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GLOSARIO

Bioactivo

Bioprospeccion

Biorremediacion

Chao 1

Gap

Gram +

Metabolito secundario

Remineralizacion

Relativo o perteneciente a una sustancia que tiene un
efecto en el tejido vivo o causa una reacciénen él.
Busqueda dirigida de organismos (macro 0 micro) con
capacidades econdmicas utiles, como la produccion de
nuevos farmacos, enzimas, etc.

Cualquier proceso que utilice microorganismos,
hongos, plantas o las enzimas derivadas de ellos para
retornar un medio ambiente alterado por contaminantes
a su condicion natural.

Estimador del numero de especies en una comunidad
basado en el nUmero de especies raras en la muestra.
Espacios vacios entre las bases que conforman una
secuencia de ADN.

Tipo de célula procariota cuya pared celular esta
compuesta basicamente por peptidoglicano y que
carece de membrana externa.

Compuesto organico que no tiene un rol directo en el
crecimiento o reproduccidén de un organismo, pero que
pueden brindar ventaja competitiva.

Transformacién de moléculas organicas a inorganicas

mediante procesos bioldgicos.



INTRODUCCION

El estudio de la diversidad microbiana siempre se ha considerado atractivo
e importante debido a la gran capacidad metabdlica que poseen los
microorganismos, en especial las bacterias. Estos organismos procariotas son
capaces de degradar y producir una cantidad inimaginable de compuestos
quimicos, asi mismo, la vida en el planeta depende de procesos microbianos. Es
por esto que conocer la composicion de la comunidad microbiana, su distribucidn
en el ambiente y los factores que alteran dicha composicién posee ventajas tanto
para su explotacion como para la conservacién de la biésfera misma (@vreas,
2000).

En afos recientes, la industria farmacéutica ha reconocido la importancia de
explorar la diversidad de las comunidades microbianas para maximizar el
descubrimiento y diversidad quimica de los metabolitos secundarios que en ella se
producen (Singh y Pelaez, 2008). En este contexto y gracias al avance tecnologico
que ha permitido tanto el desarrollo de herramientas moleculares como la
exploracion del océano, ha sido posible enfocar los estudios bioprospectivos hacia
bacterias marinas los cuales han cobrado fuerza debido a la exitosa obtencidén de
productos naturales bioactivos con estructuras quimicas novedosas (Jensen et al.,
2005b; Manivasagan et al., 2013b). Otras de las razones que respaldan dichas
investigaciones son la presencia cosmopolita de las bacterias en el océano y la
gran diversidad de especies disponible para estudio (Bull et al., 2005). Una gran
ventaja que nos ofrecen los microorganismos es su capacidad de adaptacién, lo
gue permite cultivarlas en condiciones de laboratorio y obtener grandes volumenes
de biomasa (Madigan et al., 2003). Desafortunadamente, los estudios de cultivo
han demostrado que solamente entre el 1-10% de las bacterias que se observan
en un microscopio son cultivables, por lo que existe un extenso porcentaje
“‘incultivable” que aun falta cubrir para estudiar a fondo el potencial metabédlico de
toda una comunidad (Head et al., 1997; Bull, 2004).

Los sedimentos marinos componen 2/3 partes del area de la superficie de la

tierra y representan un extenso habitat gracias al area y volumen que abarcan



(Teske, 2013). En ellos es posible encontrar de 2000 a 3000 especies bacterianas
por muestra de sedimento (Hong et al., 2006), nimero poco conservador que
revela la gran riqueza y diversidad existente. Dentro de esta gran diversidad se
encuentra la Clase Actinobacteria (comunmente conocidos como actinomicetos),
bacterias Gram-positivas con alto contenido de guanina y citosina en su genoma
cuyo papel ecolégico es el de degradacién de materia organica (Manivasagan et
al., 2013a).

Especificamente, los actinomicetos representan el grupo de bacterias mas
prolifico para la industria farmacéutica puesto que se han logrado obtener una
gran cantidad de productos naturales con distintas actividades biolbgicas, basta
con mencionar que mas del 80% de compuestos antibacteriales descritos vy
caracterizados hasta el dia de hoy han sido obtenidos a partir de miembros del
género Streptomyces (Bérdy, 2005; Jensen et al., 2005b; Bull y Stach, 2007). La
presencia de actinomicetos en sedimentos marinos ha sido bien documentada vy
se ha observado que conforman una parte metabdélicamente activa de la poblacion
microbiana endémica del sedimento. (Weyland, 1969; Moran et al., 1995). Mas
aun, la importancia biotecnologica de los géneros estrictamente marinos que han
sido recientemente descritos, como Salinispora y Marinispora, se demuestra en la
amplia variedad de productos naturales con estructuras quimicas novedosas y con
actividades antibacteriales y antitumorales (Kwon et al., 2006; Gulve et al., 2012).

A pesar de que nuestro pais cuenta con 11,122 km de litoral, la diversidad
de actinomicetos marinos que encontramos en nuestros océanos ha sido muy
poco estudiada (Maldonado et al, 2009; Torres-Beltran et al., 2012; Becerril-
Espinosa et al., 2013). La zona costera de la Peninsula de Yucatan es un area que
no ha sido estudiada aun, por lo que el potencial biotecnolégico de las
comunidades de actinomicetos en los sedimentos de sus costas no ha sido
evaluado.

En este contexto, el presente trabajo pretende investigar la identidad de los
actinomicetos que se encuentran asociados a los sedimentos marinos de la
Peninsula para evaluar el extenso y lo novedoso de su diversidad. Al mismo

tiempo, se pretende conocer si ésta se encuentra influenciada por la presencia de



nutrientes (C y N). Esto es, se obtendra informacién acerca de las caracteristicas
de los nutrientes presentes en los sedimentos para explorar la correlacion que
tienen estos valores con la proliferacién de comunidades de actinomicetos en
zonas costeras para que, en caso de existir una correlacion, se puedan dirigir los
futuros esfuerzos de bioprospeccion a las zonas que presenten caracteristicas

prometedoras para el aislamiento de cepas novedosas.

ANTECEDENTES

Actinomicetos marinos

Los actinomicetos marinos son considerados como una fuente importante
de compuestos con actividad biolégica gracias al exitoso aislamiento de
compuestos con nuevas estructuras quimicas y con propiedades diferentes e
inusuales con respecto a sus congéneres terrestres (Jensen et al., 2005a). La
busqueda de dichas bacterias se ha llevado a cabo en diversos ambientes y se
han desarrollado numerosas técnicas con la finalidad de obtener y cultivar
especies nuevas y poco comunes (Hames y Uzel, 2012).

Como se menciond anteriormente, los actinomicetos son un grupo de
bacterias aerébicas Gram + con alto contenido de Guanina y Citosina dentro de su
ADN; su clasificacion taxonémica las coloca dentro de la clase Actinobacteria
(Stackebrandt et al., 1997) y el orden Actinomycetales (Buchanan, 1917), de este
ultimo se deriva el nombre comun de “actinomicetos”. Dicho orden posee, hasta el
dia de hoy, alrededor de 46 familias y 310 géneros descritos de acuerdo con el
portal List of Prokaryotic names with standing in nomenclature (Euzéby, 1997).
Una de sus caracteristicas principales es la formacién de micelio aéreo ramificado,
similar al de los hongos, que les permite la colonizacién de substratos lejos de su
centro de crecimiento (Torres-Beltran et al., 2012). Ademas, producen esporas
asexuales con ciclos de vida muy complejos (Prescott, 2002; Manivasagan ef al.,
2013a). Son generalmente saprofitas (Goodfellow y Williams, 1983) y se pueden
encontrar en diversos ambientes y presentar fenotipos variados (Manivasagan et

al., 2013a). Su papel ecoldégico dentro de los ecosistemas incluye: la
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remineralizacion y reciclaje de nutrientes (Sirivasan et al., 1991), una fuente de
alimento de niveles troficos superiores y, la formacién de humus mediante la
descomposicion de materia organica recalcitrante como queratinas, ligninas y
quitinas (Goodfellow y Williams 1983; McCarthy y Wiliams, 1992). En el medio
marino su importancia radica en la participacién en ciclos biogeoquimicos ya que
son degradadores de materia organica y aportan nutrientes indispensables para
sustentar la productividad primaria a lo largo de la columna de agua (Kouridaki et
al., 2010).

La caracteristica mas peculiar de los actinomicetos y que los convierte en
objeto de investigacién es su gran capacidad de produccién de metabolitos
secundarios, de hecho, son considerados como el grupo mas prolifico en cuanto a
produccién de compuestos con actividad biologica en comparacién con otros taxa
bacterianos (Tiwari y Gupta, 2012; Zotchev, 2012). Destaca el género
Streptomyces, puesto que cerca del 80% de todos los metabolitos bioactivos
reportados de actinomicetos provienen de él, asi como tres cuartas partes de la
produccién total de antibiéticos comercialmente utilizados hasta ahora (Cundlife
1989; Kieser et al., 2000; Jensen et al., 2005a). Se cree que la expresidon genética
del metabolismo secundario se dispara por ciertos factores ambientales como lo
son la competencia, la escases de alimentos, la proteccion del organismo
hospedero o bien la comunicacidn entre células (C hallis y Hopwood, 2003; Keller y
Surette, 2006). Por ejemplo, aproximadamente un 6% del genoma de
Streptomyces avermitilis se compone por grupos de genes involucrados en el
metabolismo secundario, ademas de poseer un cromosoma unico en tamafio y
estructura (Omura et al., 2001). Mas aun, se cree que la transferencia lateral de
genes involucrados en el metabolismo secundario ha coadyuvado a la exitosa
adaptacion de los actinomicetos a distintos ambientes (Jensen et al.,, 2007).

Por muchos afios y debido a la inaccesibilidad al medio marino, los
actinomicetos se consideraban habitantes exclusivos del medio terrestre, en
especial del suelo, mientras que el océano era calificado como un ambiente
demasiado hostil y escaso de nutrientes, incapaz de albergar a estos

microorganismos (Ozcan et al., 2013). Inclusive, el aislamiento del medio marino
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se consideraba como un resultado de la germinacion de esporas provenientes de
los continentes y depositadas en el océano a través del intercambio de agua y aire
(Goodfellow y Haynes, 1984). A pesar de que este argumento es valido, la
existencia de géneros estrictamente marinos con necesidad obligada de sodio
para su crecimiento ya ha sido documentada (Maldonado et al., 2005a). Esto,
sumado a la capacidad de adaptacion que poseen en general las bacterias,
sugiere la presencia de comunidades de actinomicetos autdctonas a sedimentos
marinos, perfectamente adaptadas a la presién, a la escases de nutrientes
(oligotréficos) y a bajas temperaturas propias de este ambiente (Moran et al.,
1995; Williams, 2008; Karthik ef al., 2010; Zhang et al., 2011). Mas aun, los
actinomicetos de origen marino han sido obtenido utilizando distintos mediante
cultivos y se han observado utilizando herramientas moleculares que permiten la
identificacion genética independiente de cultivos.

El primer reporte que documenta la presencia de actinomicetos en
sedimentos marinos muestra su distribucion en el Mar del Norte y en el océano
Atlantico (Weyland en 1969). El mismo autor sugiere que los actinomicetos
marinos son una fuente importante de productos naturales con propiedades y
estructuras diferentes a las reportadas en el medio terrestre. Afios mas tarde, la
primera descripcion de una especie estrictamente marina fue realizada por Helmke
y Weyland, quienes caracterizaron a Rhodococcus marinonascens (Helmke vy
Weyland, 1984). De acuerdo con estudios de identificacion y diversidad, los
actinomicetos son bacterias dominantes en los sedimentos marinos (Gulve y
Deshmukh, 2011). Karthik y colaboradores (2012), mencionan que, hasta el
momento, se han reportado 83 especies cultivables de actinomicetos de habitats
marinos, las cuales pertenecen a 28 géneros distintos, siendo los Streptomyces,
Micromonospora, Nocardia y Rhodococcus los mas comiUnmente reportados,
aunque no todos ellos con representantes estrictamente marinos (Weyland, 1969,
1981; Goodfellow y Haynes, 1984; Pisano et al., 1989; Colquhoun et al., 1998;
Kokare ef al_, 2004).

A finales de la década de los noventa y debido a la disminuciéon en el

aislamiento de nuevos compuestos a partir de actinomicetos de origen terrestre, la
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bioprospeccién del medio marino gandé atencién por parte de la comunidad
cientifica y se observd un aumento de estudios con actinomicetos de origen
marino con la finalidad de obtener compuestos novedosos (Fenical et al., 1999;
Lam, 2006). Esto, sumado al desarrollo de nuevas técnicas moleculares que
permiten el estudio de poblaciones no cultivables, coadyuvaron a la descripcion de
nuevas especies marinas, incluidos miembros de los géneros Dietza,
Rhodococcus, Streptomyces, Salinispora, Marinophilus, Solwaraspora,
Salinibacterium, Aeromicrobium, Williamsia y Verrucosispora, entre otros
(Magarvey et al., 2004; Bull et al, 2005; Jensen et al., 2005b; Mincer et al, 2005).
Cabe destacar que el género Salinispora es el primero en considerarse
estrictamente marino debido a su requerimiento de sodio para el crecimiento. Fue
descubierto por Mincer y colaboradores en el 2002 y descrito por Maldonado y
colaboradores en el 2005 y de él se han obtenido diversos compuestos incluyendo
el compuesto anticancerigeno salinosporamide A (Fehling et al., 2003), que se
encuentra en fase Il de estudios clinicos de la Food and Drug Administration (FDA,
USA).

Existen numerosos ejemplos del aislamiento exitoso de compuestos
bioactivos obtenidos a partir de actinomicetos marinos. Manivasagan vy
colaboradores (2013b) mencionan, como ejemplo, 46 compuestos bioactivos a
partir de cepas de actinobacterias marinas y propone a los géneros
Micromonospora, Actinomadura, Streptoverticillium, Actinoplanes, Nocardia,
Saccharopolyspora y Streptosporangium como los mas prolificos en cuanto a la
produccién de compuestos antimicrobianos.

En afos recientes, la investigacidon de los actinomicetos asociados a
sedimentos marinos en las costas mexicanas se ha desarrollado notablemente.
Primero, en el 2002, mediante un estudio realizado con métodos dependientes de
cultivo y a partir de sedimentos del Mar de Cortés (Golfo de California), se reportd
la presencia del genero Salinispora (Mincer et al., 2002). Justo en el mismo sitio,
Martin y colaboradores (2007), mediante el uso de distintos medios de cultivo,
confirmaron la presencia de los géneros Salinispora y Marinispora, asi como la

dominancia de miembros del género Streptomyces, siendo un miembro de este
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ultimo, el responsable de la produccibn de los compuestos citotdoxicos
denominados marmicina A y B.

Uno de los trabajos mas completos realizados con muestras de sedimento,
tanto del Golfo de México como del Mar de Cortés, fue el realizado por Maldonado
y colaboradores en 2009. En dicho trabajo se probaron 17 medios de cultivo
diferentes y se obtuvieron alrededor de 300 cepas de distintos géneros incluyendo:
Actinomadura, Dietzia, Gordonia, Micromonospora, Nonomuraea, Rhodococcus,
Saccharomonospora, Saccharopolyspora, Salinispora, Streptomyces,
“Solwaraspora” y Verrucosispora, con lo que aumenté notablemente el nimero de
géneros reportados en costas de nuestro pais.

Los trabajos mas recientes fueron realizados con muestras del Pacifico y
del Golfo de California, especificamente en Bahia de Todos Santos, Bahia
Concepcion y Bahia de los Angeles. Para el primer sitio reportado se documenté
el cultivo de los géneros Streptomyces, Micromonospora y Nocardia, mientras que
para los sitios restantes se obtuvo ademas el género Salinispora. En estos
estudios se demostré la actividad antibacteriana y citotoxica de los extractos de
cepas culitvadas (Becerril et al., 2012; Torres et al., 2012).

En 2013, Becerril y colaboradores complementaron el estudio de la
diversidad en el Golfo de California con muestras de sedimentos obtenidas en San
Felipe y en la Bahia de Loreto. En este estudio se lograron cultivar cepas
pertenecientes a ocho géneros: Micromonospora, Nonomuraea, Salinispora,
Verrucosispora,  Actinomadura, Saccharomonospora, Streptomyces vy
Nocardiopsis. Mas aun, algunas de las cepas del género Streptomyces podrian
representar nuevas especies (Becerril et al., 2013).

Es claro que los mares de México albergan una gran diversidad de
actinomicetos y es por ello que se debe continuar con los estudios de
bioprospeccion en localidades poco exploradas e implementar nuevas técnicas de
aislamiento y cultivo para explotar ampliamente el potencial biotecnolégico que

poseen.
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Sedimentos y nutrientes

Una manera con la que se pretende generar informacion relacionada con
las condiciones ambientales que afectan la diversidad de actinomicetos presentes
en sedimentos costeros, es la descripcidn del medio en donde habitan mediante la
observacion y registro de las condiciones ambientales que ejercen presién sobre
sus poblaciones.

Los sedimentos son ambientes relativamente estables, conformados por
particulas provenientes de la erosion de rocas, restos de organismos o
compuestos precipitados quimicamente (Tarbuck y Lutgens, 2005), lo que los
convierte en ambientes ricos en minerales y en el mayor reservorio de materia
organica del planeta (Calva y Torres, 2000). A diferencia de los suelos terrestres,
los sedimentos se encuentran completamente cubiertos por una capa de agua, ya
sea el océano, un rio o cualquier cuerpo de agua. Los microorganismos
benténicos consumen el oxigeno al degradar la materia organica, una vez agotado
el oxigeno, los sedimentos no perturbados de las capas inferiores permanecen en
un ambiente andxico (Nealson, 1997). En las zonas costeras, aproximadamente el
50% del carbono organico que se precipita en los sedimentos proviene de la
productividad primaria, mientras que la otra mitad se deriva de restos de
organismos, aportes terrigenos, y excreciones extracelulares de eucariotas
(Wollast, 1991; Kordel et al., 1997;

Por otro lado, el nitrogeno organico presente en los sedimentos puede
provenir, al igual que el carbono organico, de aportes terrigenos, de material
vegetal o fitoplancton y de varios procesos bacterianos que se encargan de
transformar el nitrogeno inorganico a formas asimilables para otros organismos
(Escobar et al.,, 2009). Uno de estos mecanismos es la fijacion del nitrogeno, la
cual consiste en la reducciéon enzimatica del N2 a NHs, NHs" o a cualquier
compuesto organico nitrogenado y que es llevado a cabo principalmente por
cianobacterias. Mas aun, el nitrogeno sufre una regeneracion mediante procesos
de hidrolisis y desaminacion, con lo que se genera nitrbgeno amoniacal que se

reincorpora como nutriente a la columna de agua (Nealson, 1997).
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Interaccion sedimento-bacteria

Como ya se mencioné anteriormente el sedimento marino es el mayor

reservorio de materia organica disponible en el Planeta y es un ambiente
relativamente estable a diferencia de la columna de agua. Sin embargo también
posee presiones para los microorganismos que alli habitan, como por ejemplo, la
concentracion de nutrientes, puesto que no es estatica y muchas veces se ve
influenciada por el tipo y tamafno de sedimento dominante. Cuanto mas pequefio
sea el tamafo de grano, mayor sera la presencia de nutrientes debido a que las
moléculas se adsorben mas facilmente a granos finos (Doyle y Sparks, 1979).
A pesar de que los gradientes ambientales influencian directamente las
poblaciones bacterianas en los sedimentos (Dale, 1974), existen muy pocos
estudios al respecto. Ahora se sabe que el tamafio de las particulas del sedimento
también es un factor determinante en la abundancia de las poblaciones
bacterianas debido a que entre menor tamafio de grano, mayor superficie de
colonizacion (Cammen, 1982).

Existen estudios en los que se ha propuesto que el alto contenido de
materia organica en sedimentos finos se encuentra relacionado con la abundancia
de bacterias debido a que la materia organica sirve como fuente de la abundancia
de bacterias debido a que la materia organica sirve como alimento (Rublee y
Dornseif, 1978). Si bien los sedimentos finos pueden poseer mayor contenido de
materia organica, eso hace mas probable que albergue mayor abundancia
bacteriana. Para el caso del estudio de los actinomicetos marinos, Bredholt y
colaboradores (2007), realizaron un estudio con sedimentos provenientes del
fiordo Trondheim, Noruega, a partir del cual concluyeron que efectivamente los
valores mas altos de materia organica (COT y NOT) se asociaron con los
sedimentos mas finos, aunque no existié relacion alguna con la diversidad y
cantidad de cepas cultivadas. Sin embargo, el porcentaje de carbono organico si
se vio relacionado directamente con la bioactividad de las cepas, es decir, la
muestra con mayor contenido de carbono fue la que presentd las cepas con mejor

bioactividad.
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JUSTIFICACION

A pesar de que el océano se ha considerado por varios afios como una
fuente de recursos naturales que pareciera ser inagotable, la microbiologia de los
mares no habia sido tomada en cuenta como un bien del cual pueda obtenerse un
beneficio importante para la sociedad. Sin embargo, el aislamiento exitoso de
compuestos bioactivos a partir de cepas bacterianas marinas, ha cambiado la
vision que hoy se tiene de estos microorganismos. La diversidad de bacterias que
habitan el océano es mucho mayor a la de cualquier otro ecosistema (Committee
on the Ocean's Role in Human Health, 1999), sin embargo, solamente se ha
logrado caracterizar menos del 1% de su totalidad (Tiwary y Gupta, 2012). Este
pequeno porcentaje ha sido suficiente para demostrar su importancia en varias
ramas de la biotecnologia, en especial, los actinomicetos son las bacterias mas
proliferas en cuanto a la produccion de metabolitos secundarios con bioactividad y
se sabe que son capaces de sintetizar compuestos antibacterianos, herbicidas,
antiparasitarios, pesticidas y enzimas Utiles en tratamientos de biorremediacién.
(Chandrakant et al, 2011; Deepa et al., 2013).

Para explotar los beneficios que nos brindan las comunidades bacterianas
de zonas costeras y los compuestos quimicos que producen, es necesario
conocer la diversidad cultivable que en ellas existe y explorar la relacién que ésta
tiene con las caracteristicas ambientales de cada localidad. De esta manera se
pretende obtener informacién ambiental que pueda dirigir futuras investigaciones
de cultivo intensivas en las que aumente la probabilidad de obtener cepas distintas
a las que actualmente han sido descritas. Con ello se pretende también aumentar
el potencial biotecnolégico de los futuros estudios de bioprospecciéon de
actinomicetos en zonas costeras.

La Peninsula de Yucatan constituye una regién del pais que se caracteriza
por su riqueza y diversidad de especies (Arias y Montiel, 2010), su variedad de
ecosistemas y un amplio litoral. Todos estos factores convierten a la Peninsula en
un lugar ideal para la busqueda de nuevos actinomicetos de origen marino. El

presente estudio revelara la diversidad de actinomicetos cultivables asociados a
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los sedimentos marinos de la zona costera de Yucatan y, ademas de promover el
manejo sostenible de las zonas costeras, pretende determinar las localidades mas
adecuadas para realizar estudios futuros de bioprospeccion en los que se tenga
una mayor probabilidad de éxito en el aislamiento de nuevas cepas con potencial

biotecnoldgico.

OBJETIVO GENERAL

Describir la diversidad filogenética de los actinomicetos cultivables de
sedimentos marinos de la zona costera de la peninsula de Yucatan y determinar si
las distintas concentraciones de carbono y nitrbgeno organicos presentes en los

mismos pueden ser utilizadas como indicadores de diversidad.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Conocer la diversidad filogenética de actinomicetos cultivados a partir de
sedimentos costeros en distintas localidades de la Peninsula de Yucatan.

e Determinar las concentraciones de COT y NT presentes en los sedimentos
de las localidades estudiadas

e Determinar si las concentraciones de COT y/o NT en sedimentos pueden
ser utiizadas como indicadores de la diversidad y/o abundancia y/o

novedad filogenética de actinomicetos cultivables asociadas a ellos
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MATERIAL Y METODOS

Trabajo en campo

Se realizaron muestreos de enero de 2012 a marzo de 2013 alrededor de la
zona costera de la Peninsula de Yucatan incluyendo un crucero oceanografico
a bordo del RV Walton Smith de la Universidad de Florida a lo largo de las
costas del Caribe. Las localidades muestreadas durante este periodo fueron:
Akumal, Banco Chinchorro, Cancun, Chelém, Celestun, Cozumel, Dzilam de
Bravo, Holbox, Mahahual, La Bocana, Puerto Morelos y Rio Lagartos (Figura
1). Las muestras de sedimento se obtuvieron en un intervalo de profundidad de
entre 2 y 39 m. La colecta de las muestras fue realizada mediante buceo-scuba
o bien mediante draga (draga portatil disefiada modelo No. 214WA110;
Kahlisco, El Cajon, CA) dependiendo de la profundidad. Para el primer caso, la
capa supefficial de sedimento (2 cm) fue removida mediante una espatula para
posteriormente tomar la muestra de sedimento deslizando una bolsa whirlpack
estéril. Las muestras fueron transportadas en hieleras y refrigeradas a 4 °C
hasta ser procesadas en las instalaciones del laboratorio de Quimica A, en la

Unidad Académica Sisal, Yucatan. Las muestras de cada localidad fueron

procesadas por separado.

Numero de
Localidad muestras

1 Celestun 1

2 Chelém 14
3 La Bocana 25
4 Dzilam 3
5 Rio Lagartos 13
6 Holbox 2
7 Cancun 7
8 PuertoMorelos 9
9 Akumal 3
10 Cozumel 3
11 Mahahual 8

Banco
12 Chinchorro 13

T

Figura 1. Mapa del area de muestre y niumero de muestras por localidad
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Obtencion de cepas

Para la obtencion de cepas se procesaron 5g de sedimento que fueron
secados en cajas de Petri semi-cerradas bajo una campana de flujo laminar. Una
vez secos, se tomd un poco de sedimento con una esponja circular, la cual fue
“estampada” en forma circular a lo largo de las cajas Petri con la finalidad de
disminuir la cantidad de sedimento en cada presion de la esponja sobre la caja, a
manera de dilucién. Los medios de cultivo utilizados se prepararon con agar
Marino y 2g Peptona, 10g Almidén y 4g extracto de levadura en 1 L de agua de
mar (medio A1), y ademas se adicionaron 10 mg/mL (concentracién final) de
Ciclohexamida (antifingico) y uno de los antibidticos: Rifampicina 5 mg/mL,
(concentracion final) o Gentamicina 10 mg/mL (concentracién final) para evitar el
crecimiento de bacterias Gram -. Las placas se dejaron incubar por una semana a
una temperatura de 28° C.

Una vez observado crecimiento, las cepas fueron analizadas bajo un
microscopio estereoscépico y seleccionadas con base en su morfologia colonial;
aquellas colonias con una apariencia “aterciopelada”, con formas plegadas y
filamentos ramificados con o sin hifa aérea, fueron consideradas como
actinomicetos de acuerdo a lo sugerido en la literatura (Jensen et al., 1991; Prieto-
Davo et al., 2008). Las colonias seleccionadas fueron aisladas en medio de cultivo
A1 utilizando el método de siembra en estria. Para la confirmacion del grupo
Gram, se realizd la prueba de Hidroxido de Potasio (KOH) para identificar cepas
Gram + (Powers, 1995). Dicho método consiste en colocar una pequefa porcién
de la colonia bacteriana sobre un portaobjetos, posteriormente se le afiade una
gota de KOH al 3% con el objetivo de observar un efecto en la viscosidad de la
cepa, debido a las caracteristicas de la membrana celular, las bacterias Gram +
tienden a diluirse, mientras que las Gram — forman una capa viscosa facilmente
detectable (Powers, 1995). Una vez resembrada y purificada, la cepa fue cultivada
nuevamente en medio liquido para la obtencidén de biomasa. Finalmente las cepas

fueron criogenizadas en glicerol al 20% para su preservacion.
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Analisis de nutrientes presentes en sedimento

La determinacion de nitrégeno total y carbono organico total se realizd
mediante un analizador elemental (Costech elemental combustion system mod:
ECS 4010). Primero las muestras de sedimento se secaron mediante liofilizacion
en un liofilizador LABCONCO Benchtop Freezone de 2.5 L, posteriormente se
maceraron y se tamizaron con la finalidad de obtener granos mas finos. Para la
obtencién del COT fue necesario llevar a cabo un pretratamiento con 10 mL de
acido clorhidrico (HCI) 1M en vasos de precipitado a peso constante.

El analisis elemental es una técnica que proporciona el contenido total de
carbono, hidrégeno, nitrégeno y azufre presente en un amplio rango de muestras
de naturaleza organica e inorganica tanto sélidas como liquidas. La técnica esta
basada en la completa e instantanea oxidacién de la muestra mediante una
combustion con oxigeno puro a una temperatura aproximada de 1000°C. Los
diferentes productos de combustion CO2, H2O y N2, son transportados mediante el
gas portador (He) a través de un tubo de reduccion y después son selectivamente
separados en columnas especificas para luego ser desadsorbidos térmicamente.
Finalmente, los gases pasan de forma separada por un detector de conductividad
térmica que proporciona una sefial proporcional a la concentracién de cada uno de
los componentes individuales de la mezcla. Los valores obtenidos se procesaron

mediante hojas de calculo en el software Microsoft Office Excel.

Métodos moleculares

Se realizé la extraccion de ADN utilizando el método de lisis in situ y
adsorcién en silice descrito por Rojas et al., (2008). La presencia de ADN fue
evaluada mediante electroforesis en geles de agarosa al 1% tefidos con Gel Red.

Para la cuantificacion de ADN se realiz6 una dilucion 1:250 con agua
destilada, y posteriormente fue homogenizada en un Vvértex. Se leyeron
absorbancias a 260 nanémetros con la ayuda de un espectrofotbmetro y se
calculd la concentracién de ADN contenida en cada muestra mediante la siguiente
formula: [ ] de ADN (pg/ml)= (DO260)*(Factor de Dilucion)*(50 ug/ml), DO=
Densidad Optica.
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La amplificacién del gen del ADNr 16S se realizd mediante Reaccién de
Cadena de la Polimerasa (PCR) utilizando los oligonucleétidos FC27 (5'
TACGGCTACCTTGTTACGACTT 3') y RC1492 (5' AGAGTTTGATCCTGGCTCAG
3") de acuerdo con la metodologia propuesta por Mincer et al. (2002).

La reaccion de amplificacion contenia 5 pL de buffer para PCR 5x
(Reaction Buffer, PROMEGA), 0.5 puL del nucledsido deoxyribomonofosfato
(dNTP’s) 10 mM, 0.5 pL de cada oligonucleétido (27f y 1492), 0.2 uL de Thermus
Aquaticus (Taq) polimerasa 5 u/puL (Sigma-Aldrich), 1 uL de la muestra de ADN y
17.05 pL de agua grado biologia molecular (Sigma-Aldrich) para obtener un
volumen total de 25 pL. El programa utilizado fue el siguiente: 10 min a 95 °C, 30
ciclosde 45sa 94 °C,45s a65 °C, 1 mina 72 °C, finalmente 10 mina 72 °C.

Los productos de PCR también fueron analizados mediante electroforesis

en geles de agarosa al 1%, tefiidos con GelRed ™

(Biotium), corridos durante 1
hora a 80 V. El gel fue visualizado en un transiluminador BioRad.

Los productos de PCR fueron enviados a la empresa Macrogen (Corea)
para su purificaciéon y posterior secuenciacion. Una vez obtenidas las secuencias
del gen ADNr 16S se visualizaron mediante el software Geneious 7.1.2 para

determinar su calidad y cotejarlas en las bases de datos correspondientes.

Alineamiento de Secuencias

Las secuencias fueron estandarizadas a 900 pares de bases cortandolas
para obtener una region que fuera compartida por todas. El alineamiento se realizé
mediante la base de datos en linea SILVA en la modalidad SINA Online, los gaps
fueron removidos utilizando el comando filter.seqs del software MOTHUR (Schloss
et al., 2009), finalmente se realizd6 una curacibn manual mediante el software
GenDoc. Se realizaron dos alineamientos, uno que incluyé Unicamente las
secuencias de las cepas de actinomicetos de la Peninsula de Yucatan y otro
donde se incluyeron las secuencias de referencia obtenidas de la base de datos

EZzTaxon.

22



Determinacion de Unidades Taxonémicas Operacionales

Para la conformacién de Unidades Taxondmicas Operacionales (OTU, por
sus siglas eninglés) al 97%, se utilizé el software MOTHUR, mediante el comando
cluster y el método de average neighbor (Schloss y Westcott, 2011). Se introdujo
el alineamiento previamente obtenido y se elaboré una matriz de distancia con el

comando dist.seqs para posteriormente obtener el agrupamiento de secuencias.

Analisis de Diversidad

Los analisis de diversidad fueron realizados mediante el software MOTHUR
y Primer-E 6 (Clarke y Gorley, 2015); en el primero se cred un archivo extension
count el cual sirve de archivo entrada para Primer-E. Los datos fueron
normalizados mediante su transformacién a raiz cuadrada para posteriormente
elaborar una curva de acumulacidon de especies utilizando el estimador no
paramétrico Chao1 y la riqueza observada. Con los datos normalizados también
se cre6 una matriz de similitud utilizando el coeficiente de Bray-Curtis con la cual
se realizd un analisis de clusters con su respectiva representacidn
multidimensional (NMDS por sus siglas en inglés) y una prueba estadistica de
similitud (ANOSIM) con 999 permutaciones. Para incluir los metadatos (porcentaje
de nutrientes) en los analisis estadisticos, fue necesario agruparlos en tres
categorias: PDLD: por debajo del limite de deteccién, AP: alto porcentaje (COT >
1%, NT > 0.4%), y BP: bajo porcentaje (COT <1%, NT <0.4%).

Comparacion de secuencias con las bases de datos SILVA e EZTaxon

Cada secuencia fue comparada contra las bases de datos para conocer la
identidad de su vecino mas cercano. Se realiz6 una busqueda en el sitio web
SILVA (Quast et al., 2013) en la modalidad SINA Online search and classify
(Pruesse et al., 2012) con un porcentaje de identidad minima del 97% con la
finalidad de obtener uUnicamente aquellas secuencias que presenten dicho
porcentaje de similitud con respecto a la secuencia blanco. Las secuencias
arrojadas por SILVA fueron filtradas mediante la suite CD-HIT (Li y Godzik, 2006;

Fu et al., 2012) en la modalidad cd-hit-est, con un porcentaje de identidad del
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99.9% para eliminar los posibles duplicados. Por otra parte, la base de datos del
EZTaxon realiza un analisis tipo BLAST mas un algoritmo de alineamiento en
pares, en este caso el programa arroj6 la secuencia de la cepa tipo mas cercana a
la secuencia blanco.

Analisis Filogenético

El analisis filogenético se realizd tomando una secuencia representante de
cada OTU obtenida mediante el comando otu.rep del software MOTHUR. Las 38
secuencias representantes junto con las cepas tipo correspondientes fueron
alineadas como se describié anteriormente. Para la construccion del arbol
filogenético se utilizo el programa MEGA 6.0 (Tamura et al., 2013) usando el
algoritmo del analisis de Maxima Verosimilitud (Maximum Likelihood) con 1000
repeticiones Bootstrap y el modelo de correccion Tamura-Nei. El arbol obtenido se
modific6 mediante el software InkScape para claridad en las etiquetas de cada
cepa. Se siguidé la misma metodologia para elaborar un arbol que contara
unicamente las secuencias representantes de cada OTU para realizar analisis

posteriores.

Analisis UniFrac

Los resultados de filogenia fueron utilizados para realizar una comparacion
entre comunidades microbianas de distintas localidades mediante el método
UniFrac (Lozupone y Knight, 2005). Para dicho analisis fueron necesarios 3
archivos: el arbol filogenético con las secuencias representantes de cada OTU,
una tabla de abundancias de cada OTU por localidad y un archivo con los
metadatos de cada localidad. Los tres archivos fueron cargados en la plataforma
de UniFrac para realizar los siguientes analisis: Cluster samples, Jackknife Cluster
samples y UniFrac significance. Para todos los analisis las opciones “Weighted y
Normalized” fueron elegidas con la finalidad de llevar a cabo un analisis
cuantitativo normalizando la abundancia de secuencias, ademas se realizaron

1000 permutaciones en cada caso.
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También se cre6 una matriz de distancia mediante la opcién “Sample
distance matrix’, dicha matriz se utilizd de la misma manera para realizar el
analisis multidimensional y la prueba estadistica ANOSIM bajo los mismos

parametros anteriormente descritos.

Prueba de crecimiento en agua destilada

Para conocer el grado de adaptacién que tienen al agua de mar, las cepas
previamente identificadas como miembros del género Streptomyces fueron
sometidas a la prueba de crecimiento en agua destilada. Para ello se reactivo la
cepa criogenizada en una placa con medio de cultivo A1; una vez observado el
crecimiento, la cepa fue sembrada nuevamente en dos placas, una con medio A1
preparado con agua de mar y otra con el mismo medio de cultivo pero
sustituyendo el agua de mar por agua destilada. Las placas se dejaron incubar a

28 °C durante 96 hrs o hasta detectar el crecimiento.
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RESULTADOS

Identificacion de actinomicetos cultivables

Se obtuvieron un total de 106 cepas a partir de 81 muestras provenientes
de 12 localidades alrededor de la peninsula de Yucatan (Figura 1) y se secuencid
el gen 16S ribosomal de 91 de ellas (85%) debido a que el resto era inviable.

Las secuencias se agruparon en 38 OTUs de acuerdo con la similitud al
97% o mas del gen 16S ribosomal que compartieron entre ellas. Se distribuyeron
dentro de 12 géneros distintos:  Streptomyces,  Micromonospora,
Saccharomonospora, Saccharopolyspora, Dietzia, Nocardiopsis, Pseudonocardia,
Verrucosispora, Actinomadura, Brachybacterium, Jiangella y Salinispora. La
mayoria de estas OTUs pertenecen al género Streptomyces (18 OTUs) seguido de
Salinispora (5 OTUs), Pseudonocardia (3 OTUs) y Jiangella (3 OTUs) mientras
que el resto de los géneros Micromonospora, Saccharomonospora,
Saccharopolyspora, Dietzia, Nocardiopsis, Pseudonocardia, Verrucosispora,
Actinomadura y Brachybacterium, solamente presentaron una o dos OTU como
maximo (Tabla 1). La localidad que presenté mayor numero de OTUs fue La
Bocana y la mayoria de éstas pertenecieron al género Strepfomyces, seguida de
Cancun, Akumal y Rio Lagartos las cuales, a diferencia de La Bocana, presentan
OTUs diferentes a Streptomyces (Figura 2).
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Figura 2. Abundancia de OTUs presentes por localidad.

Tabla I. Clasificacién de OTUs segun su género.

Género OTUs Secuencias
Streptomyces 18 55
Salinispora 5 12
Pseudonocardia 3 4
Jiangella 3 3
Nocardiopsis 2 7
Saccharopolispora 1 1
Saccharomonospora 1 1
Dietzia 1 1
Actinomadura 1 1
Brachybacterium 1 1
Micromonospora 1 1
Verrucosispora 1 5
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La Figura 3 muestra la relacién filogenética que comprueba la posicién
taxonémica de las 38 OTUs obtenidas durante este estudio de bioprospeccién. Se
observa la conformacidén de cuatro grandes clados: uno en el cual sélo se agrupa
el género Streptomyces, y otros tres en los que se distribuyen el resto de los
géneros.

Dentro del género Streptomyces se observa la formacién de cuatro clados,
en los cuales existen miembros que no presentaron crecimiento en medio de
cultivo elaborado con agua destilada (estrella color violeta). Ademas, tanto la OTU
34 como la 36, conforman un clado bien soportado con una cepa descrita como
marina, confirmando lo observado mediante la falta de crecimiento en medio de
cultivo con agua destilada. Si bien las cepas fueron identificadas con porcentajes
de similitud superiores al 98%, algunas OTU del clado de Streptomyces se
agrupan de manera independiente. Las dos OTUs del género Verrucosispora se
relacionan también con cepas de origen marino, mientras que para el género
Pseudonocardia, dos de sus tres OTUs se relacionan directamente con una cepa
marina (OTU18 y OTU17). Para el caso de las cepas del género Jiangella, se
observa un clado bien soportado e independiente al de las cepas tipo. Finalmente,
todas las OTUs del género Salinispora junto con sus vecinos cercanos son de

origen marino.
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Figura 3. Arbol filogenético obtenido a partir de 38 representantes de las OTU’s (97%) conformadas
por secuencias parciales (900 pb) del gen ADNr 16S. Se utilizé el método de Maxima Verosimilitud
con Bootstrap de 1000 repeticiones y se muestran valores > 50 en los nodos. Se presenta el numerc
de coleccién para cada representante de las OTUs. Los nombres en cursivas representan las cepas
tipo mas cercanas a las secuencias utilizadas con el numero de acceso correspondiente (EzTaxon).
La estrella violeta sefiala que dicha OTU posee miembros que no presentaron crecimiento en medic
de cultivo preparado con agua destilada. Bacillus sp. fue utilizada para dar raiz al arbol. 29



Analisis de nutrientes y diversidad

Enla Tabla Il se observan los valores de nutrientes obtenidos por localidad
expresados en porcentaje (COT y NT). La localidad con el valor mas alto de NT
fue Chelém y la que presenté mayor COT fue Dzilam. Aquellos datos que fueron

demasiado bajos como para ser detectados por el equipo se denominaron PDLD

Tabla Il. Valor promedio del porcentaje de nutrientes presentes por localidad (PDLD=por
debajo del limite de deteccién, *Materia organica total).

Localidad COT (%) NT (%)
Celestun 0.825* 0.458
Chelém 3.21 0.754
La Bocana PDLD 0.539
Dzilam 6.22* PDLD
Rio Lagartos 2.00* 0.65
Holbox 0.45 0.05
Cancun PDLD 0.01
Puerto Morelos 0.40 PDLD
Cozumel PDLD 0.005
Akumal PDLD 0.002
Mahahual PDLD 0.16
Banco Chinchorro PDLD 0.012

En la Figura 4 se observa la curva de acumulacién de OTUs obtenida
mediante el estimador de riqueza Chao1. La curva no es en su totalidad asintética

y la riqueza estimada (Chao1) se encuentra por encima de la observada (Sobs).
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Figura 4. Curva de acumulacion de OTUs generada utilizando el estimador de riqueza
Chao1. Chao1: riqueza estimada, Sobs: rigueza observada.
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Figura 5. Cluster obtenidos a partir de la matriz de similitud creada con el coeficiente de
Bray-Curtis.
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De acuerdo con la distribucién de OTUs presentes en cada comunidad vy el
analisis de clusters realizado a partir de una matriz de disimilitud de Bray-Curtis, la
Figura 5 muestra la conformacién de dos grandes clados, dentro de éstos se
observa el agrupamiento de los sitios que son mas similares entre si dependiendo
del nuimero de OTUs compartidas y de la filogenia a la que corresponden. Se
observa una clara separacion de dos grandes grupos, uno con aquellas
localidades que poseen un miembro de la familia Micromonosporaceae, como es
el caso de los géneros Salinispora, Verrucosispora y Micromonospora; y otro
donde predomina el género Streptomyces. El analisis multidimensional (NMDS)
confirma dicha distribucion debido a que los valores de estrés se encuentran
dentro del rango aceptado. En las Figuras 6 y 7 es posible observar que las
localidades se distribuyen de manera independiente a las categorias de nutrientes
sugiriendo que la observacion hecha mediante el analisis de clusters es correcta y
sefala la separacion de los géneros marinos. Debido a esto se asume que el
agrupamiento de las localidades no se vio ligado a la presencia de algun nutriente.
Mas aun, esto se corrobora con el analisis estadistico ANOSIM puesto que no se
obtuvieron valores significativos (%N: P =0.89, R=-0.18; %COT: P =049 y R= -
0.026).

CANCUN 2D Stress 017 |[2/ COT
PDLD
¥ BP
AP
RIOLAGARTOS
PUERTOMOR 3D Stress: 0.08
v
MAHAHUAL BANCOCHIN
BOCANA
CHELEM COZUMEL
CHELEM
DZILAM
HOLBOX
v
RIDLAGARTO!
BOCANA
CELESTUN AKUMAL
COZUMEL v

Figura 6. Analisis multidimensional (NMDS) que representa la matriz de similitud ylas categorias de
nutrientes correspondientes al porcentaje de Carbono Organico Total. PDLD: por debajo del limite de
deteccidn, AP: alto porcentaje (COT > 1%), y BP: bajo porcentaje (COT <1%).
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Figura 7. Analisis multidimensional (NMDS) que representa la matriz de similitud y las categorias de
nutrientes correspondientes al porcentaje de Nitrogeno Total. PDLD: por debajo del limite de deteccion,
AP: alto porcentaje (NT > 0.4%), y BP: bajo porcentaje (NT <0.4%).

El andlisis de clusters Unifrac confirmd una vez mas la separacion de las
localidades en dos grandes clados (Figura 8), el primero conformado por: Rio
Lagartos, Cancun, Dzilam, Banco Chinchorro y Akumal, en el cual se observa la
separacion de éste ultimo con respecto al resto. En el segundo clado formado por:
La Bocana, Mahahual, Chelém, Celestin, Holbox, Puerto Morelos y Cozumel. La
prueba Jackknife realizada sobre el arbol de clados mostr6 que la validez
estadistica dentro de la separacion los grupos se mantienen con mas del 99%,
mientras que en el interior de cada clado fue menos del 50%. Confirmando la
observacién previa de la separacién entre OTUs estrictamente marinas y el resto
de los géneros incluyendo Streptomyces.

El analisis dimensional (NMDS) realizado a partir de la matriz de distancia
junto con las categorias de nutrientes tampoco mostré patrén alguno en cuanto a
la distribucion de las localidades con respecto a los nutrientes. En las Figuras S y
10 se observa una separacidon relativamente marcada entre las comunidades

Cancun, Rio Lagartos, Dzilam, Akumal y Banco Chinchorro. Para este caso, la
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prueba ANOSIM fue, una vez mas, no significativa (%N: P =0.88, R= -0.14;
%COT: P=0.48 y R= -0.031, Figuras 9 y 10).
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| Hx.pm
Mah.are
Boc.pla
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Can.arr
Ak.arr

Figura 8. Arbol de clados conformados por las localidades estudiadas utilizando la diversidad
filogenética como parametro de comparacion, la linea roja indica un soporte de validez de mas
del 99% obtenido mediante la prueba estadistica Jackniffe (Localidades: RL: Rio Lagartos, Can:
Cancun, Dz: Dzilam, Ak: Akumal, Bchi: Banco Chinchorro, Boc: La Bocana, Mah: Mahahual, Che:
Chelém, Cel: Celestun, Hx: Holbox, Pm: Puerto Morelos, Coz: Cozumel) (Ambiente: lag: Laguna
costera, arr: Arrecife, pm: pastos mairnos, are: arena, pla: playa).
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Figura 9. Analisis multidimensional (NMDS) que representa la matriz de distancias UniFrac y las
categorias de nutrientes correspondientes al porcentaje de Carbono Organico Total. PDLD: por
debajo del limite de deteccién, AP: alto porcentaje (COT > 1%), y BP: bajo porcentaje (COT

<1%).
2D Stress 0.05 || %BNT
4 PDLD
& BP
+ AP
Ak.arr
[ ] PM.arr 3D Stress: 0.02
RLlag ¢
+
Che.lag
+
Dz lag Mah.are Hx.pm
* [ ] ®
Can.arr Boc.pla
*
+ Cel.lag
. +
Bchi.pm Coz.arr
L ]
®

Figura 10. Analisis multidimensional (NMDS) que representa la matriz de distancias
UniFrac y las categorias de nutrientes correspondientes al porcentaje de Nitrégeno Total.
PDLD: por debajo del limite de deteccidn, AP: alto porcentaje (NT > 0.4%), y BP: bajo
porcentaje (NT <0.4%).
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Finalmente en el analisis de significancia realizado con la métrica UniFrac,
comprueba los resultados obtenidos en el analisis de clusters, destacando a
Banco Chinchorro con un valor de p de 0.0 (significativo). Las otras localidades
medianamente significativas fueron Rio Lagartos y Chelém, con valores p de 0.01
y 0.08 respectivamente, mientras que el resto de las comunidades no se

consideraron como diferentes de manera significativa.

Tabla lll. Valores de p obtenidos mediante la métrica UniFrac. Los valores mas
cercanos a 0 indican la diferencia significativa entre la comunidad de una localidad con
respecto a las demas.

Significancia UniFrac

Muestras Valor p
Akumal 0.66
Banco Chinchorro 0.0
La Bocana 0.307
Cancun 0.98
Celestun 0.93
Chelém 0.08
Cozumel 0.32
Dzilam 0.29
Holbox 0.64
Mahahual 0.19
Puerto Morelos 0.10
Rio Lagartos 0.01
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Pruebas de crecimiento en agua destilada

Los resultados obtenidos en la prueba de crecimiento en medio de cultivo

elaborado con agua destilada para cepas del género Streptomyces se observan

en la Tabla V. La mayoria de las localidades contaron con cepas incapaces de

crecer en ausencia de sales o presentaron poco crecimiento después del periodo

de incubacién. El crecimiento nulo parece predominar en las localidades que

pertenecen al mar Caribe, destacando en la zona del Golfo de México, Chelém.

Tabla IV. Cepas pertenecientes al género Streptomyces por localidad que presentaron
nulo (--) o poco crecimiento (+/-) en medio de cultivo preparado con agua destilada
después de un periodo de 96 horas de incubacion.

OTU CEPA LOCALIDAD Crecimiento OTU CEPA LOCALIDAD Crecimiento
1 NCA003  Chelém +/- 36 NCAO051 Bocana +/-
2 NCAQ004 Chelém -- 30 NCAO12  RiolLagartos +/-

22 NCAO001 Chelém -- 30 NCA028  Holbox --
26 NCA008 Chelém -- 30 NCAO021 PuertoMorelos  +/-
30 NCA009 Chelém -- 30 NCA022 PuertoMorelos  --
30 NCA002 Chelém -- 30 NCA024 PuertoMorelos  --
30 NCA007  Chelém -- 29 NCA048 Cozumel --
36 NCA006 Chelém -- 31 NCA079  Akumal --
21 NCAO058 Bocana -- 33 NCA084  Akumal +/-
22 NCAO061 Bocana +/- 34 NCA085  Akumal -
26 NCA060 Bocana -- 36 NCA090  Akumal --
26 NCAO055 Bocana +/- 29 NCAO076 Mahahual +/-
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DISCUSION

Identificacion de actinomicetos cultivables

En los Ultimos afos, el estudio enfocado a la exploracion de nuevos
ambientes para la obtencién de cepas de actinomicetos “raras”, o distintas a las ya
conocidas que posean la capacidad de producir nuevos compuestos con actividad
biolégica, ha sido adoptado por la comunidad cientifica como una alternativa
prometedora para el desarrollo de nuevos farmacos. Conocer mas acerca de la
diversidad, distribucion y ecologia de los actinomicetos representa una ventaja
para el aislamiento exitoso de cepas novedosas, en especial en el medio marino
(Solano etal., 2009).

La presencia de actinomicetos en los ecosistemas marinos ya ha sido bien
documentada mediante estudios dependientes e independientes de cultivo (Mincer
et al., 2002; Jensen et al., 2005b; Prieto-Davé et al., 2013; Duncan et al., 2014) vy,
es gracias a éstos trabajos que se han modificado las técnicas, tratamientos y
medios de cultivo para lograr el aislamiento de la mayor cantidad de actinomicetos
posible (Jensen y Lauro 2008). Como resultado del estudio de bioprospeccién de
actinomicetos de la zona costera de la Peninsula de Yucatan, se obtuvieron en
total 106 cepas con morfologia colonial tipica de la clase Actinomicetales, nimero
conservador si se compara con otros trabajos realizados en aguas marinas del
pais que van de 300 a 1497 (Maldonado et al., 2009; Becerril-Espinosa et al.,
2013). Para la peninsula de Yucatan, este trabajo representa el primer registro de
actinobacterias en sedimentos marinos y es un punto de partida para futuros
trabajos ecolégicos y de bioprospeccion. En un total de 91 cepas secuenciadas y
38 OTUs obtenidas, se encontraron 12 géneros: Streptomyces, Micromonospora,
Saccharomonospora, Saccharopolyspora, Dietzia, Nocardiopsis, Verrucosispora,
Actinomadura y Salinispora que ya habian sido reportados con anterioridad en
aguas mexicanas (Golfo de México y Golfo de California) (Martin et al., 2007;
Maldonado et al., 2009; Becerril-Espinosa et al., 2012; Torres-Beltran et al., 2012,
Becerril-Espinosa et al., 2013), y los géneros Pseudonocardia, Jiangella y

Brachybacterium, cuya presencia ya ha sido detectada en el mediterraneo, el mar
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amarillo y el mar caribe costarricense, siendo el primer registro para aguas
mexicanas (Agogué et al., 2005; Solano et al., 2009; Zhang et al., 2010). Al igual
que en otros trabajos en sedimentos costeros, el género Streptomyces domina
significativamente en las cepas de actinomicetos aislados de las costas yucatecas
(Figura 2, Tabla 1), confirmando que éste género es el mas comun dentro de
ambientes marinos costeros (Kokare et al., 2004; Duncan et al., 2014). Este
dominio es real ya que, aunque podria pensarse que el medio de cultivo
selecciona a favor de los Streptomyces, se ha reportado ampliamente que la
predominancia del género se pierde al alejarse de la costa, incluso utilizando el
mismo medio de cultivo (Jensen etal., 1991; Prieto-Davo et al., 2008). A pesar de
gue se ha reportado que algunas fuentes de nitrogeno como la peptona, favorecen
el crecimiento de cepas productoras de compuestos con actividad antibiotica,
como lo es Streptomyces (Ozcan et al., 2013); en este estudio la presencia de
dicho género no estuvo relacionada con ninguno de los nutrientes evaluados
(%COT y %NT).

El segundo género mas abundante fue Salinispora, ubicandose en las
localidades de Rio Lagartos, Cancun, Akumal y Banco Chinchorro (Figura 2 y
Tabla 1), confirmando la distribucion pantropical de este género que ha sido
propuesta por distintos investigadores desde el comienzo su estudio (Mincer et al.,
2002; Maldonado et al., 2009; Freel et al., 2013). Mas aun, este género se
caracteriza por la necesidad del i6n sodio para su crecimiento, por lo que se le
considera exclusivo del medio marino (Mincer et al., 2002, Fenical y Jensen,
2006). Como se muestra en la Figura 3, se conforma un clado bien soportado con
las cepas que fueron identificadas dentro del género Salinispora, en especifico,
con las especies S. arenicola y S. tropica, ambas especies con una amplia gama
de compuestos activos reportados (Fehling et al., 2003, Fenical ef al., 2009). Al
igual que con Streptomyces, la presencia de Salinispora no se vio ligada a la
concentracion de nutrientes evaluados, sin embargo, los analisis de clusters
muestran una clara separacion entre las localidades de las cuales se aislaron
cepas de este género y otros pertenecientes a la familia Micromonosporaceae,

como es el caso de Verrucosispora y Micromonospora (Fig. 5y 8), ambos con su
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respectiva cepa tipo mas cercana reportada como de origen marino (Dai et al,,
2010; Tanasupawat et al, 2010). Mas aun, los géneros Verrucosispora vy
Micromonospora, al igual que Salinispora, se consideran como una fuente
importante de metabolitos bioactivos (Fenical y Jensen, 2006; Kwon et al., 2006).
Los analisis multidimensionales (Fig. 6, 7, 9, 10), sugieren que las localidades
Akumal, Banco Chinchorro, Cancun, Dzilam y Rio Lagartos presentaron una
influencia mayor de cepas marinas que el resto de las localidades muestreadas.
Ya que la adaptacién al medio marino es una caracteristica significativa en la
seleccién de cepas de actinomicetos para el descubrimiento de productos
naturales (Lam, 2006), es importante estudiar a todas las cepas aisladas de estas
localidades para evaluar su produccion de metabolitos secundarios con actividad
biolégica.

Los géneros restantes reportados en este trabajo se distribuyeron de
manera puntual en una o maximo dos localidades (Figura 3). Los géneros
Actinomadura, Micromonospora, Jiangella, Pseudonocardia, Nocardiopsis,
Saccharomonospora, Saccharopolyspora, Brachybacterium vy Dielzia, se
consideran como ‘raros” y poco estudiados (Ward y Bora, 2006; Khanna ef al,,
2011; Tiwari y Gupta, 2012; Li etal., 2014) por lo que su evaluacion en cuanto a la
produccidon de metabolitos secundarios con actividad biologica también es
importante.

Las secuencias obtenidas en este trabajo se agruparon dependiendo del
porcentaje de similitud que comparten unas con otras (Scholoss y Wescott, 2011).
Debido a la falta de una definicién concreta de especie bacteriana la creacién de
OTUs a partir de secuencias de la misma region y longitud del gen ADNr 16s en
los estudios de comunidades microbianas permite realizar analisis mas certeros de
abundancia, rigueza y diversidad (Stach et al., 2003; Patin et al., 2013; Bunge et
al.,, 2014). Para este estudio, las OTUs fueron conformadas con un 97% de
similitud entre secuencias, porcentaje ampliamente utilizado para definir a un nivel
de especie en estudios de comunidades microbianas (Cai et al., 2013; Kerfahi et
al., 2014; Papale et al., 2012; Gulay y Smets 2015) basandose en el argumento

que sefala que dos organismos procariotas que comparten un porcentaje de
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hibridacibn ADN:ADN mayor a un 70%, presentaran una similitud en sus
secuencias del gen ADNr 16s mayor o igual al 97%, por lo que deberia
considerarse de la misma especie (Stackebrandt y Goebel, 1994; Stach y Bull,
2005; Vos, 2011). Sin embargo, en algunas ocasiones es dificil diferenciar dos
especies basandose uUnicamente en la secuencia del gen 16S ribosomal, esto
debido a al alto porcentaje de similitud que se puede presentar entre secuencias a
pesar de presentar poca hibridacion ADN:ADN (Rossello-Mora y Amann, 2001;
Kim et al., 2014). Por otra parte, se ha criticado el uso del gen ADNr 16s para
clasificar organismos por arriba del nivel de género, debido a su alta conservacion
(Kéampfer, 2012), y a la alta velocidad a la cual ocurren las diferentes presiones
ecoldgicas que dan origen a variaciones genéticas a nivel especie (Caro-Quintero
y Konstantinidis, 2012). Cabe sefalar que en el presente trabajo se utilizaron
secuencias parciales del gen ribosomal 16S, las cuales permiten hacer inferencias
ecologicas dentro de las comunidades microbianas, que para el caso, es la
finalidad del presente. Si se contemplara un estudio taxonémico a fondo, seria
necesario refinar las técnicas de identificacion molecular para llegar a una
clasificacion certera a nivel de especie. La Figura 3 muestra el arbol filogenético
que comprueba la clasificacion taxonémica de cada OTU. Si bien los porcentajes
de similitud con respecto a las bases de datos consultadas (SILVA y EZtaxon) son
mayores a 98%, debido a los argumentos anteriormente citados, no se descarta la
posibilidad de que alguna represente una nueva especie y/o produzca un
compuesto novedoso. Como claro ejemplo, las especies Salinispora tropica y S.
pacifica, a pesar de compartir un 99% de identidad a nivel genoma, producen
metabolitos secundarios diferentes, por lo que obtener una amplia microdiversidad
filogenéitca es también una buena estrategia en la busqueda de productos
naturales (Jensen etal., 2007). Dentro del clado conformado por Streptomyces, se
observa que se forman grupos internos bien soportados y que la mayoria de las
OTUs se agrupan de manera independiente a la cepa tipo, respaldando la
propuesta del aislamiento de nuevas especies en este trabajo. El resto de las
cepas se distribuyen a lo largo de tres grandes clados, algunos agrupandose de

manera independiente o dentro de la misma rama que su respectiva cepa tipo. Por
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otra parte, la mayoria de las cepas tipo del clado Streptomyces, se han descrito a
partir del medio terrestre, por lo que los resultados de crecimiento en medio de
cultivo elaborado con agua destilada apoyan una vez mas la hipétesis de que

dichas cepas sean novedosas con respecto a las ya descritas (Tabla V).

Analisis de nutrientes y diversidad

La curva de estimacién de riqueza (Figura 4), indica que no se ha llegado a
la asintota esperada en un muestreo exhaustivo, por lo tanto, podria ser un
indicativo de que es necesario seguir realizando muestreos 0 que es necesario
utilizar distintos métodos de cultivo o tratamientos de muestra para lograr
encontrar el total de actinomicetos presentes en las muestras y asi maximizar el
nuamero de OTUs distintas con el numero de muestras (métodos de cultivo) (Gotelli
y Colwell 2011). Un muestro adecuado es una parte importante en el estudio de
las comunidades microbianas puesto que de él dependen los analisis posteriores,
en especial para ecosistemas marinos, ya que se requiere de un mayor esfuerzo
para evitar sesgos en el numero de muestras, que a su vez repercute en el conteo
de especies (Wintzingerode ef al., 1997). En este trabajo se abarcaron 12
localidades a lo largo de la peninsula de Yucatan, sin embargo, el muestro o
procesamiento de muestras, no fueron suficientes para obtener la mayor
diversidad de actinomicetos cultivables, por lo que se sugiere continuar realizando
muestreos intensivos y usar un mayor numero de métodos de cultivo en estudios
posteriores.

Los analisis de disimilitud de Bray-Curtis, clusters y Unifrac permitieron
conocer cuales localidades eran mas similares o mas diferentes unas de otras
utiizando como parametro el numero de OTUs compartidas con respecto a la
cantidad de nutrientes (%NT y %COT) o bien la diversidad filogenética asociada a
las secuencias parciales del gen ADNr 16s. Tanto el analisis de disimilitud de
Bray-Curtis como los realizados en la suite UniFrac, sefialan la separacién de las
localidades muestreadas en dos grandes poblaciones o clusters (Figura 5y 8), lo
que sugiere que dichas OTUs compartidas estan relacionadas a nivel genético. A

pesar de que el porcentaje de nutrientes (%COT y %NT) presentes en el
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sedimento no influyd de manera significativa en la separacion de dichas
poblaciones (Figura 6, 7, 9 y 10), es posible observar que uno de los clusters
parece estar conformado por OTUs que comparten un requerimiento de agua de
mar para su crecimiento (Figura 5 y 8). Si bien la conformacion de clusters se
mantiene en ambas aproximaciones, no es la cantidad de nutrientes el factor que
influye de manera directa, por lo que es posible que la adaptacion al agua de mar
sea la presion selectiva en el ambiente que los une. Otras investigaciones
coinciden en que no existe relacién entre parametros fisico-quimicos en el
sedimento y la composicion de la comunidad microbiana cultivable (Duncan et al.,
2014), aunque Bredholt y colaboradores (2007) encontraron una relacion entre el
contenido de materia organica y la presencia de cepas del género Streptomyces
con actividad antibiotica, hecho que podria corroborarse en estudios posteriores
utilizando las cepas obtenidas en este trabajo.

En cuanto a las caracteristicas ambientales de las localidades agrupadas
en un mismo cluster, el primero se compone de las localidades de Dzilam, Rio
Lagartos, Cancun, Akumal y Banco Chinchorro, siendo las primeras dos partes del
Golfo de México, mientras que el resto se localiza en el mar Caribe. Tanto Dzilam
como Rio Lagartos concuerdan con porcentajes de nutrientes relativamente altos,
los cuales pueden ser producto de la eutroficacién propia de los ambientes tipo
laguna costera (Avramidis etal., 2013) o del aporte de aguas provenientes de la
red de acuiferos presentes en la peninsula de Yucatan (Herrera-Silveira, 2006). A
diferencia de Dzilam, Rio Lagartos se caracterizé por ser unas de las zonas con
mayor numero de OTUs, ademas de sobresalir en el analisis de significancia
Unifrac (p= 0.01), por lo que se considera como zona significativamente diferente.
Una de las condiciones ambientales caracteristicas de Rio Lagartos es la
hipersalinidad de sus aguas debido a la alta tasa de evaporacioén y poco aporte de
agua dulce por parte del acuifero (Herrera-Silveira etal., 1998; Valdes y Real
2004).

De las localidades Cancun, Akumal y Banco Chinchorro, destacan las
primeras dos por poseer numero alto de OTUs, mientras que Banco Chinchorro

sobresali6é en el analisis de significancia UniFrac (p= 0.0) y tiene la peculiaridad de
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no contar con miembros del género Strepfomyces. Esta ultima localidad se
encuentra mucho mas alejada de la costa que el resto, ademas de ser uno de los
arrecifes de plataforma mas importantes del Caribe y ser declarado Reserva de la
Biosfera en 1996 (Villegas-Sanchez et al., 2015). Al parecer, en este sitio existen
caracteristicas ambientales Unicas que permiten el crecimiento de distintos grupos
taxonbmicos a los encontrados en el resto de las localidades. Esta separacion
geografica podria estar acompafada de una evoluciéon alopatrica que promueve
una especiacion (Lozupone et al., 2007). Los sitios de Cancun y Akumal se
localizan dentro de un corredor turistico de suma importancia econémica, lo cual
los hace wulnerables a un alto impacto antropogénico y su consecuente
degradacién ecolégica (Barrera-Escorcia y Namihira-Santillan, 2004). Los
nutrientes en estas zonas fueron escasos; se sabe que el sedimento propio de los
arrecifes coralinos se compone en su mayoria de arenas carbonatadas, hecho que
complica la deteccion del carbono organico, ademas, la permeabilidad de este tipo
de sedimentos conlleva a una disminucién en la concentraciéon de carbono
organico (Boudreau et al. 2001).

El segundo cluster esta conformado por los sitios: Celestun, Chelém, La
Bocana, Holbox, Puerto Morelos, Cozumel y Mahahual. De ellos, destacan La
Bocana y Chelém por poseer mayor numero de OTUs, en su mayoria
pertenecientes al género Streptomyces, seguido por un nimero menor de OTUs
de Streptomyces en las localidades de Celestin y Holbox. La primera coincide
como una zona de nutrientes altos, sin embargo, en la segunda los porcentajes de
NT y COT fueron bajos. La zona de Holbox se ha caracterizado previamente por
valores bajos de compuestos nitrogenados, esto quiza debido a las corrientes
marinas que circulan cerca de la costa. Por otra parte, en Celestun el aporte de
nutrientes proviene de descargas de agua subterrAnea y aguas residuales
provenientes de actividades turisticas (Herrera-Silveira, 2006). Tanto La Bocana
como Chelém se encuentran en regiones hidroquimicamente similares,
diferenciandose en el nivel de impacto antropogénico, puesto que Cheléem esta
sujeta al mayor numero de descargas de aguas residuales de toda la costa de

Yucatan (Herrera-Silveira y Morales-Ojeda 2009), lo que podria relacionarse con
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los resultados obtenidos en la significancia UniFrac, donde su valor p (Tabla Ill) la
denomina como otra regién significativamente diferente.

Los sitios Puerto Morelos, Cozumel y Mahahual también forman parte del
corredor turistico del Caribe mexicano, por lo que sus ambientes también han sido
afectados. La salinidad de sus aguas se considera constante, aunque ligeramente
alta (Kjerfve, 1994; Chavez et al., 2014). Al igual que los otros sitios muestreados
dentro del Caribe, sus arenas son carbonatadas y permeables, con poco
contenido de nutrientes (Tabla II).

Las 12 localidades muestreadas se distribuyen a lo largo de dos regiones
oceanograficas distintas: el Golfo de México y el mar Caribe. La primer region se
caracteriza por poseer una zona de surgencia, aguas someras y poco calidas, y
una gran influencia de descarga de aguas por parte del acuifero debido a la
naturaleza karstica de la peninsula (Merino, 1997; Herrera-Silveira y Morales-
Ojeda 2009). Por otra parte, los sitios muestreados en el mar Caribe se localizan
dentro de la ecoregidn que abarca el Sistema Arrecifal Mesoamericano (MACR por
sus siglas en inglés), la cual se caracteriza por la presencia de sistemas
arrecifales (Murray, 2007), sedimentos arenosos, alta energia fisica (oleajes y
corrientes), alta salinidad, aguas calidas y un acelerado impacto antropogénico
producto de la creciente industria turistica (Graizbord et al., 2009; Chollett et al.,
2012). A pesar de que las localidades muestreadas forman parte de regiones
oceanograficas distintas, las comunidades de actinomicetos aislados de sus
sedimentos no muestrean una diferencia en diversidad filogenética, lo cual
reafirma la teoria de la distribucién cosmopolita de las bacterias en el océano
(O'Malley, 2008). Esta teoria se sustenta en las caracteristicas intrinsecas de las
células procariotas como lo son: la alta tasa de mutacidn que poseen, el
intercambio genético entre ellas, su tamafio microscopico, su facil dispersion y sus
bajas tasas de extincion (Fenchel, 2003). De esta manera, las comunidades
bacterianas presentes en un sitio en especifico se encuentran ahi en funcién de
las propiedades fisicas, quimicas y biolégicas del habitat, no de las caracteristicas

geoldgicas e histéricas del mismo (Fenchel y Finlay 2004).
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Pruebas de crecimiento en agua destilada

En los dltimos afios se han descrito especies de actinomicetos
estrictamente marinos, es decir, que requieren del ibn Sodio para su crecimiento
(Maldonado et al., 2005a). Coincide que, estas mismas especies han resultado ser
una fuente prometedora de compuestos bioactivos (Fehling et al., 2003, Fenical et
al., 2009). Debido a la gran diversidad y abundancia de OTUs del género
Streptomyces se llevaron a cabo estudios para conocer su dependencia al agua
marina para el crecimiento y poder identificar aquellas cepas que presentan
caracteristicas de marinas estrictas. Con ello se pretende resaltar a las cepas que
muestren adaptaciones al medio marino y por ende tengan una mayor
probabilidad de representar nuevas especies. Tal es el caso de la descripcion de
la cepa Streptomyces oceani como nueva especie Tian y colaboradores (2012).
En otros trabajos se ha documentado que, tanto el crecimiento 6ptimo como el
incremento de actividad antibidtica, ocurren en medios de cultivo elaborados con
agua de mar, o bien, adicionados con NaCl en concentraciones que varian de
0.5% a 3% (Tian et al., 2012; Rashad et al., 2015). Por ejemplo, el aislamiento
exitoso del compuesto marinopirrol B a partir de una cepa marina de Streptomyces
que requeria agua de mar para su crecimiento (Hughes et al., 2008).

De acuerdo con los resultados obtenidos, algunas cepas presentaron poco
crecimiento en medio de cultivo elaborado con agua destilada. A pesar de que el
género Streptomyces es tolerante a distintas concentraciones de sal (Rashad et
al., 2015), las cepas aisladas en este trabajo tienen similitud con cepas que
provienen del medio terrestre probablemente debido a que, originalmente, las
esporas han sido transportadas al medio marinos por diferentes procesos
(Goodfellow y Haynes, 1984), sin embargo, el poco crecimiento en agua destilada
sugiere que estos actinomicetos han comenzado una adaptacion al medio marino.
Tal es el caso de La Bocana y Chelém, donde las cepas presentaron nulo
crecimiento en medio de cultivo preparado con agua destilada a pesar de la
influencia terrestre originada por la descarga de aguas residuales que ocurre en

estas zonas (Herrera-Silveira y Morales-Ojeda 2009).
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Los otros sitios donde también se aislaron cepas de Strepfomyces con nulo
crecimiento en ausencia de sales fueron: Holbox, Puerto Morelos, Cozumel,
Akumal y Mahahual. A pesar de que estos lugares han sufrido un acelerado
crecimiento urbano y las descargas de aguas residuales al mar ha aumentado
considerablemente (Baker et al., 2010), las poblaciones de actinomicetos con
adaptaciones al medio marino persisten y se ha documentado que dichas
poblaciones son metabdlicamente activas dentro de las comunidades bacterianas

de los sedimentos marinos (Moran et al., 1995).
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CONCLUSIONES

Los parametros fisico-quimicos evaluados, en este caso los nutrientes
Nitrogeno Total y Carbono Organico Total, no tuvieron influencia
significativa en la distribucién, abundancia y diversidad de las cepas de
actinomicetos aisladas a partir de los sedimentos marinos.

Los analisis realizados, tanto de diversidad como filogenéticos, sefialaron la
agrupacién de dos grandes poblaciones genéticamente divergentes que
pueden estar siendo seleccionadas por otros factores medioambientales.

El analisis de significancia UniFrac sugiere que las localidades mas
divergentes genéticamente son Rio Lagaros, Chelém y Banco Chinchorro,
por lo que se podran direccionar esfuerzos para realizar muestreos
intensivos en dichos sitios.

A pesar de haber identificado las cepas con porcentajes de similitud
mayores al 98%, no se descarta la posibilidad de que representen nuevas
especies debido a las presiones selectivas intrinsecas de cada comunidad.
Las pruebas de crecimiento en agua destilada revelan la presencia de
cepas adaptadas al medio marino, las cuales a pesar de estar sujetas a un

alto impacto antropogénico, no han sido desplazadas.
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PERSPECTIVAS

e Gracias al trabajo aqui descrito se sugiere redisefiar los métodos de
muestreo. Hacer muestreos intensivos y trata de recolectar todos los
metadatos posibles es de suma importancia para la validacién de analisis
posteriores.

e Todos los ambientes son interesantes porque tienen diferentes presiones.
Cualquier ambiente puede representar una nueva fuente de actinomicetos
novedosos.

e Se recomienda utilizar diferentes métodos de pretratamiento, asi como
diferentes medios de cultivo para rescatar una mayor diversidad, para
rescatar la mayor diversidad posible de actinomicetos cultivables.

e Combinar las diferentes herramientas moleculares para lograr una
identificacion mas certera. Usar oligonucleétidos mas especificos para
diferenciar de género a especie.

e Realizar una comparaciéon con métodos independientes de cultivo para
comparar con la riqueza cultivable y establecer conclusiones respecto a las

comunidades de actinomicetos.
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