). Ciertos genes implicados en la degradacion y
asimilacion del carbono organico en esponjas, han sido detectados en los filos
Actinobacteria, Bacteroidetes, Chloroflexi, Firmicutes, y Proteobacteria (Feng & Li,
2019).

El nitrégeno también es un nutriente importante, ya que se requiere para la
sintesis de aminoacidos; los procesos metabdlicos que se han identificado en
esponjas incluyen fijacién del nitrégeno, nitrificacion, desnitrificacion, asimilacion de
NH; y NOjs™, entre otros (Feng & Li, 2019). Proteobacteria parece ser el unico filo que
contribuye a todas las transformaciones de nitrégeno en esponjas, aunque otros
contribuyentes destacables son Planctomycetes, Actinobacteria, Cyanobacteria,
Bacteroidetes y Verrucomicrobia (Zhang et al., 2019). Se han encontrado genes de
fijacion de nitrégeno que pertenecen a los filos Cyanobacteria, Proteobacteria y
Verrucomicrobia (Feng & Li, 2019); este proceso metabdlico requiere condiciones
anaerobicas, por lo cual debe ocurrir en regiones anoxicas dentro a la esponja o en
compartimientos anaerobicos dentro de las bacterias, y las cianobacterias cuentan

con dichos compartimentos que limitan la difusién de O, (Zhang et al., 2019).

Las esponjas producen NH; como parte de sus desechos metabdlicos; el flujo
de nitrdgeno mas comun en esponjas que median la nitrificacion es la produccion de
NO,™ y NOs, se hipotetiza que el NH; y NO,~ se acumulan dentro de la esponja y su
posterior conversion a NO;~ es una solucion para eliminar compuestos téxicos

cuando rebasan cierta concentracion en el hospedador (Feng & Li, 2019). Algunos
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estudios de esponjas sugieren que las arqueas oxidantes de NH; (AOA, por sus
siglas en inglés) son la principal poblacion funcional oxidante de amoniaco,
especialmente los géneros Cenarchaeum y Nitrosopumilus, en comparacién con las
bacterias oxidantes de NHs;; sin embargo, el linaje dominante de bacterias oxidantes
de NO,  (NOB) es Nitrospira sp. (Feng & Li, 2019). La desnitrificacion es la
transformacién de NO;™ a N,, este proceso es catalizado por microorganismos de los
filos Proteobacteria, Actinobacteria, Firmicutes, Bacteroidetes, Thaumarchaeota,
entre otros; los microbios simbidticos utilizan los productos de desecho como una
forma de limpiar el tejido de la esponja de compuestos nocivos (Feng & Li, 2019).
Este metabolismo es particularmente evidente para las esponjas HMA que albergan
microbios nitrificantes, los cuales también pueden absorber NH,*, aunque esto podria
deberse también a fotosimbiontes u oxidacién anaerébica del amonio (anammox)
(Pawlik & McMurray, 2020).

La conversion de NH; y NO,™ a N, en condiciones anaerobias es llamada la
reaccion anammox, los microorganismos que la llevan a cabo son bacterias
especiales del filo Planctomycetales, algunos géneros que se han encontrado
presentes en esponjas son Planctomycetes, Rhodopirellula y Planctomyces (Feng &
Li, 2019). En cuanto al proceso de reduccion de NO;~ a NH; a través del NO,™ se ha
detectado la contribucién de los linajes Proteobacteria, Firmicutes, Bacteroidetes y
Planctomycetes, las bacterias lo llevan a cabo para incorporar amoniaco para el
crecimiento celular (Feng & Li, 2019). La mineralizacion del amoniaco es la
conversion de nitrdgeno organico disuelto a amoniaco inorganico, un proceso
representativo es la hidrdlisis de la urea en amoniaco, los microorganismos que
contienen genes capaces de realizar este metabolismo son de los taxa

Proteobacteria, Magnetococcus, Cyanobacteria y Actinobacteria (Feng & Li, 2019).

Aparte del metabolismo de carbono y nitrogeno, se ha detectado un
metabolismo del azufre mediado microbianamente en esponjas, el gen que codifica
una enzima clave para la reduccion de SO,* y la oxidacién de S? se ha detectado en
muchos procariotas; esta presente en bacterias oxidantes de azufre (SOB, por sus

siglas en inglés), bacterias reductoras de sulfato (SRB) y arqueas reductoras de
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sulfato (SRA) (Jensen et al., 2016). Es probable que los procesos microbianos como
la oxidacion y nitrificacién del azufre tengan la funcion de eliminar productos finales
metabdlicos que son toxicos para la esponja, como el H,S y NH;; los taxéons de
esponjas que usan azufre en el metabolismo energético son miembros de Alpha- y
Gammaproteobacteira,  Archaeoglobi, y posiblemente Deltaproteobacteria;
Deltaproteobacteria se ha relacionado remotamente con las SRB, mientras que
Alpha- y Gammaproteobacteira estaban afiliadas a SOB y las SRA al filo
Euryarchaeota, sin embargo, para aclarar por completo las capacidades metabdlicas
del microbioma de la esponja, se necesitan estudios que apliquen nuevas técnicas
de aislamiento y secuenciacién de células individuales, combinadas con analisis

metagendmicos y transcriptomicos (Jensen et al., 2016).
5.3. Microorganismos productores de metabolitos secundarios

En 2020, Cheng et al., publicaron una revision mas completa y descriptiva de
774 nuevos productos naturales derivados de la asociacidn simbidtica
microbio-esponja en las ultimas dos décadas, de 1998 a 2017 (Figura 5). Las
principales regiones con microorganismos derivados de esponjas relacionados con la
quimica de productos naturales son zonas marinas templadas y tropicales, donde
destacan el Golfo de México y las islas del Caribe como algunos de los puntos mas
activos (Cheng et al., 2020).
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Figura 5. Nuevos compuestos de microorganismos asociados a esponjas durante 1998 a
2017. En el periodo de 2012 a 2017 aumentaron significativamente los compuestos obtenidos.
Tomado y modificado de Cheng et al. (2020).
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Los datos estadisticos mostraron que la mayoria de las esponjas productoras
de metabolitos secundarios pertenecen a las clases Demospongiae (77%) y Calcarea
(1%), asi como a esponjas no identificadas (22%). En la clase Demospongiae, el
orden Haplosclerida proporciona la mayoria de las especies de esponjas que
representan el 26.75% de la totalidad, seguido de los 6rdenes Suberitida, Axinellida,
Dictyoceratida, Tetractinellida, Poecilosclerida, Verongiida, Agelasida, Tethydia,
Chondrillida, Clionaida, Scopalinida, Biemnida, Chondrosiida y Sphaerocladina,
mientras que en la clase Calcarea solo se reportd un derivado del orden Baerida y
otro de Clathrinida (Cheng et al., 2020).

Los microorganismos derivados de esponjas son principalmente hongos (73%)
con Asperqgillus sp., Penicillium sp. y Trichoderma sp., como los géneros mas
importantes, y bacterias (27%) de las cuales el filo mas abundante, Actinobacteria,
comprende el 16%, y destacan los generos Streptomyces sp., Pseudoalteromonas
sp., Y Pseudomonas sp. (Cheng et al., 2020). Esta revision destacé la importancia de
prestar mas atencion al estudio de los compuestos aromaticos y alcaloides, ya que
comprenden el 45% de los 774 nuevos compuestos. Ademas, la cantidad total de
nuevos productos naturales derivados de esponjas ha aumentado rapidamente y
mas del 42% de los compuestos han presentado actividad; sin embargo, la mayoria
de ellos solo llevaron a cabo experimentos preliminares de prueba in vitro, por lo que,
se deben hacer mas esfuerzos y realizar ensayos clinicos para completar la
evaluacion del farmaco, asi como seguir explorando la biodiversidad de
microorganismos simbidticos de esponja, porque hay mas recursos esperando ser
extraidos (Cheng et al., 2020).

Muchos de los compuestos que han sido aislados de microorganismos
asociados a esponjas muestran propiedades bioldgicas, como actividad
antimicrobiana, antitumoral y anticancerigena. Sin embargo, la produccién de
compuestos terapéuticos esta dominada por el filo Actinobacteria, del que han
aislado alrededor de 7,000 compuestos, seguido por Proteobacteria (Pallela &
Ehrlich, 2016). Géneros como Salinispora, Micromonospora, Mycobacterium y

Verrucosispora, pertenecientes al filo Actinobacteria, son de especial interés por su
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diversidad quimica. Las esponjas, asi como los sedimentos marinos, son una fuente
prolifica de nuevas cepas de Salinispora, un género conocido por albergar una
importante diversidad de nuevos productos naturales, como la salinosporamida A, un
potente compuesto inhibidor del proteasoma que se encuentra ensayos clinicos para

el tratamiento del mieloma multiple, tumores sélidos y linfomas (Fuerst, 2014).

Las cianobacterias se han reportado en asociacién con mas de 300 especies
de esponjas de regiones tropicales y templadas (Konstantinou et al., 2018). Las
cianobacterias se han estudiado ampliamente debido a su capacidad de producir
metabolitos secundarios estructuralmente diversos con actividades antioxidantes y
citotoxicas contra varias lineas celulares de cancer humano y bacterias patégenas
(Konstantinou et al., 2020), En el estudio realizado por Konstantinou et al. (2018) se
analizaron 24 especimenes de esponja recolectados, que fueron asignados a 17
especies de Demospongiae y 1 Homoscleromorpha. De estos solo se lograron aislar
9 cepas de cianobacterias (6 flamentosas y 3 cocoides) provenientes de 8 especies
de esponjas. Con base en los rasgos morfolégicos y en el analisis filogenético del
gen 16S ARNTr, clasificaron las cepas a Xenococcus sp., Synechococcus sp.,
Leptolyngbya sp., Pseudanabaena cf. persicinay Schizotrichaceae sp. (Konstantinou
et al., 2018).

El género Pseudovibrio, de la familia Rhodobacteraceae, que pertenece a la
clase Alphaproteobacteria, ha sido detectado desde regiones templadas hasta
tropicales, frecuentemente de la asociacion simbiotica que tienen con las esponjas
marinas, ya que estan involucrados en los ciclos de nutricion y se ha reportado que
proporcionan a la esponja tanto vitaminas/cofactores como proteccién contra
patdogenos potenciales a través de la sintesis de metabolitos secundarios
antimicrobianos (Romano, 2018). Se han aislado varias cepas de Pseudovibrio (P.
axinellae, P. ascidiaceicola y P. denitrificans) asociadas con mas de 15 géneros de
esponjas, no obstante, nunca se detectaron en los datos de secuenciacion obtenidos
de las comunidades bacterianas del hospedero (Romano, 2018). Probablemente, la
discrepancia entre los datos dependientes e independientes del cultivo se debe a la

alta versatilidad metabdlica, el rapido crecimiento y las caracteristicas antagonistas
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de las cepas de Pseudovibrio, que les permiten superar a otras células durante el

cultivo (Romano, 2018).
5.3.1. Metabolitos secundarios de esponjas del género Haliclona

Diversos estudios han demostrado que los metabolitos secundarios naturales
de las esponjas del género Haliclona estan asociados con una serie de actividades
bioldgicas con uso terapéutico. Por ejemplo, en el estudio efectuado por Zhu et al.
(2019), la esponja Haliclona oculata recolectada en la peninsula de Son Cha,
Vietnam, proporcioné tres productos quimicos que tenian actividades antimicrobianas
contra Vibrio vulnificus, V. parahaemolyticus y Trichophyton mentagrophytes con

valores de MIC que oscilan entre 0.05y 5.0 pyg/mL.

Otro ejemplo es el estudio realizado por Fiorini et al. (2015), donde informaron
que las paniceinas y especialmente la paniceina A hidroquinona, meroterpenoides
naturales producidos por la esponja mediterranea Haliclona (Soestella) mucosa,
inhiben la resistencia a doxorrubicina y mejoran la citotoxicidad de este agente
quimioterapéutico sobre células de melanoma in vitro. Afos mas tarde, Gunathilake
et al. (2020), investigaron las propiedades inmunofarmacoldgicas del extracto crudo
metandlico de la esponja Haliclona (Soestella) sp., el extracto demostré una potente
actividad inmunosupresora (especificamente mielosupresion), desprovista de efectos
téxicos generales, hepatotoxicos y nefrotdxicos durante un periodo de 14 dias, por lo

tanto, es muy prometedor como un potencial farmaco inmunosupresor.

Finalmente, en 2020, Gunathilake et al., informaron que el género Haliclona ha
producido una variedad de metabolitos secundarios, comunmente alcaloides
bioactivos como: alcaloides de bis-1-oxaquinolizidina y furano herbacina
sesquiterpénica, también producen metabolitos con diversas estructuras que incluyen
aminas policiclicas, sesquiterpenoides, quinoles, glicoesfingolipidos, resorcinol y
tetrahidropirenol. La alta diversidad quimica y estructural de los metabolitos
secundarios producidos por este género de esponja da como resultado una actividad

biolégica interesante como actividades citotdxicas, antifungicas, antibacterianas,
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antivirales, antipaludicas, antiinflamatorias, neuritogénicas y hemoliticas (Gunathilake
et al., 2020).

5.4. Bacterias cultivables asociadas a esponjas

Se sabe que hay simbiontes que pueden aislarse y cultivarse mediante
métodos de cultivo clasicos o novedosos, también hay simbiontes distintivos no
cultivados, es decir, aun por cultivar, y simbiontes que no se pueden cultivar, por
ejemplo, en esponjas del género Haliclona se han empleado medios oligotroficos
para aislar cepas de Streptomyces, Verrucosispora, Salinispora 'y Micromonospora,
todos géneros pertenecientes al filo Actinobacteria (cita), mientras que en simbiontes
sin cultivar, la metagendémica y la gendmica unicelular han proporcionado informacion
valiosa sobre la fraccibn no cultivada o aun por cultivar de las comunidades
microbianas de esponja (Fuerst, 2014). La comprensién de la diversidad microbiana
cultivable asociada a esponjas es una base importante para el aislamiento
microbiano, los metabolitos y los estudios de biofuncién, aunque la falta de cultivos
puros para la mayoria de los microorganismos asociados a esponjas ha contribuido a
una escasez de conocimiento sobre su diversidad (Santos-Gandelman et al., 2013).
El cultivo tradicional usando placas de agar ha sido el método mas utilizado para el
cultivo de bacterias asociadas a esponjas hasta la fecha (utilizado para aislar el
89.1% de las bacterias cultivables); se han probado una amplia variedad de medios
de crecimiento y condiciones de cultivo para proporcionar las condiciones de
crecimiento adecuadas y mejorar la cultivabilidad de las bacterias en placas de agar,
sin embargo, muchas bacterias parecen incapaces de crecer en la interfaz
sélido-aire, por lo tanto, se acude a las técnicas de cultivo liquido como un enfoque
alternativo para cultivar bacterias, ademas, los cultivos liquidos pueden ser mas
efectivos que aquellos a base de agar para el cultivo de bacterias abundantes, pero

de crecimiento lento a partir de muestras ambientales (Dat et al., 2021).

En 2013, Santos-Gandelman et al., evaluaron la composicion de la comunidad
bacteriana cultivable asociada a 11 esponjas marinas recolectadas en la costa
brasilefia aplicando el cultivo en placa de agar con 3 medios diferentes; medio de

infusion cerebro-corazén, medio marino disuelto en agua destilada y medio marino

38



disuelto en agua de mar, e incubaron las placas durante 7 dias a temperatura
ambiente. De las 11 especies de esponjas, Mycale microsigmatosa presenté una
mayor diversidad de bacterias cultivables, seguida de Dragmacidon reticulatum vy
Polymastia janeirensis, en contraste, Arenosclera brasiliensis e Hymeniacidon
heliophila presentaron la menor diversidad bacteriana; entre las 100 bacterias
aisladas el género Bacillus fue el mas comunmente observado, seguido de Kocuria,

Brachybacterium y Psychrobacter (Santos-Gandelman et al., 2013)

En el estudio efectuado por Amelia et al. (2018), se identificaron, mediante
técnicas de biologia molecular y analisis del gen 16S ARNr, 14 especies bacterianas
cultivables asociadas con diferentes especies de esponjas marinas en las aguas del
mar de China Meridional; las especies identificadas abarcaban los filos Firmicutes
(Bacillus aquimaris, B. aryabhattai, B. cereus, Staphylococcus hominis subsp.
novobiosepticus 'y Exiguobacterium indicum), Actinobacteria (Brevibacterium
epidermidis, B. iodinum 'y Kytococcus sedentarius), Alphaproteobacteria
(Pseudovibrio denitrificans 'y Ruegeria arenilitoris) y Gammaproteobacteria
(Alteromonas macleodii, Enterobacter cloacae, Pseudomonas putida y Psychrobacter
celer), todos taxa que se sabe se asocian con esponjas y producen metabolitos
secundarios con la capacidad de biorremediacion, la biosintesis de nanometales y la
produccion de antibidticos. Las bacterias de estos grupos se han aislado previamente
de esponjas marinas en areas geograficamente dispares, como las aguas costeras
de India, China, Corea del Sur, Las Bahamas, Irlanda y Brasil, lo que sugiere que
posiblemente son bacterias residentes y no bacterias transitorias atrapadas
temporalmente (Amelia et al., 2018). En cuanto a las esponjas donde se encontraron
estas bacterias, se observo que todas pertenecian a la clase Demospongiae, con la
mayoria dentro de los 6rdenes Haplosclerida (Gelliodes, Haliclona, Callyspongia,
Sigmadocia y Arenosclera) y Dictyoceratida (Hyattella y Sarcotragus), mientras que
las esponjas del género Spirastrella, Polymastia y Mycale pertenecen al orden

Clionaida, Polymastiida y Poecilosclerida, respectivamente (Amelia et al., 2018).

En la revision realizada por Dat et al. (2021), se seleccionaron un total de

4,915 secuencias de genes 16S ARNr de bacterias cultivadas de esponjas en funcién
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de los articulos publicados actualizados hasta 2017, recuperados del NCBI Genbank,
y luego reclasificados en funcion de la base de datos Silva (v128) utilizando
MOTHUR; con ello determinaron que las bacterias cultivables de las esponjas
estaban dominadas por cuatro filos: Proteobacteria (53.8%), Actinobacteria (23.4%),
Firmicutes (16.0%) y Bacteroidetes (5.0%), los filos restantes (Cyanobacteria,
Planctomycetes, = Verrucomicrobia, Acidobacteria, Chloroflexi 'y  Chlorobi)
representaron el <1% de las secuencias y casi todas las Proteobacteria cultivables
pertenecian a dos clases; Alphaproteobacteria (29.1%) y Gammaproteobacteria
(24.0%). En orden descendente, los géneros de bacterias cultivables detectados en
este estudio fueron Pseudovibrio, Bacillus, Streptomyces, Vibrio, Ruegeria,
Micromonospora, Pseudoalteromonas, Labrenzia, Microbulbifer, Shewanella,
Pseudomonas, Salinispora, Endozoicomonas y Microbacterium; varios de los
géneros mas abundantes se aislaron por el método en placa de agar, como
Salinispora, Nocardiopsis, Endozoicomonas y Pseudoalteromonas (Dat et al., 2021).
La mayoria de estas bacterias son una fuente prolifica y rica de productos naturales
que incluyen compuestos farmacolégicamente valiosos, desafortunadamente,
todavia no hemos podido acceder a la mayoria de estos metabolitos secundarios,
debido a que los medios de crecimiento artificiales y las condiciones de cultivo a
menudo no son del todo adecuadas para imitar las condiciones naturales requeridas
para el crecimiento microbiano, de hecho, sélo una fraccién menor de la comunidad

bacteriana (0.1 - 14%) se ha cultivado con éxito en el laboratorio (Dat et al., 2021).
5.5. Esponjas en la Republica Mexicana

En México el estudio del filo Porifera comenzé entre la década de los 70 y 80’s
con el Dr. Gerardo Green del Instituto de Ciencias del Mar y Limnologia (ICMyL), sin
embargo, las principales lineas de investigacion actuales se basan en el estudio de la
taxonomia de las esponjas de acuerdo a la morfologia de sus elementos
esqueléticos (Carballo et al., 2014) y nada mas algunas se enfocan al estudio de los
microorganismos simbidticos que producen metabolitos secundarios. En México
existen dos colecciones formales de esponjas; (i) la Coleccién Nacional del Phylum
Porifera Gerardo Green (CNPGG), la cual alberga alrededor de 16,000 ejemplares
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que han sido recolectados desde el afio de 1934 a la fecha vy, (ii) la Coleccion de
Esponjas, ubicada en la Unidad Académica Mazatlan del ICMyL, que cuenta con
3,000 ejemplares (Carballo et al., 2014). En las 2 ultimas décadas se ha logrado un
importante avance en el conocimiento de las esponjas de México, en la region del
Atlantico y sobre todo en el Pacifico Mexicano, aunque las investigaciones se han
centrado principalmente en esponjas de arrecifes coralinos debido a su importancia

ecoldgica en estos ecosistemas (Carballo et al., 2014).

Actualmente, segun los datos registrados en la CONABIO (Comision Nacional
para el Conocimiento y Uso de la Biodiversidad), la ultima actualizacion realizada por
el ICMyL de la CNPGG fue en 2015 (CONABIO, 2020), y en el Portal de Datos
Abiertos UNAM (Direccidon General de Repositorios Universitarios, UNAM, 2015) se
encuentran dos colecciones actualizadas; la CNPGG con 577 especies de esponjas
y la coleccidon de esponjas por el Departamento de Paleontologia del Instituto de
Geologia de la UNAM (IGM) que cuenta con 12 especies; la mayoria de las esponjas
pertenecen a los ordenes Haplosclerida y Poecilosclerida, y se han encontrado

principalmente en Quintana Roo (Figura 6).
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Figura 6. Datos de las Colecciones del filo Porifera en México ordenados de acuerdo al
nombre de (a) la coleccion, (b) al Estado donde se encontré y (c) los ordenes mas destacados. (d)
Distribucion geografica de todas las esponjas de México que han sido reportadas en las colecciones
CNPGG e IGM hasta 2015. Como se puede observar, la zona con mayor densidad de especies es la
Peninsula de Yucatan. Tomado de la Direccion General de Repositorios Universitarios, UNAM (2015).

Las familias de esponjas mas abundantes son Niphatidae, Aplysinidae,
Irciniidae, Callyspongiidae y Suberitidae; y los géneros mas representativos Ircinia,
Callyspongia, Amphimedon, Mycale, Aplysina, Geodia y Suberites. Algunos géneros
de esponjas que se han reportado en México también se han encontrado en cuevas
alrededor del mundo, por ejemplo, miembros del género Ircinia (I. oros, I. variabilis e
I. fasciculata), del género Aplysina (A. aerophoba y A. cavernicula) y del género
Geodia (G. corticostylifera), habitan en cuevas con profundidades de hasta 150 m
(Santhanam et al., 2018).

5.5.1. Esponjas en cuevas anquihalinas de México

A nivel mundial, Porifera ha sido relativamente bien estudiada en cuevas
subacuaticas, sin embargo, en México las esponjas solo se conocen en dos cuevas
anquihalinas: “La Quebrada” y “El Aerolito”, ambas pertenecen al sistema de
cavernas anquihalinas de la Peninsula de Yucatan y las dos estan ubicadas en la Isla
de Cozumel (Gomez & Calderdn-Gutiérrez, 2020). De acuerdo a la investigacion de

Calderon-Gutiérrez et al. (2017), las cuevas anquihalinas de México y su fauna se
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empezaron a estudiar desde 1938, y hasta 2017 habia 57 articulos relacionados con
este tipo de ecosistema, al revisarlos se observé que en nada mas 5 o 6 articulos
mencionan brevemente a las esponjas. De todas las cuevas anquihalinas que existen
en México, se observo que “El Aerolito” es una de las mas ricas y diversas, con 100
especies clasificadas dentro de 10 filos, de los cuales Porifera es el mas rico en
contraste con el resto de las cuevas donde el filo dominante es Arthropoda; en esta
cueva se identificaron 22 especies de esponjas, de las cuales 19 son de la clase
Demospongiae y 3 de Calcarea, estas pertenecen, principalmente, a los 6rdenes
Tetractinellida y Tethyida, y los géneros mas abundantes son Geodia y Tethya sp.,
mientras que, de Haliclona (Reinera), Agelasidae, Chondrosida, Acarnus, Aciculites,
Psammastra y Diplastrella sp., solo se reportd una esponja. Esta cueva presenta
formaciones geolégicas como estalactitas, estalagmitas, columnas, etc., una
temperatura en la capa de agua marina de 26 - 28.9 °C, una salinidad en la capa de
agua salobre de 17, y en la capa de agua marina de 30 - 31, ademas, su fauna
excepcional podria deberse al aporte de energia por un manglar ubicado en la
entrada principal de la cueva, y la conexion directa con el mar; pues cuenta con dos
entradas, la principal es el cenote “El Aerolito del Paraiso”, y la segunda esta en el
Mar Caribe (Calderon-Gutiérrez et al., 2017).

Calderon-Gutiérrez et al. (2018), estudiaron cuatro cuevas anquihalinas de la
Peninsula de Yucatan: “El Aerolito”, “La Quebrada”, “Tres Potrillos” y “Bambu”.
Determinaron que la cueva anquihalina “El Aerolito” contiene una alta riqueza del filo
Porifera, y, aunque en menor proporcion, también detectaron la presencia de
esponjas en “La Quebrada”, sin embargo, en las cuevas “Tres Potrillos” y “Bambu” no
encontraron especies de esponjas (Figura 7). La significativa diversidad de Porifera
presente en “La Quebrada” y “El Aerolito” se debe a que ambas cuevas tienen
conexiéon directa con el mar, tienen profundidad media de 6 y 12 m, profundidad
maxima de 9.7 y 27 m, respectivamente, y un largo de 9.2 y 18 km, respectivamente,
ademas cuentan con una capa de haloclina a 4 y 7 m de profundidad,
respectivamente; estas caracteristicas corresponden con los patrones ecologicos que
se estimaron para una alta riqueza y densidad de especies en una cueva

anquihalina. Mientras que la baja diversidad reportada en “Tres Potrillos” y “Bambu”
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se debe a que son cenotes tierra adentro en forma de campana que carecen de
conexion directa con el mar: tienen aproximadamente 60 m de largo y una mayor
profundidad de 38 m y 52 m respectivamente, a pesar de que también cuentan con la
capa de haloclina a 12 y 42 m de profundidad, respectivamente, su riqueza se ve
disminuida debido a que la capa se encuentra cerca del fondo de la cueva
(Calderon-Gutiérrez et al., 2018).
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Figura 7. (a) Distribucién de las cuevas anquihalinas en la Peninsula de Yucatan que han sido
reportadas de estudios realizados en 40 cenotes desde hace 80 afos hasta 2017. Tomado y
modificado de Calderén-Gutiérrez et al. (2017). (b) Riqueza de especies de las cuevas anquihalinas
ubicadas en la Isla de Cozumel de la Peninsula de Yucatan. Se puede distinguir que Porifera es el filo
con mayor riqueza en “El Aerolito” y “La Quebrada”. La barra de error se refiere a las especies
registradas en la literatura, pero no observadas en el estudio. El monitoreo se refiere a los datos

recopilados a través del censo visual. Tomado y modificado de Calderon-Gutiérrez et al. (2018).
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Gémez & Calderon-Gutiérrez (2020) también investigaron la cueva
anquihalina “La Quebrada” y recolectaron 38 muestras de 10 especies de esponjas
marinas, de las cuales 9 pertenecen a la clase Demospongiae y 1 a
Homoscleromorpha, cabe resaltar que 6 especies eran nuevas para la ciencia. Esta
cueva anquihalina tiene conexion directa con el Mar Caribe a través de ocho cenotes,
el agua subterranea tiene una temperatura promedio de 28 °C y hay una variacion
interanual de 5.5 °C en tramos mas proximos al océano y una temperatura estable de
24.8 °C tierra adentro, la salinidad del nivel inferior a la haloclina es de 38, mientras
que la de la capa superior es de 12, la mayor biodiversidad de esponjas marinas se
observo en el cenote mas préximo al mar, no se observaron esponjas, ni arriba de la
haloclina ni después del tercer cenote mas proximo al mar (Gémez &
Calderon-Gutiérrez, 2020).

La mayoria de las esponjas encontradas en “La Quebrada” pertenecen a los
ordenes Tetractinellida y Haplosclerida, y tres esponjas pertenecen a Scopalinida,
Clionaida y Homoscleromorpha, respectivamente. Estas 10 especies resultaron de
un exhaustivo esfuerzo de muestreo del cual se espera no encontrar mas especies
de esponjas en la zona oscura de “La Quebrada”, excepto especies cripticas 0 muy
pequefias (Gémez & Calderon-Gutiérrez, 2020). Mas recientemente, en 2021,
Gbmez et al., registraron por primera vez una esponja del género Amphibleptula, A.
aaktun sp. nov., en México; esta se encontrd en la cueva anquihalina “El Aerolito” a
18 m de profundidad, dicha especie pertenece a la familia Scleritodermidae del orden
Tetractinellida. Hasta ahora no se han observado o estudiado esponjas en otras
cuevas anquihalinas de Cozumel (Uunicamente en “La Quebrada” y “El Areolito”) o en

las de la Peninsula de Yucatan.
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6. Metodologia

6.1. Area de estudio

En septiembre de 2020, se realizé una expedicion a una cueva anquihalina en
el cenote Xcalak en “Bajo de Judas” (18.202979'N, -87.860717°'W), en la zona oscura
de la cueva se encontraron cuatro especies de esponjas distintas, de las cuales una
se eligio para este proyecto, dicha esponja se encontré a 12 m de profundidad y a 30

m de largo hacia el interior, incrustada al techo de la cueva anquihalina (Figura 8).

La entrada de la cueva es una bahia con manglares y en los alrededores de
este sitio es posible observar una alta cantidad de pastos marinos del género
Thalassia sp., asi como una alta densidad de medusas de la especie Cassiopea
xamachana. La coloracién del agua marina era verde limén y al ser un cenote
costero, la corriente de agua de este sitio esta influenciada por las mareas; de
manera que, el flujo que entra arrastra un gran contenido de detritos y sedimentos
del exterior al interior de la cueva. La cueva no presenta capa de haloclina ni

estigobiontes.

Se utilizd una sonda multiparamétrica YSI ProQuatro para medir los datos
fisicoquimicos del agua (oxigeno disuelto, salinidad, nitratos y pH). Como las
muestras no eran accesibles desde la superficie, el agua se almacend en bolsas
Ziploc grandes, posteriormente, en la superficie se tomaron los datos; la medicion de

temperatura de estas muestras se tomé empleando el perfilador HOBO Mx 2202.

En un tubo falcon de 50 mL se recolectd la muestra de esponja
(aproximadamente 40 cm?® de tejido himedo) y se almacend en una nevera con hielo
a una temperatura de 4°C. La muestra fue analizada y fotografiada bajo un
microscopio estereoscoépico y posteriormente preservada en EtOH al 96% para ser

almacenada nuevamente en la nevera (Liévano & Rodriguez, 2020).
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Figura 8. (a) Ubicacion geografica de la cueva perteneciente al sistema de cavernas
anquihalinas de la Peninsula de Yucatan, y (b) un acercamiento al sitio de recolecciéon en “Bajo de
Judas” imagenes satelitales tomadas de Google (s.f.). (c) Las paredes de este sitio estan
conformadas por arcillas y areniscas, mientras que (e) el sedimento es de origen biogénico. (d) Zona
de la cueva con intrusiéon de agua salina y visibilidad extremadamente pobre con (f) una entrada a 5 m
de profundidad: las imagenes de la cueva se tomaron del reporte técnico escrito por Liévano &
Rodriguez (2020).
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6.1.1. Identificacién taxondémica y secuenciacion del gen 16S ARNr de la

esponja colectada

Para identificar la esponja colectada, se envié una pequefia parte de la
muestra conservada en etanol 96% al ICMyL de la UNAM, donde la M. en C. Diana
Ugalde realizé la identificacion taxondmica con el método tradicional mediante el
analisis del tejido y espiculas de la esponja siguiendo a Gomez & Calderon-Gutiérrez
(2020). Los resultados obtenidos asignaron la taxonomia a nivel de subgénero. Por
otro lado, el M. en C. Adan Rivera del LEMyPNM en su trabajo de tesis que
actualmente se encuentra en progreso, utilizé el paquete bioinformatico RiboTagger
(Xie et al., 2016) para la extraccion y clasificacion taxondmica de las secuencias de
ADN pertenecientes a las regiones V4 a V7 del gen 16S y 18S ARNTr. De las lecturas
forward y reverse resultantes del proceso de secuenciacién del metagenoma de la
esponja, se seleccionaron aquellas que tuvieron mas de 10 conteos por region y
muestra. Para la identificacion, se uso la base de datos en linea y la aplicacion
BLASTn del NCBI para cada grupo de secuencias, y se seleccionaron aquellas con
un porcentaje de identidad superior al 97%. Los resultados se compararon con la
informacion taxondmica obtenida por parte de la M. en C. Diana Ugalde, que incluye

la clasificacion visual y por espiculas.

Para la extracciéon de ADNg del tejido de Haliclona (Soestella) (muestra de
esponja E3) se empled el Kit Miniprep D4300 de ZymoBIOMICS™ siguiendo el
protocolo del fabricante. El ADNg extraido de la esponja se envi6 a la Universidad de
California en Berkeley, Estados Unidos de América, donde se realizé la amplificacion
de la region hipervariable V4 del gen 16S ARNr empleando el par de cebadores 515F
(GTGYCAGCMGCCGCGGTAA) y 806R (GGACTACNVGGGTWTCTAAT), que
comprenden 291 pb del gen 16S, abarcando las zonas conservadas antes y después
de V4. Los amplicones resultantes se secuenciaron en el mismo lugar, con la
plataforma lllumina MiSeq, siguiendo el protocolo estandarizado del Proyecto del
Microbioma Terrestre (EMP, por sus siglas en inglés), disehado para procariotas
(Caporaso et al., 2018). Las lecturas FASTQ demultiplexadas resultantes de la

secuenciacion fueron enviadas via email para su posterior analisis.
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6.2. Analisis bioinformatico

Unién de

Datos Lecturas
. lecturas de i
importados . unidas
(*.gza) (*.qza)
v pareado
Secuencias Importacién Control de Eliminacidn
demultiplexadas N — calidad de de ruido
(FASTQ) secuencia (Denoising)
Tabla de Secuencias
caracteristicas representativas
(*.qza, *.qzv) (*.gza, *.qzv)
Abundancia
Estadisticas relativa (*.qzv) -
y gréficos - Clasificacion Alineamiento
o . taxonomica
(*.qzv) Graficos de barras
y arbol de calor
(*.gqzv) Secuencias
— Taxonomia alineadas
*.gza *
Datos Analisis de (*.qza) (*.qza)
Método diversidad (alfa
faccid

Visualizacidn Elfz B )

Figura 9. Esquema general del procesamiento y analisis de datos de secuenciacién del
microbioma de esponja ejecutado en QIIME2.

6.2.1. Instalacion de QIIMEZ2, importacion de datos y tabla de metadatos

Se instald la distribucion QIIME2 core 2022.2 siguiendo las instrucciones de
forma nativa en un entorno conda para Linux de 64 bits. Para obtener las lecturas
completas del amplicén de la region V4 del gen 16S ARNr, las lecturas FASTQ
demultiplexadas fueron procesadas utilizando el conjunto de comandos del programa
QIIMEZ2 (Bolyen et al., 2019). Cuando el rendimiento de secuenciacion es superior al
necesario para una muestra, las bibliotecas gendémicas de varias muestras se
pueden agrupar y secuenciar juntas en una sola ejecucion con secuencias de codigo
de barras especificas de la muestra insertadas en las bibliotecas; si las lecturas de
secuenciacion en los archivos FASTQ de salida tienen secuencias de cédigo de
barras insertadas, es necesario eliminarlas de las lecturas de secuenciacion y

separar los datos en muestras individuales, la demultiplexacién lleva a cabo este
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proceso con la referencia de las secuencias de codigo de barras usadas, es decir, la
demultiplexacion es el proceso mediante el cual las lecturas de secuenciacion son

asignadas a sus correspondientes muestras individuales (H. Kim et al., 2020).

Las lecturas venian en dos archivos formato FASTQ para la muestra de
estudio y estaban nombrados por convencion con la nomenclatura de Illumina:
AMP043_S91_L001_R1_001.fastq.gz y AMP043_S91_L001_R2_001.fastq.gz, donde
AMPO043 es el nombre de la muestra, S97 indica el nimero de muestra, L0071 indica
el numero de carril, R2 indica que el archivo contiene las lecturas inversas (con R1
indicando lecturas directas) y los ultimos tres numeros son siempre 0071 por
convenio; los archivos ya venian demultiplexados. Los metadatos de la muestra se
almacenaron en un archivo de texto separado por tabulaciones (*.tsv), donde cada
fila representa una muestra y cada columna una categoria de metadatos (la primera
linea es un encabezado que contiene los nombres de categoria de metadatos), este
archivo se validé con una herramienta de validacion de metadatos basada en
navegador, Keemei (Rideout et al., 2016), que comprueba el formato correcto y
ayuda a identificar cualquier error en el archivo de metadatos (Figura 10). Con
multiQC se visualizé la calidad de las lecturas (Ewels et al., 2016) y posteriormente,
se importaron como formato Casava 1.8 demultiplexado de extremo pareado FASTQ

a un artefacto (*.qza) usando el programa QIIME2 (Bolyen et al., 2019).

E sample-metadata ¢ [ 2 o e
-
Archivo Editar Ver Insertar Formato Datos Herramientas Extensiones Ayuda Ladlt

o~ @ P 00% v € % .0 .00 123v  Predetermi. v 10 v e Y Keemei validation report x
A27 -
A c D E F Good news! Sheet sample-metadata

1 sample-id name description habitat color light is a valid QIIME 2 metadata file.
z y . . . . .

#q2-type numeric categorical categorical categorical categorical Validated 18 cells in 0.331 seconds.
3 AMP043 E3 Encrusting Cave Taupe Darkness
¢ Close
5
6
8
9
10
n
14
15

- O sample-metadata ¥

Figura 10. Metadatos de la muestra secuenciada en formato (*.tsv) validada para QIIME2 con
la herramienta Keemei.
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La tabla de metadatos contiene las categorias de la muestra con base en su
clave de identificacién (ID), descripcion, habitat, color de esponja y si esta expuesta a
la luz. Solo se analizé una muestra por lo que, solo hay una fila de datos en la tabla.
La tabla de metadatos validada fue util, junto con otros archivos para obtener la curva

de rarefaccion y el grafico de barras para la asignacién taxonémica.
6.2.2. Control de calidad y ensamblaje de las secuencias

La secuenciaciéon de extremos emparejados secuencia cada fragmento de
ADN inicial (mas largo que la longitud de lectura real) de ambos extremos,
generando dos lecturas por fragmento: la primera lectura en orientacién hacia
adelante (del inglés forward) y la segunda lectura en orientacién de complemento
inverso (del inglés reverse) (H. Kim et al., 2020). Para obtener las lecturas unidas se
realizd el ensamblaje de las secuencias forward y reverse, posteriormente, para
obtener secuencias con una precision 299%, estas fueron recortadas segun su
calidad que se establecié con un Phred Score (Q) minimo de 20. El control de calidad
se ejecutdé usando el programa Deblur (Amir et al., 2017), con el cual se eliminaron
las secuencias ruido (denoising) indicando una longitud de 250 pb para cada lectura,
los resultados obtenidos con este método son dos visualizaciones QIIME2 (*.qzv),
una contiene los recuentos/frecuencias de cada secuencia unica en cada muestra del
conjunto de datos, es decir, indica el numero de veces que se observa cada variante
de secuencia de amplicon (ASV) en la muestra y, la otra los identificadores de

entidades a las secuencias que representan.
6.2.3. Construccion de la curva de rarefaccion

Las métricas de diversidad alfa resumen la estructura de una comunidad
ecoldgica con respecto a su riqueza (numero de grupos taxondémicos), uniformidad
(distribucién de abundancias de los grupos) o ambas (Willis, 2019). Para determinar
si la riqueza de la muestra E3 se secuencié por completo se realizé el trazado del
grafico de rarefaccion alfa empleando las secuencias representativas y la tabla de
frecuencias asociadas a cada lectura a una profundidad de muestreo maxima de

15,000, este valor que se proporciond en el comando --p-max-depth para construir el
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grafico de rarefaccion, el cual se determind revisando la informacion de la tabla de
frecuencias, donde se reporta que 23,222 fue el numero de maximo de frecuencias,
elegir un valor que esté alrededor de 6,000 pudo funcionar bien, pero se aumenté a
15,000 para asegurar que la curva en el grafico de rarefaccién resultante se nivelara

y asi retener la mayoria de las caracteristicas en la muestra.
6.2.4. Asignacion taxonémica

La asignacion taxondémica a las secuencias de los ASV se llevd a cabo
alineando las secuencias representativas contra 3 bases de datos: (i) Greengenes
(version 13_8 agrupado en 99% de similitud) de la region 515F/806R cuyo
clasificador se encuentra disponible en https://docs.qgiime2.org/ (McDonald et al.,
2011; Bokulich et al., 2018); (ii) SILVA (version 138 con 99% de homologia), el
clasificador se construy6 dirigido a la region 515F/806R del gen 16S ARNr (Yilmaz et
al., 2013; Robeson et al., 2020); y (iii) NCBI (version BLAST+ 2.13.0 con homologia 2
95%) (“Database Resources of the National Center for Biotechnology Information”,
2015). Ademas, para permitir una visualizacion de la estructura de la comunidad
microbiana y transmitir la estructura jerarquica de las clasificaciones taxondmicas se
construy6 un arbol de calor, comparando los 160 ASV en funcién de su ocurrencia en
términos de numero de lecturas distribuidas en la muestra de esponja. Sé emplearon
los programas RStudio (RStudio, 2021) e InkScape (Developers, 2021) para la
construccion y edicién de los graficos de barras (paquete R: barplot) y el arbol de
calor (paquete R: Metacorder (Foster et al., 2017)) de la asignacion taxondémica a
partir de los resultados obtenidos con QIIME2. El conjunto de comandos que se
ejecutd en el sistema operativo Ubuntu 20.04 (Linux - 64 bits) esta disponible en el

Anexo |.
6.3. Cultivo y ensayo de susceptibilidad antimicrobiana
6.3.1. Aislamiento y siembra de los microorganismos cultivables de esponja

El cultivo de microorganismos a partir del tejido de la esponja colectada fue

realizado por el Dr. José Carlos Parada, alumno de la Dra. Alejandra Prieto-Davo e
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integrante del LEMyPNM en Sisal Yucatan, empleando el método de las diluciones
seriadas. Para ello se pesé 1 g de tejido humedo de la muestra E3 que estaba
almacenada en EtOH al 96% y se colocé en un tubo de ensayo (tubo A) con 9 mL de
agua peptonada al 1% doénde se agitdé vigorosamente. Posteriormente, se hicieron
diluciones hasta 107 g tejido humedo/mL: esto se logré transfiriendo 1 mL del tubo A,
a otro (tubo B) que contenia 9 mL de agua peptonada al 1%, se agitdé vigorosamente
y se repitié el proceso transfiriendo 1 mL del tubo B a otro (tubo C) con 9 mL de agua
peptonada al 1% y asi sucesivamente 4 veces mas. Luego se inoculdé 0.1 mL de
cada dilucion en placas de agar y se disperso en la superficie con la ayuda de una

varilla acodada.

Los medios empleados para el cultivo fueron: (i) Agar marino, preparado con 5
g de almidén, 2 g de extracto de levadura, 1 g de peptona y 9 g de agar
bacteriologico por cada 500 mL de agua de mar, es un medio selectivo que favorecio
a microorganismos halotolerantes y halofilicos, con un tiempo de incubacién
promedio de 48 h a 25 °C; y (ii) Agar agua, preparado unicamente con 9 g de agar
bacteriolégico por cada 500 mL de agua de mar, en el cual se desarrollaron los
microorganismos que extraen los nutrientes disponibles en el agua de mar, con un

tiempo de incubacion indefinido a 25 °C.

Las placas de agar con el indculo se incubaron por una semana mas del
tiempo promedio de incubacion para observar la presencia de actinomicetos.
Posteriormente, se seleccionaron unicamente las colonias que presentaron
pigmentacién y/o halos de inhibicion. Las colonias seleccionadas se aislaron por el
método de estria cruzada en placa de agar marino para su descripcion colonial y
microscopica con la prueba de tincion de Gram. Para su conservacion, se tomé una
colonia aislada de la placa y se inoculé en un matraz con 25 mL de caldo marino. Se
incubd en agitacion constante (130 rpm) a 25 °C hasta la presencia de turbidez en el
medio. Posteriormente, en criotubos individuales se colocaron 500 uL de cada
bacteria crecida en caldo marino con 500 pyL de glicerol en una proporcion 1:1

glicerol:agua para su almacenamiento a -80 °C.
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6.3.2. Purificacion e identificacion de la cepa bacteriana NCA-454

El cultivo axénico de la cepa bacteriana NCA-454 aislada de la esponja de
cueva anquihalina se realizé usando la técnica de resiembra en placa de agar por
estria bajo condiciones aseépticas. Las placas de agar se incubaron a una
temperatura de 34°C por 24 h. El medio de cultivo para la caja petri se prepard con
extracto de levadura (4 g/L), bactopeptona (2 g/L), almidén de maiz (10 g/L), sales
marinas (32 g/L) y agar bacteriolégico (18 g/L). Antes de su uso, el medio fue
esterilizado en autoclave con calor humedo a 121 °C durante 15 minutos a una
presion de 1.1 kg/cm? La fuente de carbono empleada para su crecimiento fue

almidén y D-glucosa, y la fuente de nitrégeno, bactopeptona y extracto de levadura.

Para la identificacion de la bacteria, se preparé el medio DSC-ASW a pequena
escala, siguiendo las indicaciones de Jayanetti et al. (2019): almidén de maiz (5 g/L),
glucosa (10 g/L), bactopeptona (5 g/L), extracto de levadura (5 g/L) y sales marinas
(32 g/L). El medio se esterilizé en autoclave con calor humedo a 121 °C durante 15
minutos a una presion de 1.1 kg/cm?. Se utilizé una pequeria cantidad de colonia de
la cepa NCA-454 (aproximadamente la punta del asa) para inocular el medio por el
método de siembra en picadura y se incubd en agitacion constante (120 rpm) a
temperatura ambiente hasta la presencia de turbidez en el medio. Posteriormente, se
tomé del medio un volumen aproximado que contenia 50 - 100 mg peso humedo de
células bacterianas y sé llevo a la microcentrifuga a 10,000 rpm durante 1 min. El
sobrenadante se desecho y las células bacterianas fueron resuspendidas empleando
200 uL de agua isotonica. Para la identificacion de la cepa bacteriana, se realizé una
extraccion y purificacion del ADNg de la cepa bacteriana NCA-454 se empled el Kit

Miniprep de ZymoBIOMICS™ siguiendo el protocolo del fabricante.

Para comprobar la presencia e integridad del ADNg se ejecutd una
electroforesis en gel de agarosa. Se prepararon 25 mL de una disolucion al 1% de
agarosa pura y 5 pL de reactivo colorante SYBR® Safe DNA Gel Stain. La disolucién
se vacio en el molde para preparar el gel con el peine que generé los pozos para la
muestra. Se tomaron 5 pL de la muestra de ADNg y se mezclaron con 2 uL de

reactivo colorante Blue Juice™ Gel Loading Buffer de Invitrogen, estos 7 uL se
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colocaron en el tercer pozo del gel, en el primer pozo se colocé el marcador
molecular 1 Kb Plus DNA Ladder. Este marcador esta compuesto por 12 bandas
lineales de ADN de doble cadena y es adecuado para el analisis de bandas de ADN
en electroforesis en gel de agarosa. El equipo de electroforesis se programé a 80 V y
3.0 A, se hizo pasar un campo eléctrico a través del gel sumergido en una disolucion
buffer durante 45 min aproximadamente. Al terminar el tiempo, el gel se coloco en

una camara de luz UV y se tomé una fotografia.

El ADNg extraido de la cepa NCA-454 se amplificé en el termociclador del
Conjunto E empleando el par de cebadores 27F (AGAGTTTGATCCTGGCTCAG) y
1492R (GGTTACCTTGTTACGACTT) a una concentracion de 10 umol/L y
temperatura de 60 °C; dichos cebadores comprenden la region completa del gen 16S
ARNr dando como resultado un producto de 1465 pb aproximadamente. Posterior a
la amplificacion, se realiz6 otra electroforesis en gel de agarosa, siguiendo el mismo
procedimiento redactado anteriormente, con el que se verifico que los fragmentos
amplificados estaban puros. Los amplicones se secuenciaron en el Instituto de
Fisiologia Celular de Ila UNAM, wusando el par de cebadores 357F
(CTCCTACGGGAGGCAGCAG) y 1492R (GGTTACCTTGTTACGACTT) que se
dirigen desde la regién V3 hasta V9 del gen 16S ARNr con una longitud de secuencia
de 1135 pb. La taxonomia de la cepa bacteriana NCA-454, se asigné mediante la
comparacién de las secuencias resultantes en formato (*.ab1) contra la base de
datos del NCBI utilizando la herramienta web nucleotide BLAST+ 2.13.0.

6.3.3. Obtencidn de los extractos de la cepa bacteriana NCA-454

En primer lugar, la bacteria NCA-454 se cultivd en pequena escala (600 mL)
por el 1.Q.l. Daniel Hernandez, para revisar si alguno de sus extractos tenia actividad
antimicrobiana. Una vez establecido el potencial antimicrobiano de este
microorganismo, se decidié escalar su cultivo (9 L de medio DSC-ASW) para la
obtencion de cantidades adecuadas de extracto para su analisis quimico. Asi, a partir
de un pre-indculo de la bacteria en 600 mL del mismo medio (Figura 11a), el cual se
dejo crecer durante 5 dias a temperatura ambiente y con agitacion constante (100

rpm), se inocularon con 100 mL del cultivo, 6 matraces Fernbach con 1.5 L de medio
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DSC-ASW estéril cada uno (Figura 11b) bajo condiciones asépticas. Los cultivos se
dejaron en agitacién constante durante 10 dias a temperatura ambiente y con
agitacion constante (100 rpm) (Figura 11c), y al término de este tiempo, se afnadieron
200 mL de MeOH a cada matraz y se dejaron reposar por 30 - 40 minutos (Figura
11d). Luego, cada matraz se centrifugd a 6000 rpm durante 20 min a 25 °C y el pellet

y el sobrenadante se separaron por decantacién (Figura 11e).

Figura 11. In6culo de la cepa NCA-454 en 600 mL de medio DSC-ASW (a), el cual se
transfirié a seis matraces Fernbach de 3.0 L con suficiente medio de cultivo esterilizado en autoclave
para cultivar la cepa a mediana escala (b). Durante la agitacion constante de 10 dias se logré apreciar
el cambio de turbidez en el medio debido al crecimiento celular y la produccion de biomasa (c), al
anadir MeOH al medio se observé como el pellet bacteriano se fue asentando en el fondo (d), y
finalmente este se separ6 del sobrenadante por centrifugacion y decantacion (e).

La obtencién de los extractos del sobrenadante se realiz6 mediante el uso de
la resina Amberlita® XAD-7 de Sigma-Aldrich en una proporcion de 18 g de resina
por litro de sobrenadante (Figura 12b). Los matraces con la resina se dejaron en
agitacion constante (120 rpm) durante 12 h. Posteriormente, toda la resina se filtr6 a
vacio y a cada matraz se le afiadieron 250 mL de AcOEt. La mezcla se mantuvo en
agitacion constante durante 40 min (120 rpm). Transcurrido el tiempo, la fase
organica se filtré6 por gravedad y se sec6 sobre Na,SO, anhidro (Figura 12c) y luego

al vacio en un rotaevaporador. Este proceso se repitio tres veces, obteniéndose ~500
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mg de extracto crudo (extracto 01004-48-17). Por otra parte, los extractos de la
resina se obtuvieron mediante una maceracién de la misma con MeOH durante 20
min de agitacion constante a 120 rpm. Este extracto se repitié dos veces (extracto
01004-48-18).

Finalmente, los extractos del pellet bacteriano se obtuvieron también por
maceracion con 250 mL de AcOEt (Figura 12a). La mezcla se mantuvo en agitacion
constante durante 2h (120 rpm). Transcurrido el tiempo, la fase organica se separd
mediante filtracion por gravedad y se secd sobre en Na,SO, anhidro (Figura 12d) y
luego al vacio en un rotaevaporador. Este proceso se repitid6 dos veces
obteniéndose ~500 mg de extracto (extracto 01004-48-19). Por ultimo, la resina se
sometid al mismo procedimiento, pero utilizando MeOH de extraccidon (extracto
01004-48-20) (Jayanetti et al., 2019).

Figura 12. Extraccion del pellet bacteriano con AcOEt; se puede observar que la fase
organica tiene una coloracion amarilla muy ligera (a), y extraccion del sobrenadante que contiene la
resina con MeOH; la coloracion de la fase organica es de color naranja muy intenso (b). La extraccion
usando el disolvente AcOEt es menos agresiva que con el MeOH debido a la diferencia de polaridad.
La fase organica de las extracciones en el sobrenadante (c) y en el pellet (d) con los compuestos
extraidos se filtr6 en Na,SO, anhidro para eliminar la humedad.

6.4. Prueba de actividad metabdlica MTT en microplaca de 96 pozos

Con el objetivo de determinar si los extractos crudos presentan actividad
biologica, se realiz6 un ensayo de susceptibilidad contra bacterias patdgenas

empleando como colorante revelador al bromuro de MTT.
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6.4.1. Preparacion de los microorganismos patdégenos de prueba, solucidn

reveladora de MTT, soluciones Stock de antibiéticos y soluciones de los extractos

La metodologia se ejecutd de acuerdo al reporte técnico del bioensayo hecho
por Martinez (2021). Las bacterias empleadas fueron Staphylococcus aureus ATCC
25913 sensible (MSSA) y Staphylococcus aureus ATCC 43300 resistente a meticilina
(MRSA). Dichas bacterias se mantenian congeladas en medio de cultivo Caldo
Muller-Hinton (CMH) y se resembraron en el mismo medio 24 h antes del ensayo
biolégico. ElI medio de cultivo CMH se prepard a partir del reactivo comercial a una
concentracion de 37 g/L. Transcurrido el tiempo, se efectud la suspension de estos
microorganismos en tubos de ensayo con 10 mL de agua destilada estéril,
adicionando alicuotas de 100 mL del microorganismo hasta alcanzar visualmente la
turbidez del estandar de McFarland (0.5, 5105 UFC/mL). El estandar de turbidez 0.5
escala de McFarland se prepar6 previamente en un matraz volumétrico de 100 mL,
agregando 500 uL de una solucion de BaCl, al 1% y llevando al aforo con una

solucion de H,SO, al 1%.

La solucién de MTT 97.5% se prepard con una concentracion de 5 mg/mL en
MeOH. Para ello, 51.3 mg del reactivo MTT se disolvieron en 10 mL de MeOH. Como
controles positivos del ensayo se emplearon los antibiéticos ampicilina sédica vy
clorhidrato de vancomicina, a partir de una solucién stock (1.0 mg/mL) de cada
antibiético en el medio CMH y se realizé una dilucion a un volumen minimo de 300
ML con medio de cultivo a una concentracion final de 8 mg/mL y 0.05 mg/mL,
respectivamente. Los extractos de prueba (01004-48-17, 01004-48-18, 01004-48-19
y 01004-48-20) se prepararon a una concentracion de 1.0 mg/mL usando como
disolvente DMSO al 10%. De la disolucién anterior se tomé una alicuota de 10 yL y
se diluyé en 90 yL de DMSO al 10% para obtener la disolucion de cada extracto a

una concentracion de 0.1 mg/mL.
6.4.2. Ensayo de las curvas de antibiéticos

La curva de antibidtico se construyd por duplicado en la fila A y B para cada

antibiotico, se emple6 ampicilina sodica para MSSA y clorhidrato de vancomicina
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para MRSA (Figura 13). Con la pipeta multicanal se colocaron 50 pL de medio de
cultivo CMH en los pozos 2 - 12, en el pozo 1 se colocé la solucion del antibiético
puro a evaluar (100 yL). Del primer pozo se transfiri6 un volumen de 50 pL al
segundo pozo y se homogeneizé con la pipeta multicanal, del segundo pozo se
transfirieron 50 pL al tercer pozo y se mezcld, el proceso se repitid hasta el pozo 9y
los ultimos 50 pyL de la mezcla sé desecharon (Figura 13). Posteriormente, se
adicion6é un volumen de 50 yL de DMSO al 10% en el pozo 11, se mezcld y se
desecharon 50 pL, este es el control de disolvente. En los pozos 1 - 11 se adicion6
100 yL de medio CMH y 200 uL en el pozo 12, el pozo 10 es el control de
crecimiento y el pozo 12 el control de esterilidad. En los pozos 1 - 11 se adicion6 100
ML de la suspensidn de microorganismo de prueba y se llevo a incubar la microplaca
por 24 h a 34 °C. Transcurrido el tiempo se adicionaron 10 pL de la solucién de MTT

a todos los pozos y se incubo por 30 min mas.

— Controles —/
crecimiento

S50l

ANANNNNN

0 11 12 1 2

Disolvente
l Medio de cultivo

Curva de antibidtico —| l

5 6 7 8 9 10 1 12

W

.

|
|
5

Figura 13. Se muestran las microplacas de 96 pozos con sefialamientos de la metodologia
empleada para construir la curva de antibiético. Tomado de Martinez (2021).

6.4.3. Ensayo de los extractos y cuantificacion de la actividad bioldgica

Para los extractos 01004-48-17, 01004-48-18, 01004-48-19 y 01004-48-20, se
coloco por duplicado 50 pL de cada uno a la primera concentracion (1 mg/mL) y en la
siguiente fila 50 pL de la segunda concentracion (0.1 mg/mL) (Figura 14).
Posteriormente, a cada pozo se le adicioné 100 uL de medio de cultivo CMH y 100

ML de suspension de microorganismo de prueba, la microplaca se incubd por 24 h a
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34 °C y al finalizar este periodo se le adicioné a cada pozo 10 pL de la solucién de
MTT y se incub6é bajo las mismas condiciones durante 30 min mas. Las
concentraciones finales de evaluacién de los extractos fueron de 200 y 20 pg/mL. La
microplaca de 96 pozos con los ensayos para la curva de antibidticos y extractos se
llevé al lector de absorbancia de microplacas BioRad iMark para cuantificar el nivel
de actividad antimicrobiana que exhibié cada pozo. El instrumento se controlé desde
una computadora con el programa Microplate Manager 6 y se realizo la lectura a una
longitud de onda de 490 y 608 nm.

1 mg/mL

®
|
0.1 mg/mL .. l

Figura 14. A la izquierda se muestra el procedimiento para evaluar los extractos en la

microplaca de 96 pozos. A la Derecha el lector de absorbancia de microplacas iMark, la microplaca de
96 pozos se coloco en la parte derecha del instrumento donde sefiala la flecha blanca.

Se calculo el porcentaje de inhibicidn a partir de los resultados de absorbancia
obtenidos con el lector de microplacas BioRad iMark con la siguiente formula:

DMSO BLANCO

A —4A
% Inhibicion = (1 — %ABMN“’)X 100 (1)

Donde Aroz0 €s la absorbancia del pozo que contiene el extracto, del cual se
calculé el porcentaje de inhibicidn con respecto al crecimiento del microorganismo
patdgeno, Ag anco €S el control de esterilidad, representado por la absorbancia del
pozo 12 de la curva de antibidtico (medio de cultivo) y Apuso €s el control del
disolvente de solubilizacién del formazan. Como se ejecutd el ensayo por duplicado,

los resultados de la absorbancia de cada extracto, asi como los resultados del blanco
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y del disolvente, se promediaron y con esos valores se calculd el porcentaje de

inhibicion.

6.4.4. Perfil metabdlico preliminar de extractos bacterianos asociados a la

esponja

Los extractos crudos obtenidos a mediana escala de la cepa NCA-454
asociada a una esponja del ambiente anquihalino, fueron analizados usando la
técnica de cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC, por sus siglas en inglés)
por el 1.Q.l. Daniel Hernandez del Laboratorio 125 de Productos Naturales. Para ello,
se prepararon disoluciones de los extractos a una concentracién de 10 mg/mL en
dioxano-metanol 50:50, que posteriormente se inyectd en el equipo de HPLC, el cual
se compone de una bomba cuaternaria, un automuestreado y los detectores de
fotodiodos (PDA) y de dispersion de luz evaporativa (ELSD). La fase estacionaria
constd de una columna C18 KINETEX® y la fase médvil se compuso de 0.1% acido
férmico en H,O(A)-ACN(B) empleando el siguiente gradiente de elucién: 0 - 5 min,
15% B; 5 - 20 min, 15 - 100% B; 20 - 25 min, 100% B; 25 - 26 min, 100 - 15% B; 26 -
32 min, 15% B) (Figura 15). El flujo empleado fue de 1 mL/min.

100

%ACN

15

0 5 20 25 32
t (min)

Figura 15. Método general de elucién por gradiente 85:15 H,0O-ACN, empleado para analizar
los extractos crudos en HPLC.
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7. Resultados

7.1. Caracterizacion fisicoquimica de la cueva anquihalina

La cueva anquihalina ubicada en “Bajo de Judas”, Xcalak, tiene conexion
directa al mar y ecosistemas de manglares en la entrada, lo que le proporciona
materia organica disuelta en forma de detritos y de sedimentos del exterior. Cerca de
su entrada se reportd mayor riqueza de especies (se observd una alta cantidad de
pastos marinos del género Thalassia sp., asi como una alta densidad de medusas de
la especie Cassiopea xamachana), mientras que esta disminuyo dentro de la cueva
con el aumento de la distancia lineal desde el mar. El sedimento de la cueva es de
origen biogénico con una alta cantidad de conchas de gasterépodos. No cuenta con
capa de haloclina y las caracteristicas fisicoquimicas del agua del sitio de recoleccion
son similares, tanto en la zona del espejo, donde hay luz solar, como dentro de la

cueva, donde hay oscuridad total.

El parametro fisicoquimico Specific Conductance (SPC) la conductancia
especifica o conductividad, es la medida estandar de la capacidad del agua para
pasar el flujo eléctrico corregida a 25 °C. Como se observa en la tabla 1, el valor de
SPC reportado en el espejo fue de 52,545 uS/cm a una temperatura de 30.4 °C,
mientras que en la cueva fue de 53,178 uS/cm a 31.0 °C, ademas a medida que la
conductividad aumenta la resistividad disminuye de 17.90 en el espejo a 16.49 Om
en la cueva. La salinidad tanto en el espejo como en la cueva se mantiene constante
(34.45 - 34.55 ppt), no existen cambios bruscos en los diferentes niveles de
profundidad (1 y 12 m) probablemente debido a que no presenta una capa de
haloclina, lo cual también influye en el pH de la cueva, que es ligeramente alcalino
(>8) y tiene una variacion pequefa conforme aumenta la profundidad. La salinidad
del agua contribuye a la conductividad, aunque la variacion es pequena, de 34.45 a
34.55 ppt, se observa que conforme aumenta la salinidad también aumenta la
conductividad. ElI TDS (del inglés Total Dissolved Solids) es la cantidad de soélidos
disueltos totales en el agua de mar, el valor reportado en el espejo fue de 34,125

mg/L (34.13 ppt) y en la zona de la cueva de 34,450 mg/L (34.45 ppt), ambos valores
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son aproximadamente iguales a la salinidad reportada para cada zona. La
temperatura del agua aumento ligeramente a medida que la profundidad incrementé,
paso de 30.4 en 1 ma 31.0 °C en los 12 m. Por el contrario, el oxigeno disuelto (DO,
del inglés Dissolved Oxygen) disminuyd en la cueva, de 4.24 a 3.77 mg/L, con el
aumento de la profundidad. El contenido de nitratos tomado con el sensor, aumenté
en la zona de la cueva con 6.34 mg/L, mientras que en la zona del espejo disminuyé
hasta 4.30 mg/L.
Tabla 1. Datos fisicoquimicos del agua en el area de estudio.

Donde: SPC es la conductividad, C la conductancia, TDS es el total de sdélidos disueltos,
N - NO;™ es el contenido de nitratos y DO el oxigeno disuelto.

Variables

fisicoquimicas Espejo Cueva
Profundidad (m) 1 12
Temperatura (°C) 30.4 31.0
SPC (uS/cm) 52545 53178
C (uS/cm) 58157 60755
Resistividad (Qm) 17.19 16.49
TDS (mg/L) 34125 34450
Sal (ppt) 34.45 34.55
pH 8.02 8.22
N - NO;™ (mg/L) 4.30 6.34
DO (mg/L) 4.24 3.77

7.1.1. Identificacion taxondmica de la esponja colectada

La identificacion taxonémica de la esponja fue confirmada usando una
combinacion de analisis espicular y analisis bioinformatico de las regiones V4 a V7
de los genes 16S y 18S ARNr. Los resultados del analisis de las lecturas forward y
reverse con RiboTagger que se compararon utilizando la base de datos en lineay la
aplicacion BLASTn del NCBI con un porcentaje de identidad superior al 97%,

revelaron que la esponja colectada en este estudio, pertenece al género Haliclona y
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subgénero Soestella (Tabla 2). Este analisis se complementd con los resultados de
taxonomia clasica espicular y de otras caracteristicas morfolégicas efectuados por la
M. en C. Diana Ugalde, los cuales asignaron la taxonomia de la esponja hasta un
nivel de género. Con el analisis bioinformatico no fue posible identificar la taxonomia
de la esponja colectada hasta especie debido a que las secuencias se empalmaban
con las de otras especies, sin embargo, si fue posible identificar el subgénero. La
esponja colectada, Haliclona (Soestella) (Figura 16), es un organismo sésil que se
encontré asociada al techo de la cueva, por lo que se clasifico como incrustante,
tiene una coloracién marrén claro, su textura es porosa y lisa, con un aspecto
semejante al biofilm, y aparte de los monticulos osculares, presenta ésculos

distribuidos en todo el cuerpo.

Figura 16. Fotografia de Haliclona (Soestella) tomada en la zona oscura de la cueva
anquihalina en “Bajo de Judas”, Xcalak. Tomado de Liévano & Rodriguez (2020).

Tabla 1. Taxonomia sistematica asignada a la esponja.

Nivel taxonémico Asignacién
Filo Porifera
Clase Demospongiae
Orden Haplosclerida
Familia Chalinidae
Género Haliclona
Subgénero Soestella
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7.2. Analisis bioinformatico

El analisis de la microbiota de la esponja Haliclona (Soestella) que habita en
una cueva anquihalina de la Peninsula de Yucatan se efectud utilizando amplicones
del gen 16S ARNr. La secuenciacion de extremos emparejados en plataforma
lllumina MiSeq de la muestra E3 produjo 101,298 secuencias forward y 101,298

secuencias reverse, con una longitud promedio de 291 pb.
7.2.1. Control de calidad y eliminacién de ruido de las secuencias

Luego de parear el forward y el reverse y aplicar un control de calidad (con Q
minimo de 20) obtuvimos 87,887 secuencias de alta calidad. Después de eliminar
secuencias de ruido con el programa Deblur (longitud de 250 pb) obtuvimos 70,276
secuencias de las cuales 3,422 secuencias fueron truncadas porque excedian dicha
longitud. Las 17,611 lecturas restantes que se eliminaron se dividen en 15,674
lecturas que excedian el maximo de bases ambiguas, mas 1,937 lecturas que
median menos de 250 pb (Tabla 3). Las 70,276 secuencias de alta calidad fueron
agrupadas en 160 variantes de secuencia de amplicon (ASVs, por sus siglas en
inglés) y constituyen un grupo de fragmentos de secuencia con coincidencias

exactas.

Tabla 3. Estadisticas del control de calidad de las secuencias con Deblur.

Lecturas Lecturas Lecturas demasiado Lecturas que
ID de la Lecturas - ..
totales de totales cortas después del exceden el maximo
muestra . truncadas . .
entrada retenidas truncamiento de bases ambiguas
(E??) 3 7,887 70,276 3,422 1,937 15,674

7.2.2. Analisis de la curva de rarefaccion

El analisis de rarefaccién (Figura 17) mostré que la muestra fue secuenciada a
una profundidad suficiente, ya que la curva se acerca a una asintota, es decir, a una
pendiente de cero, cercana a las 5,000 lecturas de secuencias recuperadas por
amplicén, mas alla de esa profundidad de muestreo, la recoleccion de secuencias

adicionales no resulta en la observacion de mas ASVs. El analisis de la curva de
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rarefaccion indicé que la riqueza de la comunidad microbiana presente en la muestra
de Haliclona (Soestella) se capturé por completo durante el proceso de

secuenciacion, ya que se llego a la asintota.
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Figura 17. Curva de rarefaccion basada en la medida de diversidad filogenética alfa.
7.2.3. Comparacion de la asignacion taxondémica del microbioma de Haliclona

utilizando diferentes bases de referencia

Con el objetivo de determinar cual es la mejor base de datos para evaluar la
comunidad microbiana de Haliclona (Soestella), se sometieron los 160 ASVs a 3
bases de datos de 16S ARNr distintas. La asignaciéon taxondémica se realizo
comparando las secuencias representativas de cada ASV con secuencias de
referencia de tres bases de datos especializadas en secuencias del gen 16S ARNr:
SILVA, Greengenes y NCBI.

En cuanto a filo, clase, familia y género, SILVA fue la base de datos mas
exitosa (Figura 18), con un porcentaje de asignacién taxonémica del 96, 96, 57 y
33%, respectivamente, y un total del 4, 4, 25, 43 y 67% de lecturas “sin asignar’,
respectivamente. Greengenes obtuvo una mayor asignacién a nivel orden (84%) que
cualquiera de las otras dos bases de datos y también logré asignar un alto porcentaje
de la taxonomia a nivel filo y clase, con 94% en ambas. NCBI tuvo su mayor éxito en
la asignacion con respecto al género (32%), sin embargo, en comparacion con

SILVA, NCBI asigné menos géneros.

66



60 80 100
L

40
I

Asignacion taxonémica (%)
20
|

| SILVA
m Greengenes
NCBI
Sin asignar
(= . -

100%  32% 96% 94% 32% 96% 04% 28% 75% 84% 32% 57% 49% 32% 33% 24% 32%
Dominio Filo Clase Orden Familia Género

Figura 18. Comparacion del porcentaje de asignacién taxondémica de la comunidad
microbiana asociada a la esponja Haliclona (Soestella) entre las bases de datos SILVA 138 99%,
Greengenes 13_8 99% y NCBI BLAST+ 2.13.0 =2 95%.

7.2.4. Asignacién taxonémica del microbioma de Haliclona (Soestella)

Debido a la robustez de la base de datos SILVA 138, esta se utilizo para el
analisis taxondmico de 70,276 lecturas de Haliclona. En total se encontraron 8 filos,
11 clases, 23 6rdenes, 21 familias y 18 géneros bacterianos junto con 1 filo, 1 clase,
1 orden, 1 familia y 1 género arqueano (Figura 19). El 83.3% del total de lecturas y el
93.8% de los ASVs de la comunidad microbiana (Bacteria y Archaea) se asignaron a
Bacteria. Dentro de Bacteria, Proteobacteria (con un 68.6% de abundancia relativa),
fue el filo de mayor abundancia, seguidos por: Campylobacterota (5.2%),
Bacteroidetes (5.1%), Desulfobacterota (2.11%) y Actinobacteria (1.71%). Los filos
asignados como “Otros” (Figura 19) corresponden a Cyanobacteria (0.2%),
Verrucomicrobia (0.1%) y Chloroflexi (0.1%).

En general, las clases Gammaproteobacteria (41.6%) y Alphaproteobacteria
(27.0%) fueron las mas dominantes del microbioma, seguidas por Campylobacteria
(5.2%) y Bacteroidia (5.1%) con abundancias relativas bajas. A nivel de orden,
Rhodobacterales (35.0%), Cellvibrionales (15.0%) y Campylobacterales (6.9%)
tuvieron la mayor abundancia. Mientras que las familias Rhodobacteraceae (36.9%),
Halieacea (15.8%) y Sulfurospirillaceae (6.3%) fueron las mas abundantes. Por
ultimo, los géneros de mayor abundancia fueron Sulfurospirillum (33.6%),
Desulfovibrio (15.6%), Ulvibacter (15.4%), Pseudomonas (8.4%) y Ruegeria (7.3%).

El 16.7% de las lecturas totales se asignaron a Archaea. En este dominio solo un filo
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fue detectado, Crenarchaeota (16.9%), que fue el segundo mas abundante de todo el

microbioma e incluyo a la clase Nitrososphaeria (16.9%), el orden Nitrosopumilales

(22.6%), la familia Nitrosopumilaceae (23.9%) y, en cuanto a género, a Candidatus

Nitrosopumilus (1.3%) como el unico representante de este dominio.

Familia Orden Clase Filo Dominio

Género

Abundancia relativa (%)

Orden

Rhodobacterales
Nitrosopumilales
Cellvibrionales
Campylobacterales
Thiomicrospirales
Flavobacteriales
Desulfovibrionales
Actinomarinales
Pseudomonadales
Sphingobacteriales
Bacteroidales
Oceanospirillales
Otros

Familia

Rhodobacteraceae
Nitrosopumilaceae
Halieaceae
Sulfurospirillaceae
Thioglobaceae
Flavobacteriaceae

Desulfovibrionaceae
Pseudomonadaceae

Litoricolaceae
Sulfurovaceae
Otros

Dominio

Bacteria
Archaea

Filo

Proteobacteria
Crenarchaeota
Campylobacterota
Bacteroidetes
Desulfobacterota
Actinobacteria
Otros

Clase

Gammaproteobacteria
Alphaproteobacteria
Nitrososphaeria
Campylobacteria
Bacteroidia
Desulfovibrionia
Acidimicrobiia

Otros

Género

Sulfurospirillum
Desulfovibrio
Ulvibacter
Pseudomonas
Ruegeria
Litoricola
Sulfurovum
Woeseia
Endozoicomonas
Synechococcus
Arenibacter
Candidatus Nitrosopumilus
Lentisphaera
Halochromatium
Otros

Figura 19. Perfil de la comunidad microbiana asociada a Haliclona (Soestella) procesada con
QIIME2. La taxonomia de los 160 ASVs se asigné usando SILVA 138 con un 99% de homologia en la
secuencia. La taxa con abundancias relativas < 0.5% se agruparon como “Otros”.
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Para examinar las distribuciones jerarquicas, la abundancia y diversidad de la
comunidad microbiana dentro de Haliclona (Soestella) se realizé un arbol de calor, en
donde el tamario y el color de los nodos estan relacionados con la abundancia de los
microorganismos (Figura 20). La comunidad microbiana fue dominada por Bacteria
(Figura 19) con 150 de los 160 ASVs totales (Figura 20) . Dentro de este dominio, el
filo Proteobacteria fue el mas abundante con 76 de 160 ASVs asignados y estuvo
representado por los géneros: Pseudomonas (8.4%), Ruegeria (7.3%), Litoricola
(4.6%), Woeseia (1.8%), Endozoicomonas (1.7%) y Halochromatium (0.7%) (Figura
20). Por otra parte, la mayoria de los géneros asignados del filo Proteobacteria
pertenecen a la clase Gammaproteobacteria, por lo que fue la mas diversa dentro de

este filo, mientras que solo un género, Ruegeria, pertenecié a Alphaproteobacteria.

El segundo filo mas abundante fue Crenarchaeota, el cual fue el unico filo
arqueal cuya unica familia Nitrosopumilaceae, tuvo un género asignado: Candidatus
Nitrosopumilus (1.3%), que fue asignado a 3 de los 10 ASVs arqueales (Figura 20),
por lo que resultaron 7 ASVs sin asignacion de género. El tercer filo con una alta
abundancia fue Campylobacterota con 11 ASVs asignados, de este se identificd un
unico orden, Campylobacterales, el cual estuvo representado por dos géneros, uno
con la mayor abundancia relativa dentro del microbioma Sulfurospirillum (33.6%), y
otro con poca abundancia, Sulfurovum (3.9%) (Figura 19, Figura 20). El cuarto filo
mas abundante fue Bacteroidetes con 27 de 160 ASVs, dentro del cual cuatro de los
cinco géneros asignados pertenecieron a la familia Flavobacteriaceae: Ulvibacter
(15.4%), Arenibacter (1.5%), Polaribacter (0.5%) y Aquibacter (0.4%); y el ultimo
geénero, Candidatus Aquirestis (0.4%) pertenecio a la familia Saprospiraceae (Figura
20). El quinto filo mas abundante fue Desulfobacterota con 5 ASVs asignados, de los

cuales 4 se asignaron al género Desulfovibrio (15.6%) y 1 quedé sin asignar.

Los filos bacterianos Verrucomicrobia, Cyanobacteria y Chloroflexi, estuvieron
representados por un solo género: Lentisphaera (1.0%), Synechococcus (1.6%) y
Leptolinea (0.5%), respectivamente (Figura 20). Actinobacteria con 18 ASVs
asignados, estuvo mayormente representado por el orden Actinomarinales , pero no

se lograron asignar familias ni géneros. Ademas, el arbol revel6 taxa que contiene
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solo linajes grises, como Chloroflexi y algunos ordenes de Bacteroidetes,
Desulfobacterota y Proteobacteria, como Rhodothermales, Cytophagales,
Chitinophagales, Desulfobacterales, Thalassobaculales y Methylococcales, lo que
indica que estos grupos taxonomicos estan mal representados en la base de datos

de secuencias de referencia SILVA 138 99%, debido a la poca cantidad de lecturas

que se obtuvieron.

Desulfovibrio

Candidatus Aquirestis

Desulfovibrionaceae
Rhodothermaceae Desulfosarcinaceae

Saprospiraceae

Lentisphaera
Desulfovibrionales
Cyclobacteriaceae Rhodothermales Desulfobacterales
Chitinophagales i ) Lentisphaeraceae
Actinomarinales
: Cytophagales Desulfovibrionia Syneggeggocus
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Figura 20. Arbol de calor que muestra la jerarquizacion taxonémica asignada por SILVA 138
99% al microbioma de Haliclona (Soestella). El color del nodo representa el numero de ASVs que
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estan bien caracterizados, mientras que el tamafio del nodo indica la cantidad de ASVs asignados a
cada taxén y el ancho del borde indica la cantidad de lecturas.

A Schmitt ef al. (2011)

B : Thomas et al. (2016)

C : Montihing-Silva ef al. (2017)
D : Presente estudio (2022)

(a) ~(b)

Taxa compartida Taxa unica Taxa compartida Taxa unica
A B.C.D) (D} (A B C DO (D)
Protechacteria Campylobacterota I Alphaprotecbacteria Nitmsoaphaeria_
Chloroflexi Desulfobactercta Gammaproteobacteria Campylobacteria
Actinobacteria ¢ Bacteroidia
Cyanobacteria (A, C, D) ) Desulfovibrionia
Bacteroidetes I Anaerclineae Lentisphaeria
(c, D) Rhedothermia
(A, B, D) ' Acidirmicrobiie Cyanobacterila
Verrucomicrobia Desulfobacteria
(B, C, D)
Crenarchaeota

Figura 21. Diagramas de Venn que resumen la cantidad de taxa en el microbioma de esponja
compartida entre los estudios globales A, B y C, contra los resultados obtenidos en el presente estudio
de la esponja Haliclona (Soestella); a nivel de (a) filo y (b) clase.

Finalmente, para comparar los resultados obtenidos en este proyecto con los
3 estudios del microbioma de esponja mas importantes que se han hecho a nivel
mundial: Schmitt et al. (2011), Thomas et al. (2016) y Moitinho-Silva et al. (2017)
(Seccion 5.1), se elaboraron los diagramas de Venn-Euler a nivel filo y clase. En
cuanto a filo hay 5 taxa que comparten en comun los 3 estudios del microbioma de
esponja con Haliclona (Soestella): Proteobacteria, Actinobacteria, Chloroflexi,
Cyanobacteria y Bacteroidetes (Figura 21a). Mientras que en clase solo coincidieron

2 taxa: Alphaproteobacteria y Gammaproteobacteria (Figura 21b).
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Especificamente con el estudio del Proyecto del Microbioma de Esponja
realizado por Moitinho-Silva et al. (2017), la esponja del presente estudio compartio 6
filos: los 5 ya mencionados anteriormente y el filo Crenarchaeota, este filo arqueal
también estuvo presente en el estudio de Thomas et al. (2016). El filo
Verrucomicrobia detectado en Haliclona (Soestella) también se reportd en los
estudios de Schmitt et al. (2011) y Thomas et al. (2016). Los unicos dos filos de
Haliclona (Soestella) que no se reportaron en ninguno de los otros estudios fueron
Campylobacterota y Desulfobacterota (Figura 21a). La clase Anaerolineae estuvo
presente en los estudios de Schmitt et al. (2011) y Moitinho-Silva et al. (2017),
mientras que la clase Acidimicrobiia fue la unica que Haliclona (Soestella) compartio
exclusivamente con el Proyecto del Microbioma de la Esponja. A diferencia del filo,
en el nivel clase se encontraron mas taxa unicas asociadas a la esponja de estudio
con 8 divisiones: Nitrososphaeria, Campylobacteria, Bacteroidia, Desulfovibrionia,

Cyanobacteriia, Lentisphaeria, Rhodothermia y Desulfobacteria (Figura 21b).
7.3. Cultivo a mediana escala de Nocardiopsis dassonvillei

En el estudio dependiente de cultivo se investigd una de varias cepas
cultivables que se aislé de la esponja colectada, la cepa NCA-454, la cual se
identificd a nivel de especie como Nocardiopsis dassonvillei. Esta bacteria se estudio
mediante el crecimiento a mediana escala, la obtencion de extractos crudos y una
prueba de actividad antimicrobiana. Se presentan los resultados de los porcentajes
de inhibicion que tuvo cada extracto de la cepa bacteriana tanto a pequefia como
mediana escala. También se presentan los resultados de la identificacion taxonémica
de la cepa NCA-454, asignada por medio de secuenciacion y analisis del gen 16S
ARNT.

7.3.1. Aislamiento y siembra de los microorganismos cultivables de esponja

A partir de la muestra de Haliclona (Soestella) en total lograron aislar 13 cepas
bacterianas en medio agar marino y agar agua, 2 de ellas fueron enviadas desde el
Laboratorio C de Ecologia Marina y Productos Naturales Marinos (LEMyPNM)
ubicado en Sisal, Yucatan al Laboratorio 125 del Conjunto E de la Facultad de
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Quimica en Ciudad Universitaria (CU), donde solo una de estas 2 cepas se cultivo y
estudio, la cepa bacteriana NCA-454. Dicha cepa se escogio porque fue la unica que,
en ensayos previos a pequefa escala, presentd extractos con actividad

antimicrobiana parcial contra dos cepas de Staphylococcus aureus: MRSA y MSSA.
7.3.2. Identificacion de la cepa bacteriana NCA-454

Para corroborar la calidad e integridad del ADNg extraido de la cepa y del
amplicon de su 16S ARNI, se realizd una electroforesis en gel de agarosa. La banda
del ADNg extraido comparada con el ADN marcador 1 Kb Plus DNA Ladder colocado
en el carril 1, muestra una longitud aproximada de 10,000 pb y su pureza es de una
concentracion mayor a 10 ng/mL (Figura 22a). EI amplicén resultante de la
amplificacion del gen 16S ARNr por PCR (Figura 22b), tiene una longitud cercana a
1500 pb indicada con el ADN marcador 1 Kb Plus DNA Ladder colocado en el primer

pocillo, por lo que corresponde con el tamafio esperado del fragmento.

(a) (b)

3
-‘hr__ﬁ"-—

"
NCA-454
¥

10 000

NCA-454

1 Kb Plus DNA Ladder (pb)

Figura 22. Fotografia del gel de agarosa tefido: (a) ADN genomico de la cepa bacteriana
NCA-454 y (b) producto de la amplificacién por PCR del gen 16S ARNr; ambos en el carril 3 de cada
gel. EI ADN marcador se coloco en el carril 1. En el carril 2, 4 y 5 hay muestras de otras bacterias que
no conciernen a esta investigacion.

La secuenciacion del amplicén del gen 16S ARNr de la cepa bacteriana
NCA-454 resultd en una secuencia con una longitud de 1064 pb en formato (*.ab1).
El analisis bioinformatico de dicha secuencia empleando nucleotide BLAST+ 2.13.0,

devolvio la asignacion taxondmica hasta nivel de especie (Tabla 4) con un porcentaje
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de identidad del 99%, un e-value de 0.0 y un porcentaje de cobertura del 98%. La
cepa bacteriana NCA-454 aislada de la esponja Haliclona (Soestella) proveniente de
la cueva anquihalina en “Bajo de Judas”, Xcalak, se identific6 como Nocardiopsis
dassonvillei, la cual pertenece al filo Actinobacteria, que fue detectado previamente
como parte del microbioma de la esponja estudiada. N. dassonvillei es una bacteria

de color blanco a beige, con forma redonda, pulverulenta y crece hundida en el

medio (Figura 23).

Tabla 4. Taxonomia sistematica asignada a la cepa bacteriana NCA-454.

Nivel taxonémico Asignacién

Filo Actinobacteria
Clase Actinomycetia
Orden Streptosporangiales
Familia Nocardiopsaceae
Género Nocardiopsis
Especie Nocardiopsis dassonvillei

neA-12Y

T L LA

Figura 23. Fotografia del cultivo axénico de la cepa bacteriana NCA-454 (Nocardiopsis
dassonvillei) en caja de Petri con medio A1 rico en sales. Obtenido mediante la técnica de siembra por

estria en placa de agar.
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7.3.3. Extractos obtenidos de la cepa bacteriana Nocardiopsis dassonvillei

Se prepararon en total 8 extractos de la bacteria Nocardiopsis dassonvillei, de
los cuales 4 fueron obtenidos de los cultivos en pequefa escala y 4 de los de
mediana escala (Tabla 5): 2 extractos metandlicos del pellet bacteriano y del
sobrenadante y 2 extractos de AcOEt del pellet bacteriano y del sobrenadante. Los
extractos en pequena escala presentaron coloraciones distintas, los del
sobrenadante (01004-37-32 y 01004-37-40) eran cafés, y los del pellet bacteriano, el
01004-37-36 y 01004-37-44 era anaranjado y café-rojizo, respectivamente (Figura
24a). Por otra parte, los extractos en mediana escala del sobrenadante (01004-48-17
y 01004-48-18) y uno obtenido de pellet bacteriano con AcOEt (01004-48-19)
presentaron un color café muy oscuro, y el extracto 01004-48-20 obtenido del pellet
bacteriano con MeOH, mostré una coloracion amarilla-anaranjada (Figura 24b).

g

J
L
4

i T o=

01004-48-17  01004-48-18 01004-48-19  01004-48-20

Figura 24. Fotografias de los extractos crudos: (a) pequefia y (b) mediana escala, obtenidos
luego de evaporar el exceso de cada disolvente empleado.
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Tabla 5. Rendimientos de los extractos obtenidos a mediana escala de N. dassonvillei.

Relacion de claves

Laboratorio 125 Origen del Disolvente de Re|_1d|m|ento
‘- [mediana escala]
. . extracto extraccion
Pequena Mediana (mg)
escala escala

01004-37-32 01004-48-17 Sobrenadante AcOEt 297.6
01004-37-40 01004-48-18 Sobrenadante MeOH 3510.1
01004-37-36 01004-48-19 Pellet bacteriano AcOEt 53.3
01004-37-44 01004-48-20 Pellet bacteriano MeOH 3172.7

Cabe mencionar que los rendimientos de los extractos en pequefa escala
fueron del orden de 5-10 mg, por lo que unicamente se emplearon para su
evaluacion biologica. Por otra parte, los rendimientos de los extractos metandlicos en
mediana escala fueron mayores que los de AcOEt, obteniéndose 3510.1 mgy 3172.7
mg de los extractos metandlicos del sobrenadante y del pellet, y 297.6 mg y 53.3 mg

de los extractos de AcOEt del sobrenadante y del pellet, respectivamente (Tabla 5).
7.4. Prueba de actividad metabdlica MTT y caracterizacién por HPLC

La actividad biolégica de los extractos crudos de la cepa NCA-454 se
determind por el porcentaje de inhibicion que presentaron frente a las cepas
patogenas: MSSA y MRSA (Figura 25, Figura 26). Ademas, se obtuvo un perfil
cromatografico parcial de cada extracto a mediana escala utilizando la técnica de

HPLC en fase reversa.
7.4.1. Ensayo de actividad metabdlica: prueba del MTT

A partir de las curvas de antibiéticos, se pudo determinar la absorbancia
promedio del disolvente (Tabla 6, pocillo 11), 1.639 a 490 nm y 2.184 a 608 nm para
MRSA, vy, 1.998 a 490 nm y 2.838 a 608 nm para MSSA, y la absorbancia promedio
del blanco (Tabla 6, pocillo 12), 0.115 a 490 nm y 0.070 a 608 nm para MRSA, v,
0.148 a 490 nm y 0.104 a 608 nm para MSSA. Estos valores se emplearon en la
férmula de la ecuacion 1 (Anexo Il) para calcular el porcentaje de inhibicion de cada

extracto a partir de su resultado de absorbancia obtenido con el lector de microplacas
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BioRad iMark (Tabla 7). Los colores en las tablas 6 y 7, se asignaron con base en la
observacion visual de la disolucion en la microplaca cuando ésta se revel6 luego del

periodo de incubacion.

En la reaccion de reduccién del bromuro de MTT a su formazan (Figura 4),
llevada a cabo en este ensayo, a medida que el formazan se formé por la reduccién
enzimatica de la sal de tetrazolio de color amarillo claro a color morado, mayor fue la
absorbancia y menor resultd el porcentaje de inhibicién del extracto evaluado contra
el patogeno de prueba. El color morado observado en la mayoria de los pocillos que
contienen los ocho extractos (Figura 25, Figura 26), indicé que hubo actividad
enzimatica por parte del patdbgeno de prueba, sin embargo, el extracto no inhibi6 su
actividad metabdlica porque no presentd actividad bioldgica, y por ello el MTT se
transformé a su formazan de color purpura intenso. Solo uno de los cuatro extractos
obtenidos a mediana escala, el 01004-48-19, fue particularmente activo contra MSSA
y, el extracto 01004-48-20 fue parcialmente activo contra la misma cepa (Figura 26b),
ambos extractos se obtuvieron del pellet bacteriano de la cepa posiblemente
identificada como Nocardiopsis dassonvillei. El primer extracto mencionado proviene

de la fase metandlica y el segundo de aquella con acetato de etilo.

La actividad de la concentracion minima inhibitoria (MIC, por sus siglas en
inglés) vari6 segun la cepa utilizada, para MRSA utilizando clorhidrato de
vancomicina como antibiético, la MIC fue de 12.5 yg/mL. Mientras que para MSSA
usando ampicilina sodica la MIC fue de 4.0 mg/mL (Tabla 6). Algunos extractos
inhibieron parcialmente la actividad metabdlica de MSSA a una concentracién de 200
pMg/mL, mientras que el antibiético empleado en la curva, ampicilina sddica, la inhibid
a una MIC de 4000 pg/mL, lo que podria ser un indicio de que los extractos

presentan una mayor actividad bioldgica.

La construcciéon de la curva de antibidtico sirve como un estandar para la
comparacién de la MIC en compuestos puros, sin embargo, con respecto a los
extractos la curva de antibidticos fue util por las absorbancias del blanco (medio de
cultivo) y del disolvente (DMSO), los controles que se emplearon para determinar los

porcentajes de inhibicion (Tabla 7).
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Figura 25. Fotografias de la
evaluacion de actividad
antimicrobiana en microplacas
de 96 pozos de los extractos a
pequena escala contra (a)
MRSA Yy (b) MSSA, usando
bromuro de MTT como
colorante.
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Figura 26. Fotografias de la
evaluacioén de actividad
antimicrobiana en microplacas
de 96 pozos de los extractos
a mediana escala contra (a)
MRSAy (b) MSSA, usando
bromuro de MTT como
colorante. También se
muestra la curva de
antibiodtico para cada bacteria
en sus respectivas placas.
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Tabla 6. Absorbancia promedio y concentracion de las curvas de antibiéticos en la prueba de
actividad antimicrobiana.
* Pocillo donde se determiné la MIC de cada antibiético.

Staphylococcus aureus ATCC 43300
resistente a meticilina
Antibidtico: clorhidrato de vancomicina

Staphylococcus aureus ATCC 25913

Antibidtico: ampicilina sédica

Pocillo C (pg/mL) Absorbancia promedio C (ug/mL) Absorbancia promedio

microplaca | Antibiético 490 nm 608 nm Antibidtico 490 nm 608 nm

1 50.0 0.084 0.061 8000 0.145 0.130

2 25.0 0.086 0.060 4000~ 0.213 0.214

3 12.5* 0.098 0.067 2000 0.592 0.760

4 6.25 0.572 0.689 1000 0.857 1.150

5 3.125 1.916 2.681 500 1.130 1.514

6 1.563 1.829 2.495 0.977 1.262

7 2.078 1.829 1.095 1.415

8 1.450 1.902 62.5 1.212 1.529

9 0.195 1.944 1.377 31.25 1.606 2.202
Control de Control de

10 crecimiento 1.948 1.539 crecimiento 1.625 2.195
Control de Control de

11 disolvente 1.639 2.184 disolvente 1.998 2.838
Control de Control de

12 medio CMH 0.115 0.070 medio CMH 0.148 0.104

De los primeros cuatro extractos obtenidos a pequefia escala, que ya habian
sido previamente evaluados contra las dos cepas de Staphylococcus aureus, solo
dos, el 01004-37-32 y 01004-37-36, presentaron una inhibicion parcial del 50.3 y
47.0%, respectivamente, contra MSSA a una concentracion de 200 pg/mL (0.2
mg/mL) y longitud de onda de 608 nm (Figura 25b, Tabla 7). Todos los extractos a
pequefia escala no mostraron alta actividad antimicrobiana contra MRSA a ninguna
de las dos concentraciones empleadas (200 y 20 pg/mL) (Figura 25a, Tabla 7), y por
esa razon no se obtuvieron las lecturas de absorbancia en el lector de microplacas,
ya que la evaluacion visual revel6 que no habia presencia de actividad

antimicrobiana (Tabla 7).
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Posteriormente, cuando se obtuvieron los otros cuatro extractos a mediana
escala, ninguno de ellos presentd un porcentaje de inhibicion alto contra MRSA
(Figura 26a), solo uno, el 01004-48-19 a una concentracion de 200 pg/mL y longitud
de onda de 608 nm, mostré un alto porcentaje de inhibicién (del 81.32%) contra
MSSA; mientras que el extracto metandlico, 01004-48-20 a 200 ug/mL y 608 nm,
tuvo un porcentaje de inhibicién parcial del 70.0% contra la misma bacteria patégena
(Figura 26b). Los extractos, 01004-48-17 y 01004-48-18, presentaron porcentajes de
inhibicién menores al 33% a 490 nm y menores al 45% a 608 nm contra MSSA, y
contra MRSA salieron con porcentajes menores al 32% a 490 nm y menores de 43%
a 608 nm, sin embargo, ambos extractos presentaron cada uno dos evaluaciones

donde salieron sin actividad (Tabla 7).

Tabla 7. Absorbancia promedio y porcentaje de inhibicion de los extractos crudos de
Nocardiopsis dassonvillei contra dos cepas patégenas de S. aureus.

* No se midi6 la absorbancia en el lector de microplacas.

** S/A: Sin actividad bioldgica. El porcentaje de inhibicién resulté menor al 0.0%.

490 nm 608 nm
Clave C (pg/mL)
extracto extracto Absorbancia Inhibicién Absorbancia Inhibicién
promedio (%) promedio (%)
Patégeno de prueba: Staphylococcus aureus ATCC 43300 resistente a meticilina

01004-37-32

Evaluacion Evaluacion
01004-37-40 visual sin visual sin

indices de indices de
01004-37-36 actividad* actividad
01004-37-44

200

01004-48-17 1.280
01004-48-18 1.890
01004-48-19 2.119
01004-48-20 2.885
01004-37-32

Evaluacion Evaluacion
01004-37-40 visual sin visual sin

indices de indices de
01004-37-36 20 actividad actividad
01004-37-44
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de prueba: Staphylococcus aureus ATCC 25913

S/A

S/A

S/A

31.10

34.66

11.28

30.79

S/A

35.50

24.30

71.91

54.77

23.30

1.01

S/A

01004-48-17 2.349
01004-48-18 2.180
01004-48-19 1.902
01004-48-20 1.280
Patogeno
01004-37-32 1.325
01004-37-40 1.764
01004-37-36 1.396
01004-37-44 3.087
200
01004-48-17 1.341
01004-48-18 1.548
01004-48-19 0.668
01004-48-20 0.985
01004-37-32 1.526
01004-37-40 1.538
01004-37-36 1.956
01004-37-44 1.922
20
01004-48-17 1.532
01004-48-18 1.390
01004-48-19 1.339
01004-48-20 1.406

25.20

32.87

35.60

32.01

2.349

2179

1.902

1.280

1.433

1.869

1.524

3.609

1.780

2.101

0.615

1.162

0

1.643

2175

2.198

2.760

1.896

1.761

1.540

1.862

81.32

61.30

7.4.2. Perfiles metaboldmicos de los extractos bacterianos de Nocardiopsis

dassonvillei asociado a la esponja Haliclona (Soestella)

Los extractos del

cultivo en mediana escala de N. dassonvillei fueron

analizados mediante HPLC a una concentracién de 10 mg/mL. Los cromatogramas

resultantes con el detector de ELSD se ilustran en la Figura 27. En el extracto

01004-48-19, el cual mostré el mayor porcentaje de inhibicidon contra MSSA se

observan 14 picos (Figura 27a), siendo el prominente el que eluye a un tiempo de
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retencién de 2.756 min (Tabla 8). En el cromatograma del extracto 01004-48-20, el
cual presentd una inhibicidon parcial media contra MSSA, se observaron 4 picos a
tiempos de retencion menores (Figura 27b). El pico mas prominente de este
cromatograma se observa en un tiempo de retencion de 2.566 min (Tabla 8). El
cromatograma del extracto 01004-48-17 reveld la presencia de 9 picos a tiempos de
retencidon mayores (Figura 27c), siendo el de 21.014 min el mas abundante en la
muestra. Por ultimo, en el extracto 00104-48-18 se observaron 8 picos (Figura 27d),
y de la misma forma que el cromatograma del extracto mas activo; se encontraron
picos tanto en tiempos de retencion bajos como altos. El pico mas prominente de
este cromatograma se observo a 2.575 min (Tabla 8).

Tabla 8. Tiempos de retencién de los picos observados en los cromatogramas obtenidos por

HPLC de los extractos a mediana escala.
* 8/I: Sin informacién del tiempo de retencidon. No se reportd en el software con el que se

controlé el equipo de HPLC.

01004-48-19 01004-48-20 01004-48-17 01004-48-18

1 2.024 S/I* 18.984 S/

2 2.372 1.960 19.303 1.986
3 2.756 2.193 19.589 S/l

4 3.100 2.566 19.959 2.575
5 3.263 21.014 2.817
6 3.583 21.562 19.596
7 19.330 21.982 21.000
8 19.619 23.436 21.978
9 19.965 23.749

10 20.996

11 21.581

12 22.013

13 23.419

14 23.750
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Columna: LC Kinetex C18 (100 A, 150 mm, 4.6 mm, 5 ym)
Fase movil: A: 0.1%v/v acido formico en H,O
B: ACN (acetonitrilo)

Gradiente: Tiempo (min) 0 5 20 25 32
% B 15 15 100 100 15
Flujo: 1.0 mL/min

Detector: ELSD - PDA
Figura 27. Perfil cromatografico de los extractos crudos a mediana escala de Nocardiopsis

dassonvillei asociada a Haliclona (Soestella). Cromatograma de (a) 01004-48-19, (b) 01004-48-20, (c)
01004-48-17 y (d) 01004-48-18.
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8. Discusion de resultados

8.1. Caracterizacion fisicoquimica de la cueva anquihalina

La diversidad de especies disminuyo en el interior de la cueva anquihalina, en
comparacién con la entrada del cenote donde hay ecosistemas de manglares,
probablemente por la exposicion a un mayor estrés térmico y osmotico
(Calderén-Gutiérrez et al., 2018), las conexiones al mar y el ecosistema exportador
de energia en la entrada son una fuente importante de materia organica que permite
la existencia de animales invertebrados, como las esponjas, que ademas cuentan

con comunidades microbianas simbidticas.

Las mediciones de conductividad (SPC) tomadas tanto en la zona del espejo
como dentro de la cueva, tuvieron valores parecidos a los encontrados en el agua de
mar (55,000 uS/cm) (Fondriest Environmental, Inc., 2014) y se observé que el valor
de SPC aumenté con la temperatura, lo cual coincide con los resultados de estudios
previos, donde se ha demostrado que la temperatura del agua de mar influye
fuertemente en la conductividad de la misma (Zheng et al., 2018). Hacia el interior de
la cueva la SPC cambio de 52545 a 53178 uS/cm, la razén de esta diferencia, es
decir 53178 dividido entre 52545, es de 1.01, mientras que la temperatura
experimentd un cambio de 30.4 en el espejo a 31.0 con una razén de 1.02, lo cual
respalda las observaciones previas de Zheng y colaboradores. La conductividad es
importante en términos de calidad del agua de mar, la mayoria de los cuerpos de
agua mantienen una conductividad constante que se puede usar como referencia
para futuras mediciones, un cambio significativo ya sea debido a inundaciones
naturales, evaporacion o contaminacién provocada por el hombre, puede ser muy

perjudicial para la calidad del agua (Fondriest Environmental, Inc., 2014).

Contrario a la conductividad, la resistividad es una medida de la oposicién del
agua al flujo de una corriente eléctrica a lo largo de una distancia, por lo cual, como
el contenido de iones en el agua de mar era mayor en el interior de la cueva, se
generd una mayor corriente a través de la solucién a causa de los iones disueltos

que tienen cargas eléctricas (Garcia, s.f.) y, en consecuencia, la oposicion del agua a
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dicha corriente se vio disminuida, dando como resultado una menor resistividad
dentro de la cueva (paso de 17.19 a 16.49 Om, con una diferencia de 0.70 QOm). La
conductividad del agua de mar también se ha utilizado para medir y estudiar la
salinidad del mar, en general, se acepta que la conductividad del agua de mar es
proporcional a la salinidad del agua de mar (Zheng et al., 2018). Se observo que, a
medida que aumentaba la SPC, también aumentaba la salinidad, pues la salinidad es
la concentracion total de todas las sales inorganicas disueltas en el agua que

contribuyen al valor de SPC (Fondriest Environmental, Inc., 2014).

Los valores de pH encontrados en la cueva corresponden a valores del pH del
agua de mar, que es aproximadamente de 8.0 (Madigan et al., 2015), y se mantuvo
constante a lo largo de toda la columna de agua estudiada. La materia organica
suspendida se oxida por los microorganismos, aumenta la acidez del agua debido a
la produccién de CO,, el cual forma acido carbdnico que se disocia y disminuye el pH
(lliffe & Kornicker, 2009), por ello el pH es menor en la zona del espejo donde la
cantidad de materia organica es mayor. Los soélidos disueltos totales (TDS, por sus
siglas en inglés) combinan la suma de todas las particulas de iones que tienen
menos de 2 micras (0.0002 cm): esto incluye todos los electrolitos disociados que
componen las concentraciones de salinidad, y otros compuestos como la materia
organica disuelta (Fondriest Environmental, Inc., 2014). La concentracién de TDS
tomada en ambas zonas fue aproximadamente igual a la concentracion de sales, por
lo que se puede sugerir que el agua de esta cueva esta libre de particulas organicas
disueltas, incluyendo contaminantes, ya que en aguas residuales o areas
contaminadas los TDS pueden incluir solutos organicos (como hidrocarburos y urea)
ademas de los iones de sal (Fondriest Environmental, Inc., 2014) los cuales

incrementan el valor de TDS.

Los TDS suelen ser bajos para las fuentes de agua libres de contaminacion,
para agua dulce es de menos de 500 mg/L, mientras que el agua de mar y el agua
salobre contienen de 500 a 30,000 y de 30 a 40,000 mg/L de TDS, respectivamente
(Moran, 2018). Se ha demostrado que en zonas de agua dulce, las actividades

humanas como la agricultura, el uso del agua, los procesos industriales y la mineria,
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pueden aumentar el nivel de TDS en los cuerpos de agua desde 270 hasta 1170
mg/L, provocando un efecto toxico en los animales acuaticos como peces, anfibios y
macroinvertebrados (Chen et al., 2021). Mas aun, en zonas de agua marina
contaminadas (e.g. la extraccion de petrdleo y gas), el valor de los TDS ha logrado
alcanzar los 244,000 mg/L (Scanlon et al., 2020). Por otro lado, en un entorno
pristino como la “Cuenca de Maliau” en Malasia, el valor de TDS registrado en
distintos puntos fluctué de 20 a 250 mg/L y la conductancia (C, del inglés
Conductance) entre 28 y 259 uS/cm, siendo las zonas con contenidos de TDS y C
mas altos las ubicadas cerca de sitios expuestos a actividades antropogénicas
(Mokhtar et al., 2009). Se recomienda realizar estudios futuros de esta cueva
anquihalina para comparar los valores de C, SPC, salinidad y TDS, y asi poder

determinar si el area ha sido contaminada con el paso del tiempo.

En 2009, lliffe & Kornicker, efectuaron un estudio de los perfiles fisicoquimicos
en la cueva anquihalina del Cenote 27 escalones, Akumal, México, y determinaron
que la temperatura del agua generalmente aumenta con la profundidad (lliffe &
Kornicker, 2009), este hallazgo también se observo en la cueva del presente estudio,
ya que la temperatura incremento de 304 a 31.0 °C en espejo y cueva,
respectivamente, siendo un valor mayor al reportado en otras cuevas anquihalinas
que se han estudiado de la Peninsula de Yucatan (Calderén-Gutiérrez et al., 2017,
Gbémez & Calderon-Gutiérrez, 2020; Suarez-Moo et al., 2022). Este fendmeno de
incremento de temperatura asociado con la profundidad ha sido reportado en otras
cuevas costeras, donde se sugiere que es debido a la intrusion del mar (Suarez-Moo
et al., 2022).

Entre los parametros fisicoquimicos del sitio de recoleccién, el contenido de
nitratos presentd la variacion mas notable pasando de 4.30 mg/L en el espejo a 6.34
mg/L en la cueva. Esta fluctuacion podria reflejar la influencia de la entrada de agua
marina y su efecto en la comunidad microbiana de la esponja, la cual contiene filos
que contribuyen en las transformaciones de nitrégeno dentro de Haliclona sp.
(Soestella). El contenido de nitratos, mayormente alto en la cueva, se puede deber a

que el agua proviene principalmente del mar y del ecosistema de manglares que se
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encuentra en la entrada de la cueva, pues ambos proveen de materia organica al
ecosistema anquihalino; la posterior degradacion de dicha materia organica libera
sustancias como los nitratos (Suarez-Moo et al., 2022). El agua que llega al interior
de la cueva también es filtrada por las esponjas que se encuentran en su interior, por
ello y por la presencia de los filos detectados en Haliclona (Soestella), se sugiere que
los microorganismos de la esponja podrian estar involucrados en procesos como la
nitrificacion, e.g., el flujo de nitrbgeno mas comun en esponjas es la produccion de
NO,  y NOs; se hipotetiza que el NH; y NO,~ se acumulan dentro de la esponja y su
posterior conversion a NO;~ es una solucion para eliminar compuestos téxicos

cuando rebasan cierta concentracion en el hospedador (Feng & Li, 2019).

Es normal observar que la cantidad de oxigeno disuelto (DO, por sus siglas en
inglés) disminuye con la profundidad, esto se debe a que aumenta la distancia lineal
con las aguas superficiales donde se efectua el intercambio de oxigeno con la
atmosfera (lliffe & Kornicker, 2009). El agua en el interior de la cueva resulto ser
ligeramente hipdxica en comparacion con la zona del espejo, en dénde existe una
conexidon con la atmoésfera, los valores mas bajos de O, disuelto pueden deberse a
que el interior sin luz de la cueva no hay produccién fotosintética de oxigeno; mas
aun, las masas de agua estables y estratificadas también restringen la mezcla
vertical y el intercambio de oxigeno con las aguas superficiales (lliffe & Kornicker,
2009). El valor de DO dentro de la cueva se encuentra dentro de los niveles mas
bajos de hipoxia (Riding et al., 2019), este parametro influenciado por el nivel de
oxigeno atmosférico, la temperatura, la salinidad y las corrientes marinas, es
importante en términos de la riqueza de especies en un habitat, pues se ha
observado que la diversidad de esponjas varia directamente con la disponibilidad de
oxigeno. Muchas esponjas toleran la hipoxia (DO = 2 a 4 mg/L) y pueden sobrevivir
a la anoxia (DO < 2 mg/L), mientras tanto, muchos invertebrados se ven estresados
por estas condiciones (Spietz et al., 2015; Riding et al., 2019). El DO encontrado en
el espejo y cueva también fue mayor al reportado en otras cuevas costeras y del
interior de la Peninsula de Yucatan (Suarez-Moo et al., 2022). La cantidad
relativamente alta de DO dentro de la cueva en “Bajo de Judas”, favoreciéo un

ambiente donde destaca la presencia de Porifera, organismos previamente
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observados en cuevas como “El Aerolito” y “La Quebrada” (Calderén-Gutiérrez et al.,
2018). Dentro de la cueva se observaron cuatro especies distintas de esponjas, de

las cuales, la esponja Haliclona (Soestella) se eligié para este proyecto.
8.1.1. Identificacion taxondmica de la esponja colectada

La esponja del presente estudio se identific6 como miembro de Haliclona
(Soestella), correspondiendo a sus caracteres morfoldgicos reportados para el taxén
al que pertenece (Weerdt, 2012). La esponja es del orden Haplosclerida, el cual es
muy diverso en México y en Quintana Roo (Gestion General de Repositorios
Universitarios, UNAM, 2015), por lo que es comun encontrar especimenes de este
taxon ubicados en las costas de la Peninsula de Yucatan. Este género presenta una
forma de crecimiento irregularmente masiva e incrustante: cuando una esponja crece
de forma irregularmente masiva puede alcanzar hasta 20 cm de longitud y un
espesor de 10 cm, y cuando es incrustante puede introducirse sobre otro cuerpo o
superficie sin mezclarse con él (Green, 1976; Weerdt, 2012). La esponja del presente
estudio se encontrd incrustada en el techo de la cueva y creciendo de manera
robusta a su alrededor. Los 6sculos no tienen una distribucion determinada;
generalmente estan aislados y distribuidos en el cuerpo (Green, 1976), su
consistencia varia de suave a moderadamente firme y la superficie es uniforme o
algo irregular con un color que varia de marrén claro a marréon oscuro (Weerdt,
2012).

Chalinidae es la familia mas diversa dentro del orden Haplosclerida y la mas
complicada en la identificacion taxondmica debido a la escasez, simplicidad, y alta
variabilidad de sus caracteres taxonémicos. Haliclona es el género con mas especies
de esta familia (Bispo et al., 2014), con mas de 700 especies incluidas en la Base de

datos Mundial de Porifera (https://www.marinespecies.org/porifera/), de las cuales

122 corresponden a esponjas del subgénero Soestella, (Alvarez et al., 2022). En
México existen 9 registros de Chalinidae, (todos ellos del género Haliclona), de los
cuales 3 se encontraron en Quintana Roo, 2 en Baja California Sur, 2 en Campeche,
1 en Chiapas y 1 en Yucatan. Los unicos dos subgéneros reportados hasta ahora

con 3 y 6 especies, respectivamente, han sido siendo Haliclona y Reniera (Direccion
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General de Repositorios Universitarios, UNAM, 2015). Por lo tanto, es la primera vez
que se incluiria un registro de una esponja perteneciente al subgénero Soestella en

México.

El presente estudio pretende evaluar el potencial de los microorganismos
asociados a la esponja Haliclona aislada de la cueva de Bajo de Judas, QR. como
fuente de compuestos bioactivos, ya que, desde 1994, se han aislado y caracterizado
hasta 103 metabolitos secundarios tipo alcaloides, los cuales provienen de especies

conocidas y desconocidas de Haliclona (Zhu et al., 2019).
8.2. Analisis bioinformatico

El andlisis bioinformatico del microbioma de la esponja Haliclona (Soestella)
se realizé empleando el conjunto de secuencias de la region hipervariable V4 del gen
16S ARNr. Sin embargo, las regiones hipervariables del 16S ARNr exhiben diferentes
grados de diversidad de secuencias, y ninguna region hipervariable unica es capaz

de distinguir entre todas las bacterias (Chakravorty et al., 2007).
8.2.1. Influencia de la region secuenciada en el microbioma

La regidon V4 es la mejor subregion para el estudio filogenético y taxonoémico,
particularmente a nivel de filo, y ha sido utilizada en la caracterizacion del
microbioma de diversas esponjas del género Haliclona sp. (como H. oculata, H. fulva,
H. mediterranea, H. mucosa, H. indisticti, etc.), ademas de esponjas pertenecientes a
Ircinia sp. (como |[. strobilina, la cual se ha reportado repetidamente en México)
(Thomas et al., 2016; Moitinho-Silva et al., 2017). Estas y otras varias cientos de
esponjas representativas de la clase Demospongiae se incluyeron en el Proyecto del
Microbioma de Esponja que emplea V4. También se ha demostrado, segun los
resultados del analisis del gen 16S en esponjas del género Aplysina, Halichondria,
Igernella y Tedania, que usando la region V4 se puede obtener un alto numero de
géneros revelados por el conjunto de cebadores especificos de la region V4 en la

plataforma lllumina MiSeq (Q. Yang et al., 2019).
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La eleccion de esta region especifica (V4) para el analisis del gen 16S ARNr
se debid al rendimiento superior que ha mostrado en estudios previos del microbioma
de esponja, incluso con el conocimiento bien documentado del sesgo significativo por
parte de los cebadores tanto en la riqueza como en la uniformidad de la comunidad
microbiana cuando se apunta a diferentes regiones (Valenzuela-Gonzalez et al.,
2015; Q. Yang et al., 2019; Bukin et al., 2019; Hernandez et al., 2020). Otros estudios
sefalan que las regiones que van de V4 a V6 son las mas adecuadas para estudios
de ambientes extremos (como el ecosistema anquihalino), con nuevos linajes
bacterianos (Yang et al., 2016). Otras clases de regiones como V3 y V7, son las mas
variables y son diferentes entre 6rdenes y familias, mientras que V2 y V8, son las
mas rapidas en evolucién y pueden distinguir entre géneros y especies (Bukin et al.,
2019).

También es importante mencionar que existen sesgos en las estimaciones
cuantitativas de la abundancia entre la comunidad bacteriana y arqueal, los cuales se
relacionan con la eleccion de la region hipervariable dentro del gen 16S ARNr y con
la plataforma de secuenciacion (Tremblay et al., 2015). Se ha sugerido que el analisis
de V4 para muestras naturales presenta un menor sesgo, debido a que los
amplicones V4 mostraron la mayor similitud con los perfiles de la comunidad
determinados por la secuenciacion en plataforma lllumina MiSeq (Tremblay et al.,
2015). Sin embargo, cada muestra es diferente, por lo que es relevante conocer el
rango Yy las limitaciones de los pares de cebadores del gen 16S rRNA para amplificar
adecuadamente los microorganismos de interés (Tremblay et al., 2015). Por ello se
recomienda, para futuros analisis, emplear una combinacion de cebadores que
incluyan al menos dos regiones hipervariables que pertenezcan a distintas clases, y
asi lograr capturar mucho mejor la composicion taxonomica de la comunidad

microbiana.
8.2.2. Control de calidad y eliminacion de ruido de las secuencias

En el control de calidad de las secuencias de 16S ARNr y en el proceso de
eliminacion del ruido (Denoising, en inglés) se empled Deblur (Bokulich et al., 2013),

pues este método utiliza perfiles de error de secuencia para asociar lecturas de
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secuencia erroneas con la secuencia biolégica real de la que se derivan, lo que dio

como resultado ASVs de alta calidad.

Lo anterior se aplic6 en dos pasos, en primer lugar, se us6 un proceso de
filtrado de calidad inicial basado en puntuaciones de calidad: las secuencias se
filtraron por su puntaje de calidad, el cual se escogi6é con valor de Q = 20, porque en
los sistemas de secuenciacién lllumina, las puntuaciones Quality Score o niveles de
calidad de Phred son una propiedad relacionada logaritmicamente con las
probabilidades de error de base (lllumina, 2011), por ejemplo, si se asigna una
puntuacion Q = 30 a una base, esto equivale a la probabilidad de 1 base incorrecta
en 1000, lo que significa que la precision de la base es del 99.9% (Ewing & Green,
1998); una precision de base mas baja, como la empleada aqui, del 99% (Q = 20) fue
suficiente para filtrar las secuencias, pues la probabilidad de una base incorrecta es
de 1 en 100. En segundo lugar, se aplicé un filtrado de calidad que trunco las
secuencias en la posicidon 250, pues a un mayor valor de longitud el puntaje de

calidad promedio cae por debajo de 20.

8.2.3. Analisis de la curva de rarefaccion

Aunque la medida de diversidad alfa normalmente aumenta en funcion de la
profundidad de secuenciacion (Hall & Beiko, 2018), la acumulacién de caracteristicas
observadas (ASVs) parece estancarse, es decir la curva alcanzé la asintota, lo que
sugiere que se tuvo una suficiente profundidad de muestreo con la que se capturé a
la mayoria de los taxa presentes en la comunidad microbiana de Haliclona
(Soestella). Lo anterior propone que si se realiza un esfuerzo de secuenciacion
adicional quizas no se produzcan cambios en la recuperacion de nuevos taxa, (Hall
& Beiko, 2018). Para muestrear las variaciones especificas del microbioma se
recomienda que en vez de aumentar la profundidad de secuenciacion se incremente

el numero de especimenes de Haliclona.
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8.2.4. Comparacion de la asignacion taxonomica del microbioma de Haliclona

utilizando diferentes bases de referencia

La asignacion taxonomica es un componente principal en el analisis de la
comunidad microbiana; en consecuencia, la eleccion de la base de datos del gen
16S ribosomal es importante, ya que puede afectar el analisis posterior y la
interpretacion de la composicion de la comunidad (Park & Won, 2018). La diferencia
observada entre los porcentajes de asignacion de cada base de datos utilizada para
este estudio puede deberse a distintos factores. En primer lugar, SILVA, Greengenes
y NCBI emplean diferentes enfoques para obtener una jerarquia taxondmica y la
clasificacion posterior de las secuencias de genes de ARNr. Por ejemplo,
Greengenes proporciono la taxonomia de bacterias y arqueas basandose en arboles
filogenéticos que se construyeron a partir de secuencias 16S ARNr con datos de
bases publicas (entre ellas NCBI y RPD) y han pasado un filtrado de calidad (Park &
Won, 2018). SILVA también proporcioné una taxonomia para bacterias y arqueas
basada en arboles filogenéticos representativos para los genes ARNr de
subunidades grandes y pequefas (Yilmaz et al., 2013), sin embargo, su jerarquia
taxondmica y rango se construyeron de acuerdo con los marcos taxonémicos de
Bergey, con la Lista de nombres Procariéticos con Posicién en la Nomenclatura

(LPSN, por sus siglas en inglés) y con una curaciéon manual (Park & Won, 2018).

Por otro lado, NCBI contiene secuencias de muchos organismos cuya
taxonomia es seleccionada manualmente en funcion de la literatura sistematica
actual utilizando mas de 150 fuentes, asi como algunas bases de datos especificas
dedicadas a grupos particulares de organismos (Balvocitaté & Huson, 2017). Con
ellas, se asigna la taxonomia realizando un alineamiento con la Herramienta Basica
de Busqueda de Alineacion Local (BLAST, por sus siglas en inglés) contra la base de
datos mencionada. Por otra parte, Greengenes contiene datos de secuencias que no
se han actualizado desde mayo de 2013 (Park & Won, 2018), mientras que la ultima
version de SILVA se liberd en 2019
(https://www.arb-silva.de/documentation/release-138/) y la LPSN , que asigna la

taxonomia sistematica en SILVA, se actualizé en 2020 (Parte et al., 2020). Aunque
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los archivos de clasificacion taxondmica en NCBI se actualizan diariamente; su
método de asignacion taxondémica basada en alineamientos puede generar errores
de divergencia en secuencias que no son 100% idénticas y al final dar una
asignacion incorrecta. Por esas razones se eligio SILVA como la base de datos

principal para evaluar la comunidad microbiana de Haliclona (Soestella).
8.2.5. Asignacion taxondmica del microbioma de Haliclona (Soestella)

El dominio Bacteria conformé el 83.3% del microbioma asignado y Archaea el
16.7%. Este resultado coincidié con lo reportado en estudios globales del microbioma
de esponja (Schmitt et al., 2011; Thomas et al., 2016; Moitinho-Silva et al., 2017),
cuyos resultados mostraron que las bacterias constituyen un mayor promedio al de
arqueas dentro de la comunidad microbiana. La esponja Haliclona (Soestella)
alberg6 una comunidad microbiana diversa tipica de las bacterioesponjas o esponjas
HMA (del inglés High Microbial Abundance), las cuales establecen relaciones con
consorcios microbianos densos y complejos que pueden constituir hasta un 40% de
su biomasa (Schmitt et al., 2011).

La gran diversidad de filos detectados en la esponja de este estudio, indicé
que Haliclona (Soestella) puede ser considerada una bacterioesponja, pues se le
asignaron 9 en comparacion con esponjas que carecen de densos coONsoOrcios
microbianos o esponjas LMA (del inglés Low Microbial Abundance), como Polymastia
sp., en la que solo 2 filos fueron detectados (Giles et al., 2012). En general, el patron
de la comunidad bacteriana en las esponjas LMA se caracteriza por una baja
diversidad a nivel de filo. Las esponjas LMA muestran a Proteobacteria como el filo
mas dominante y una ausencia de otros filos tipicos de las esponjas HMA (Giles et
al., 2012). En la Haliclona estudiada, 4 de los filos encontrados (Chloroflexi,
Actinobacteria, Proteobacteria y Cyanobacteria), se conocen como filos indicadores
de una esponja HMA (Moitinho-Silva et al., 2017): por lo que la presencia de estos

taxa sugieren que la esponja estudiada podria pertenecer a la clasificacion HMA.

El filo Proteobacteria, tuvo una gran abundancia y diversidad en la esponja

Haliclona estudiada. Este filo es comunmente dominante y abundante en el
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ambiente marino, ya sea como planctonico o simbiotico (Bibi & Azhar, 2021), de
hecho, se ha demostrado que las proteobacterias constituyen una proporcion
importante de las comunidades microbianas simbidticas asociadas con la esponja
Haliclona sp., independientemente de su ubicacién geografica (Sipkema et al., 2009;
Webster et al., 2013; Jasmin et al., 2015). Miembros del filo Proteobacteria han sido
asociados con funciones relacionadas con ciclos biogeoquimicos como produccién
de enzimas extracelulares, fijacion de nitrégeno, y en funciones de manipulacion de
la reproduccion del hospedero, produccién de metabolitos secundarios y la defensa
quimica del hospedero (Bibi & Azhar, 2021). Proteobacteria, junto con Actinobacteria,
Cyanobacteria, Bacteroidetes, Chloroflexi y Verrucomicrobia, contribuyen en la
degradacion y asimilacion del carbono organico, en la nutricidon heterétrofa de la
esponja y a las transformaciones de nitrégeno, como la fijacion, nitrificacion,
desnitrificacion, asimilacion de NH; y NO;~, entre otros, lo cual es de relevancia
porque las esponjas producen NH; como parte de sus desechos metabdlicos (Feng &
Li, 2019; Zhang et al., 2019).

Dentro de Proteobacteria, la clase Gammaproteobacteria fue la mas
abundante, seguida por Alphaproteobacteria. Estos grupos bacterianos han sido
reportados como dominantes en el microbioma de esponjas marinas de diferentes
habitats (Bibi & Azhar, 2021), teniendo especies de bacterias oxidantes del azufre
(SOB, del inglés Sulfur Oxidizing Bacteria), las cuales pueden utilizar el azufre
generado por el metabolismo energético de la esponja con el fin de eliminar

productos metabdlicos que son tdxicos para el hospedero (Jensen et al., 2016).

El género mas abundante de Ila clase Gammaproteobacteria fue
Pseudomonas, el cual ha sido reportado como uno de los microorganismos
principales derivados de esponjas para el cultivo y aislamiento de compuestos
bioactivos (Cheng et al., 2020). Las pseudomonas son bacterias Gram-negativas
conocidas por su extrema versatilidad y adaptabilidad, estan ampliamente
distribuidas en el ambiente, incluyendo suelo, agua, y en varios organismos
hospederos donde participan en una variedad de interacciones (Ye et al., 2015). Este

género bacteriano ya se ha identificado en otros miembros de Haliclona, como las
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cepas Pseudomonas fluorescens H40 y H41 y P. aeruginosa H51, aisladas de la
esponja Haliclona sp. (recolectada en la costa de Rio de Janeiro, Brasil), las cuales
mostraron una alta actividad antimicrobiana contra bacterias clinicas y marinas como:
Staphylococcus aureus resistente meticilina, enterococos resistentes a la
vancomicina y bacilos gramnegativos multirresistentes (E. coli, Klebsiella vy
Pseudomonas sp.) (Santos et al, 2010). Actualmente, estas cepas
farmacorresistentes se consideran un problema de salud publica, debido a que su
resistencia se estd propagando rapidamente (Ye et al., 2015). El segundo género
mas abundante, Litoricola, no ha sido ampliamente reportado, pero se sabe que es
una bacteria marina quimioheterétrofa Gram-negativa (Choi et al., 2010). Woeseia
fue el tercer género mas abundante y ha sido reportada previamente como presente
dentro del microbioma de esponjas (Najafi et al., 2018). Las bacterias del género
Endozoicomonas de la clase Gammaproteobacteria, también detectadas por 16S
ARNr en este estudio, son conocidas como endosimbiontes distribuidos globalmente
y se ha encontrado que sus genomas estan enriquecidos en genes para el transporte
de carbono como azucar, lo que indica un papel en el ciclo de carbohidratos a su
hospedero (Campana et al., 2021). Ademas, han sido reportadas en asociaciones
con miembros de Haliclona sp. desempefando un papel importante en la adquisicion
y suministro de nutrientes, en la estructuracion del microbioma hospedero y en el
estado de salud del holobionte (Bartz et al., 2018). Se encontrd informacion muy
limitada respecto a este taxén, pero se ha reportado que Endozoicomonas
identificada de M. oxymycale posee actividades antimicrobianas (Ruocco et al,
2021).

En la clase Alphaproteobacteria se identificd el orden Rhodobacterales como
el mas abundante, y con un unico género, Ruegeria, el cual fue el quinto con mayor
abundancia. Este género de bacterias Gram-negativas ha sido aislado con alta
frecuencia, sin importar el método de cultivo utilizado (Dat et al., 2021). Se han
descubierto metabolitos bioactivos potenciales a partir de los extractos de Ruegeria
sp. asociados a esponjas, los cuales exhibieron actividad antimicrobiana moderada

contra bacterias y hongos patégenos (Mitova et al., 2004; Bibi et al., 2020).
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Crenarchaeota, perteneciente a Archaea, es actualmente conocido como
Thaumarchaeota (F. Zhang et al., 2014), fue el segundo filo mas abundante en el
microbioma de Haliclona. Este filo se ha detectado en esponjas ubicadas en
diferentes océanos (Zhang et al., 2014; Pallela & Ehrlich, 2016; Thomas et al., 2016;
Moitinho-Silva et al., 2017), aunque la composicion y estructura de la comunidad de
arqueas varia dependiendo de la especie esponja. Los simbiontes del dominio
Archaea en esponjas, han sido descritos como arqueas oxidantes de amoniaco (AOA
del inglés Ammonia Oxidizing Archaea) (F. Zhang et al., 2014), por lo que pueden
estar desempefando un papel clave en la desintoxicacion de amonio para Haliclona
(Soestella) y afectar significativamente el ciclo de nitrégeno del ecosistema en el que
ambos se encuentran. Los miembros de este filo también pueden fijar CO, utilizando
energia obtenida de la oxidacion del amoniaco (F. Zhang et al., 2014). El unico
género que se asocid a este filo fue Candidatus Nitrosopumilus, el cual fue
dominante, y coincide con el estudio llevado a cabo por Turon & Uriz (2020), donde el
analisis de 68 muestras pertenecientes a 19 especies de esponjas revelé que Ca.
Nitrosopumilus era el taxbn mas abundante en la mayoria de las especies del
estudio, en particular fue abundante en Haliclona sp., donde representd mas del 50%
de la abundancia relativa de arqueas. En otro estudio, efectuado por Steinert et al.
(2020), donde se analiz6 la abundancia relativa de taxones bacterianos y arqueales
de 13 esponjas marinas, se encontré que las esponjas de la clase Demospongiae
estaban dominadas por miembros de la familia Nitrosopumilaceae, principalmente

por Ca. Nitrosopumilus.

A diferencia de las bacterias, el dominio de las arqueas no suele explorarse a
profundidad en el analisis de las comunidades microbianas asociadas a esponjas vy,
en consecuencia, los cebadores establecidos (515F/806R) que amplificaron la regién
V4 del gen 16S ARNr estan principalmente dirigidos a las secuencias bacterianas y
no a las de arqueas. En general son escasos los cebadores arqueales en
comparacion con la variedad de cebadores que se dirigen a las secuencias
bacterianas (Fischer et al., 2016). Ademas, en la actualidad no existe informacion
disponible sobre bioactividades in vitro de cultivos de arqueas y sus extractos, ni

compuestos bioactivos identificados de arqueas asociadas a esponjas, quizas debido
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a la dificultad que se requiere para cultivarlas (Hardoim & Costa, 2014). Por ello,
todavia es necesario determinar qué otros taxa arqueales se encuentran presentes
en Haliclona (Soestella) empleando los pares de cebadores seleccionados disenados
para el dominio arqueal (Fischer et al., 2016), asi como hallar métodos para que sea

posible cultivarlos y explorar su bioactividad (Hardoim & Costa, 2014).

El tercer filo mas abundante fue Campylobacterota, dentro de este taxén se
detectd el género Sulfurospirillum, el de mayor abundancia dentro de todo el
microbioma de Haliclona (Soestella) sp. Este género consta de bacterias versatiles, a
menudo microaerdfilas, que crecen con muchos sustratos diferentes y se encuentran
principalmente en sedimentos, agua subterranea, suelo, o en habitats ricos en
compuestos de azufre (Goris & Diekert, 2016). Sulfurospirillum se ha descrito en
otras esponjas como una bacteria reductora de azufre (SRB del inglés
Sulfur-Reducing Bacteria) (Cain, 2020). Se ha determinado que varias especies de
esponjas, entre ellas Haliclona (Gellius), tienen simbiontes que contienen genes
involucrados en el ciclo del azufre (Jensen et al., 2016; Cain, 2020). Los pocos
estudios referentes a habitats marinos en los que se ha encontrado este género,
llegaron a la conclusion de que Sulfurospirillum sp. también se encuentra en
sedimentos marinos superficiales, habitats de aguas profundas o en relacion
simbidtica con gusanos tubicolas (Goris & Diekert, 2016). Un segundo género que se
asigno a este filo, pero con una abundancia relativa baja fue Sulfurovum, el cual es
estd descrito como bacterias oxidantes del azufre (SOB), en general ha sido
identificado en cuevas, fuentes hidrotermales y regiones volcanicas (Marziah et al.,
2016). Dada la importancia de los microorganismos SOB encontrados en esta
esponja, se sugiere que en estudios futuros sobre el microbioma de Haliclona se
contemplen las interacciones que puedan tener estos microorganismos con la
esponja y el ambiente, tomando en cuenta una mayor informacion ambiental como

azufre y fésforo que no fueron colectados en el muestreo del presente estudio).

El filo Bacteroidetes, al igual que Proteobacteria, fue de los que tuvo mas
ordenes identificados, y resulté en cuarto lugar de abundancia dentro del microbioma

asignado con SILVA 138. En general, este filo se ha encontrado repetidamente en
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esponjas alrededor de todo el mundo (Schmitt et al., 2011; Thomas et al., 2016;
Moitinho-Silva et al., 2017). La familia con mayor abundancia en el microbioma de
Haliclona sp. dentro de este filo fue Flavobacteriaceae. Los aspectos practicos y las
aplicaciones reportadas para los miembros de esta familia estan relacionados con
sus habitats y en el caso del microbioma de Haliclona sp. podrian estar relacionados
con el funcionamiento geoquimico de la esponja. Algunos de estos aspectos
reportados incluyen, la sintesis de varias enzimas potencialmente utiles en la
industria o la medicina, renovaciéon de materia organica en suelo, agua y plantas de
tratamiento de aguas residuales; descomposicion de pesticidas e insecticidas
(Bernardet & Nakagawa, 2006). EI género mas abundante dentro de
Flavobacteriaceae fue Ulvibacter, dicho taxdn ha sido detectado en esponjas como
Haliclona pilosus y Halilcona (Rhizoniera) sp., en alta abundancia (Ruocco et al.,
2021). Sin embargo, no existen reportes sobre la actividad metabdlica que pueden
tener otros géneros encontrados dentro del filo Bacteroidetes como Ulvibacter,

Arenibacter, Polaribacter, Aquibacter y Ca. Aquirestis.

En el quinto filo mas abundante, Desulfobacterota, se pudo identificar al
genero Desulfovibrio, que fue el segundo mas abundante en todo el microbioma
después de Sulfurospirillum. Este género es ampliamente reconocido como parte de
las bacterias marinas reductoras de sulfato (SRB) asociadas a esponja s(D. Zhang et
al., 2015). La reduccion del sulfato es el proceso de aceptacion de electrones mas
importante para la descomposicion de la materia organica, debido a que libera
nutrientes que puede aprovechar la esponja para su crecimiento (D. Zhang et al.,
2015) lo cual sugiere que la presencia en gran abundancia de Desulfovibrio esta
asociada a una funcién biogeoquimica importante dentro del microbioma de
Haliclona (Soestella). A pesar de que existen varios estudios de la presencia y cultivo
de Desulfovibrio (Lavy et al., 2013; Dat et al., 2021), no hay estudios de acerca de su
capacidad de produccion de metabolitos secundarios, aunque si acerca de su
caracter patégeno oportunista en humanos y animales debido a las endotoxinas que

componen su membrana externa (Wolny et al., 2010).

100



El filo Actinobacteria se ha detectado repetidamente en esponjas de todo el
mundo (Schmitt et al., 2011; Thomas et al., 2016; Moitinho-Silva et al., 2017). Se
piensa que Actinobacteria participa activamente en el ciclo de carbono y nitrégeno de
su holobionte, ya que, en otras esponjas, se han encontrado ciertos genes asignados
a miembros de este filo implicados en la degradacién y asimilacién del carbono, asi
como genes capaces de realizar la conversion de nitrdgeno organico disuelto a
amoniaco (NH;) inorganico (Feng & Li, 2019), que, como se menciond anteriormente,
de suma importancia porque la esponja produce NH; como parte de sus desechos
metabdlicos. También se ha descrito el papel de las actinobacterias en la
transformacion de NO;~ a N,, mediante el proceso de desnitrificacion (Feng & Li,
2019). Pese a que en este estudio, Actinobacteria solo se detectd hasta el nivel
orden con un solo taxén, los 18 ASVs sin asignacién de género podrian incluir
nuevas bacterias cultivables capaces de producir nuevos compuestos bioactivos.
Algunos géneros dentro de este filo, comunmente reportados como productores de
metabolitos secundarios bioactivos pertenecen a Streptomyces, Micromonospora,
Verrucosispora, Salinispora y Nocardiopsis (Jiang et al., 2007; Dat et al., 2021), todos
ellos han sido aislados de una amplia variedad de esponjas, entre ellas las que

pertenecen al género Haliclona sp. (Jiang et al., 2007).

Los 3 filos con menor abundancia encontrados en Haliclona (Soestella) fueron
Cyanobacteria, Verrucomicrobia y Chloroflexi, los cuales tuvieron una asignacién en
cada nivel taxondmico hasta llegar a los géneros Synechococcus, Lentisphaera y
Leptolinea, respectivamente. Pese a que se encontraron con baja abundancia
relativa, estos filos han sido reportados como bacterias simbiéticas dominantes en el
microbioma de distintas especies de las esponjas marinas (Schmitt et al., 2011;
Thomas et al., 2016; Moitinho-Silva et al., 2017). Estos filos son conocidos por
producir metabolitos secundarios bioactivos como policétidos, alcaloides, acidos
grasos, péptidos y terpenos en esponjas marinas (Pallela & Ehrlich, 2016), y en
cuanto a su relacion simbidtica con estos invertebrados, se cree que mejoran
significativamente su potencial de crecimiento, ya que se han encontrado genes de
fijacion de nitrogeno que pertenecen a los filos Cyanobacteria y Verrucomicrobia

(Feng & Li, 2019). La fijacion de nitrdgeno requiere condiciones anaerdbicas, por lo

101



cual debe ocurrir en regiones anodxicas dentro a la esponja o en compartimientos
anaerobicos dentro de las bacterias, y las cianobacterias cuentan con dichos
compartimentos que limitan la difusion de O, (Zhang et al., 2019). Synechococcus se
ha reportado previamente en esponjas de distintos géneros, entre ellos Haliclona
(Usher et al., 2004; Konstantinou et al., 2018). Se ha reportado la produccién de
metabolitos en cepas de Synechococcus asociadas a esponjas y se encontré que
estas presentan actividad principalmente contra Staphylococcus aureus
(Konstantinou et al., 2020) sin embargo, los datos sobre la produccién de
compuestos naturales a partir de Synechococcus sp., y cianobacterias asociadas a
esponjas en general, son escasos. Las bacterias del filo Verrucomicrobia se
encuentran en ambientes marinos como organismos de vida libre o como simbiontes
de hospederos eucariotas, y, se ha encontrado frecuentemente relacionado con
esponjas (Sizikov et al., 2020). Por ultimo, los miembros de Chloroflexi son de
particular interés porque son representativos del microbioma en esponjas HMA, en
particular la clase Anaerolineae (Bayer et al., 2018) que se alcanz6 a detectar en la
esponja de estudio. En los miembros de este filo se han encontrado genes
implicados en la degradacion y asimilacion del carbono organico en esponjas (Feng
& Li, 2019), por lo que, los simbiontes Chloroflexi podrian estar implicados la
degradacion de la materia organica disuelta (DOM, por sus siglas en inglés) en
Haliclona (Soestella), ya que se sabe que las esponjas se alimentan de DOM (Bayer
et al., 2018).

La comparacion entre los resultados obtenidos en el presente estudio con los
resultados obtenidos en otros tres estudios previos (Schmitt et al., 2011, Thomas et
al., 2016 y Moitinho-Silva et al., 2017), revel6 que existen algunos taxa que todos
comparten, lo que puede usarse para evaluar la existencia de un microbioma central
entre esponjas de la misma o de distintas especies, entre diferentes ubicaciones
geograficas, ambientes y tiempos. El término "microbioma central" se ha utilizado
ampliamente en la ecologia microbiana para referirse a cualquier conjunto de
taxones microbianos que son compartidos entre dos o0 mas muestras de un huésped
o entorno de interés (Neu et al., 2021). Para nuestro caso, el microbioma central de

esponja observado en las cuatro taxonomias de los diferentes estudios, fue
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conformado por 5 filos (Proteobacteria, Actinobacteria, Chloroflexi, Cyanobacteria y
Bacteroidetes) y 2 clases (Alphaproteobacteria y Gammaproteobacteria). Es posible
que la existencia del microbioma central de esponja esté influenciado,
principalmente, por la evolucion del microbioma dentro de su huésped (Lurgi et al.,
2019). Sin embargo, se ha proporcionado evidencia de que, ademas del tipo de
esponja (es decir, HMA o LMA), porque las esponjas HMA generalmente comparten
una gran fraccion de microbios con otras esponjas dentro de su microbioma central,
también las interacciones bidticas con el ambiente impulsan el ensamblaje de
microorganismos centrales mas intimamente asociados a las esponjas (Lurgi et al.,
2019). Lo anterior podria explicar la presencia de las 8 clases que solo se detectaron
en la esponja de este estudio, debido a la influencia del ambiente anquihalino, el cual
es distinto a los tipos de ambientes que se estudiaron en los otros 3 estudios con los

que se comparo el microbioma de las esponjas.

8.2.5.1. Influencia del ambiente anquihalino en la comunidad microbiana de

Haliclona (Soestella)

A los microorganismos los afecta notablemente el estado quimico y fisico del
ambiente. Hay cuatro factores principales que controlan su crecimiento: temperatura,
pH, disponibilidad de agua y oxigeno (Madigan et al., 2015). La temperatura que se
detect6 en la cueva anquihalina oscila entre 30 - 31 °C, por lo que se podria proponer
que las comunidades microbianas asociadas a Haliclona (Soestella) son bacterias
mesofilas como Sulfurospirillum, Desulfovibrio, Pseudomonas, Endozoicomonas,
entre otras, de los géneros detectados en este estudio, los cuales han sido
reportados en distintos ambientes, en animales de sangre caliente, y en ambientes
acuaticos y terrestres de las latitudes templadas y tropicales. Dentro de los filos
Proteobacteria, Campylobacterota, Desulfobacterota, Actinobacteria y Cyanobacteria
existen especies bacterianas que han podido ser aisladas teniendo una temperatura
de crecimiento que va desde 8 hasta 48 °C, siendo la temperatura Optima de
crecimiento a 39 °C (Madigan et al., 2015), por lo que el espejo y la cueva son

lugares en los que podrian desarrollarse.
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Al igual que con la temperatura, cada microorganismo tiene un valor 6ptimo de
pH para su crecimiento, en la mayoria de los ambientes naturales, el pH puede estar
entre 3 y 9 (Madigan et al., 2015), para el caso de la cueva el pH fue de 8.22, valor
ligeramente mayor al del agua de mar (8.0) (Madigan et al., 2015). Esto ultimo quizas
puede explicarse por el origen de la cueva en Xcalak, ya que los procesos karsticos
que tuvieron sitio en ella (Gerovasileiou & Voultsiadou, 2012) facilita la presencia de
suelos carbonatados que aumentan el pH dentro de este tipo de ecosistemas. Los
géneros microbianos identificados con SILVA 138, presentan un pH éptimo de
crecimiento entre 6-8 (Madigan et al., 2015), en este rango proliferan los
microorganismos principalmente alcaléfilos y neutrofilos. Los géneros mas
abundantes de todo el microbioma en Haliclona (Soestella), Sulfurospirillum vy
Desulfovibrio, son alcaléfilos , pues presentan un pH 6ptimo de crecimiento entre 7 y
8 (Stolz et al., 1999; Kushkevych et al., 2019), por lo que el pH alcalino de la cueva

puede ser uno de los factores abidticos que influye en sus altas abundancias.

La disponibilidad de agua también es un factor importante para el crecimiento
de comunidades microbianas dentro de sus holobiontes, depende de la humedad del
ambiente y es funcién de la concentracion de solutos disueltos en el agua de la
cueva, los microorganismos que viven en este tipo de ambientes pueden ser tanto
halotolerantes como haldfilos, los primeros crecen con NaCl entre 1 - 4%, aunque
pueden tolerar cierta concentracion de sal, crecen mejor en ausencia de ella,
mientras que los segundos, crecen mejor en ambientes con 3 - 12% de NaCl
(Madigan et al., 2015). En la cueva anquihalina se registré una cantidad de sal de
34.55 ppt (que equivale a 3.46%), este valor incluye todas las sales disueltas en el
agua (como NaCl), por lo que se sugiere que el microbioma de la esponja Haliclona
(Soestella), esta conformado por microorganismos halotolerantes y haldfilos, ya que
es salino. Cabe mencionar, que la mayoria de la microbiota aislada de Haliclona

(Soestella) crecio bien a valores de salinidad del mar (alrededor del 3.5%).

El oxigeno que se consume en las aguas al interior de la cueva se renueva del
aire en la superficie, por una afluencia de agua en la superficie, o por mezcla o

difusién desde el mar abierto en capas mas profundas (Sket, 2019). Por esa razén, la
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capa superficial (zona del espejo) presenta mayores niveles de oxigenacion (DOgqpej
= 4.24 mg/L), mientras que para el interior de la cueva, observamos un decremento
en el oxigeno (DOc¢ueva = 3.77 mg/L). Es probable que el DO desempefie un papel
importante en la configuracion de la composicion de la comunidad bacteriana en
Haliclona (Soestella). Bacteria y Archaea pueden desarrollarse en aguas hipdxicas
(DO = 2.0 - 4.0 mg/L) mientras realizan funciones relevantes en la mineralizacién de
la materia organica y otros ciclos biogeoquimicos (Spietz et al., 2015). Los
microorganismos detectados en este proyecto son capaces de crecer tanto en
condiciones con mucha disponibilidad de DO como en condiciones hipdxicas, por ello
se clasifican en su mayoria como aerobios facultativos, microaerofilos y anaerobios
aerotolerantes (Madigan et al., 2015). Pese a que la concentracion de DO en el agua
del océano suele oscilar entre 7 y 8 mg/L (VIMS, 2022), la concentracion de DO en la
cueva (3.77 mg/L) es mas que suficiente para soportar a diversas bacterias con

formas de vida aerdbicas.
8.3. Cultivo a mediana escala de Nocardiopsis dassonvillei

8.3.1. Aislamiento y siembra de los microorganismos cultivables de esponja

Se sabe que la mayoria de las bacterias cultivadas de esponjas provienen de
Actinobacteria, taxon del cual se han aislado alrededor de 7,000 compuestos con
actividad antimicrobiana, antitumoral y anticancerigena (Fuerst, 2014; Pallela &
Ehrlich, 2016), especialmente, de los miembros que pertenecen a Streptomyces,
Micromonospora, Verrucosispora, Salinispora y Nocardiopsis (Jiang et al., 2007;
Cheng et al., 2020; Dat et al., 2021). Por lo tanto, las investigaciones realizadas en el
Laboratorio 125 de Productos Naturales en la Facultad de Quimica, UNAM (bajo la
supervision del Dr. Mario Figueroa y la ayuda del 1.Q.l. Daniel Hernandez), sobre el
cultivo de bacterias asociadas a la esponja de estudio y la obtencion de extractos
crudos, emplearon medios de cultivo aerobios y ricos en nutrientes, dirigidos
especificamente a los actinomicetos, para el descubrimiento de farmacos (Lavy et al.,
2013), Este estudio demuestra que existe una fraccidn cultivable de bacterias de la

esponja Haliclona (Soestella) es diversa, ya que se lograron aislar 13 cepas
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bacterianas y que la cepa NCA-454 tiene potencial como fuente de agentes

antimicrobianos médicamente relevantes.
8.3.2. Identificacion de la cepa bacteriana NCA-454

La técnica de electroforesis en gel de agarosa es muy usada para determinar
la presencia de ADNg y para determinar si los fragmentos de ADNg amplificados por
PCR tienen el tamafio adecuado antes de ser secuenciados (Madigan et al., 2015).
Con base en el par de cebadores empleados (27F/1492R) para la amplificacion del
gen 16S ARNr de la cepa bacteriana NCA-454, se esperaban fragmentos de
aproximadamente 1465 pb, y con el gel se corroboré el tamafio de los amplicones,
pues estan a la altura de 1500 pb como lo indica el ADN marcador. Debido a que en
el proceso de secuenciacion se empled otro par de cebadores (357F/1492R), no es
de extranar que el tamafo de la secuencia resultante fuese menor (1064 pb) que el
tamano del amplicon que se tenia. Las bandas del amplicon que son de menor peso
molecular que el ADNg extraido, se observan mas abajo en el gel debido a que su
menor tamano les permitié migrar mas rapidamente a través del gel, del anodo hacia
el catodo, esto sucedid porque los grupos fosfato del ADN tienen cargas negativas

que fueron atraidas por el electrodo positivo (Skoog et al., 2008).

El amplicén obtenido fue secuenciado y su identificacion utilizando nucleotide
BLAST+ 2.13.0 con valores de porcentaje de identidad de 99%,cobertura de 98% vy
un e-value (0.0) cerca de cero, indica que la cepa NCA-454 tiene una secuencia de
16S ARNr similar a una cepa identificada como Nocardiopsis dassonvillei, la cual se
ha reportado como una especie bacteriana Gram-positiva de la clase Actinomycetia
mesofila y aerobia, halotolerante, que presenta micelio, aislada a partir de una gran
variedad de habitats naturales, como suelo y sedimentos marinos, de diferentes
materiales vegetales y animales, asi como de pacientes humanos (Sun et al., 2010;
Ibrahim et al., 2018). Los resultados del analisis bioinformatico para conocer el
microbioma de la esponja Haliclona (Soestella) incluyen el filo Actinobacteria, sin
embargo, no se alcanz6 a detectar la presencia de la clase Actinomycetia ni del
geénero Nocardiopsis. La experiencia en el campo microbiolégico muestra que

aquellas bacterias que se cultivan facilmente no son las que abundan en las bases
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de datos de secuencias 16S (Dat et al., 2021), por lo que es normal aislar bacterias
que no se hayan detectado en el andlisis del microbioma de Haliclona (Sostella) en

este estudio.
8.3.3. Extractos obtenidos de la cepa bacteriana Nocardiopsis dassonvillei

Los extractos de N. dassonvillei se obtuvieron con el propdsito de detectar
actividad antimicrobiana, pues ya se ha demostrado que los extractos crudos de
esponja presentan actividad antibacteriana en ensayos de inhibicién del crecimiento
bacteriano o la muerte celular (Kelly et al., 2003). Los extractos metandlicos tuvieron
un mayor rendimiento que los obtenidos usando acetato de etilo (AcOEt) como
disolvente. Esto se puede explicar por la diferencia de polaridad que existe entre
ambos disolventes, la cual depende de la constante dieléctrica o del momento dipolar
de la sustancia: a mayor momento dipolar mayor polaridad (Klein, 2021), El metanol
(MeOH) presenta un momento dipolar mas grande que el AcOEt, por ello, es capaz
de extraer muchas de las sustancias producidas por las bacterias, debido a su alta
polaridad (Klein, 2021).

Se sabe que los metabolitos secundarios son moléculas que frecuentemente
contienen grupos funcionales con alta polaridad (Santhanam et al., 2018), como
alcoholes (-OH), carbonilos (C=0), aminas (-NRH), entre otros, los pares de
electrones libres de estos grupos interactuan formando mas puentes de hidrogeno
con el grupo hidroxilo del metanol que con el grupo éster del acetato de etilo. La
presencia de los grupos alquilo unidos al carbonilo y al oxigeno en el acetato de etilo
disminuyen la capacidad de interaccion con los pares de electrones libres para
formar puentes de hidréogeno (Klein, 2021). Por lo tanto, la polaridad del AcOEt y su
capacidad de solvatar a otras moléculas para asi poder disolverlas y con ello
extraerlas, son menores que las del MeOH (Klein, 2021). Como consecuencia de
estas interacciones intermoleculares, las masas de los extractos metandlicos tienden
a ser mayores. No obstante, eso no significa que en los extractos donde se usé
AcOEt no haya presencia de metabolitos secundarios interesantes, de hecho, se han
reportado extractos crudos bioactivos empleando ambos disolventes de extraccion

(Gunathilake et al., 2020; Makuwa & Serepa-Dlamini, 2021). Mas aun, el extracto
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crudo que presentd el porcentaje de inhibicion mas alto en este estudio

(01004-48-19), proviene de la fase extraida usando acetato de etilo como disolvente.

8.4. Prueba de actividad metabdlica MTT y caracterizacién por HPLC
8.4.1. Ensayo de actividad metabdlica: prueba del MTT

Las estimaciones basicas de bioactividad en extractos crudos son técnicas
basadas en la reduccion de MTT en microplacas de 96 pozos, para la determinacion
de bacterias multirresistentes, evaluacion de la formacion de biopeliculas o incluso,
como se aplicd en este estudio, para la cuantificacion indirecta de compuestos
antibacterianos (Grela et al., 2018). Este ensayo colorimétrico presentd varias
ventajas por ser de facil aplicacion y por ser eficaz en obtener resultados precisos y
confiables de los ensayos que miden la viabilidad celular de las células de dos cepas
patdgenas de Staphylococcus aureus para reducir compuestos como el bromuro de
MTT. Con ello se logro evaluar la capacidad de los extractos crudos obtenidos de

Nocardiopsis dassonvillei para inhibir la actividad metabdlica de la bacteria patégena.

S. aureus es una bacteria Gram-positiva de suma importancia debido a que
esta clasificada como patégeno ESKAPE (acréonimo que comprende seis patdgenos
bacterianos altamente virulentos y resistentes a los antibidticos: Enterococcus
faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii,
Pseudomonas aeruginosa y Enterobacter spp.), por lo que es considerada como
patdgeno de prioridad critica numero uno por la Organizacion Mundial de la Salud
(OMS) para el cual se requieren urgentemente nuevas terapias (Aslam et al., 2018).
Ademas, con la actual pandemia por SARS-CoV-2, el uso indiscriminado de los
antibioticos en el 70-95% de los casos de coronavirus combinado con la
farmacorresistencia generalizada de patégenos como S. aureus, contribuy6 a las

complicaciones asociadas con el COVID-19 (Rivera-Chavez et al., 2022).

Las actividades antibacterianas de los extractos crudos obtenidos en este

estudio proporcionan evidencia de que las bacterias aisladas de Haliclona
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(Soestella), como Nocardiopsis dassonvillei, podrian tener potencial para superar a
las bacterias patodgenas, por lo que esto requiere su posterior estudio en el
descubrimiento de farmacos. Cabe destacar que cerca del sitio de colecta de la
muestra de Haliclona (Soestella) en Xcalak, Q. Roo (Figura 10), hay un registro sobre
otra esponja encontrada en Boca Bacalar Chico, Othon P. Blanco, la esponja
Haliclona (Reniera) implexiformis, de la cual existe una investigacion sobre el
aislamiento y caracterizacion de las lectinas, metabolitos secundarios con potencial
antibacteriano para inhibir células viables de Staphylococcus aureus (Andrade,
2022).

Los actinomicetos son una fuente relevante de nuevos compuestos bioactivos,
y uno de los géneros farmacéutica y biotecnoldogicamente valiosos que atraen la
investigacion de productos naturales es el género Nocardiopsis, principalmente por
su capacidad para producir una amplia variedad de metabolitos secundarios que
explican su amplia gama de actividades bioldgicas (lbrahim et al., 2018). Ademas, N.
dassonvillei ha sido reconocido como uno de los géneros mas abundantes de
Actinobacteria que se han aislado y cultivado de esponjas (Dat et al., 2021). Segun la
revision de Ibrahim et al. (2018), desde enero de 2015 hasta febrero de 2018 los
metabolitos secundarios que fueron aislados del género Nocardiopsis fueron
principalmente policétidos, péptidos ciclicos, macrdlidos, dicetopiperazinas,
a-pironas, y-pironas, alcaloides, naftoquinonas, fenazinas y derivados de fenoxazina,
qgue son responsables de un amplio espectro de efectos farmacoldgicos y bioldgicos,
principalmente como antibacteriano, antifungico, anticancerigeno, antitumoral y

citotoxico.

Ya se ha realizado investigacion previa sobre los extractos bioactivos del
género Nocardiopsis, del cual se aisl6 la 1,6-dihidroxifenazina que fue activa contra
Bacillus sp. (Dashti et al., 2014). Los extractos de la cepa Nocardiopsis sp. HR-4
halotolerante que se obtuvo de la isla de Jeung-do en Corea, a partir de muestras de
suelo salino hipersalino, mostraron actividad antibacteriana contra S. aureus, E.
faecalis y M. luteus, asi como propiedades antifungicas contra S. cerevisiae y C.

albicans (lbrahim et al., 2018). Por otro lado, la investigacion quimica de la cepa
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Nocardiopsis sp. CNQ115 obtenida de sedimentos marinos recolectados en las
costas del sur de California condujo al aislamiento de los nocarimidazoles A y B
como dos nuevos alcaloides: el nocarimidazol A mostr6 actividades antibacterianas
débiles contra Bacillus subtilis y Staphylococcus epidermidis, con valores de MIC de
64 pg/mL (Ibrahim et al., 2018). Algunos de los compuestos que se han aislado de
las cepas Nocardiopsis sp. LS150010, Nocardiopsis sp. NHF48 y Nocardiopsis sp.
CNQ-115, han exhibido actividad antibacteriana significativa contra MRSA con
valores de MIC de 6.25, 12.5 y 32.0 pg/mL (Ibrahim et al., 2018). Mientras que en
este estudio el extracto crudo 01004-48-19 mostré actividad antibacteriana

moderadamente fuerte contra MSSA a una concentracion de 200 pg/mL.

También se han encontrado investigaciones de N. dassonvillei y su asociacion
con las esponjas marinas para producir metabolitos secundarios bioactivos. Lo cual
es de gran relevancia porque indica que la bacteria aislada en el presente estudio
puede tener un gran potencial biotecnoldgico, sobre todo en la produccién de
antimicrobianos. Por ejemplo, en 2009, Selvin et al., lograron aislar 11 actinomicetos
de la esponja marina Dendrilla nigra recolectada en la costa suroeste de la India.
Entre estos actinomicetos, los extractos y fracciones de Nocardiopsis dassonvillei
MADO8 mostraron una actividad del 100% contra patégenos Gram-positivos vy
Gram-negativos resistentes a multiples farmacos probados como: Staphylococcus

aureus MTCC 2940 y Pseudomonas aeuroginosa PC3.

En otro estudio, X. Zhang et al. (2021) lograron aislar y caracterizar las
estructuras quimicas de las dassonmicinas A y B, a partir de la cepa Nocardiopsis
dassonvillei SCSIO 40065 asociada con la esponja marina Petrosia sp. Las
actividadeas antibacterianas de las dassonmicinas se evaluaron mediante el método
de microdilucion en CMH frente a 10 cepas patdégenas, y ambas moléculas
mostraron actividades antibacterianas contra B. subtilis 1064, M. luteus SCSIO
MLO1, S. aureus ATCC 29213 y MRSA con valores de MIC que oscilan entre 8 y 64
Mg/mL, también encontraron que las dassonmicinas A y B exhibieron citotoxicidades

moderadas contra cuatro lineas celulares de cancer humano (X. Zhang et al., 2021).
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8.4.2. Perfiles metaboldmicos de los extractos bacterianos de Nocardiopsis

dassonvillei asociado a la esponja Haliclona (Soestella)

El método de HPLC en fase reversa se empled porque ha demostrado ser la
técnica analitica mas util para el analisis y la caracterizacion quimica de antibioticos
(Skoog et al., 2008). Se calcula que tal vez mas de las tres cuartas partes de todas
las separaciones mediante HPLC se llevan a cabo en columnas con rellenos de fase
inversa, por su facil adaptacion a las determinaciones cuantitativas, su idoneidad
para automatizarla, su capacidad para separar especies no volatiles o termolabiles,
pero sobre todo, por su amplia aplicabilidad a sustancias que son de interés

farmacologico (Skoog et al., 2008).

El método de este estudio usé una fase estacionaria que tiene un
revestimiento enlazado de caracter no polar (columna C18, n-octildecilo) y una fase
movil polar: el agua tiene un indice de polaridad de 10.2, mientras que el acetonitrilo
de 5.8 y son miscibles entre si (Skoog et al., 2008), por lo que, las sustancias
quimicas que se separaron de los extractos crudos, salieron en orden de las mas
polares a las menos polares, conforme avanzo el tiempo en el eje de las abscisas.
Esto sucedié porque los compuestos de los extractos emigraron de acuerdo con las
interacciones intermoleculares con la columna; los compuestos mas polares
presentaron menores tiempos de retencidon porque la fase movil las eluyé primero,

mientras que las menos polares se retuvieron mas tiempo en la columna.

No se conoce por completo el mecanismo por el cual esta superficie retiene
moléculas, al parecer es bastante complejo (Skoog et al., 2008). Se sabe que hay
una fuerte atraccién entre el eluyente polar y las moléculas polares en la mezcla que
pasa a través de la columna, pero no hay mucha atraccion entre las cadenas de
hidrocarburo adheridas a la silice (la fase estacionaria) y las moléculas polares en la
fase movil, por lo tanto, las moléculas polares de la mezcla pasan la mayor parte de
su tiempo moviéndose con el eluyente, mientras que los compuestos no polares en la
mezcla tienden a formar atracciones con los grupos de hidrocarburos debido a las

fuerzas de dispersion de Van der Waals (Sarker & Nahar, 2015).
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Luego de pasar a través de la columna en el equipo de HPLC, las muestras
pasaron al detector de dispersion de luz (ELSD). En este detector, los eluyentes junto
con el extracto que provenian de la columna, pasaron a un nebulizador donde se
transformaron en una fina niebla mediante un flujo de nitrégeno o aire, después,
dicha niebla pasé por un tubo a temperatura controlada donde tuvo lugar la
evaporacion de la fase mévil (eluyentes), lo que origind particulas finas del analito
(sustancias de los extractos), las cuales pasaron a través de un haz de laser, y
finalmente, la radiacion dispersada por estas particulas se midié con un detector de
arreglo de fotodiodos para generar la sefial en el cromatograma (Skoog et al., 2008).
Esto indica que, mientras mayor fue el numero de particulas (de un determinado
analito contenido en el extracto) que pasaron por el detector, mayor resulté la seial
del pico respecto al eje de las ordenadas. Ademas, el area que se forma bajo la
curva de un cierto pico esta directamente relacionada con la concentracion del
analito (Skoog et al., 2008), dentro de la mezcla compleja que contiene cada extracto
crudo. Por ello los picos mas prominentes de cada extracto crudo corresponden a

sustancias con mayor concentracién dentro de la mezcla compleja.

Emplear un programa de gradiente por elucion en la HPLC de fase reversa
suele ser la opcidn mas preferible cuando se analizan e intentan separar e identificar
compuestos de una mezcla compleja (Sarker & Nahar, 2015). Debido a las
propiedades quimicas de la fase estacionaria, al principio de la separacion cuando la
proporcion de ACN era menor que la del agua y, en consecuencia, la fase maévil era
altamente polar, salieron varios picos que sefalan compuestos polares presentes en
los extractos 01004-48-19, 01004-48-20 y 01004-48-18, entre el minuto 0 - 5.
Posteriormente, cuando se incremento la proporcién del ACN vy, por lo tanto, bajo la
polaridad de la fase mdévil, se observaron las sefiales de los compuestos con menor
polaridad en los extractos 01004-48-19, 01004-48-17 y 01004-48-18, entre 18 - 24
min. Solo los extractos 01004-48-19 y 01004-48-18 presentaron ambas clases de
compuestos. En el extracto 01004-48-20 unicamente se detectd la presencia de 3
compuestos altamente polares entre el minuto 1 - 3, y en el 01004-48-17 se
detectaron 9 compuestos de menor polaridad entre el minuto 18 - 24. Cabe resaltar

que el extracto de mayor interés en este estudio (01004-48-19) por exhibir un alto
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porcentaje de inhibicién contra MSSA en el ensayo del MTT, fue el que tuvo el mayor
numero de picos, con 14 sustancias detectadas en la mezcla compleja que incluyen

8 compuestos de baja y 6 de alta polaridad.

Como se habia mencionado anteriormente, las sustancias de interés que
buscamos en este estudio son capaces de disolverse en sustancias polares como el
metanol o de mediana polaridad como el acetato de etilo, por ello se emplearon
como disolventes de extraccion. Con base en el perfil cromatografico y las
caracteristicas quimicas de los extractos crudos, se sugiere que estos podrian
contener grupos funcionales polares como acidos carboxilicos, alcoholes, aminas,
amidas, entre otros. Por lo que se ha visto en muchas investigaciones y revisiones
(Dashti et al., 2014; Amelia et al., 2018; Santhanam et al., 2018; Zhu et al., 2019; Bibi
et al., 2020; Andrade, 2022), las moléculas antimicrobianas presentan estructuras
quimicas con varios grupos polares capaces de formar puentes de hidréogeno. Los
antimicrobianos aislados de Haliclona oculata, por ejemplo, contienen grupos como
fenoles, aminas y amidas, y en general, la mayoria de los metabolitos que han sido
aislados de esponjas marinas Haliclona son alcaloides nitrogenados (Zhu et al.,
2019; Andrade, 2022).

Los compuestos con potencial antimicrobiano detectados en los extractos
crudos de Nocardiopsis dassonvillei, especialmente el extracto 01004-48-19,
pertenecen a una amplia gama de clases quimicas, sin embargo, la caracterizacion
parcial descrita aqui, puede ser util para fraccionar el extracto y posteriormente,
identificar fracciones activas con ensayos de actividad, pero no es suficiente para
caracterizar cada sustancia. Por lo que se recomienda, para futuras investigaciones,
emplear diversas técnicas analiticas acopladas como HPLC-MS o HPLC-NMR o
ambas, ya que han demostrado ser muy eficientes para dilucidar la estructura
quimica de diversos metabolitos secundarios (Mahomoodally et al., 2018; Montero et
al., 2018; Zengin et al., 2018).
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9. Conclusiones

Las esponjas marinas son un componente clave en las cuevas anquihalinas
donde la fauna y el ambiente estan afectados por la ausencia de luz, las condiciones
fisicoquimicas, la cantidad de materia organica y la cantidad de oxigeno disuelto
disponible. Como resultado de ello, la cueva anquihalina en “Bajo de Judas”, Xcalak,
presenta una serie de desafios distintos al ser un ecosistema semiaislado, oscuro y
con una comunidad unica de esponjas encontradas en el interior. Este estudio marcé
la primera caracterizacion del microbioma de una de dichas esponjas, el porifero
Haliclona (Soestella), un subgénero que no se habia registrado antes en las cuevas
anquihalinas de la Peninsula de Yucatan y, ademas, mejoré el conocimiento sobre
las posibles multifuncionalidades que presenta el microbioma dentro de la esponja en

el ecosistema anquihalino.

Con base en las propiedades fisicoquimicas de la cueva anquihalina en “Bajo
de Judas”, Xcalak, y probables beneficios que el hospedero Haliclona (Soestella) sp.
le brinda a su consorcio microbiano y viceversa, y la identificacion de taxa
microbianos por 16S ARNr, se sugiere que las bacterias que habitan la esponja son
en su mayoria microorganismos mesofilos, ligeramente alcaléfilos y halofilos, cuya
respiracion es aerobia facultativa y, los cuales ademas, tienen la capacidad de
participar en los ciclos biogeoquimicos de la esponja hospedera. La presencia de los
microorganismos detectados en Haliclona (Soestella) esta relacionada con las
caracteristicas del ambiente en el que se encuentra la esponja. Los reportes
bibliograficos proponen que los microorganismos presentes en la esponja Haliclona
sp. estudiada son capaces de realizar distintos procesos biogeoquimicos, como la
asimilacion de nutrientes, desecho de sustancias téxicas y produccion de
compuestos bioactivos que le ayudarian a la esponja a sobrevivir e impulsar su

evolucion dentro de este tipo de ambiente.

El analisis de los datos de secuenciacion del amplicon de la region V4 del gen
16S ARNr de Haliclona (Soestella) utilizando QIIME2, permitié conocer por primera

vez la compleja composicion taxondmica de los microorganismos asociados con la
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esponja del ecosistema anquihalino. La comparacion de las comunidades
microbianas entre las 3 bases de datos usadas, reveld que la base de datos SILVA
138 es la mejor opcidn para estudios de este tipo. Entre las comunidades de
Haliclona (Soestella), los filos de mayor abundancia relativa fueron Proteobacteria,
Crenarchaeota, Campylobacterota y Bacteroidetes. El analisis de la taxa presente en
el microbioma permiti6 emitir hipdtesis nuevas acerca del papel de los
microorganismos en los ciclos biogeoquimicos de las cuevas anquihalinas. Ademas,
la alta abundancia de Archaea sugiere que la esponja Haliclona (Soestella) v,
posiblemente, las otras tres esponjas que se encontraron dentro de la cueva son
buenos candidatos de estudio para este grupo de microorganismos. Cabe destacar
que la esponja de estudio es HMA de acuerdo a los parametros que se establecen

para designarlas.

El cultivo a mediana escala de una de las bacterias aisladas de Haliclona
(Soestella) para obtener extractos crudos y la posterior aplicacion de un ensayo de
actividad antimicrobiana, revelé que los extractos de Nocardiopsis dassonvillei
contienen sustancias con el potencial de inhibir el metabolismo de una cepa
patogena. En particular, la actividad antimicrobiana del extracto 01004-48-19 a 200
pMg/mL fue alta (81.32%) frente a la cepa patdgena Staphylococcus aureus ATCC
25913. Los extractos crudos obtenidos mostraron actividad biolégica y se observé
que estan compuestos principalmente por moléculas de baja polaridad. Una primera
caracterizacion del extracto crudo que presentd mayor actividad antimicrobiana
sugiere que esta compuesto por alcaloides. Esta observacion coincide con reportes
de metabolitos secundarios aislados de esponjas del género Haliclona que
pertenecen a esta clase de compuestos y en los cuales se ha observado actividad
antibacteriana contra bacterias patdgenas. Este estudio demostré que las bacterias
asociadas a la esponja marina Haliclona sp, incluida la bacteria N. dassonvillei,
pueden ser una buena fuente de sustancias antimicrobianas con potencial
farmacologico. Sin embargo, se requiere mas investigacion para evaluar el
verdadero potencial biotecnoldgico del microbioma de esta esponja perteneciente al

ecosistema anquihalino.
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Por ultimo, el conjunto de datos taxondémicos asignados al microbioma de
Haliclona (Soestella) puede emplearse para evaluar el grado de especificidad
microbiana que alberga la esponja estudiada o la existencia de patrones
biogeograficos o ambientales, cuando se reunan mas resultados a futuro sobre esta
u otras esponjas del mismo subgénero encontradas en otras cuevas anquihalinas de
la Peninsula de Yucatan. Ademas, todos los resultados obtenidos en este proyecto
de investigacion, indicaron la importancia de combinar diferentes metodologias tanto
independientes como dependientes de cultivo, para lograr la caracterizacion integral
de las poblaciones microbianas complejas que se encuentran en las esponjas

marinas de ambientes poco estudiados como las cuevas anquihalinas.
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10. Perspectivas futuras

El analisis de los datos fisicoquimicos del agua del sitio de recoleccién fue
importante para determinar la calidad del agua de mar y analizar como estos
parametros influyen en la esponja y en su microbioma. Por ello es esencial realizar
estudios futuros de este ecosistema para monitorear la biodiversidad y la alteracion
de la estructura y funciéon de su comunidad. Los estudios adicionales deberian
centrarse en el perfilado del microbioma de la cueva anquihalina para determinar los
cambios que experimenta la comunidad con respecto a la variacion de los factores
fisicoquimicos. Ademas, para una mejor caracterizaciéon del microbioma de la
esponja Haliclona (Soestella) es necesario utilizar un mayor numero de individuos de
la esponja, o muestras tanto de la zona del espejo como del interior de la cueva y

contar con un mayor numero de esfuerzo de secuenciacion del gen 16S ARNr.

Dentro del grupo de investigacion en el que se efectué este proyecto de
licenciatura (LEMyPNM), actualmente estan en desarrollo diversos proyectos
independientes de cultivo enfocados a la evaluacion metagenémica del ADN de las
esponjas colectadas, incluida Haliclona (Soestella), para predecir las posibles vias y
el metabolismo de los microorganismos presentes, con lo cual se podrian comprobar
las propuestas sugeridas en este estudio y explorar la comunidad microbiana de una
manera mas completa. Ademas, con estos resultados, el posible seguimiento de este
estudio respecto al método dependiente de cultivo, debe incluir el desarrollo de
nuevos métodos y medios de cultivo con los que sea posible estudiar la fraccion sin
cultivar de la esponja estudiada. También es posible que otras herramientas de las
ciencias 6micas, como la metabolémica, para obtener informacion mas precisa sobre
la actividad funcional de las comunidades microbianas de esponjas de ambientes
anquihalinos, sean implementadas en estudios futuros como parte de nuestras lineas
de investigacion. Por otro lado, sigue en desarrollo la identificacion hasta nivel de
especie de las esponjas encontradas dentro de la cueva anquihalina en “Bajo de

Judas”, Xcalak.

Debido a que uno de los extractos de la esponja estudiada mostré una potente
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actividad antibacteriana contra Staphylococcus aureus ATCC 25913, la cual a
menudo se reporta como una bacteria patdgena muy peligrosa, sera muy relevante
estudiar el modo de accidn de este extracto aislando los compuestos puros en lugar
de solo probar la actividad de la mezcla compleja. Se recomienda también que los
extractos se evaluen contra otras bacterias patogenas ESKAPE o en otros ensayos
distintos a la prueba del MTT, y con ello, poder explorar las distintas bioactividades
que las moléculas contenidas puedan presentar. Si se llegan a obtener los
compuestos puros de los extractos que mostraron mayor actividad, seria
fundamental evaluar su eficacia obteniendo la MIC y la actividad sinérgica de la

terapia combinada entre dos 0 mas compuestos frente a cepas patdgenas.
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Anexos

Anexo I: Analisis bioinformatico del microbioma con QIIME2

A continuacion se presenta el protocolo basico de comandos utilizados en QIIMEZ2,

para el analisis de las secuencias del gen 16S ARNr y la asignacion taxonémica del

microbioma de esponja.

Recursos necesarios

Hardware

Software

Instalacion de QIIME2

Activacion de QIIME2
Obtencién de datos

Las secuencias se
descargaron en formato
FASTQ

La tabla de metadatos se
cre6 en Google Sheets
para validarse con Keemei,
se descarg6 en formato
(sample-metadata.tsv) y se
guardé en la carpeta
giime2-16S-Project

Importacion de datos

Secuencias en formato de
Casava 1.8 demultiplexado
de extremo pareado
FASTQ

QIIME2 requiere un minimo de 6 a 7 GB para la instalacion, un
minimo de 4 GB de memoria para conjuntos de datos pequefios y 8
GB de memoria para la mayoria de los demas conjuntos de datos
reales.

QIIMEZ2 se puede instalar en casi cualquier sistema informatico de 64
bits (Mac OS y Linux, o en Windows a través de una Virtual box). Se
necesita un navegador web actualizado, como Firefox o Chrome, para
las visualizaciones con QIIME2 View o si se prefiere, pueden usarse
paquetes como RStudio para la construccion de graficos de nivel
publicacién.

La ultima version de QIIME2, asi como instrucciones detalladas sobre
como instalarlo en varios sistemas operativos, se encuentran
disponibles en: https://docs.qgiime2.org/2022.2/install/

conda activate giime2-2021.8

mkdir giime2-16S-Project

cd giime2-16S-Project

mkdir 16S-rRNA-PairedEndSequences
cd 16S-rRNA-PairedEndSequences
wget \

-O "AMP043 S91 L0O0O1 R1 001.fastg.gz" \
"https://drive.google.com/file/d/1SVPBcLL45wipPdbvx7Q
DH STInuleuEc/view?usp=sharing"
wget \

-0 "AMP043 S91 L0O0O1 R2 001.fastqg.gz" \
"https://drive.google.com/file/d/10X2TUXccOx7gK73Yugp
InQB2P9LhcldT/view?usp=sharing"

giime tools import \

-—type'SampleData [PairedEndSequencesWithQuality]' \
--input-path 16S-rRNA-PairedEndSequences \
-—-input-format

CasavaOneEightSingleLanePerSampleDirFmt \

--output-path demux-paired-end.gza

133


https://docs.qiime2.org/2022.2/install/

giime tools peek demux-paired-end.gza

Ensamblaje de las

secuencias
Union de las secuencias giime vsearch join-pairs \
forward (R1) y reverse (R2) --i-demultiplexed-segs demux-paired-end.gza \

--o-joined-sequences demux-joined.gza
giime demux summarize \

-—-i-data demux-joined.gza \

--o-visualization demux-joined.qgzv

Control de calidad con

Phred Score

Filtracion de las secuencias | giime quality-filter g-score \

para obtener solo aquellas --i-demux demux-joined.gza \

con calidad minima de 20 --o-filtered-sequences demux-joined-filtered.qgza \

-—-o-filter-stats demux-joined-filter-stats.qgza \
--p—min-quality 20

Visualizaciéon de las giime metadata tabulate \

estadisticas --m-input-file demux-joined-filter-stats.gza \
--o-visualization demux-joined-filter-stats.qgzv

Control de calidad con

Deblur

Eliminacion de las giime deblur denoise-16S \

secuencias ruido de las -—i-demultiplexed-segs demux-joined-filtered.gza \

librerias, aqui indicamos --p-trim-length 250 \

que corte todas las --p-sample-stats \

secuencias a 250 bp --o-representative-sequences rep-segs.gza \
--o-table table.gza \
--o-stats deblur-stats.qgza

Visualizacion de los giime feature-table tabulate-segs \

resultados (Resimenes de --i-data rep-segs.qza \

FeatureTable y --o-visualization rep-segs.qgzv

FeatureData) giime feature-table summarize \

-—-i-table table.gza \
--o-visualization table.qgzv

giime deblur visualize-stats \
-—-i-deblur-stats deblur-stats.qgza \
--o-visualization deblur-stats.qgzv

Curva de rarefaccion

La profundidad de giime diversity alpha-rarefaction \
muestreo se establecié en --i-table table.gza \
15,000 --i-sequences rep-segs.gza \

--p-max-depth 15000 \
--m-metadata-file sample-metadata.tsv \
--o-visualization alpha-rarefaction.qzv
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Asignacion taxonémica
con SILVA 138

Obtencién de la base de
datos

Eliminacidon de secuencias
con bases ambiguas

Eliminacién de secuencias
pequefias

Desrreplicacion de las
secuencias idénticas

Construccion del
clasificador

Asignacion taxondmica de
las secuencias
representativas

Exportacioén de la tabla de
asignacion taxonémica

giime rescript get-silva-data \
--p-version '138' \
--p-target 'SSURef NR99' \
--p-include-species-labels \
--o-silva-sequences silva-138-ssu-nr99-segs.qgza \
--o-silva-taxonomy silva-138-ssu-nr99-tax.qgza

giime rescript cull-segs \

-—-i-sequences silva-138-ssu-nr99-segs.qgza \
--o-clean-sequences
silva-138-ssu-nr99-segs-cleaned.qgza

giime rescript filter-segs-length-by-taxon \
-—i-sequences silva-138-ssu-nr99-segs-cleaned.qgza \
-—-i-taxonomy silva-138-ssu-nr99-tax.qgza \
--p-labels Archaea Bacteria Eukaryota \
--p-min-lens 900 1200 1400 \

--o-filtered-segs silva-138-ssu-nr99-seqgs-filt.gza \

--o-discarded-seqgs

silva-138-ssu-nr99-segs-discard.qgza

giime rescript dereplicate \

-—-i-sequences silva-138-ssu-nr99-segs-filt.gza \
-—-i-taxa silva-138-ssu-nr99-tax.qgza \
--p-rank-handles 'silva' \

--p-mode 'uniqg' \
—--o-dereplicated-sequences
silva-138-ssu-nr99-segs-derep-uniqg.qgza \
--o-dereplicated-taxa
silva-138-ssu-nr99-tax-derep-uniqg.qgza

giime feature-classifier extract-reads \
--i-sequences silva-138-ssu-nr99-segs-derep-uniqg.qgza
\
-—-p-f-primer GTGYCAGCMGCCGCGGTAA \
-—-p-r-primer GGACTACNVGGGTWTICTAAT \
—--p-min-length 100 \
--p-max-length 250 \
--o-reads ref-segs-silva.qgza
giime feature-classifier fit-classifier-naive-bayes \
-—-i-reference-reads ref-segs-silva.gza \
—--i-reference-taxonomy
silva-138-ssu-nr99-tax-derep-unig.qgza \
--o-classifier classifier-silva.qza
giime feature-classifier classify-sklearn --i-reads
rep-segs.gza \
-—-i-classifier classifier-silva.gza \
--p-n-jobs 2 \
--output-dir taxa-silva

giime tools export

--input-path taxa-silva/classification.qgza
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Generacion del grafico de
abundancias relativas

--output-path taxa-silva

giime taxa barplot
-—-i-table table.gza \
-—i-taxonomy taxa-silva/classification.gza \
--m-metadata-file sample-metadata.tsv \
--o-visualization taxa-silva/taxa barplot.gzv

Los graficos presentados en este proyecto de investigacion se disefaron en RStudio

a partir de los resultados obtenidos con QIIME2. Para ello, los datos de taxonomia (formato

*.biom) se exportaron a una tabla (formato *.tsv), la cual contenia las asignaciones

taxondmicas y su respectiva abundancia por ASV.
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Anexo lI: Célculo del porcentaje de inhibicién

A continuaciéon se muestra un ejemplo del calculo del porcentaje de inhibicion
empleando la ecuacion (1). Siguiendo este ejemplo se calcularon todos los porcentajes
obtenidos en la Tabla 7. Para el calculo se emplearon los valores de absorbancia promedio
de los controles en la curva de antibidticos y las absorbancias promedio de los pozos que
contienen los extractos.

A —A
% Inhibicién = (1 - —A)x 100 (1)

DMSO “'BLANCO

(Ejemplo de datos de la Tabla 6) (Ejemplo de datos de la Tabla 7)

Staphylococcus aureus ATCC 25913

Antibidtico: ampicilina sddica

Absorbancia promedio 490 nm 608 nm
C (ug/mL) Clave (pg;:mL)
Antibiético 490 nm 608 nm extracto extracto | AbS Inhibicién Abs Inhibicién
prom (%) prom (%)

1.998 2.838 eno de prueba: Staphylococcus aureus ATCC 25913

Control de
medio CMH 0.148 0.104 01004-48-19 200 0.668 71.91 0.615 81.32

A partir de los datos de ejemplo enla Tabla6y 7:

e El porcentaje de inhibicién de la cepa S. aureus ATCC 25913 contra el extracto
01004-48-19 a 200 pyg/mL y una longitud de onda de 490 nm es:

0.668—0.148

% Inhibicion = (1 — T5e=0730) X 100 = 71.91%

e El porcentaje de inhibicidon de la cepa S. aureus ATCC 25913 contra el extracto
01004-48-19 a 200 pyg/mL y una longitud de onda de 608 nm es:

e 0.615—0.104
% Inhibicion = (1 -

2.838—0.104) X 100 = 81.32%
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