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En algun lugar, algo increible
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GLOSARIO

Acido desoxirribonucleico (ADN): Biomolécula organica bicatenaria conformada por
cadenas de desoxirribonucleotidos (azucar desoxirribosa, base nitrogenada:
adenina, citosina, guanina o timina y un grupo fosfato); conteniendo la
informacion genética de la mayoria de los seres vivos.

Acido ribonucleico (ARN): Biomolécula organica cominmente monocatenaria
conformada por ribonucledtidos (azucar ribosa, base nitrogenada: adenina,
citosina, guanina o uracilo, y un grupo fosfato), algunos implicados en la
sintesis de proteinas, en regular la expresion genética o actuando como
biocatalizadores.

Biofouling: Proceso natural de adhesion y sucesion ecoldgica tanto de micro y
macroorganismos en superficies sumergidas.

Biopelicula: Estructura colectiva de microorganismos adheridos a superficies vivas o
inertes, conformada principalmente por agua, exopolisacaridos secretados
por bacterias y en menor proporcion: proteinas, acidos nucleicos y productos
derivados de la lisis celular.

Cepa bacteriana: Variante genética o subtipo de un microorganismo, derivada de la
reproduccion de una célula inicial Unica, seleccionada y aislada.

Genoma: Material genético de un ser vivo.

Inhibicion de quorum sensing (IQS): También conocido como quorum quenching.
Inactivacion de los sistemas de comunicacion bacteriana.

Mesofilo: Organismo cuya temperatura de crecimiento oscila entre los 15y 35°C.

Metagendmica: Conjunto de métodos y técnicas utilizadas para el estudio de
comunidades a través del andlisis de su material genético sin el cultivo de
organismos individuales. La metagenomica es analoga a la gendmica con la
diferencia de que no se ocupa de un Unico genoma, de un clon u organismo
cultivado o caracterizado en el laboratorio, sino con toda la comunidad
microbiana presente en una muestra ambiental, evaluando de esta forma el

genoma de toda la comunidad.



N-acil homoserina lactona (AHL): Molécula sefializadora o autoinductor involucrada
en el proceso de quorum sensing o autoinduccion de algunas bacterias,
expresada genéticamente por bacterias a altas densidades celulares.
Compuesta por una cadena acil-grasa ligada a una homoserina lactonizada
a través de una unién amida.

Oligonucleétido: También conocido como cebador o primer, es una secuencia lineal
de nucledtidos unidos por enlaces fosfo-diéster, conformado por cincuenta
pares de bases 0 menos; sirve como punto de partida para la replicacion del
ADN.

Procarionte: Organismo unicelular del reino Monera o Archaea, siendo su principal
caracteristica el carecer de nucleo, puesto que su material genético se
encuentra en el citoplasma, en una region denominada nucleoide.

Sistema hidrotermal: Conjunto de procesos que redistribuyen la energia y la masa
en respuesta a los fluidos de agua circulantes. Estos sustratos estan activos
hoy en las cortezas oceanicas y continentales.

Somero: Poco profundo o que esta muy cerca de la superficie.

Termofilo: Organismo cuyas temperaturas optimas de crecimiento oscilan entre los
45y los 70°C.

Termotolerante: Organismo que tiene la habilidad de crecer entre los 45 y los 70°C.

Unidad Taxonomica Operacional (OTU): Unidades de diversidad microbiana. Son
grupos de organismos agrupados por similitud de secuencia de ADN de un
gen marcador taxonémico especifico.

Ventila hidrotermal: Grieta o fisura en la corteza terrestre de la cual fluye agua

geotermal.



RESUMEN

Los sistemas hidrotermales someros son ambientes extremos debido a que los
sedimentos y fluidos emitidos de las ventilas, presentan condiciones fisico-quimicas
inusuales a otras areas marinas, lo que promueve una biodiversidad Unica que desde
hace algunos afios ha sido de gran interés para la biotecnologia. En este trabajo se
realiz6 un estudio bioprospectivo, con la finalidad de caracterizar comunidades
bacterianas asociadas a ventilas hidrotermales someras, capaces de producir
compuestos inhibidores de biopeliculas. Para esta caracterizacion, se analizé la
diversidad y riqueza bacteriana de sedimentos en tres sistemas hidrotermales someros
de B.C.S., con técnicas de secuenciacion masiva y se evalud la potencial produccion
de compuestos con actividad inhibitoria de biopeliculas de la fraccion cultivable. En
estos sitios predominaron los microrganismos quimiosintéticos, observando que la
diversidad alfa y riqueza fueron menores en comparacion con sitios mesofilos control,
cercanos a los sistemas hidrotermales. Con la fraccién bacteriana cultivable (161
cepas) se realizaron ensayos de degradacion de autoinductores AHL (C6HSL)
implicados en el proceso de quorum sensing. Se utilizé el biosensor Chromobacterium
violaceum CV026 y 23 cepas mostraron actividad, de las cuales se obtuvieron
extractos organicos con acetato de etilo. Se probé el potencial de los extractos para
inhibir la formacién de biopeliculas frente a dos cepas patdégenas de humano
(Pseudomonas aeruginosa PAO1 y Aeromonas caviae ScH3), de una patdgena de
camaron (Vibrio parahaemolyticus M8), asi como de dos cepas marinas identificadas
como productoras de biopeliculas en superficies sumergidas (Virgibacillus sp. C29 y
Vibrio alginolyticus C96). Los resultados mostraron que algunas cepas
termotolerantes, en su mayoria Bacillus producen compuestos que inhiben
biopeliculas bacterianas (B. licheniformis, B. paralicheniformis, B. firmus, B.
oceanisedimenis, B. aerius y B. sonorensis). Asi como también otras bacterias como
Vibrio alginolyticus y Brevibacillus thermoruber mostraron actividad. Por lo tanto, se
concluye que estos sitios presentan una alta diversidad de microorganismos
guimiosintéticos y que son una fuente accesible de microorganismos cultivables con

compuestos que presentan potencial biotecnologico para inhibir biopeliculas.



ABSTRACT

Shallow hydrothermal systems are extreme environments because the sediments and
fluids emitted from the vents present unusual physical-chemical conditions compared
to other marine areas, which promotes a unique biodiversity that has been of great
interest for biotechnology. In this work a bioprospective study was carried out,
characterizing bacterial communities associated to shallow hydrothermal vents,
capable of producing biofilms inhibiting compounds. For this characterization, the
diversity and bacterial richness of sediments were analyzed in three shallow
hydrothermal systems of B.C.S., with massive sequencing techniques; and of the
culturable bacterial fraction, its potential production of compounds with inhibitory
activity of biofilms was evaluated. In these sites chemosynthetic microorganisms
predominated, it was observed that alpha diversity and richness were lower compared
to mesophilic sites, close to hydrothermal systems. With the culturable bacterial fraction
(161 strains), degradation tests of AHL autoinducers (C6HSL) involved in the quorum
sensing process were carried out. The biosensor Chromobacterium violaceum CV026
was used and 23 strains showed activity, from which organic extracts were obtained
with ethyl acetate; their potential to inhibit biofilm formation was tested against two
human pathogenic strains (Pseudomonas aeruginosa PAO1 and Aeromonas caviae
ScH3), a shrimp pathogen (Vibrio parahaemolyticus M8), as well as from two marine
strains identified as producing biofilms on submerged surfaces (Virgibacillus sp. C29
and Vibrio alginolyticus C96). The results showed that some thermotolerant strains,
mostly Bacillus, produce compounds that inhibit bacterial biofilms (B. licheniformis, B.
paralicheniformis, B. firmus, B. oceanizedimenis, B. aerius and B. sonorensis). As well
as other bacteria such as Vibrio alginolyticus and Brevibacillus thermoruber showed
activity. We concluded that these sites have a high diversity of chemosynthetic
microorganisms and that they are also an accessible source of -culturable

microorganisms with compounds that have biotechnological potential to inhibit biofilms.
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INTRODUCCION

Los sistemas hidrotermales marinos se consideran ambientes extremos debido a que
los fluidos emitidos de las ventilas o fisuras en el sedimento marino, presentan
condiciones fisico-quimicas inusuales a otras 4reas marinas, tales como: temperaturas
elevadas, concentraciones altas de dioxido de carbono, acido sulfhidrico,
hidrocarburos y metales pesados; entre otras caracteristicas que los hacen sistemas
anicos (Lentini et al., 2014). Tarasov y colaboradores (2005) clasificaron estos
ambientes de acuerdo a su profundidad en someros (menores de 200 m) y profundos
(mayores de 200 m).

Desde el descubrimiento de las ventilas hidrotermales profundas en 1977, el estudio
de la actividad hidrotermal submarina se ha orientado a la investigacion de éstas,
debido a que algunos autores aseguran que las condiciones extremas que poseen,
asemejan la atmosfera terrestre primitiva, concluyendo en hipétesis sobre el origen y
evolucion de la vida (Van Dover, 2000). Contrariamente, los sistemas hidrotermales
someros han sido estudiados con menor frecuencia, pese a que presentan facilidad en

la obtencién de muestras (Canet et al., 2005).

En estos ambientes, los organismos procariontes ejercen un papel crucial, sin
embargo, el estudio de su diversidad e importancia ecoldgica es limitado (Giovannelli
et al., 2013). El estudio de los microorganismos que habitan estos sistemas ha tomado
un particular interés, pudiendo atribuirse a su capacidad no so6lo de sobrevivir, sino
crecer activamente y multiplicarse a altas temperaturas y condiciones quimicas

distintas a otros medios (Sonnleitner, 2005).

Microorganismos extremofilos aislados de sistemas hidrotermales, se han estudiado
con un enfoque ecoldgico para dilucidar la funcion que ejercen en el medio (Van Dover,
2000), encontrando bacterias que tienen capacidad de colonizar diversos sustratos y
transformar compuestos quimicos derivados de la actividad hidrotermal a través de
reacciones redox (Fisher et al., 2007; Jogersen & Boetius, 2007) y la fijacion de C via
quimiosintética. Estas comunidades microbianas poseen metabolismos diversos y
algunas son capaces de oxidar Hz, Hz2S, S, CHs4, F2+ y NHa, utilizando distintos
aceptores de electrones (02, NOs, SO4) (Fishert et al., 2007). Esto promueve la

1



formacién de sistemas hidrotermales con una biodiversidad propia de estos ambientes
que desde hace algunos afios han sido de gran interés para estudios con potencial
biotecnoldgico, ya que algunas bacterias aisladas de estos ambientes son productoras
de enzimas de importancia biotecnolégica como las polimerasas (Innis et al., 1988),
proteasas (Cowan et al., 1985), amilasas (Ogasahara, 1970), alcohol deshidrogenasas
(Lamed & Zeikus, 1981) o aquellas productoras de autoinductores involucrados en la
formacion de exopolimeros, etc. Estos compuestos expresados genéticamente para la
formacion de biopeliculas, les permiten sobrevivir en las condiciones adversas del
medio, como consecuencia de la comunicacion bacteriana a altas densidades
celulares (quorum sensing) (Nichols et al., 2009). A su vez, también se ha demostrado
la presencia de bacterias termoéfilas productoras de enzimas N-acilhomoserina
lactonasas (Seo et al., 2011; Morohoshi et al., 2015) y compuestos que degradan los
autoinductores de otras bacterias, inhibiendo dicha comunicacion y la formaciéon de
sus biopeliculas, los cuales son interesantes por sus multiples aplicaciones en el area

de la biomedicina y biotecnologia (Kokare et al., 2009).

Identificar a los organismos que habitan estos sistemas hidrotermales, permitira un
acercamiento a la caracterizacién de las comunidades bacterianas de ambientes
extremos para conocer el potencial de estos sistemas como fuente de compuestos
innovadores (Wiegel, 1998). Ya que en particular, los microorganismos que viven en
hébitats marinos extremos, presentan una gran diversidad metabdlica que les permite
sintetizar biomoléculas que presentan potencial biotecnolégico, debido a las
propiedades fisicas y estructurales que presentan (Nicolaus et al., 2010).

Por lo que este trabajo pretende realizar un estudio bioprospectivo con la finalidad de
caracterizar comunidades bacterianas asociadas a ventilas hidrotermales someras,
describiendo la funcién que ejercen en esos ambientes extremos de acuerdo a su
metabolismo basado en literatura, esperando que debido a los factores bidticos y
abidticos de estos sitios, las bacterias marinas presentes produzcan compuestos con

potencial uso para inhibir biopeliculas.



2. ANTECEDENTES

En Meéxico los estudios sobre sistemas hidrotermales someros son escasos Yy
principalmente se han explorado desde el punto de vista geoldgico y geoquimico,
sobre todo de los gases y fluidos emitidos por las ventilas (Villanueva-Estrada et al.,
2005; Forrest et al., 2005). Con respecto a estudios microbiolégicos y del potencial
biotecnolégico de estos ambientes en el pais, son aun mas escasos y sélo algunos

analizan comunidades bacterianas.

En el caso del estado de Baja California Sur, existen investigaciones microbiolégicas
de las fracciones cultivables, aisladas de sistemas hidrotermales con distintos objetivos
(Garcia-Maldonado, 2009; Gallut-Rubio, 2016), sin embargo, sélo se ha realizado un
reporte bacteriano de comunidades asociadas a estos sistemas (Davila-Ramos et al.,
2015) y el potencial antimicrobiano e inmunoestimulante de bacterias aisladas de

sistemas hidrotermales (Rodriguez-Valdez, 2017).

2.1 Composicion bacteriana en sistemas hidrotermales someros.

Con respecto al estudio de la diversidad, riqueza y composicién taxonémica bacteriana
en sistemas hidrotermales someros, Sievert y colaboradores (2000), investigaron la
abundancia relativa de bacterias y arqueas a lo largo de un gradiente térmico en
ventilas someras submarinas cerca de la isla de Milos, Grecia. La mayor concentracién
de ARNr procarionte se encontr6 en la superficie del sedimento y ésta disminuy6
significativamente con la profundidad. Las bacterias constituyeron al menos el 78% de
la comunidad, sin embargo, a lo largo del gradiente de temperatura mas elevada, la
proporcién de ARNr de arqueas aumento, pero continué como minoria con respecto a
la abundancia de bacterias. Sugiriendo que las arqueas probablemente estan
restringidas a un nicho estrecho, mientras que las bacterias dominan en un ambiente

de temperaturas altas, en donde una vez se creyd que era exclusivo del reino Archea.

Por otra parte, Hirayama y colaboradores (2007) caracterizaron comunidades
microbianas cultivables y no cultivables, asociadas con un sistema hidrotermal somero

frente a la isla Taketomi, Japdn. En su estudio demostraron que los microorganismos



cultivados directamente del fluido hidrotermal y de tapetes microbianos fueron en su
mayoria autétrofos oxidantes del azufre, siguiendo en abundancia los oxidantes del
metano. En general sus resultados mostraron que en un sistema hidrotermal poco
profundo o somero, donde la luz solar es abundante, habitan comunidades
microbianas Unicas que se sustentan en la produccion primaria quimiosintética mas

que por la produccion fotosintética.

Con respecto a la actividad primaria en los sistemas hidrotermales, Maugeri y
colaboradores (2009), estudiaron poblaciones de bacterias y arqueas en la isla de
Panarea, lItalia; detectando bacterias oxidantes del azufre tanto en métodos
dependientes de cultivo como en otros no dependientes de cultivo. Demostrando que

la produccién primaria en el sitio, estd conformada por fotétrofos y quimiolitétrofos.

En 2013 Tang y colaboradores realizaron estudios de metagenémica y sus datos
mostraron que las bacterias dominantes en la superficie del agua marina fueron
Epsilon y Gammaproteobacterias. Entre la superficie del mar y la ventila hidrotermal
se registraron bacterias fijadoras de carbén y sulfurosas. Y directamente en la ventila
se encontraron organismos quimioautétrofos. En general, sus analisis comparativos
de metagenomas, mostraron gque en los microorganismos que habitan las ventilas
hidrotermales someras, es posible encontrar algunos genes similares presentes en

sistemas hidrotermales profundos.

Antranikian y colaboradores (2017), publicaron los resultados de sus estudios sobre la
diversidad de bacterias y arqueas de dos sistemas hidrotermales someros en Isla
Vulcano, ltalia, esto con un enfoque donde combinaron métodos de electroforesis
desnaturalizante en gel de gradiente (DGGE) y estudios de metagenémica.
Demostraron una gran diversidad de arqueas hipertermdéfilas y en especial, una gran
abundancia de géneros como Staphylothermus, Thermococcus y Aeropyrum. En
cuanto a la comunidad bacteriana se observd una gran abundancia de bacterias
pertenecientes al filo Epsilonproteobacteria, especialmente los géneros Sulfurimonas

y Sulfurovum.



2.2 Estudios microbiolégicos de sistemas hidrotermales someros de Baja
California Sur, México.

En Baja California Sur, México, existen zonas de sistemas hidrotermales someros, y
de ellos hasta el momento, se conoce poco sobre diversidad microbiana o la busqueda
de sustancias con potencial biotecnoldgico. Davila-Ramos y colaboradores (2015),
realizaron un primer reporte describiendo algunas comunidades bacterianas en
Mapachitos, Bahia Concepcion, con estudios de metagendémica. Encontrando
bacterias termdfilas del tipo Gamma, Delta, y Epsilonproteobacteria, asi como también
Bacteriodetes en las condiciones oxidantes de la bahia. Identificaron bacterias que se
han observado en ambientes oxidantes extremos, sefialando que las caracteristicas
fisicas y quimicas de las manifestaciones geotérmicas, tienen un importante impacto

en la biodiversidad de las bacterias en las ventilas hidrotermales someras.

El manglar Santispac, ubicado en Bahia Concepcion ha sido estudiado con distintos
fines. Ejemplo de ello es el trabajo de Garcia Maldonado (2009) quien describe
comunidades de cianobacterias asociadas a macroestructuras microbianas en el
manglar. Detectando distintos géneros de cianobacterias que por primera vez se
reportan para manantiales hidrotermales someros, tales como Cyanobacterium,
Gloeothece y Lyngbya. En 2016, Gallut Rubio aisl6 22 cepas de bacterias en oncoides
de manantiales hidrotermales del mismo manglar, identificando especies a partir de
secuencias del 16S ARNr como Nitratireductor, Ornithinibacillus, Bacillus, B.

licheniformis y Synechococcus elongatus.

Rodriguez Valdez (2017) aislo bacterias de ambientes extremos en B.C.S. de una
ventila hidrotermal somera del manglar Santispac, Bahia Concepciéon y de la Salina en
Laguna Ojo de Liebre, Guerrero Negro. Investigo la actividad antimicrobiana de las
cepas aisladas frente a las cepas patdégenas: Staphylococcus aureus, Escherichia coli,
Salmonella typhimurium y Aeromonas hydrophila. También evalu6é la actividad
inmunoestimulante de sus cepas mediante la produccién de 6xido nitrico, especies
reactivas de oxigeno, actividad fagocitica y antioxidante, asi como la viabilidad en

leucocitos de bazo de raton. En general, demostré que bacterias aisladas de estos



ambientes extremos tienen potencial antimicrobiano y presentan actividad

inmunoestimulante.

2.3 Bacterias asociadas a sistemas hidrotermales y su relacion con procesos de

qguorum sensing y formacién de biopeliculas.

El proceso de quorum sensing (QS) permite coordinar comportamientos microbianos
en comunidades de bacterias mesdfilas. Sin embargo, se ha prestado poca atencion
a la posibilidad de que tal fendmeno ocurra en ambientes extremos. Inicialmente el
proceso de QS se pensaba poco probable en ambientes terméfilos y moderadamente
termdfilos, debido a que moléculas sefalizadoras del tipo AHL son termolébiles
(Nichols et al., 2009). A pesar de esto, algunos estudios muestran que
microorganismos termofilos e hipertermoéfilos se comunican con distintos fines y
algunos de ellos se han identificado como productores de exopolisacaridos, asi como
también formadores de biopeliculas.

Por ejemplo, Johnson y colaboradores (2005) estudiaron a la especie hipertermdfila
Thermotoga maritima y ademdas de identificar una via para la formacién de
polisacaridos (utilizados en la formacion de biopeliculas), sugirieron que las moléculas
involucradas en el proceso de QS en bacterias hipertermdfilas pueden ser péptidos.
Indicando que esta comunicacion también debe considerarse como un componente de

la actividad microbiana dentro de los habitats hidrotermales.

Nichols y colaboradores (2009) exponen que la temperatura puede mediar la expresion
de autoinductores 2 (Al-2), los cuales son moléculas de furanosil borato diester. Estos
autoinductores han sido propuestos como sefiales universales, debido a su
participacion en la comunicacién entre distintas especies bacterianas gram negativas
y positivas. En este trabajo se enfatiza la importancia de los factores ambientales; por
ejemplo las altas temperaturas, como agente abibtico causante de fendmenos
bioguimicos y microbiolégicos en estos ambientes. Esto fue descubierto con ensayos
in vitro cuando Pyrococcus furiosus se cultivd con T. maritima y se descubrié que los
dos juntos producen una sefial de tipo Al-2, careciendo de un homaélogo que codifique

el gen LuxS en sus genomas. Este gen es el encargado de codificar una enzima



esencial para la sintesis de autoinductores. Por lo tanto, en este trabajo se observa
que en ambientes hidrotermales no sélo el gen LuxS puede mediar la produccion del

Al2, sino también la temperatura.

En 2011 Seo y colaboradores aislaron y caracterizaron una enzima N-acilhomoserina
lactonasa de Geobacillus caldoxylosilyticus; una bacteria termofila, la cual tiene
actividad degradadora de moléculas N-acil homoserina lactonas (AHLS) de diferentes
longitudes de cadena de acilo, por lo tanto podria degradar moléculas de distintas
especies bacterianas. En el mismo afio Ng y colaboradores aislaron una enzima
lactonasa similar a una fosfotransferasa, a partir de la arquea termdfila Sulfolobus
solfataricus y demostraron que tenia actividad inhibitoria de QS contra Pseudomonas
areuginosa PAO1, aportando la primera demostracion de que estas enzimas pueden
usarse para atenuar la produccién de factores de virulencia controlados por sefales
de QS. Por otra parte, Morohoshi y colaboradores (2015), caracterizaron una enzima
termoestable también N-acilhomoserina lactonasa de la bacteria termofila
Thermaerobacter marianensis, aislada de la Fosa de las Marianas, esta enzima
funciona como una lactonasa de AHL catalizando la apertura del anillo AHL
hidrolizando lactonas, mostrando una mayor termoestabilidad que otras lactonasas
AHL.



3. JUSTIFICACION

La mayoria de los sistemas hidrotermales someros en el estado de B.C.S. son
desconocidos en aspectos ecolégicos. En este sentido, el conocimiento del
metagenoma de un ambiente en particular, nos permite conocer diversos aspectos de

la vida microbiana que se est& generando.

Estudiar la fraccion cultivable y no cultivable nos permite tener una aproximacion del
componente bacteriano asociado a estos ambientes. Debido a las caracteristicas
fisicoquimicas inusuales de estos sistemas, en donde se han desarrollado estas
bacterias y presentan distintas interacciones entre ellas, se espera que produzcan
compuestos que potencialmente puedan ser explotados con fines biotecnoldgicos,
distintos a los estudiados en otros medios marinos. Entre estos compuestos se

encuentran aquellos que inhiben la comunicacién bacteriana.

La comunicacion entre bacterias a través del QS desencadena la expresion
sincronizada de genes en la poblacion, regulando funciones bioldgicas importantes
como la movilidad, bioluminiscencia, virulencia o la formacién de biopeliculas. Estas
ltimas son producidas para protegerse de la desecacion, teniendo agua y nutrientes
disponibles. También es conocido que las bacterias inmersas en sus biopeliculas son
mas virulentas y presentan mayor resistencia a los antibioticos actuales. La ecologia
microbiana tiene un gran interés en estudiar el proceso de QS para entender, detectar
e inhibir esta comunicacion bacteriana, buscando a la par distintos compuestos que

eviten dicho lenguaje quimico.

Se ha sugerido que en ambientes hidrotermales el QS en bacterias juega un papel
vital, ya que se han identificado bacterias extremofilas que han desarrollado
mecanismos de comunicacion bacteriana, distintos a microorganismos mesdfilos. Esta
comunicacién les ha permitido la produccién de exopolimeros para la formacién de

biopeliculas, permitiéndoles sobrevivir en las condiciones adversas del medio.

Las biopeliculas son parte fundamental del biofouling, proceso de sucesién ecoldgica
de micro a macroorganismos en una superficie bidtica o abibtica. Después de la

formacion de la biopelicula, los autoinductores bacterianos liberados al medio son



detectados por larvas de eucariotas, provocando la adhesion de macroorganismos
marinos a la superficie. Este proceso tiene consecuencias econémicas graves para los
propietarios de embarcaciones o muelles ya que provoca corrosion, reduciendo la
durabilidad y aumentando los costos por mantenimiento. Algo a considerar en el caso
de los buques que presentan su superficie invadida de organismos, es que al navegar
existe mayor peso y resistencia en el agua, por ende hay un exceso en el consumo de
combustible. Otro efecto negativo es que muchas de las especies adheridas a estas
superficies son invasoras y la embarcacion actta como vector, trasladando dichas

especies de un sitio a otro, desencadenando consecuencias ecoldgicas negativas.

Otro efecto negativo es que bacterias patdgenas formadoras de biopeliculas son
consideradas un problema grave en el area médica, ya que éstas se desarrollan sobre
catéteres, implantes y equipo médico en general, provocando enfermedades
nosocomiales. El investigador Vipin en 2015, expuso que “las biopeliculas bacterianas
causan alrededor del 80% de las enfermedades infecciosas y son mil veces mas

resistentes a los antibiéticos que cuando estan en su forma libre”.

Existen numerosas investigaciones con el fin de impedir que las bacterias se
comuniquen y poder inhibir o retrasar el proceso de la formacién de biopeliculas, sin
embargo, hasta la fecha se desconocen todas aquellas “moléculas mensajeras”
implicadas en este proceso. Por lo que primero deben sentarse las bases de cuales
son aquellas bacterias que tienen el potencial de inhibir dicha comunicacién para
futuras aplicaciones biotecnoldgicas, en este caso bacterias marinas asociadas a

sistemas hidrotermales someros con potencial produccién de compuestos efectivos.

Es por ello que este trabajo pretende responder ¢,coémo es la diversidad bacteriana en
estos ambientes extremos que presentan condiciones fisicoquimicas inusuales en
comparacion con otros ambientes marinos, y si estas condiciones que influyen en su
metabolismo, les dan la capacidad de producir compuestos bioactivos de interés
biotecnolégico? Lo que lleva al planteamiento de la siguiente hipotesis: Se encontrara
una comunidad de bacterias extremdfilas adaptadas a sobrevivir en sistemas
hidrotermales someros, de las cuales, el componente cultivable tendra la capacidad

de producir compuestos que inhiben la formacion de biopeliculas bacterianas.



4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo general

Identificar bacterias de sistemas hidrotermales someros marinos en Baja California Sur

y su potencial produccion de compuestos inhibidores de biopeliculas.

4.2 Objetivos especificos

4.1.1 Estimar la diversidad bacteriana de tres sistemas hidrotermales someros
marinos en B.C.S.

4.2.2 Aislar bacterias marinas heterétrofas asociadas a los distintos sistemas
hidrotermales.

4.2.3 Analizar el potencial de las sustancias producidas por las bacterias aisladas
como inhibidoras de QS.

4.2.4 ldentificar molecularmente las cepas productoras de sustancias con actividad
inhibitoria de QS.

4.2.5 Evaluar el efecto de extractos organicos de las bacterias marinas activas, en

la inhibicién de la formacion de biopeliculas.
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5. MATERIALES Y METODOS
5.1 Area de estudio y recolecta de muestras

Los tres sistemas hidrotermales someros de donde se recolectaron las muestras para
la realizacion de este trabajo se encuentran en el estado de Baja California Sur,
México. Ubicado al sur de la peninsula de Baja California, en la region noroeste del
pais, limitando al norte con Baja California, al este con el Golfo de California y al sury
oeste con el océano Pacifico.

5.1.1 Bahia Concepcion, Baja California Sur

Dos de los sitios de muestreo se encuentran en Bahia Concepcion (Fig. 1-A). Ubicada
al sureste del municipio de Mulegé y en la parte centro-oriental de la peninsula de Baja
California. A una latitud 26° 33'y 26° 53' N y entre los 111° 42'y 111° 56' de longitud

oeste.

5.1.1.1 Area marina: Mapachitos, Bahia Concepcidn

Dentro de la Bahia se encuentra este sitio de muestreo, a una latitud: 26° 40' 27.58" N

y longitud: 111° 50' 37.13" O, aproximadamente en la mitad de la bahia (Fig 1-B).

5.1.1.2 Area de manglar: Santispac, Bahia Concepcion

Este lugar de muestreo se encuentra en Playa Santispac, dentro de Bahia Concepcion,
con una latitud: 26° 45' 46.21" N y longitud: 111° 53' 36.91" O (Fig. 1-C).

5.1.2 Area de linea de costa: El Sargento

La localidad El Sargento se encuentra al sur de la ciudad de La Paz, B.C.S., frente a
Isla Cerralvo (Fig. 2) y la estacion de donde se tomaron las muestras presenta una
latitud aproximada: 24° 6' 51.01" N y una longitud de 109° 59' 54.80" O.
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Figura 1. Mapas de Bahia Concepcion (A) y de los dos sitios de recolecta
dentro de la bahia: Mapachitos (B) y manglar Santispac (C). Modificados de
Leal-Acosta & Prol-Ledesma (2016).
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Figura 2. Localizacion del area de muestreo numero tres, El Sargento, B.C.S
Modificados de Leal-Acosta & Prol-Ledesma (2016) y de Mendoza-Cruz, et
al. (2013).



5.1.3 Recolecta de muestras

Se llevaron a cabo muestreos en dos épocas del afio para cada estacion, temporada
lluviosa-verano: septiembre 2016 y seca-invierno: febrero 2017. Las muestras de agua
sélo se recolectaron de los dos sitios en Bahia Concepcion, puesto que en la linea de
costa de El Sargento no se observo ninguna grieta o ventila de donde emanara el fluido
hidrotermal. La recolecta de agua se realizO con bolsas de polietiieno estériles,
directamente del fluido hidrotermal. El sedimento se recolectdo de los tres sitios
utilizando nucledores de pléstico de 15 cm de altura, previamente lavados con cloro y
esterilizados con luz UV. Estas muestras se tomaron de las grietas observadas en el
sedimento o de donde se registraban las mayores temperaturas (en caso de no
observar grietas en el sedimento). En el caso de la estacibn marina Mapachitos, las
muestras se tomaron mediante buceo SCUBA. El muestreo en El Sargento se realiz6
en la marea mas baja, aproximadamente a dos metros de la linea de costa, cavando

un metro y medio de profundidad.

De cada localidad se tomaron muestras en sitios control, seleccionados en areas
cercanas a las ventilas pero que no estuvieran influenciadas por los fluidos

hidrotermales.

Las muestras obtenidas se dividieron con el fin del posterior analisis de la fraccién
bacteriana marina no cultivable y cultivable. Las que pertenecian a la primera fraccion
se preservaron en congelacion. Con respecto a la cultivable, el sedimento se coloco
en tubos de plastico de 50 mL con solucion salina y posteriormente se inocularon en
tubos del mismo tipo y volumen con Caldo Marino (CM: peptona de carne 5 g/L,
extracto de levadura 1 g/L, 5 mg/L de sulfato ferroso (FeSO4) y agua marina filtrada).
Las muestras de agua se vertieron en tubos de plastico de 50 mL con CM. El
tratamiento mencionado para la fraccion cultivable se realiz6 en campo, en condiciones
de esterilidad, utilizando mecheros Fisher. Los tubos resultantes se mantuvieron
dentro de una hielera con sacos térmicos a 60°C. Las muestras se transportaron al
laboratorio de Microbiologia y Biologia Molecular (IPN-CICIMAR), donde se llevaron a

cabo los andlisis posteriores.
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5.2 Secuenciacion masiva de acidos nucleicos

La fraccion no cultivable preservada en congelacion incluyé solo las muestras de
sedimento de los sitios muestreados, tanto de los sitios hidrotermales como de sitios
control. Se colocé 1 gramo de sedimento en tubos de recolecta para preservar la
muestra (DNA/RNA Shield-Fecal Collection Tube de Zymo Research) y posteriormente
fueron enviados para el analisis de metagendémica por parte de la empresa Zymo
Research, en Irvine, California, E.U.A. EIl servicio solicitado a la empresa incluyé la
extraccion y purificacion de ADN de las muestras de sedimento (Mini Kit
ZymoBIOMICS™ DNA), la preparacion de la biblioteca resultante y el control de
calidad posterior a la biblioteca. La secuenciacion de la region V3-V4 del gen 16S ARNr

bacteriano la realizaron con Illlumina y utilizaron la plataforma MiSeq.

Con los resultados de la secuenciacién masiva se graficaron curvas de rarefaccion
para analizar el nimero de datos de la secuenciacion. Se analiz6 la diversidad alfa
bacteriana con el indice de Shannon-Weaver y la riqueza bacteriana con el indice de
Chaol de los datos de la empresa Zymo Research. Finalmente se grafico la

composicién taxondémica de las muestras a nivel de filo.

5.3 Aislamiento y caracterizacion bacteriana

Para analizar la fraccién bacteriana cultivable se realizaron diluciones decimales en
solucién salina, en condiciones de esterilidad. Posteriormente se sembraron las
diluciones en cajas Petri de plastico con Agar Marino (AM: agar bacteriolégico 17 g/L,
peptona de carne 5 g/L, extracto de levadura 1 g/L, 5 mg/L de FeSOa4y agua marina
filtrada). Las placas resultantes se incubaron a 35y 60°C de 24 a 96 horas.

Al observarse crecimiento bacteriano en las placas incubadas, se purificaron las
distintas colonias mediante la técnica de estria cruzada, confirmando su pureza con
microscopio estereoscopico y por tincion de Gram. Las distintas cepas se
criopreservaron en ultracongelacion, para formar parte del cepario del laboratorio hasta
su posterior uso. Con el fin de conocer si las cepas eran termotolerantes o termdfilas,
éstas se sembraron por duplicado en AM, colocandolas a temperatura de incubacion
de 35y 60°C.
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5.4 Evaluacion de la presencia de actividad inhibidora de quorum sensing

En este ensayo se utilizd la cepa biosensora mutante Chromobacterium violaceum
(CV026), la cual detecta de forma sencilla un amplio rango de moléculas sefializadoras
AHLs. Para detectar la presencia de actividad 1QS de las cepas aisladas se utilizo el
método de McClean y colaboradores (1997). Las cepas se inocularon en microtubos
de 1.5 mL con CM en sus condiciones de incubacion respectivas (35 0 60°C). Después
de 24 horas, a esos tubos se les afiadieron 40 puL de moléculas sefalizadoras C6HSL
(N-hexanoyl-L-Homoserina lactona) previamante diluidas en DMSO. Los tubos
permanecieron a temperatura ambiente por 24 horas y se centrifugaron. A la par, se
inoculd la cepa C. violaceum CV026 hasta obtener una densidad Optica de 1 en medio
liquido LB-Kan (Medio Luria Berthani: NaCl 10 g/L, triptona 10 g/L, extracto de levadura
5 g/L, kanamicina 25 ug/mL y agua destilada), dicha densidad fue leida con un
espectofotémetro a una longitud de onda de 585 nm. Posteriormente se sembré la
cepa CV026 de forma masiva en placas con LB. Estas placas fueron perforadas con
sacabocados estériles. En los pozos se afiadieron 40 uL del sobrenadante de los tubos
con las cepas y las moléculas sefializadoras. Como control positivo se utilizé sélo el
medio LB y como control negativo medio LB con la misma cantidad de moléculas
sefalizadoras. Este ensayo se realiz6 por triplicado. Finalmente, las placas con los

pocillos se incubaron a 30°C por 24 horas y se analizaron los resultados.

5.6 Extraccién de compuestos de cultivos bacterianos

A partir de cultivos bacterianos de 96 horas en 250 mL en CM de las cepas activas, se
realizaron extracciones liquido-liquido. Primero el cultivo fue centrifugado, se recolecto
el sobrenadante en un embudo de separacion, se le se afiadi6 la proporcién 1:1 de
acetato de etilo (1 L acetato de etilo: 100 mL acido acético glacial) y fue agitdo
vigorosamente. Los extractos se evaporaron hasta sequedad a 45°C a presion
reducida. Este procedimiento se realizé 3 veces (Lule, 2007; Nithyanand & Pandian,

2009). El extracto se preservo en congelacion hasta su uso en ensayos posteriores.
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5.7 Ensayos de inhibicion de biopeliculas bacterianas

Para probar la actividad de los extractos crudos organicos como inhibidores de la
formacion de biopeliculas, se escogieron las siguientes bacterias formadoras de
biopeliculas: 2 de ellas estudiadas en el laboratorio por estar involucradas en el
proceso de biofouling de superficies marinas sumergidas: Virgibacillus sp. C29 y Vibrio
alginolyticus C96; 2 patdgenas de humano terrestres: Pseudomonas aeruginosa PAO1
y Aeromonas caviae ScH3; y una bacteria marina asociada a infecciones tanto
humanas como de camaron en granjas de cultivo: Vibrio parahaemolyticus M8. Las
cepas se inocularon por 24 horas a en sus medios nutritivos y temperaturas
respectivas (Las dos cepas de biofouling y V. parahaemolyticus M8 en CM a 35°C, P.
aeruginosa PAO1 en LB a 37°C y A. caviae en medio soya tripticaseina (TSB: peptona
de caseina 17 g/L, peptona de soya 3 g/L, cloruro de sodio 5 g/L, fosfato dipotasico 2.5
g/L, dextrosa 2.5 g/L y agua destilada) a 30°C. Se realizaron tres diluciones de los
extractos obtenidos con agua libre de nucleasas a concentraciones de 1,000, 100y 10

mg/mL.

Después de que las cepas formadoras de biopeliculas alcanzaron la densidad 6ptica
de 1, leida con un espectofotometro a una longitud de onda de 585 nm, se procedi6 a
colocar 100 uL del cultivo en microplacas de 96 pocillos y posteriormente se afiadio la
misma cantidad de las diferentes diluciones de los extractos. El ensayo se realizé por
triplicado. Como control negativo se conté con la cepa inoculada en el medio sin
extracto y como blanco el medio de cultivo. Después de una incubacion por 48 horas,
se procedié a retirar el caldo con bacterias de las placas, se realizaron tres lavados
con agua destilada estéril y se dejaron secar. Posteriormente se les afiadi6 cristal
violeta 1% (p/v) y después de 45 min se removio. Se realizaron 3 lavados con agua
destilada estéril y finalmente se agregaron 200 pL de alcohol etilico 96°. Finalmente

se leyeron los resultados en un lector de microplacas a 570 nm (Alvarez et al., 2006).

5.8 Identificacion molecular de bacterias activas

Con el fin de identificar molecularmente las cepas que presentaron actividad inhibitoria

de la formacion de biopeliculas, se realizaron distintos métodos de extraccion de ADN,
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posteriormente la amplificacion de los genes 16S y rpoB por PCR y finalmente la

secuenciacion.

5.8.1 Extraccion de ADN con el método Fenol-Cloroformo

Uno de los métodos mas comunes que se utilizo es el de fenol-clorofomo de Sambrook
& Russell (2001). Para ello, se centrifugaron cultivos bacterianos de 24 horas en
microtubos con agua libre de nucleasas a 14000 rpm por 10 min y se descarto el
sobrenadante. El botdén obtenido se resuspendié en 575 uL de TE pH 8.0 (0.1 M Tris
pH 7.6, 0.001 M EDTA pH 7.5), 30 pL de SDS al 10% (Dodecil sulfato de sodio), 3 pL
de proteinasa K (10 mg/mL), se mezcl6é delicadamente y los tubos se incubaron dos
horas a 37°C. Después se les afnadié 100 yL de NaCl 5M (Cloruro de sodio), se
mezclaron y se incubaron 10 min a 65°C. Consecutivamente se agregé de 0.7 a 0.8
mL de fenol:cloroformo:alcohol isoamilico 25:24:1 (Fenol:CHCI3: ISOOH Alcohol
isoamilico) y se homogenizd, después se centrifugd 10 min a 14000 rpm, se recuperé
la fase acuosa y se coloco en un tubo nuevo. Fue afiadido un volumen de Cloroformo-
Alcohol Isoamilico al microtubo, se mezcl6 y fue centrifugado 10 min a 14000 rpm, se
recuperé el sobrenadante. Se adicionaron 2 volumenes de isopropanol. Los
microtubos fueron preservados a -20°C por 24 h. Posteriormente se centrifugaron a
14000 rpm a 4°C por 20 min, se decantd y se agregaron 500 pL de etanol frio al 70%,
se centrifugd nuevamente, se decantdé el sobrenadante, estos Ultimos pasos se
repitieron una vez mas. Se dej6 secar el boton de ADN y se resuspendio en 100 uL de
TE. Finalmente se agregaron 3 uL de ARNasa (10 mg/mL) y se incubé a 60°C por 10
min. EI ADN se almacend a -20°C hasta su préximo uso. La concentracion de ADN

extraido se cuantificé en un espectrofotdmetro UV-VIS de barrido de microgota.

5.8.2 Extraccion de ADN - PCR de colonia

El método de PCR de colonia inicid con la resuspension de una o algunas colonias
puras en microtubos de plastico con 15 pL de agua libre de nucleasas. Posteriormente
los tubos se colocaron en un termociclador por 5 min a una temperatura de 95°C. El

ADN se almacend a -20°C.
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5.8.3 Extraccién de ADN con la Matriz InstaGene - Bio-Rad

Este método de extraccion es con una matriz elaborada por Bio-Rad, y su protocolo
consiste en resuspender colonias puras en 1 mL de agua libre de nucleasas, después
se centrifugaron los tubos durante 10 min a 12,000 rpm a 4°C y se removio el
sobrenadante. Se afiadieron 200 uL de la matriz previamente agitada y las muestras
se incubaron por 30 min a 56°C, después se homogenizo6 con vortex durante 10 seg e
incubaron las muestras por 8 min a 100°C, se homogenizo por 10 seg y se centrifugo

por 3 min a 12,000 rpm. Finalmente, el ADN se preservé a -20°C.

5.8.4 Amplificacion por PCR y secuenciacién

La amplificacién de las muestras de ADN se llevo a cabo mediante PCR, para lo cual
se realiz6 una mezcla de PCR con los siguientes componentes para una reaccion de
50 ML: oligonucledtidos especificos para bacterias: 27F/1385R
(GAGTTTGATCCTGGCTA/ICGGTGTGTTCAAGGCCC) o los oligos especificos para
el género Bacillus: rpoB 1206F/rpoB 3202R
(ATCGAAACGCCTGAAGGTCCAAACAT/ACACCCTTGTTACCGTGACGACC), en
concentracion de 1 pyL cada oligonucleétido (10 uM), 1 uL de DNTPs, 5 pL de regulador
de PCR 10X, 2.5 yL de MgClz, 0.2 yL de Tag DNA polimerasa y agua libre de
nucleasas para un volumen final de 50 pL por reaccién. Finalmente se afiadi6 la mezcla
a cada tubo y se agreg6 el ADN (50 ng/uL).

La reaccion se llevo a cabo en un termociclador con el siguiente programa para los
oligonucledtidos 27F/1385R : Desnaturalizacion inicial: 95°C por 2 min, 29 ciclos de:
Desnaturalizacion: 95°C por 1 min; Alineamiento de oligos: 58°C por 1 min; y
Extension, sintesis: 72°C por 1:30 min, finalmente una ultima extension: 72°C por 10
min. Mientras que para los cebadores especificos para el género Bacillus, se utilizo el
siguiente programa: Desnaturalizacion inicial: 95°C por 3 min, 35 ciclos de:
Desnaturalizacion: 95°C por 20 seg; Alineamiento de oligos: 55.9°C por 30 seg; y
Extension, sintesis: 72°C por 1:30 min, finalmente una ultima extension: 72°C por 5

min.

18



La calidad del producto de PCR resultante se evalué en un gel de agarosa al 1% con
regulador de carga TBE 1X. Primero se tifi0 cada muestra de 2 yL de producto de
PCR, afiadiéndole 2 pL de una mezcla de LB y Red Gel en una proporcion 1:8,
respectivamente. Se utiliz6 un marcador de peso molecular de 1,000 pares de bases.
La electroforesis se llevo a cabo en una camara con una fuente de poder a un voltaje
de 75V. Los productos de PCR se enviaron a secuenciar a las oficinas centrales de la
empresa MacroGene en Seul, Corea del Sur. Al tener las secuencias, éstas se editaron
con el programa FinchTV, posteriormente se ensamblaron con el programa Codon
Code Aligner y se compararon con otras secuencias genéticas en la base de datos del
GenBank: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/.
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6. RESULTADOS
6.1 Caracterizacion de los sitios de muestreo

En la estacibn Mapachitos, Bahia Concepcién se observéd un burbujeo en la superficie
del mar, ésto por el fluido hidrotermal que emana desde las grietas en el sedimento, a
una profundidad de 10 a 15 metros. La temperatura registrada en el sitio oscilé entre
los 75 a 85°C.

El estero Santispac presenta una extension aproximada de cuatro hectareas con
vegetacion de manglar con 60% de cobertura, tiene un aporte de aguas subterraneas
comunicandose con la bahia a través de un canal de aproximadamente 4 m de ancho
y baja profundidad (Magallanes, 1992). En esta area fue posible observar un par de
pozas que son parte del sistema hidrotermal con temperaturas registradas desde los
45 a 60°C; sin embargo, el burbujeo por parte del fluido hidrotermal sélo se observé

dentro del manglar, en donde la temperatura registrada fue entre los 50 a 75°C.

La localidad El Sargento cuenta con una gran extension de playas arenosas del Golfo
de California y se encontraron manifestaciones termales en varias extensiones de su
linea de costa sin poder observar una ventila o fluido hidrotermal. La temperatura

registrada en este sitio se registré entre los 45 a 70 °C.

6.2 Caracterizacion de las comunidades bacterianas con secuenciacion masiva

Con las muestras recolectadas de sedimento que se enviaron a la empresa
ZymoResearch para la secuenciacion masiva de &cidos nucleicos, se generaron datos
de mas de 100-200 mil lecturas de secuencias de 250 pb para cada muestra y el

analisis composicional desde filo hasta especie para algunos casos.

6.2.1 Curvas de rarefaccion

Para demostrar que los datos de la secuenciacion masiva de las muestras de
sedimento recolectadas son suficientes para analizar la diversidad, se realizaron las

curvas de rarefaccion (Fig. 3). Las cuales alcanzaron la tipica fase de meseta o
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plateau, indicando que efectivamente se obtuvieron datos de secuenciacion suficientes

para analizar diversidad en estas muestras.

Css
CMLL
CBLL
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MLL
et
SLL
2 CcmMS
= 200 BS
o Mms
CSLL
SS
0 5000 10000 15000 20000
Secuencias por muestra
CSS (Control Sargento, seca), CMLL (Control manglar Santispac, lluviosa), CBLL (Control Mapachitos, lluviosa),
MLL (Manglar Santispac, lluviosa), BLL (Mapachitos, lluviosa), CBS (Control Mapachitos, seca), SLL (Sargento,
lluviosa), CMS (Control manglar Santispac, seca), BS (Mapachitos, seca), MS (Manglar Santispac, seca), CSLL
(Control Sargento, lluviosa) y SS (Sargento, seca).

Figura 3. Curvas de rarefaccion obtenidas de la secuenciacién masiva de las muestras de sedimento.

6.2.2 Diversidad alfa bacteriana

Utilizando los datos de la profundidad de secuenciacién de 10,005 lecturas por muestra
para normalizar, se obtuvieron los valores de diversidad con el indice de Shannon—
Weaver. La diversidad se encuentra entre 4.6 (El Sargento, temporada seca) y 8.6
(Control de El Sargento, temporada seca) (Fig. 4).

En general los valores de diversidad més altos, contemplando solo las muestras de
ventilas, fueron los obtenidos de los sedimentos del sitio manglar Santispac en
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temporada lluviosa (MLL); mientras que las muestras que presentaron menor
diversidad en general fueron de El Sargento en temporada seca (SS).

A) Mapachitos B) Santispac C) Sargento

S Cul  LLCH S cul LL Cirl S Cul  LLCu

1

o

indice de Shannon-Weaver
o B N W A U v N 00 WO

Figura 4. Andlisis de diversidad alfa con el indice Shannon-Weaver de las muestras de sedimento de
los distintos sitios de muestreo en las dos temporadas. A) Muestras de Mapachitos. B) Muestras de
manglar Santispac. C) Muestras de El Sargento. S (Temporada seca), LL (Temporada lluviosa), Ctrl
(Control de la muestra).

En la Fig. 4 se puede observar que la diversidad en las ventilas de Mapachitos fueron
similares en las dos temporadas (6.8 secas y 6.7 lluviosas), compartiendo valores
similares con la zona control de la temporada seca (6.9), mientras que en la temporada
de lluvias de la zona control si se observé un aumento en el indice de diversidad (7.9).
En las dos temporadas se aprecia una mayor diversidad en los sitios control que en

los de ventilas.

Con respecto al sitio del manglar Santispac, se observa que la diversidad si varié en
las dos épocas, tanto en los sitios de ventilas como en los controles (Temporada seca:
5.4 y temporada lluviosa: 7.6; control secas: 6.5 y control lluviosas: 8). Se observa
mayor diversidad en la temporada lluviosa tanto para el sitio de ventila como de control.
Las muestras de los sitios control presentaron mayor diversidad que las de ventilas

independientemente de la temporada de recolecta.
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El Sargento fue el sitio con mayores diferencias en valores de diversidad entre los
sitios de ventilas por épocas y con sus respectivos controles, puesto que en cuanto a
los sitios de ventilas, el de temporada seca presentd menor diversidad (4.6), mientras
gue se observdé mayor para el de lluviosa (7.3). Con respecto a los controles, el de
temporada seca presentd mayor diversidad (8.6) que el de temporada lluviosa (6.4) y
esta uUltima muestra fue el Unico control con menor diversidad que su sitio de ventila,
ya que en todos los sitios y temporadas, los controles presentaron mayor diversidad

que los de ventila.

6.2.3 Riqueza bacteriana

Del andlisis de la estimacion de riqueza de especies bacterianas, mediante el indice
Chaol, a una profundidad de secuenciacion de 10,005 lecturas por muestra, se obtuvo
que el menor numero de OTUs estimados de la biblioteca fue de 63 (Sargento,
temporada seca), mientras que el valor mayor fue de 543 (Control Sargento,

temporada seca) (Fig. 5).

Ademas se observé que la riqueza de especies; al igual que la diversidad, fue mayor
en sitios control. Exceptuando la muestra de El Sargento en temporada lluviosa con su

control.

En general todas las muestras de sedimento de los diferentes sistemas hidrotermales
mostraron una variacion temporal en la riqgueza estimada por el indice Chao 1. Las
muestras de las ventilas de Mapachitos presentaron una diferencia en las OTUs
durante las dos temporadas analizadas (194 en secas y 314 en lluvias), lo mismo se
puede observar para el manglar de Santispac con una estimacién de riqueza mayor
durante la temporada de lluvias (167 y 331 OTUs respectivamente). Mientras que en
El Sargento la menor riqueza se encontré también durante la época seca (63 OTUSs),
siendo muy notoria la diferencia con respecto al numero de OTUs obtenidos en la
época de lluvias (241).
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Figura 5. Analisis de riqueza bacteriana mediante el indice Chaol, de las muestras de sedimento de
los distintos sitios de muestreo en las dos temporadas. A) Muestras de Mapachitos. B) Muestras de
manglar Santispac. C) Muestras de El Sargento. S (Temporada seca), LL (Temporada lluviosa), Ctrl
(Control de la muestra).

Con respecto a los sitios control, se observa el mismo comportamiento que al analizar

la diversidad alfa, puesto que las muestras de esos sitios presentaron mayor diversidad

que los sitios de ventilas, independientemente de la temporada, exceptuando las

muestras del El Sargento temporada lluviosa, ya que su control presentdé menor

riqueza que el sitio de ventila.

6.2.4 Asignacién taxonomica de los microbiomas

Los resultados obtenidos de la secuenciacidn masiva de acidos nucleicos de la

fraccion bacteriana se observan en la Tabla I, dentro de ella se encuentra el nimero

de OTUs perteneciente a cada nivel taxondmico de las muestras analizadas. En dicha

tabla se encuentran subrayados los valores mayores y menores de cada nivel

taxonémico.
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Tabla I. Nimero de OTUs identificadas a nivel taxonémico.

Sitios de muestreo, Dominios Filos Clases Ordenes Familias Géneros Especies
temporada
Mapachitos, seca 1 20 37 68 85 20 1
Control Mapachitos, seca 2 26 54 84 98 11 1
Mapachitos, lluviosa 2 29 57 100 130 33 2
Control Mgpachnos, > 23 48 78 106 o4 >
lluviosa
Santispac, seca 2 21 39 68 84 9 1
Control Santispac, seca 2 24 46 72 83 9 1
Santispac, lluviosa 2 31 61 100 124 32 5
Control Santispac, 2 18 46 75 1.4l 20 1
lluviosa
Sargento, seca 2 13 23 33 39 7 4
Control Sargento, seca 2 24 56 91 129 32 2
Sargento, lluviosa 2 21 49 77 100 28 3
Control sargento, lluviosa > 16 37 58 73 17 1

En la tabla | se puede observar que sélo en el sitio de Mapachitos en temporada seca,
se identific6 un dominio (Eubacteria), mientras que en los demas se registraron dos

(Arqueaea y Eubacteria).

De igual manera que en la diversidad alfa y riqueza bacteriana, se observa que los
sitios de ventila con mayor nimero de grupos taxonémicos fueron los de temporadas

lluviosas, siendo aun mayores que sus respectivos controles.

En general los sitios con menor y mayor niumero de OTUs coincidiendo en los niveles
tanto de Filos como de Clases son: Sargento, temporada seca (menor niumero de
OTUs) y manglar Santispac, temporada lluviosa (mayor nimero de OTUS). A nivel de
ordenes, las muestras con mayor numero de OTUs son: Mapachitos, temporada
lluviosa y manglar Santispac, temporada lluviosa; mientras que la muestra con menor
namero es la muestra de El Sargento, temporada seca. En el nivel de familias, la
muestra de Mapachitos en temporada lluviosa presenté un mayor numero de OTUs;
mientras que la muestra de El Sargento, temporada seca, presentd menor numero.
Con respecto al nivel de géneros, se identificaron en mayor numero en el sitio de

Mapachitos, temporada lluviosa; mientras que el menor nimero de géneros se
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identificé en el sitio de El Sargento, temporada seca. Se identificaron hasta nivel de
especie un total de 13 microorganismos (Tabla Il).

Tabla Il. Especies identificadas con secuenciacién masiva en las distintas muestras.

Ctrl Ctrl Ctrl Ctrl Ctrl Ctrl
Map Map Sant  ggnt Sant gy SagS  gags  SAG gag
S s LL LL S s LL LL LL LL

Map

Especie/Sitio Map

Propionibacterium

X X X X X X
acnes

Halosimplex

carlsbadense

Archaeoglobus

veneficus

Collinsella

aerofaciens

Ardenscatena

maritimus

Jeotgalicoccus
psychrophilus

Staphylococcus

aureus

Staphylococcus

epidermidis

Clostridium

perfringens

Paracoccus

aminovorans

Acinetobacter

johnsonii

Spirochaeta

thermophila

Anaerospora

hongkongensis

6.2.5 Composicion taxonomica a nivel de filo

Debido a que este nivel taxondmico se identificd en todas las muestras, se realizaron

graficos correspondientes al porcentaje de secuencias analizadas a nivel de filos de
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cada muestra. Los datos crudos se encuentran en la tabla del anexo 2. En los gréficos
se contemplaron sélo los filos con mayor porcentaje de abundancia.

Los filos taxondémicos que compartieron todas las muestras son: Acidobacteria,
Actinobacteria, Bacteroidetes, Chloroflexi, Planctomycetes y Proteobacteria. El filo con
mayor proporcion en general fue el Proteobacteria.

Los filos taxonémicos que sélo se encontraron en un sitio son: AncK6, GAL15
(Sargento, temporada lluviosa); BHI80-139 y NC10 (Control Mapachitos, temporada
lluviosa); WS6, Poribacteria, OP11 y Deferribacteres (manglar Santispac, temporada
lluviosa); WPS-2 (Control Mapachitos, temporada seca); Aquificae, EMS3,
Thermotogae, OP9, SR1 y LCP-89 (Mapachitos, temporada lluviosa).

Con respecto a los graficos siguientes (Fig. 6) y a la tabla del anexo 2, al comparar el
sitio Mapachitos de temporada seca con su control, se observa que los filos que
comparten ambas muestras son: Acidobacteria (Ventila: 1.2% y Control: 3.7%),
Actinobacteria (Ventila: 3.1% y Control: 29.7%), Bacteroidetes (Ventila: 4.6% y Control:
1.7%), Caldithrix (Ventila: 5.9% y Control: 0.9%), Chloroflexi (Ventila: 12.2% y Control:
11.2%), Cianobacteria (Ventila: 11.7% y Control: 1%), Firmicutes (Ventila: 13.1% vy
Control: 0.6%), Nitrospira (Ventila: 1.1% y Control: 2.1%), Proteobacteria (Ventila:
35.8% y Control: 21.7%), Caldithrix (Ventila: 0.1% y Control: 1.1%), WS3 (Ventila: 0.7%
y Control: 0.1%), Verrucomicrobia (Ventila: 0.8% y Control: 0.4%), Spirochaetes
(Ventila: 1.6% y Control: 0.1%), Planctomycetes (Ventila: 0.6% y Control: 0.7%), OP8
(Control: 0.2% y Ventila: 0.2%), GNO4 (Ventila: 0.4% y Control: 0.2%) y GNO2 (Ventila:
0.1% y Control: 0.2%). Los filos que sélo se encontraron en la muestra de ventila son:
Fusobacteria (3.3%), KSB3 (0.3%) y Chlorobi (0.5%). Los filos que sblo se encontraron
en la muestra control son: Crenarchaeota (0.2%), Euryarchaeota (0.2%), BRC1 (0.7%),
Gemmatimonadetes (8.3%), NC10 (0.1%), OD1 (0.1%) y TM7 (0.2%). Un total de 20
filos fueron identificados en la muestra de Mapachitos, temporada seca y 24 filos

fueron identificados su control.

27



A) Mapachitos, temporada seca
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Figura 6. Composicion bacteriana a nivel de filos de las muestras A) Mapachitos, temporada seca y

B) su control.
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Con respecto a los graficos siguientes (Fig. 7) y a la tabla del anexo 2, al comparar el
sitio Mapachitos de temporada lluviosa con su control, se observa que los filos que
comparten ambas muestras son: Crenarchaeota (Ventila: 1% y Control: 0.1%),
Euryarchaeota (Ventila: 1.2% y Control: 0.1%), Acidobacteria (Ventila: 0.5% y Control:
6.1%), Actinobacteria (Ventila: 2.4% y Control: 9.6%), Bacteroidetes (Ventila: 6.9% y
Control: 5.1%), Caldithrix (Ventila: 2.7% y Control: 0.3%), Chloroflexi (Ventila: 9.4%y
Control: 2.2%), Cianobacteria (Ventila: 29% y Control: 31%), Firmicutes (Ventila: 0.4%
y Control: 1.4%), Nitrospira (Ventila: 2.2% y Control: 0.6%), OP1 (Control: 2% y Ventila:
0.1%), Planctomycetes (Ventila: 0.2% y Control: 0.5%), Proteobacteria (Ventila: 31.3%
y Control: 38.7%), Spirochaetes (Ventila: 0.1% y Control: 0.5%) Verrucomicrobia
(Ventila: 0.4% y Control: 1.3%), WS3 (Ventila: 0.5% y Control: 0.1%), Caldithrix
(Ventila: 0.5% y Control: 0.2%).

Los filos que solo se encontraron en la muestra de ventila son: Parvarchaeota (0.1%),
Aquificae (0.2%), Chlorobi (0.2%), EM3 (0.4%), Fibrobacteres (0.1%), Fusobacteria
(0.1%), OP8 (0.4%), OP9 (0.1%), SC4 (0.1%), Thermotogae (0.2%).

Los filos que s6lo se encontraron en la muestra control son: BHI80-139 (0.1%), BRC1
(0.1%), Gemmatimonadetes (0.1%), NKB19 (0.1%), OD1 (0.1%), TM7 (0.2%).

Un total de 29 filos fueron identificados en la muestra de Mapachitos, temporada

lluviosa y 23 filos fueron identificados en su control.
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Figura 7. Composicién bacteriana a nivel de filos de las muestras A) Mapachitos, temporada lluviosa

y B) su control.
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Con respecto a los resultados generales de las cuatro muestras del sitio Mapachitos,
Bahia Concepcion, se puede observar en las figuras 6 y 7 que en la temporada seca
la muestra de ventila con su control tuvo muchas diferencias en cuanto a composicion
taxondmica, sobre todo en que el filo mads dominante en el sitio de ventila fue
Proteobacteria (35.8%), mientras que en su control fue Actinobacteria (29.7%). Sin
embargo, en los graficos del mismo sitio pero temporada lluviosa, no se aprecia tanta
diferencia, puesto que el filo mas dominante en ambas muestras fue Proteobacteria
(Ventila: 31.3% y Control: 38.7%), seguido del filo Cianobacteria (Ventila: 29% y
Control: 31%). De acuerdo a las muestras de ventila en sus dos temporadas, no se
observa gran diferencia en el filo dominante, siendo Proteobacteria (Seca: 35.8% y
lluviosa: 31.3%), sin embargo, se observa una notoria diferencia entre épocas ya que
el filo Cianobacteria fue mas dominante en época lluviosa (29%) que en temporada
seca (11.7%). Asi como también en el filo Firmicutes, del cual en temporada seca se

observé un 13.1% de abundancia, mientras que en temporada lluviosa soélo el 0.4%.

Los graficos de la Figura 8 exponen los porcentajes de abundancia de los filos con
mayor abundancia del sitio manglar Santispac de temporada seca con su control. Se
observa que los filos que comparten ambas muestras son: Acidobacteria (Ventila: 0.6%
y Control: 3.2%), Actinobacteria (Ventila: 4.1% y Control 31.8%), BRC1(Ventila: 0.6%
y Control: 1%), Bacteroidetes (Ventila: 15.2% y Control: 1.1%), Caldithrix (Ventila: 1.3%
y Control: 1%), Chloroflexi (Ventila: 16% y Control: 9.3%), Cianobacteria (Ventila:
28.3% y Control: 0.7%), GN04 (Ventila: 0.2% y Control: 0.2%), Gemmatimonadetes
(Ventila: 1.3% y Control: 10.1%), Nitrospira (Ventila: 1.1% y Control: 2.3%),
OP1(Ventila: 0.1% y Control: 0.1%), OP8 (Ventila: 1.8% y Control: 0.1%),
Planctomycetes (Ventila: 0.5% y Control: 0.5%), Proteobacteria (Ventila: 23.6% y
Control: 24.8%), Verrucomicrobia (Ventila: 0.2% y Control: 0.2%), WS3 (Ventila: 0.1%
y Control: 0.2%) y Caldithrix (Ventila: 0.4% y Control: 0.9%).

Los filos que solo se encontraron en la muestra de ventila son: Crenarchaeota (0.6%),
Firmicutes (0.3%) y OP11 (0.3%).
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Figura 8. Composicidn bacteriana a nivel de las muestras A) manglar Santispac, temporada seca y

B) su control.
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Los filos que solo se encontraron en la muestra control de manglar Santispac,
temporada seca son: Euryarchaeota (0.7%), Fibrobacteres (0.1%), GNO2 (0.1%), OD1
(0.1%), SBR1093 (0.1%), Spirochaetes (0.1%), TM7 (0.1%) y Thermi (0.2%).

Un total de 21 filos fueron identificados en la muestra de manglar Santispac, temporada
seca y 24 filos fueron identificados en su control.

Los gréficos de la figura siguiente (Fig. 9) exponen los porcentajes de abundancia de
filos del sitio manglar Santispac de temporada lluviosa con su control. Se observa que
los filos que comparten ambas muestras son: Crenarchaeota (Ventila: 6.2% y Control:
1.2%) Acidobacteria (Ventila: 1.5% y Control: 2.6%), Actinobacteria (Ventila: 4.3% y
Control: 10.7%), Bacteroidetes (Ventila: 0.8% y Control: 4.9%), Caldithrix (Ventila: 1%
y Control: 0.1%), Chloroflexi (Ventila: 39.5% y Control: 1.8%), Cianobacteria (Ventila:
0.9% vy Control: 37.8%), Firmicutes (Ventila: 3.2% y Control: 0.4%),
Gemmatimonadetes (Ventila: 1.3% y Control: 0.2%), Nitrospira (Ventila: 1.6% y
Control: 0.2%), Planctomycetes (Ventila: 1.5% y Control: 0.6%), Proteobacteria
(Ventila: 16.7% y Control: 36.4%), Spirochaetes (Ventila: 0.4% y Control: 0.1%) y TM7
(Ventila: 0.1% y Control: 0.1%), Verrucomicrobia (Ventila: 0.5% y Control: 1.8%).

Los filos que solo se encontraron en la muestra de ventila son: Euryarchaeota (0.8%),
Parvarchaeota (0.1%), OP8 (0.2%), Chlorobi (0.2%), Deferribacteres (0.2%),
Fibrobacteres (0.1%), KSB3 (0.1%), OD1 (0.2%), OP1 (1.2%), OP11 (0.6%), OP8
(8.6%), Poribacteria (0.1%), SC4 (0.2%), WS6 (0.1%) y Caldithrix (0.8%).

Los filos que s6lo se encontraron en la muestra control son: NKB19 (0.1%), SBR1093
(0.4%) y WS3 (0.1%).

Un total de 31 filos fueron identificados en la muestra de manglar Santispac, temporada

lluviosa y 18 filos fueron identificados en su control.
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Figura 9. Composicion bacteriana a nivel de filos de las muestras A) manglar Santispac, temporada

lluviosa y B) su control.
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De acuerdo a los datos de las cuatro gréficas del sitio manglar Santispac (Fig. 8y 9),
es posible observar que los grupos dominantes del sitio de ventila temporada seca y
su control son diferentes puesto que en el primero, el filo Cianobacteria es el mas
dominante (28.3%), mientras que en su control fue el filo Actinobacteria (31.8%); del
mismo modo, la muestra de ventila en temporada lluviosa difiere con su control en sus
filos dominantes, puesto que en la muestra de ventila su filo dominante fue Chloroflexi
(39.5%), mientras que el de su control fue Cianobacteria (37.8%), este ultimo mas
cercano al sitio de ventila de temporada seca que el de su respectiva temporada. Se
pueden observar diferencias en la composicion taxondmica de microorganismos entre
temporadas, sin embargo, algunos filos se mantuvieron con similar porcentaje, tales
como el Actinobacteria (lluviosa: 4.1% y seca: 4.3%), Nitrospirae (lluviosa: 1.1% y
seca: 1.6%), Gemmatimonadetes (1.3% en ambas temporadas). Se puede observar
también que el filo Cianobacteria en temporada seca (28.3%) fue mucho mayor que
en temporada lluviosa (0.9%). En cuanto a los controles es posible observar que entre
uno y otro difieren tanto en grupos, dominancia y en porcentaje de abundanciay no se

encuentran similitudes.

La siguiente grafica (Fig. 10) expone los dos gréaficos con los porcentajes de
abundancia de filos del sitio El Sargento, temporada seca con su control. Se observa
qgue los filos que comparten ambas muestras son: Crenarchaeota (Ventila: 0.3% y
Control: 1.5%), Acidobacteria (Ventila: 4.4% y Control: 9.3%), Actinobacteria (Ventila:
40.8% y Control: 15.6%), Bacteroidetes (Ventila: 1.7% y Control: 6.2%), Chloroflexi
(Ventila: 20.7% vy Control: 5%), Firmicutes (Ventila: 0.4% y Control: 8.2%),
Gemmatimonadetes (Ventila: 3.3% y Control: 1%), Nitrospira (Ventila: 0.8% y Control:
2.2%), Planctomycetes (Ventila: 2.5% y Control: 1.2%), Proteobacteria (Ventila: 10.1%
y Control: 34.1%), SBR1093 (Ventila: 1.7% y Control: 0.2%), Verrucomicrobia (Ventila:
3.2% y Control: 2%). El filo que s6lo se encontré en la muestra de ventila es OP1
(4.6%). Los filos que so6lo se encontraron en la muestra control son: Euryarchaeota
(0.7%), BRC1 (0.1%), Caldithrix (0.1%), Chlorobi (10%), Cianobacteria (8.2%), GN02
(0.2%), NKB19 (0.1%), TM6 (0.7%), TM7 (1.2%), WS3 (0.3%) y Caldithrix (0.2%). Un
total de 13 filos fueron identificados en la muestra de El Sargento, temporada seca y

24 filos fueron identificados en su control.

35



A) Sargento, temporada seca

Protechacteria

Planctomycetes
0OP1 Acidobacteria

Gemmatimonadetes

Bacteroidetes

B) Control Sargento, temporada seca

Crenarchaeota

Acidobacteria

Planctomycetes

Gemmatimonadetes Bacteroidetes

Firmicutes

Cianchacteria Chloroflexi

Figura 10. Composicion bacteriana a nivel de filos de las muestras A) El Sargento, temporada seca

y B) su control.
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Los gréficos siguientes (Fig. 11), expone los dos gréficos con los porcentajes de
abundancia de filos del sitio El Sargento, temporada lluviosa con su control.

Se observa que los filos que comparten ambas muestras son: Crenarchaeota (Ventila:
0.7% y Control: 0.3%), Euryarchaeota (Ventila: 2.1% y Control: 2.3%), Acidobacteria
(Ventila: 6.5% y Control: 9.2%), Actinobacteria (Ventila: 20.9% y Control: 23.3%),
Bacteroidetes (Ventila: 2.4% y Control: 3%), Chloroflexi (Ventila: 10.4% y Control:
6.7%), Cianobacteria (Ventila: 1.2% y Control: 1%), Firmicutes (Ventila: 1.8% y
Control: 2.1%), Gemmatimonadetes (Ventila: 5.1% y Control: 4.9%), Planctomycetes
(Ventila: 2.6% y Control: 2.6%), Proteobacteria (Ventila: 32% y Control:36.6%),
Caldithrix (Ventila: 0.5% y Control: 1.7%) y Thermi (Ventila: 0.2% y Control: 0.6%).
Los filos que sdélo se encontraron en la muestra de ventila son: Parvarchaeota (0.3%),
OP8 (0.3%), AncK6 (0.1%), GAL15 (0.1%), Nitrospira (1%), OP1 (0.8%), SBR1093
(0.1%) y TM7 (0.2%). Un total de 21 filos fueron identificados en la muestra de El

Sargento, temporada lluviosa y 16 filos fueron identificados en su control.

Tal como se observa en los graficos del sitio El Sargento (Fig. 10 y 11), la composicion
taxondmica a nivel de filos entre el sitio de ventilas de El Sargento en temporada seca
y su control, difieren en todo, desde el filo dominante que para el sitio de ventila es
Actinobacteria (40.6%) y para su control es Proteobacteria (34.1%), hasta los
porcentajes de presencia de todos los filos que se identificaron en ambas muestras.
Sin embargo, en la temporada lluviosa la muestra de ventila y su control presentan
altas similitudes en sus composiciones taxonémicas a nivel de filos; el filo dominante
de ambos es Proteobacteria (ventila: 32% y control: 36.6%), el siguiente filo que sigue
en dominancia para ambas muestras es Actinobacteria (ventila: 20.9% y control:
23.3%). Se puede observar que existen valores iguales o parecidos en los porcentajes
de abundancia para distintos filos, por ejemplo, Planctomycetes (2.6% en ambas
muestras), Gemmatimonadetes (ventila: 5.1% y control: 4.9%), Cianobacteria (ventila:
1.2% vy control: 1%), Euryarchaeota (ventila: 2.1% y control: 2.3%), Bacteroidetes
(ventila: 2.4% y control: 3%) y Firmicutes (ventila: 1.8% y control: 2.1%).
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Figura 11. Composicion bacteriana a nivel de filos de las muestras A) El Sargento, temporada lluviosa

y B) su control.
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Es posible afirmar que estas Gltimas dos muestras de El Sargento en temporada seca,
son aguellas que mas coinciden en composicion taxondémica entre una muestra de
ventila y su control de todas las muestras estudiadas, puesto que sus composiciones

taxonodmicas son muy parecidas entre si.

6.3 Bacterias marinas aisladas de los distintos sistemas hidrotermales someros

Se aislaron 214 cepas de bacterias en agar marino de los distintos sitios de muestreo

y sus controles.

En la tabla Ill se muestra la cantidad de cepas aisladas de cada sitio, el tipo de muestra

del que se obtuvieron y la temperatura de incubacion a la que crecieron.

Tabla Ill. Numero de cepas aisladas de los distintos sitios de muestro.

Santispac Control Mapachitos Control Sargento Control
Santispac Mapachitos Sargento
Agua: 24 Agua: 11 Agua: 26 Agua: 9
Sedimento: 48  Sedimento: Sedimento: Sedimento: Sedimento:  Sedimento:
14 32 12 31 7
35°C: 53 35°C: 25 35°C: 36 35°C: 21 35°C: 17 35°C: 7
60°C: 19 60°C: 0 60°C: 22 60°C: 0 60°C: 14 60°C: 0

Se aislaron un menor nimero de cepas de los sitios control que de las localidades en
los sistemas hidrotermales. De éstas, la mayor cantidad de cepas fueron aisladas de
las muestras de sedimento, en comparacion con las de agua de mar.
El manglar Santispac fue el sitio con mayor cantidad de cepas aisladas en
comparacion con el resto de los sistemas hidrotermales. En las muestras de esta
localidad el mayor numero de cepas fueron mesofilas, mientras que el mayor nimero
de cepas termotolerantes que crecieron a temperaturas de 60°C, se aislaron del area

marina Mapachitos.

De la linea de costa en El Sargento se aislé un nimero similar de cepas que en los

sedimentos de Mapachitos, siendo inferior s6lo por una cepa (Tabla IlI).
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La caracterizacion morfologica colonial de las distintas cepas contemplando
caracteristicas como: color, forma, borde y superficie, asi como su Gram es posible
observarla en la tabla del Anexo 2. Tal y como se observa en ese anexo, la mayoria

de las cepas aisladas fueron Gram positivas con un porcentaje de: 71% del total.

6.4 Bacterias marinas con actividad degradadora de moléculas sefializadoras del
tipo AHL

Se probaron sélo las 161 cepas aisladas de sistemas hidrotermales someros y de
éstas, 23 presentaron actividad degradadora de moléculas sefializadoras C6HSL (Fig.
13), por lo tanto el 14% de las cepas aisladas de sistemas hidrotermales mostraron
actividad. En dicha imagen pueden observarse halos de color purpura para las cepas
que no presentaron actividad, contrario a las cepas que presentaron actividad

degradadora en menor o mayor medida.

Figura 12. Ejemplo de los resultados de pruebas de difusién en pozo con placas Petri (medio LB)
para demostrar la actividad degradadora de moléculas C6HSL por parte de algunas cepas. Control
positivo (C+): Medio LB; Control negativo (C-): Medio LB y moléculas sefializadoras.

En la tabla IV se enlistan las cepas activas y sus caracteristicas: niumero de cepa
activa, numero de extracto crudo, especie, el porcentaje de identidad referente a la
identificacion molecular, Gram, el sitio de recolecta, el tipo de muestra, la temporada

del muestreo y la temperatura de incubacion a la que crecieron de manera Gptima.
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Tabla IV. Cepas degradadoras de moléculas sefializadoras y caracteristicas principales.

No. ID ) % N
Extra Cepa Especie 1d Gram Sitio de recolecta Muestra Temporada T
cto
Vibrio 99 _ _
1 4 alginolyticus - Mapachitos Agua Lluviosa 35°C
2 7 V. alginolyticus 100 - Santispac Sedimento Seca 35°C
8 V. alginolyticus 929 - Mapachitos Agua Seca 35°C
Bacillus 100
4 9 . . . + Santispac Sedimento Lluviosa 35°C
licheniformis
5 11 Bacillus firmus 100 + Mapachitos Sedimento Seca 35°C
Virgibacillus
6 12s . + El Sargento Sedimento Lluviosa 35°C
salarius
22 B. licheniformis 99 + Mapachitos Sedimento Lluviosa 35°C
22r V. alginolyticus 99 - Santispac Agua Seca 35°C
9 26 B. licheniformis 100 + Mapachitos Agua Lluviosa 35°C
Bacillus 100
10 29 S + Mapachitos Sedimento Seca 35°C
oceanisediminis
11 A No Identificada - Mapachitos Agua Lluviosa 60°C
12 Ar Bacillus aerius 99 + Santispac Sedimento Seca 60°C
13 CSs B. licheniformis 100 + El Sargento Sedimento Lluviosa 60°C
14 C B. licheniformis 100 + Mapachitos Agua Seca 60°C
Bacillus
15 DS . . . 100 + El Sargento Sedimento Lluviosa 60°C
paralicheniformis
16 ES B. licheniformis 100 + El Sargento Sedimento Lluviosa 60°C
Bacillus 99
17 F . + Mapachitos Sedimento Lluviosa 60°C
sonorensis
18 FS B. licheniformis 100 + El Sargento Sedimento Lluviosa 60°C
19 FSr B. licheniformis 100 + El Sargento Sedimento Seca 60°C
20 | B. licheniformis 100 + Mapachitos Agua Lluviosa 60°C
21 ISr B. licheniformis 100 + El Sargento Sedimento Seca 60°C
Bacillus
22 Kr . . . 99 + Santispac Sedimento Seca 60°C
paralicheniformis
Brevibacillus
23 KSr 98 + El Sargento Sedimento Seca 60°C
thermoruber

La mayor cantidad de cepas que degradaron moléculas C6HSL son bacterias Gram

positivas y del género Bacillus, la mayoria de este género que tuvo actividad se

identificaron como Bacillus licheniformis.

41



Las cepas activas que crecieron a 60°C se incubaron también a 35°C para observar si
eran termofilas o termotolerantes, demostraron ser termotolerantes, puesto que todas

ellas crecieron también a 35°C.

Las cepas termotolerantes tuvieron un 23% de actividad degradadora de moléculas
C6HSL, puesto que de 55 cepas termotolerantes aisladas, 13 resultaron activas. Las
cepas mesodfilas tuvieron un 9.43% de actividad, ya que de las 106 cepas mesofilas

aisladas sélo 10 de ellas presentaron actividad.

6.5 Actividad inhibitoria de biopeliculas de los extractos crudos

Los siguientes cinco graficos (Fig. 13 — 17) muestran los resultados del ensayo en
microplaca de 96 pocillos de la actividad inhibitoria de biopeliculas de los 23 extractos
crudos obtenidos con acetato de etilo, a partir de los cultivos de bacterias marinas
degradadoras de autoinductores C6HSL. La linea horizontal dentro de los gréficos

representa la inhibicion de la cepa en un 50% de acuerdo al control de cada cepa.

La Figura 13 expone el grafico con los resultados de la actividad de los 23 extractos

inhibiendo la biopelicula de la cepa V. parahaemolyticus M8, que es de origen marino.

Todos los extractos mostraron actividad ya que en cierta medida inhibieron la
formacion de biopelicula de V. parahaemolyticus. La mayoria de ellos inhibiendo el
50% o0 mas, tal y como se puede observar en la Figura 13, en donde el control present6
un valor de absorbancia de 0.013, siendo en todos los casos mayor que los valores
obtenidos con los extractos. Los que mostraron mejor actividad inhibitoria fueron el 19-
B. licheniformis (86.4%) y 23-Brevibacillus thermoruber (81%), a su mayor
concentracion, destacando el extracto de la cepa 22-B. paralicheniformis que mostré
la mejor actividad a la mayor concentracion probada (1,000 ug/mL) con un porcentaje
de inhibicién de 88.7%.
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Figura 13. Actividad de los extractos bacterianos inhibiendo la biopelicula de V. parahaemolyticus
M8.

Las dos siguientes graficas (Fig. 14 y 15) muestran la actividad de los 23 extractos

inhibiendo las biopeliculas de dos cepas patégenas clinicas, de origen terrestre.

En la siguiente grafica (Fig. 14) se observa la actividad de los extractos inhibiendo la

formacion de biopeliculas de A. caviae ScH3.

Los 23 extractos presentaron actividad inhibitoria de la biopelicula de A. caviae ScH3,
inhibiendo mas del 50% la formacién de la biopelicula a excepcién del extracto 12- B.
aerius con una inhibicién del 32 al 45%. Los extractos con mayor actividad resultaron
ser los que se encontraban a una concentracion mayor (1,000 pg/mL), siendo los mas
activos el 3-V. alginolyticus (82%), 7- B. licheniformis (92%), 9- B. licheniformis (91%)
y 10-B. oceanisediminis (97%) por inhibir la formacion de la biopelicula de la cepa

patogena con mas efectividad.
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Figura 14. Actividad de los extractos bacterianos inhibiendo la biopelicula de A. caviae ScH3.

La Figura 15 muestra el grafico con los resultados de la actividad inhibitoria de la

formacion de biopeliculas de los extractos frente a la cepa P. aeruginosa PAOL1.
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Figura 15. Actividad de los extractos bacterianos inhibiendo la biopelicula de P. aeruginosa PAOL1.

Todos los extractos probados inhibieron mas del 50% la formacion de la biopelicula de
P. aeruginosa en la concentracion mayor (1,000 pg/mL). Los extractos con mayor
actividad son: 9-B. licheniformis (90%), 10- B. oceanisediminis (92%), 13- B.
licheniformis (98%), 14- B. licheniformis (91%), 15- B. paralicheniformis (94%), 17- B.
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sonorensis (91%) y 21- B. licheniformis (90%), inhibiendo casi al 100% la formacion de

la biopelicula.

A continuacién se muestran los graficos con los resultados de la actividad inhibitoria
de biopeliculas de los extractos, frente a cepas marinas identificadas como formadoras
de biopeliculas relacionadas en procesos de biofouling con estudios previos. El grafico
de la figura 16, muestra la actividad que tuvieron los extractos frente a la cepa marina
Virgibacillus sp. C29 y la figura 17 muestra la actividad de los extractos, inhibiendo la

biopelicula de Vibrio alginolyticus C96.
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Figura 16. Actividad de los extractos bacterianos inhibiendo la biopelicula de la cepa 29.
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En el caso de la figura 16, se puede observar que la actividad de los extractos fue

mucho menor que con las pruebas de las cepas anteriores.

De igual manera que con las otras cepas, la concentracion en la que se observo mayor

actividad inhibitoria fue la mayor.

El extracto con mayor actividad fue el numero 10- Bacillus oceanisediminis (98.8%) y
el 4- B. licheniformis (98%) a una concentracion de 100 pyg/mL ambos, inhibiendo en
gran medida la formacién de biopelicula de Virgibacillus sp. C29. Extractos que
también tuvieron buena actividad inhibitoria fueron el 2- V. alginolyticus (89%), 6-
Virgibacillus salarius (85%) y 22- B. paralicheniformis (87%).

La figura 17 muestra un comportamiento similar a la figura anterior, puesto que la
actividad inhibitoria de los extractos fue menor contra estas cepas que con las cepas

patdgenas.

En este ensayo se observo que algunos extractos en sus menores concentraciones no
tuvieron actividad inhibitoria de biopelicula frente a V. alginolyticus C96, puesto que la

absorbancia fue mayor que la del control.

Los extractos con mayor actividad inhibitoria en su mayor concentracion fueron el 3-V.
alginolyticus (75%), 6- Virgibacillus salarius (79%), 21-B. licheniformis (74%) y 22-B.
paralicheniformis (80%).

Los extractos que inhibieron en menor media la formacion de biopelicula de V.
alginolyticus C96, fueron: 9-B. licheniformis (25%), 15-B. paralicheniformis (18%) y 16-
B. licheniformis (18%).

Es posible notar que el extracto nimero 22 (Bacillus paralicheniformis) es el que inhibio
con gran eficiencia la formacion de biopeliculas de todas las cepas con las que se

realizaron los ensayos.
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7. DISCUSION

En este trabajo se propuso como hipotesis que se encontraria una comunidad de
bacterias extremofilas adaptadas a sobrevivir en sistemas hidrotermales someros de
las cuales, el componente cultivable tendria la capacidad de producir compuestos que
inhibieran la formacion de biopeliculas bacterianas. Sin embargo, esta hipotesis se
rechazé debido a los resultados obtenidos en este trabajo. Se demostr6 que la mayor
proporcion de bacterias identificadas en estos sitios, por medio de secuenciacion
masiva, no son clasificadas como extremdfilas. La mayor diversidad en las muestras
analizadas, estuvo representada por bacterias quimiosintéticas, identificando algunos
grupos como Rhodospirillales, Chromatiales, Nitrospirales y los filos Chloroflexi y
Planctomycetes, que engloban a grandes cantidades de microorganismos
quimiosintéticos asociados a habitats extremos. Con respecto a la actividad inhibitoria
de biopeliculas de la fraccion cultivable, las cepas que mostraron un porcentaje mayor
de actividad no son termdfilas sino termotolerantes, por lo tanto bacterias extremaofilas

no presentaron actividad inhibitoria de biopeliculas.
7.1 Caracterizaciéon de los sitios de muestreo

Actualmente los sistemas hidrotermales someros son reconocidos porque son una
fuente con gran potencial para el estudio de comunidades bacterianas asi como de
nuevos compuestos bioactivos. En ellos se pueden desarrollar proyectos mas viables
econémicamente que en los sistemas hidrotermales profundos donde son necesarios
equipos especializados para la toma de muestras a profundidades mayores de 200 m,
asi como materiales y equipos especificos para el cultivo e incubacion de las cepas
aisladas de estos ambientes, entre otros costos adicionales en comparacion con los
someros (Soto y Estradas, 2013). Es por ello que en este trabajo se decidio trabajar
en sistemas hidrotermales someros, ya que son ambientes extremos de facil acceso,
presentando condiciones fisicoquimicas inusuales, pero que son fuentes potenciales

de compuestos activos bacterianos, distintos a los de ambientes marinos mesdfilos.

En patrticular, la actividad hidrotermal en Baja California es explicada por el régimen

tectonico extensivo que dio origen a la separacion de la peninsula del resto del pais,
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provocado por un conjunto de fallas en toda la extension del Golfo de California y parte
de la peninsula. Por ejemplo, la actividad hidrotermal en las costas de Bahia
Concepcidn se ha asociado al régimen tectonico extensivo que genero la formacion
del Golfo de California, comprendiendo fendmenos de extension cortical y vulcanismo
(Leal-Acosta y Prol-Ledesma, 2016), los cuales formaron un sistema de fallas en la
costa este de la Peninsula de Baja California. Principalmente la Falla “El Requesén”,
puesto que origina las ventilas hidrotermales someras y los manantiales geotermales,
encontrandose en direccion NO-SE, dentro de la Peninsula Concepcion y pasando por
las costas de Mapachitos dentro de la Bahia (McFall, 1968). En la estacion del area
marina Mapachitos, se registraron las temperaturas mas altas de los tres sitios de
muestreo oscilando entre los 75 a 85°C, asemejandose a los resultados de la medicion

de Davila-Ramos y colaboradores (2015) del mismo sitio.

El estero Santispac presenta una extension aproximada de cuatro hectareas con
vegetacion de manglar con 60% de cobertura y tiene un aporte de aguas subterraneas
comunicandose con la bahia a través de un canal de aproximadamente 4 m de ancho
y baja profundidad (Magallanes, 1992). Dentro de este estero se encuentran
manantiales geotermales intermareales localizados dentro de la zona de manglar y se
expone que los fluidos hidrotermales emitidos son aguas metedricas infiltradas y
calentadas, que posteriormente se mezclaron con el agua del mar antes de su
descarga (Prol-Ledesma et al., 2004). En esta area se observo un par de pozas que
son parte del sistema hidrotermal con temperaturas registradas desde los 45 a 60°C;
sin embargo, el burbujeo por parte del fluido hidrotermal s6lo se observd dentro del
manglar, en donde la temperatura oscilo entre los 50 y 70°C. La temperatura registrada
coincidié con la reportada por Rodriguez-Valdez (2017), quien reporta una temperatura

de 55°C en el mismo sitio.

En contraparte, la localidad El Sargento cuenta con una gran extension de playas
arenosas del Golfo de California. En este sito se han encontrado manifestaciones
hidrotermales en varias extensiones de su linea de costa, y éstas han sido reportadas
por personas que visitan el area, asi como por hoteles cercanos a la zona. Sin

embargo, de este sitio aln no se han encontrado estudios que incluyan a estos
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sistemas hidrotermales, por lo tanto la temperatura registrada entre los 45 a 80°C, no
es posible comprarla con algun otro trabajo.

7.2 Caracterizacion de comunidades bacterianas con secuenciacion masiva

Los estudios de ecologia microbiana en donde se evalla la diversidad de comunidades
bacterianas y la estructura de las mismas, requieren de utilizar plataformas de
secuenciacion como de las que se disponen actualmente, ya que producen cientos de
miles de secuencias de distintas muestras a partir del gen 16S del ARNr (Suarez-Moya,
2017). Este es considerado un marcador universal en la ecologia microbiana ya que
estd presente en todas las bacterias conocidas. Debido a la relativa facilidad al
secuenciarlo, existen diversas bases de datos que se encuentran en continuo
crecimiento. Presenta tanta especificidad en algunas regiones variables de bacterias
por lo que hace posible que la identificacion de éstas a un nivel taxonémico, sea
suficientemente informativo. Sin embargo, este marcador molecular presenta distintas
limitantes ya que es tan conservado que no permite distinguir con precision entre
algunas especies bacterianas. También es conocido que este gen puede estar
presente en mas de una copia, por lo que dificulta la cuantificacién de las especies en
comunidades complejas (Case et al., 2007).

La plataforma con la que se trabajo (lllumina) para generar enormes conjuntos de
datos, indudablemente proporciona una ventaja. Actualmente los secuenciadores de
lllumina pueden conseguir lecturas de 2 x 300 pb hasta 15 Gb y 25 millones de lecturas

con el modelo MiSeq (Lépez, 2016).

El nimero de secuencias generadas a través de la plataforma de secuenciacion,
influye directamente en la diversidad de especies estimada, cuando existe un nimero
menor de secuencias, existe una menor capacidad de deteccion. Por ello, se realiz6
una grafica que expone las curvas de rarefaccion (Fig. 3), con el fin de demostrar que
la secuenciacion de las muestras, fue lo suficientemente profunda para detectar el
mayor numero de especies de las muestras analizadas. Alcanzar la fase plateau de la

gréfica (linea horizontal), nos indica que la profundidad de secuenciacion es bastante
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aceptable por lo que se obtuvieron datos de secuenciacion suficientes para analizar

diversidad en nuestras muestras.

Para realizar estudios de ecologia es imprescindible contemplar conceptos como
diversidad alfa y riqgueza. El primer concepto comprende dos componentes: la riqueza,
la cual es considerada una de las formas més sencilla de describir la biodiversidad de
un sitio, ya que esta basada en el numero de especies u OTU’s de la muestra. Para
estimar el total de especies o numero de datos de abundancia o incidencia, se utilizan
una variedad de estimadores no paramétricos (Chao, 2005). Dos estimadores de
riqueza no parameétricos ampliamente utilizados son Chaol y Chao2, los cuales
estiman la abundancia y datos de incidencia, respectivamente (Chao, 2009). El
segundo componente de la diversidad alfa es la representatividad de la comunidad
(Magurran, 1988). Para ello se requiere el uso de indices de diversidad, en el caso de
este trabajo se utilizé el indice de Shannon-Weaver, en el cual se asume que los
individuos son seleccionados al azar y que todas las especies se presentan en la
muestra. Mide el grado promedio de incertidumbre en predecir a qué especie

pertenecera un individuo escogido al azar de una coleccion (Peet, 1974).

La diversidad alfa y riqueza bacteriana (Fig. 4 y 5), en general fueron mayores en los
sitios control (exceptuando el sitio de El Sargento, temporada lluviosa y su control).
Las muestras de esos sitios se consideraron controles porque se encuentran cerca a
los sistemas hidrotermales pero no estan influenciados por los fluidos hidrotermales ni
por las condiciones fisicoquimicas de esos sitios extremos. Estos resultados de
diversidad y rigueza es posible explicarlos porque los sitios extremos presentan
caracteristicas especificas, actuando como barrera para una gran fraccion bacteriana
gue no esta adaptada a dichas condiciones fisicoquimicas. Tal y como lo exponen
Mohammad y colaboradores (2017): en estos ambientes los organismos tienen que
hacer frente a la temperatura extrema y baja disponibilidad de nutrientes, en conjunto,
estos factores reducen la biodiversidad, pero algunas bacterias si desarrollaron
estrategias de supervivencia para adaptarse a dicho estrés. Estudios previos sobre
fuentes termales han demostrado que la diversidad bacteriana es mayor cuando la

temperatura decrece (Sompong et al., 2005). Wang y colaboradores (2015) observaron
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en sus resultados que la diversidad de las bacterias y los eucariotas pequefos
aumento mientras mayor era la distancia del sitio a la ventila hidrotermal, mientras que
la diversidad de arqueas en su estudio mostré una tendencia opuesta. Sin embargo,
en nuestros resultados la diversidad de arqueas soélo fue mayor en las muestras de los
sitios de ventila en la temporada lluviosa, mientras que en temporada seca los sitios
control presentaron mayor abundancia de arqueas, exceptuando el control de

Santispac de esa temporada que no presentd a ese grupo taxonémico.

Los valores de diversidad alfa con el indice de Shannon-Weaver, considerando todos
los sitios, tienen valores entre 4.6 y 8.6. Infiriendo que son valores altos de diversidad,
tal y como lo exponen Verma y colaboradores (2016), quienes indicaron una alta
diversidad en sus muestras estudiadas, con valores de 6.3 a 9. Asi como también
Mamaeva y colaboradores (2016) quienes reportaron en su trabajo el valor de 4.6
como una diversidad alta. En cuanto a los valores de estimacion de riqueza con el
indice Chaol, nuestros datos se encontraron entre 63 y 543, infiriendo que la riqueza
bacteriana es baja al comprar dichos valores con los otros trabajos de secuenciacion
masiva de acidos nucleicos en sedimentos. Tales como los de Covarrubias-Rodriguez
(2016) en un rango de 506 y 894, o como en el estudio de Wang y colaboradores
(2015) presentando valores de riqueza con indice Chaol entre 278 y 548. Cabe
destacar que este Ultimo estudio se realizé en ventilas hidrotermales someras de la
isla Kueishan en Taiwan, con una latitud muy parecida a la de Bahia Concepcion, y se
puede observar que los datos de riqueza en su estudio y en el nuestro coincidieron

s6lo en el maximo valor, diferenciandose por 5 OTUs.

En la temporada lluviosa, todas las muestras presentaron mayor diversidad y riqueza,
esto puede deberse al incremento en la intensidad de vientos en esta estacion, el
oleaje es mayor favoreciendo el movimiento en el sedimento provocando mayor
oxigenacion y mayor flujo de materia organica. Ademas, la descarga de los arroyos en
el mar agregan un mayor componente terrigeno al océano del que se agrega solo con
el viento; siendo posible que por todos estos procesos un gran namero de bacterias
terrestres lleguen a distintos sitios y cambien la riqgueza del sitio muestreado, ademas

de la fraccion de bacterias marinas que pueden colonizar dichos sitios hormalmente.
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Debido a todos estos procesos es posible explicar también la presencia de algunas
bacterias terrestres consideradas como patdégenas o que han sido aisladas de
humanos identificadas en algunos sitios de muestreo, entre ellas se encuentran:
Propionibacterium  acnes, Clostridium  perfringens, Collinsella aerofacien,

Acinetobacter johnsonii, Staphylococcus epidermidis y S. aureus.

De los tres sitios muestreados el Unico que cuenta con informacion referente a estudios
de la fraccion bacteriana no cultivable y compaosicion taxonémica a nivel de filos es el
de Mapachitos, Bahia Concepcion. Davila-Ramos y colaboradores (2014) estudiaron
la composicion taxondmica bacteriana a nivel de filos y cabe destacar que en nuestro
trabajo se encontraron resultados similares a los reportados por este autor para la
temporada seca. En el estudio de esos autores, si incluyeron los distintos tipos de
proteobacterias (Gamma, Alpha, Delta y Epsilon), mientras que en el nuestro no, sin
embargo sumando los porcentajes de esos grupos, representan el 42% del total y
nuestro resultado para Proteobacteria fue de 35.8%. En los demas filos también hubo
similitudes, encontrandose los filos: Firmicutes, Chloroflexi, Spirochaetes vy
Actinobacteria. El Unico filo que se presentd en un porcentaje menor en comparacion
a los datos de ellos, fue Bacteroidetes. La recolecta de las muestras realizada por
estos autores, se realizd en tres periodos (octubre 2006, febrero 2008 y enero 2009),
en su metodologia no especifican de que periodo son los resultados o si dichas
muestras se mezclaron, sin embargo los resultados obtenidos para Mapachitos en
temporada seca, son similares en la composicién bacteriana en cuanto a los filos
principales, por lo que puede considerarse que en este sitio se mantiene una estructura
de la comunidad en el tiempo. Los autores mencionan que en un periodo de 10 afios
(2004-2014), se han tomado muestras del sistema hidrotermal de Bahia Concepcion y
no se han observado cambios estacionales en varios parametros, la temperatura ha
permanecido constante y el pH y el potencial redox no tienen variaciones significativas.
También se hace mencion que la condiciones redox son responsables de la presencia
0 ausencia de especies de bacterias pertenecientes a los tipos gamma, delta y epsilon
Proteobacteria, asi como de Bacteroidetes, bajo las condiciones oxidantes de la Bahia,
de hecho el filo Bacteroidetes se encontré en todas las muestras analizadas desde

concentraciones de 0.8 a 15.20%, y es conocido por estar ampliamente distribuido en
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ambientes marinos y terrestres, asi como también en algunos animales. (Davila-
Ramos et al., 2014). Lo anterior podria explicar el hecho de que la composicion
taxonomica a nivel de filos en este estudio, sea muy similar a la reportada en el trabajo

antes mencionado.

El filo Cianobacteria, estuvo presente en casi todas las muestras, exceptuando
anicamente la de El Sargento, en temporada lluviosa, esto es debido a la presencia de
luz solar y al carbono organico. Davila-Ramos y colaboradores (2014) mencionan que
las comunidades de ventilas hidrotermales someras estan caracterizadas por
presentar a este filo. Por otro lado, no es de esperarse que las bacterias que se
encuentran en sistemas hidrotermales someros, sean similares a los reportados para
sistemas hidrotermales profundos ya que en estos ultimos la temperatura, la presion y
la falta de luz solar restringiria la presencia de filos tales como Chloroflexi; explican
también que en el caso de las ventilas hidrotermales someras de Bahia Concepcion,
diferentes condiciones redox son responsables de la presencia o ausencia de especies
de bacterias: gamma, delta y epsilonproteobacteria asi como de Bacteroidetes bajo las
condiciones oxidantes de la Bahia, de hecho el filo Bacteroidetes se encontré en todas
las muestras analizadas desde concentraciones de 0.8 a 15.20%, y es conocido por
estar ampliamente distribuido en ambientes marinos y terrestres, asi como también en

algunos animales.

Antranikian y colaboradores (2017) estudiaron la diversidad de bacterias y arqueas de
dos sistemas hidrotermales someros en Isla Vulcano, Italia. Combinando métodos de
electroforesis en gel en gradiente desnaturalizante (DGGE) y estudios de
metagendémica, sus resultados muestran una gran diversidad de arqueas
hipertermofilas. En cuanto a la comunidad bacteriana se observo una gran abundancia
de bacterias pertenecientes al filo Epsilonproteobacteria, especialmente los géneros
Sulfurimonas y Sulfurovum. En nuestros resultados no se encontro gran diversidad de
arqueas hipertermofilas, sin embargo, si se observdé gran abundancia del filo
Proteobacteria. En el sitio de Mapachitos, se encontré el género Sulfurimonas en las
dos temporadas, al igual que en su estudio, demostrando que ese género es

representativo de ventilas hidrotermales someras submarinas.
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El estudiar la diversidad de un sitio también permite conocer qué poblaciones
bacterianas pudieran tener un rol ecologico en el sitio o el potencial biotecnoldgico
conforme a la literatura existente. Por ejemplo, un filo que estuvo presente en todos
los sitios de muestreo y que es conocido por sus multiples contribuciones ecolégicas
y en aplicaciones meédicas y biotecnologicas son las Actinobacterias, aisladas
principalmente de sedimentos. Estas bacterias son reconocidas por producir distintos
compuestos activos. Bull y Stach (2007), exponen que la busqueda y descubrimiento
de productos naturales en actinobacterias marinas muestra una promesa excepcional.
De hecho se ha planteado la posibilidad de que estas bacterias, al igual que sus
contrapartes terrestres en los suelos, tienen funciones importantes en la
descomposicion de materia organica recalcitrante en el fondo marino (Weyland, 1969).
Sin embargo, también son reconocidas como una fuente de nuevos antibidticos y
agentes contra el cancer (Faulkner, 2002). Por lo que Jensen y colaboradores (2005)
proponen que este filo debe ser metabdlicamente activo en el medio marino y esta
actividad debe conducir a la produccion de compuestos que no son observados en
cepas terrestres. En nuestros resultados se encontré el orden Acidimicrobiales,
perteneciente al filo Actinobacteria, este orden por lo general es considerado como
bacterias oxidantes de hierro y estuvieron presentes sélo en las zonas de Mapachitos
y manglar Santispac en ambas temporadas, y en sus respectivos controles sélo se
identificaron en temporada lluviosa; cabe destacar que se encontro en alta abundancia,
desde el 1.20% al 9.8%. Con estos resultados se puede inferir que los sitios de
Mapachitos y Santispac son ricos en hierro debido a que las ventilas hidrotermales
también liberan grandes cantidades de hierro disuelto al medio como lo menciona Leal-
Acosta y Prol-Ledesma (2016).

Otro filo que estuvo presente en todos los sitios y con gran abundancia es el
Proteobacteria. Conocido como uno de los principales filos de bacterias, considerados
los mas abundantes en los océanos y otros ambientes acuaticos. Constituyen el 79%
de la biomasa bacteriana del fondo marino y en la superficie del mar un 64%
(Battistuzzi & Hedges, 2008); siendo conocidas también por incluir una gran variedad
de patdgenos. Dentro de este filo hay diversos 6rdenes que se encontraron en gran

abundancia en nuestros resultados, tales como: Chromatiales (presente en todas las
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muestras en porcentajes de abundancia del 1.40 al 8.60%). Este orden incluye a
aquellas bacterias conocidas como purpuras del azufre o bacterias rojas del azufre,
aisladas generalmente en las zonas anoxicas e iluminadas de los lagos y de otros
habitats acuéaticos en donde el sulfuro de hidrégeno se acumula, también en
manantiales sulfurosos donde se produce el sulfuro de hidrégeno geoquimico o
biolégico. Las condiciones andxicas son requeridas para la fotosintesis ya que estas
bacterias no pueden prosperar en ambientes oxigenados, por lo tanto el hecho de que
estas bacterias se encuentren con tanta abundancia en estos ambientes indica que
nuestros sitios de muestreo también presentan las condiciones de los sistemas
hidrotermales someros referidas por autores previamente mencionados en cuanto a
las concentraciones de acido sulfhidrico presente en dichos sitios, puesto que estas
bacterias realizan fotosintesis pero no usan agua como agente reductor sino acido
sulfarico, por lo tanto no producen oxigeno, ya que al usar acido sulhidrico como
reductor, al oxidarse produce granulos de azufre, y se puede volver a oxidar

produciendo acido sulfarico (Proctor, 1997).

Otro orden del filo Proteobacteria encontrado en nuestras muestras es
Desulfobacterales (presente en casi todos los sitios exceptuando el control de El
Sargento de temporada lluviosa y la muestra de El Sargento temporada seca). Este
orden se encontré en abundancias de 0.50% al 2.60% y con su presencia se puede
inferir que en los sitios muestreados existen concentraciones altas de sulfatos, ya que
las bacterias de este orden utilizan el sulfato como agente oxidante, reduciéndolo a
sulfuro. El orden Rhodospirillales perteneciente al mismo filo, estuvo presente en todas
las muestras en proporcién de 0.4 hasta 5.8%. Estas bacterias en lugar de usar agua

como donador de electrones, usan sulfuro o hidrogeno (Imhoff et al., 2005).

El filo Acidobacteria estuvo presente en todas las muestras en concentraciones desde
0.5 hasta 9.2%, este filo es conocido por ser es uno de los mas abundantes en el
planeta, sin embargo, el estudio y conocimiento del papel que desempefian estos
diversos organismos en el funcionamiento de los ecosistemas terrestres sigue siendo

escaso Yy esta falta de conocimiento se lo atribuyen en gran medida a las dificultades
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asociadas con el cultivo de estas bacterias por medios convencionales (Kielak et al.,
2016).

En los resultados se observo que el filo Verrucomicrobia esta presente en todas las
muestras a excepcién de El Sargento en temporada lluviosa. Se ha estimado que las
bacterias de este filo comprenden hasta 10% de las bacterias totales en muestras de
sedimentos. La evidencia disponible, indica que son un grupo de bacterias del suelo
distribuidas globalmente y abundantes. Sin embargo, en ausencia de aislados
cultivados del suelo, se sabe muy poco sobre la biologia de los miembros de este filo
(Sangwan et al., 2005).

El orden Nitrospirales, perteneciente al filo Nitrospirae también se encontré en gran
abundancia (desde 0.20 a 2.30%) y estuvo presente en todos los sitios exceptuando
El Sargento en temporada seca y en el control de El Sargento, temporada lluviosa. El
hecho de que este orden se encuentre en los sitios muestreados nos indica que estan
involucradas en el ciclo del nitrégeno de estos ambientes. Otro filo que se encontrd en
todas las muestras analizadas y que tiene relacion con el ciclo del nitrégeno, fue
Planctomycetes. Se estima que todas estas bacterias son aerobias facultativas, que
derivan filogenéticamente de un grupo de quimioautotrofos. Bacterias pertenecientes
a este filo, son quimioautoétrofas, conviertiendo el nitrito y amonio en gas nitrégeno

gaseoso, en ausencia de oxigeno; esta via se conoce como “anammox” (Ahn, 2006).

El filo Chloroflexi se identificd en todas las muestras con abundancia desde 1.8 a
39.5%, son bacterias filamentosas y anteriormente fueron conocidas como bacterias
verdes no del azufre, sin embargo, esto ya no resulta equivalente porque ni todas estas
bacterias son verdes fotosintéticas, ni todas son no-azufre, pues algunas pueden
utilizar compuestos reducidos de azufre como donadores de electrones (Hanada,
2014). Este resultado evidencia que estos sistemas presentan altas concentraciones

de azufre.

Se observé que algunas de las bacterias mas abundantes en los sitios muestreados
en nuestro estudio son quimiosintéticas, esto puede ser explicado perfectamente por

las condiciones fisicoquimicas tipicas de los sistemas hidrotermales como: altas
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concentraciones de dioxido de carbono, &cido sulfhidrico, hidrocarburos, metales
pesados, temperaturas elevadas, etc. (Lentini et al., 2014). Sin embargo, en contraste
con las ventilas hidrotermales profundas, en las someras no sélo se observan procesos
guimiosintéticos, sino también es posible la produccion primaria por fotosintesis debido

a la influencia de la luz, tal y como lo mencionan Tarasov y colaboradores (2005).

El filo Gemmatimonadetes solamente no se encontrd en las muestras de Mapachitos
de ventilas, en ambas temporadas, pero en todas las demas muestras si. Este orden
se detecta con frecuencia en las bibliotecas de genes del 16S ARNr de muestras
ambientales y se han identificado como uno de los nueve filos principales encontrados
en los suelos, que comprende aproximadamente el 2% (Janssen et al., 2006) de las
comunidades bacterianas del suelo. Sin embargo, sélo algunas especies han sido

aisladas y caracterizadas.

El orden Bacillales del filo Firmicutes estuvo presente en todas las muestras analizadas
(desde 0.10 hasta 7.8%), exceptuando el sitio de manglar, temporada seca y su
control, ya que no se identifico dicho orden en la secuenciacién masiva. Sin embargo,
en la fraccién cultivable si se pudieron aislar algunos Bacillus de dichas muestras en
agar marino. Zeikus (1979) menciona que todas las especies de Bacillus, ya sean
mesdfilas o no, contienen un cierto grado inherente de termoestabilidad, es por ello
qgue muchas de las cepas identificadas de este género, se pueden encontrar en estos
sistemas hidrotermales. Este orden incluye a muchas bacterias que tienen
aplicaciones como probi6ticos para humano y otros animales, que influyen como
promotores de crecimiento en animales de granja, efectos benéficos en infecciones
intestinales, actividad antitumoral, actividad anticolesterolémica, entre otras (Fuller,

1989), es por ello laimportancia de aislar a este orden y evaluar otros usos potenciales.

Los filos de arqueas se identificaron en la temporada lluviosa de las tres muestras de
ventilas y se han reconocido como filos asociados a sistemas hidrotermales, tanto
someros como profundos. Por ejemplo, el filo Euryarchaeota, en donde se incluyen a
bacterias metanogénicas, anaerobias estrictas, halobacterias, aerobias,

hipertermofilas y termoaciddfilas, en este filo se han aislado bacterias que tienen
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aplicaciones biotecnolégicas o potencial como los géneros: Pyrococcus,
Thermococcus y Methanopyrus. Otro filo es Crenarchaeota, el cual comprende
arqueas hipertermdfilas de ambientes volcanicos terrestres y de ambientes volcanicos
marinos, en este filo se encuentran distinto géneros (Howland, 2000). Y finalmente el
filo candidato Parvarchaeota, que se compone de arqueas no cultivables, pequefias,
con la caracteristica particular de respiracion aerébica, englobando a los géneros
Parvarchaeum y Micrarchaeum (Baker et al., 2010).

Se identificaron distintos filos candidatos, tales como: TM6, TM7, WPS-2, WS3, WS6,
SR1, SC4, OD1, OP1, OP8, OP9, OP11, NKB19, NC10, LCP-89, KSB3, GN04, GNO02,
GAL15, EM3, BRC1, BHI80-139 y AncK6. Estos grupos han sido reconocidos como
importantes linajes bacterianos en muestras de sedimento, identificados a través de
estudios de secuenciacion masiva de acidos nucleicos. Sin embargo, muchos de ellos
no han podido aislarse y con eso poder obtener una mayor comprensién de su funcion,
algunos de ellos pertenecen a la llamada “materia oscura microbiana” que redne
bacterias no cultivables, detectadas solo a través de la secuenciacion (Delafont et al.,
2015; Yeoh et al., 2015).

Gracias al conocimiento de algunas poblaciones bacterianas identificadas en este
trabajo, lo cual permite inferir el tipo de matabolismo y funcién de las mismas, y
considerando alguna perspectiva biotecnoldgica, se podrian llevar a cabo muestreos
y aislamiento de bacterias en medios selectivos para aislar el mayor numero de
bacterias de la fraccion cultivable de la poblacion que se pretenda estudiar de estos

sitios y no medios generalistas como el agar marino utilizado en el presente trabajo.

Finalmente es posible asegurar que la metagendmica representa una aproximacion
relativamente nueva al estudio de las comunidades microbianas, definida como el
analisis funcional y de secuencias de los genomas microbianos en una muestra
ambiental, ya sea para propdsitos de expresion o secuenciacion (Handelsman et al.,
1998), caracterizando de mejor manera a las comunidades bacterianas de algun sitio,
pero se debe ser consciente tal y como lo menciona Hobel y colaboradores (2005), los

resultados obtenidos de los métodos que requieren la obtencién de secuencias de
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muestras ambientales, dependen en gran medida de la distribucién espacial y la
presencia temporal de ciertas poblaciones bacterianas, asi como también la cantidad

y calidad del ADN que se recupera de las muestras del medio natural en cuestion.

7.3 Bacterias identificadas por secuenciaciéon masiva con potencial para inhibir

biopeliculas

De acuerdo a los resultados del estudio de metagendémica de las bacterias de
sedimento, es posible distinguir ciertos filos que segun la literatura tienen actividad
inhibitoria de biopeliculas. Esto con el fin de demostrar que estos sitios son una fuente
de bacterias productoras de compuestos de interés biotecnoldgico y en el caso de este

trabajo, inhibidoras de biopeliculas.

La mayoria de los trabajos que exponen a bacterias inhibidoras de quorum sensing y/o
biopeliculas, se centran en el filo Firmicutes. Sin embargo, se han realizado trabajos
como el de Christiaen y colaboradores (2011), quienes aislaron bacterias e
identificaron su potencial actividad degradadora de moléculas del tipo AHL,
involucradas en procesos de QS frente al biosensor Pseudomonas aeruginosa QSIS2.
Las muestras se recolectaron de agua de estanque, de rizésfera de distintas familias
de plantas en jardines botanicos y de acuarios. Mostrando que la mayoria de las
bacterias aisladas con actividad QQ pertenecen a los filos Proteobacteria, seguido de
Actinobacteria y finalmente Firmicutes. Resultados parecidos a los filos identificados
por Naranjo-Gaybor (2017), quien prob¢ la actividad QQ de cepas bacterianas marinas
aisladas del Mar Caribe colombiano, frente al biosensor Chromobacterium violaceum
ATCC 31532. Resultando 16 cepas activas: 8 Actinobacterias, 6 Firmicutes, 1
Proteobacteria y 1 no identificada.

Romero-Bernardez (2010) estudié la actividad de cepas de bacterias marinas aisladas
de sedimento de tanques de cultivo de peces, de biopeliculas de tanques de reservas
de agua de mar y del alga Fucus vesiculosus. Identificaron 15 cepas activas con
actividad QQ, mostrando que la mayoria de ellas son del filo Proteobacteria, seguido

de Firmicutes, Actinobacteria y Bacteroidetes.
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Por lo tanto, es posible distinguir en los resultados de composicion taxonomica a nivel
de filo que los sitios muestreados presentan una gran abundancia de los grupos
identificados como productores de compuestos inhibidores de quorum sensing y/o
biopeliculas, tanto grupos como Proteobacteria, Actinobacteria, Firmicutes vy

Bacteroidetes.
7.4 Bacterias marinas aisladas de los distintos sistemas hidrotermales someros

Se demuestra en este trabajo tal y como lo mencionan diversos autores, que la fraccion
bacteriana cultivable aislada fue mayor en muestras de sedimento que en las de agua
(Tabla 1l). Pucci y colaboradores (2009, 2010) mencionan que aislaron un mayor
namero de bacterias de muestras de sedimentos que de las muestras de agua de mar,
adjudicando este suceso al soporte que dan a los microorganismos los distintos tipos
de particulas que forman los sedimentos (Suss et al., 2004).

La mayor fraccion cultivable se encontr6 en el sitio del manglar Santispac, mientras
que la menor cantidad de colonias aisladas fue de las muestras de la linea de costa
en El Sargento (Tabla Ill). Cabe destacar que estos resultados coincidieron con los
estudios de secuenciacion masiva de la temporada lluviosa, puesto que el sitio de
manglar presenté mayor diversidad y riqgueza que los otros sitios. Hobbie (1977)
menciona que la ocurrencia y densidad poblacional de las bacterias marinas estan
afectadas por asociaciones con otros organismos, agregaciones y adherencias a
particulas de sedimento, asi como por la temperatura y salinidad del medio; pero
particularmente por los sedimentos, se ha expuesto que en todos aquellos de grano
fino, las bacterias se encuentran adsorbidas, mientras que en las arenas gruesas se
encuentran en estado libre (Ferrara-Guerrero et al., 1987). Esto se observo claramente
en la fraccidn cultivable, puesto que se aislaron menos bacterias de los sitios con grano
grueso (Sargento y Mapachitos) que en las muestras de manglar que presentan

sedimento fino.

De las cepas aisladas, la mayor proporcién fueron mesofilas que termotolerantes. La
diferencia principal que existe entre un organismo termofilo y uno termotolerante es

que el primero requiere temperaturas entre 45y 70°C para su 6ptimo crecimiento, sin
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embargo, los termotolerantes son aquellos que pueden crecer tanto en condiciones

mesoéfilas como termofilas.

Todas las cepas aisladas de los sitios control fueron mesdéfilas ya que ninguna logro
crecer a 60°C. Estos resultados pueden deberse a que los sistemas hidrotermales
presentan condiciones inusuales que se pueden considerar como una barrera
fisicoquimica para organismos que no resisten esos ambientes, mientras que los que
habitan en estos sitios tienen que hacer frente a la temperatura extrema y baja
disponibilidad de nutrientes del medio. Sin embargo, algunas bacterias si desarrollan
estrategias de supervivencia para adaptarse a dicho estrés; de hecho estudios sobre
fuentes termales han demostrado que mientras la temperatura disminuye, existe mayor

diversidad (Sompong et al., 2005).

La mayor proporcion de bacterias aisladas de los sitios de muestreo fueron Gram
positivas, esto puede estar relacionado con la posibilidad de que esas bacterias
tienden a ser mas facilmente cultivables ya que poseen mas resistencia a los cambios
ambientales, quizas relacionado con la composicién de sus paredes celulares. En
particular por estructuras entrecruzadas del peptidoglicano confiriéndoles resistencia
mecanica, fortaleza, moldeando su forma celular y brindandoles una barrera para
mantener la presion osmatica interna (Morales et al., 2010). Por otra parte, se debe
tener en cuenta que dentro de las bacterias Gram positivas se encuentran en un
elevado porcentaje el grupo de las formadoras de esporas, siendo estructuras de
supervivencia en ambientes estresados (por ejemplo, el Género Bacillus). Mohammad
y colaboradores (2017), aislaron bacterias de aguas termales en Jordania y la mayoria
de las colonias que aislaron (exceptuando una), fueron Gram positivas formadoras de
esporas, adjudicando dicho resultado a la capacidad del género Bacillus de resistir a

las condiciones ambientales extremas y a su adaptacion para entornos calientes.

Se observlé un mayor numero de morfologias coloniales distintas en las placas de las
muestras que pertenecian a los sistemas hidrotermales, sin embargo, los resultados
de secuenciacién masiva demostraron lo contrario, que la mayor diversidad alfa se
presenta en los sitios control. Esto puede deberse a que para este trabajo, en la

fraccion cultivable solo se utilizo como medio de cultivo el agar marino y caldo marino,
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por lo que sdlo se aislaron algunas bacterias marinas heterotrofas, sin considerar en
la fraccion cultivable a todas las demés con otras fuentes de carbono y/o nitrégeno.
Otra cuestidon de gran importancia fue el tiempo de incubacién de las placas, el cual
fue maximo de 96 horas, por lo que una gran fraccion de organismos de lento
crecimiento no se observaron. Por ejemplo las que pertenecen al filo Actinobacteria,
mientras que lo observado en la secuenciacidn masiva, es que ese filo estuvo presente
en todos los sitios de muestreo, desde un porcentaje menor de 3.10% en Mapachitos,
temporada seca, hasta un 40.8% en El Sargento, temporada seca. Es por eso que en
muchos estudios de analisis filogenéticos comparativos basados en el gen 16S de
comunidades microbianas de muestras ambientales, han indicado que la diversidad
microbiana es mayor o diferente que lo evaluado por técnicas de cultivo estandar y de
aislamiento (Takai et al., 1999; Tringe et al., 2005). Por lo tanto, no es posible

caracterizar la comunidad bacteriana de un sitio s6lo con esas técnicas de cultivo.

7.5 Bacterias marinas con actividad degradadora de moléculas sefializadoras del
tipo AHL y actividad inhibitoria de biopeliculas de los extractos crudos

La mayoria de las cepas que degradaron moléculas sefalizadoras del tipo AHL
(C6HSL) fueron termotolerantes (Tabla 1V). De las cepas termotolerantes, el 23% tuvo
actividad, puesto que resultaron 13 cepas activas de 55 aisladas a 60°C. Mientras que
de las cepas mesofilas, sélo el 9.4% tuvieron actividad, ya que de 106 cepas mesdfilas,
s6lo 10 de ellas presentaron actividad. Esto puede deberse a que las bacterias
termofilas o termotolerantes producen enzimas y/o metabolitos secundarios para
sobrevivir en ambientes extremos, algunos distintos a los que producen bacterias
mesdfilas que posiblemente al estar en contacto continuo y a la competencia con otras
bacterias en el mismo medio y temperatura, crean resistencia a dichas moléculas,
mientras que los metabolitos de cepas termotolerantes son novedosos para las cepas

gue se desarrollan a temperaturas distintas.

En muchos casos, los bioensayos que se han realizado para detectar actividad
inhibitoria de la formacion de biopeliculas bacterianas, pueden mejorarse mediante

técnicas quimicas mas rigurosas, incluida la extraccion y concentracion de compuestos
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sefal con disolventes organicos. Por ejemplo, la extraccion liquido-liquido es el método
comunmente utilizado para la extracciéon de autoinductores HSL (Brelles-Marino &
Eulogio, 2001), utilizando disolventes organicos como reactivos de extraccion. Los
disolventes organicos con baja polaridad como el diclorometano, el éter dietilico, el
acetato de etilo, el hexano o el tolueno son los que se suelen utilizar como disolventes
organicos de extraccion de estas moléculas. En nuestro caso, se utilizo el acetato de
etilo para extraer dichos compuestos ya que este se utiliza en distintas publicaciones
como un método efectivo para extraer autoinductores o compuestos de bajo peso
molecular con actividad inhibitoria de QS (Parsek et al., 1999; Leadbetter & Greenberg,
2000; Schaefer et al., 1996; Rothballer et al., 2018; Dixit et al., 2017).

A pesar de que en este estudio no se obtuvo la fraccién enzimética que pudiera llegar
a tener actividad inhibitoria de QS y por lo tanto, también la inhibicién de la formacion
de biopeliculas bacterianas, se han encontrado otras moléculas que pueden actuar
como autoinductores. Tales como las dicetopiperazinas, acido metil-dodecanoico,
foranosil borato, acido farnesoico, acido palmitico y otras moléculas sefializadoras HSL
de distintos niameros de carbonos, entre otros (Rodelas et al., 1999; Dong & Zhang,
2005; Brencic & Winans, 2005), por lo que algunas de ellas podrian encontrarse en los

extractos que mostraron actividad.

Con respecto a las bacterias que presentaron actividad tanto degradadora de
autoinductores como inhibicién de la formacién de biopeliculas bacterianas, destaca el
género Bacillus. Tanto cepas termotolerantes como mesdéfilas (B. licheniformis, B.
firmus, B. oceanisedimenis, B. aerius, B. sonorensis y B. paralicheniformis); las
especies que pertenecen a este género estan adaptadas a ambientes célidos y en
general tienen requerimientos simples de nutrientes, por lo tanto son capaces de
colonizar nichos oligotréficos como marismas, aguas termales y suelos desérticos
(Khiyami et al., 2012). Zeikus (1979) menciona que todas las especies de Bacillus, ya
sean mesofilas o no, contienen un cierto grado inherente de termoestabilidad, es por
ello que muchas de las cepas identificadas de este género, que se pueden encontrar
en estos sistemas hidrotermales, crecieron a 60°C. De este género bacteriano se han

publicado multiples investigaciones relacionadas a su proceso de inhibicion de QS, asi
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como de la inhibicion de biopeliculas de otras bacterias, pudiendo explicarse
claramente por la produccion de exopolisacaridos (Sayem et al., 2011), algunas
enzimas como a-amilasa (Kalpana et al., 2012), biosurfactantes (Rivardo et al., 2009),
entre otros compuestos que se investigan para posteriores aplicaciones
biotecnoldgicas. En general muchas enzimas lactonasas de inhibicién de QS ya se han
reportado en especies del género Bacillus, sin embargo, en el estudio de Nithya y
colaboradores (2010) demuestran por primera vez que una cepa de B. pumilus
produce una enzima que no es lactonasa y que degrada moléculas AHL. También que
la cepa inhibié significativamente proteasas LasA (76%), elastasas LasB (84%),
caseinasas (70%), piocianinas (84%), pyoverdinas y formacion de biopeliculas (87%)
de la misma especie que se probo en este trabajo, Pseudomonas aeruginosa PAOL.

Cabe destacar que con respecto a la fraccion cultivable de los sitios de muestreo, sélo
se han publicado estudios del sitio manglar Santispac. Por ejemplo, en 2016 Gallut
Rubio aisl6 22 cepas de bacterias en oncoides de los manantiales hidrotermales del
mismo manglar, identificando especies a partir de secuencias del 16S ARNr y
destacaron bacterias del género Bacillus, también identificando a nivel de especie a B.
licheniformis, entre otras, coincidiendo con la identificacion molecular que se realizd

en nuestro trabajo.

De otra cepa que también mostré actividad, identificada como Brevibacillus
thermoruber, existen estudios relacionados con la produccion de sus exopolisacaridos,
tales como los de Radchenkova y colaboradores (2011). De hecho esta especie se
encuentra muy relacionada filogenéticamente con Bacillus licheniformis, como se
puede observar en el arbol filogenético de Yohandini y colaboradores (2015). Otra
cepa que también tuvo actividad y que se identific6 como Virgibacillus salarius, también
tiene relacion filogenética con el género Bacillus (Hua et al., 2008). Por lo que se puede
inferir que estas cepas al igual que el género Bacillus, producen exopolisacéaridos,
enzimas que degradan moléculas sefializadoras y otros compuestos como los

mencionados con anterioridad que se encuentran involucrados en la 1QS.

Otra especie que tuvo actividad degradadora de moléculas sefalizadoras C6HSL vy

qgue inhibié la formacion de biopeliculas de ciertas cepas, es la especie Vibrio
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alginolyticus. Su actividad puede deberse principalmente a moléculas sefalizadoras
del tipo 4C-HSL como las que detectd Lule (2007) de una especie de Vibrio, quien
también realiz6 extractos liquido-liquido con acetato de etilo como solvente, y
utilizando un cromatografo de gases con espectrometro de masas (GC/MS), detecto
también &cidos palmitico y estéarico, asi como también dicetopiperazinas. Todas estas
conocidas como moléculas inhibidoras de la comunicacion bacteriana. Por lo que es
posible inferir que los extractos que se realizaron de ese género en este trabajo,

también presentan dichos compuestos.

Leadbetter y Greenberg (2000) mencionan que muchos miembros de la clase
Proteobacteria tienen sistemas de QS que se basan en sefiales de acil-homoserina
lactona (acil-HSL), como en este caso Vibrio alginolyticus que pertenece a la clase
Gammaproteobacteria. De hecho Jiang y colaboradores (2011) publicaron que
exopolisacaridos de la cepa con la que trabajaron, Vibrio sp. QY101, inhibié con
buenos resultados la biopelicula de Pseudomonas aeruginosa, exponiendo que tiene
un gran potencial en el disefio de nuevas estrategias terapéuticas para infecciones
bacterianas asociadas a las biopeliculas y sobre todo a limitar la formacion de
biopeliculas en dispositivos médicos permanentes que provocan enfermedades

nosocomiales.

Los resultados de los 5 graficos (Fig. 13 - 17) derivados de los ensayos de inhibicién
de la formacion de biopeliculas, mostraron que los extractos crudos presentaron mayor
actividad a concentraciones mas altas y también mayor actividad frente a cepas
patdgenas. Esto posiblemente esta explicado porque las otras bacterias (marinas)
podrian generar resistencia a los compuestos producidos por otras bacterias en su
mismo habitat natural, mientras que las patdgenas son terrestres, por lo que no estan
en contacto frecuente con compuestos marinos producidos por las bacterias que se

aislaron en este trabajo.

Todos los extractos crudos que se probaron en los ensayos tuvieron actividad
inhibitoria de biopeliculas de diferentes cepas, ya sea en menor o mayor medida, sin
embargo, se observé que el extracto crudo con mayor actividad frente a todas las
cepas fue el numero 22, realizado a partir de un cultivo de Bacillus paralicheniformis,
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nuevamente confirmando que el género Bacillus tiene una actividad importante al
inhibir la formacion de biopeliculas de otras cepas. Es importante exponer que los
estudios sobre este género y que previamente se mencionaron, exponen que son
enzimas las que le ofrecen la actividad de inhibir la formacidén de biopeliculas, sin
embargo, en este trabajo se comprueba que no son sélo enzimas las que tienen dichas
actividades en este género ya que el método utilizado para realizar los extractos con

acetato de etilo no extraen acilasas o lactonasas.

Para una posible aplicacion, seria interesante experimentar con una mezcla de los
extractos que tuvieron una buena actividad inhibiendo la formacion de biopeliculas de
bacterias por separado, tales como los extractos: 3 (Vibrio alginolyticus), 6
(Virgibacillus salarius), 7 (Vibrio alginolyticus), 9 (Bacillus licheniformis), 10 (Bacillus
oceanisediminis), 12 (Bacillus aerius), 16 (Bacillus licheniformis), 21 (Bacillus

licheniformis) y 22 (Bacillus paralicheniformis).

Con estos ensayos también fue posible observar que tanto la actividad degradadora
de autoinductores, como la inhibicion de la formacion de las biopeliculas por parte de
las cepas activas, no dependié de la temporada de recolecta, ya que en ambas

temporadas las cepas aisladas mostraron actividad.
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8. CONCLUSIONES

La hipotesis planteada en este trabajo se rechazo, puesto que los grupos de bacterias
representativos en los sitios de ventilas muestreados, no se identificaron como
extremofilos, ya que la diversidad estd compuesta principalmente por bacterias
quimiosintéticas. Esto debido a las condiciones fisicoquimicas de dichos ambientes,
como las altas concentraciones de dioxido de carbono, acido sulfhidrico,
hidrocarburos, metales pesados, etc., identificando algunos grupos como
Rhodospirillales, Chromatiales, Nitrospirales y los filos Chloroflexi y Planctomycetes,
que engloban a grandes cantidades de microorganismos quimiosintéticos asociados a
estos ambientes. De la fraccion cultivable, las cepas que mostraron un porcentaje
mayor de actividad no son extremdfilas o termdfilas, sino termotolerantes, por lo tanto,
bacterias extremdfilas no se lograron aislar y son las bacterias termotolerantes y

mesofilas las que presentaron actividad inhibitoria de biopeliculas.

Con los resultados de la secuenciacién masiva es posible inferir que estos ambientes
son fuentes accesibles de bacterias potencialmente productoras de compuestos
inhibidores de biopeliculas, puesto que los filos mas representativos, se encuentran

relacionados con esa actividad en la literatura.

Con este proyecto de investigacion se comprueba al igual que lo han referido otros
investigadores, que los resultados derivados de métodos dependientes de cultivo que
precisan aislamiento y purificacion de cepas en medios enriquecidos y/o condiciones
de incubacion selectivas, no representan la diversidad bacteriana de un sitio de
muestreo. Por ello es imprescindible realizar a la par, metodologias que involucren

también la fraccién no cultivable del area de estudio.

Los proyectos que incluyen estudios de metagenomica representan una aproximacion

mayor al conocimiento de las comunidades microbianas de un micro nicho.

La mayor diversidad alfa y riqgueza bacteriana se encontré en los sitios control, debido
a que las condiciones de los ambientes extremos son una barrera fisicoquimica para
bacterias que no resisten esos nichos. Entre temporadas, la mayor diversidad y riqueza

fue en temporada lluviosa posiblemente explicado por la entrada de componente
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terrigeno derivado del arrastre de sedimento por lluvias en las zonas muestreadas, por
el aumento de oleaje que provoca oxigenacion y movimiento de materia organica en

los sedimentos haciéndola mas disponible.

En este estudio la proporcion de bacterias marinas Gram positivas fue mayor,
relacionado probablemente a que son microorganismos féciles de cultivar ya que
poseen mas resistencia a los cambios ambientales por sus estructuras celulares.
Dentro de este grupo se encuentran un elevado porcentaje de bacterias formadoras
de esporas, las cuales son estructuras de supervivencia en ambientes estresados o

extremos.

Las bacterias marinas aisladas de sistemas hidrotermales someros, tanto mesofilas
como termotolerantes, producen compuestos que degradan moléculas sefalizadoras
del tipo AHL, en su mayoria especies del género Bacillus, inhibiendo en mayor
porcentaje la formacién de biopeliculas de bacterias patégenas, contrario a las de
bacterias marinas relacionadas a procesos de biofouling, posiblemente habituadas a

los compuestos producidos por las bacterias marinas activas que se probaron.

Con la evidencia cientifica de este trabajo se refuerza la propuesta de que los sistemas
hidrotermales someros son una fuente accesible de microorganismos termotolerantes
y mesofilos con compuestos que presentan potencial biotecnolégico para inhibir

biopeliculas bacterianas.
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9. RECOMENDACIONES

Utilizar distintos medios de cultivo con fuentes de carbono y/o nitrégeno, diferentes al
Agar Marino, para aislar una mayor cantidad de bacterias de los sitios de muestreo y
en el caso de una busqueda dirigida a grupos bacterianos especificos con potencial
biotecnologico, utilizar medios selectivos y no generalistas para un aislamiento

bacteriano eficiente.

Llevar a cabo el fraccionamiento de los extractos que degradaron moléculas del tipo

AHL para identificar los compuestos responsables de dicha actividad.

Evaluar la toxicidad de los extractos realizados para evitar efectos nocivos al medio
ambiente en caso de posibles aplicaciones posteriores.

Estudiar la posible actividad enzimas responsables de la actividad degradadora de

moléculas AHL de los sobrenadantes de los cultivos de bacterias activas.

Realizar los ensayos pertinentes para inhibir biopeliculas con mas cepas conocidas
como formadoras de biopeliculas, tanto patdbgenas como aquellas relacionadas al

proceso de biofouling.

Confirmar los resultados de inhibicion de biopeliculas con microscopia laser confocal,

de forma que se logre visualizar las biopeliculas de cada poblacién bacteriana.

Evaluar en campo la actividad antifouling de los extractos activos incluidos en la

formulacién de pinturas.
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11. ANEXOS

11.1 Anexo 1. Composicion taxonémica a nivel de filo de bacterias presentes

en las muestras de los distintos sitios de muestreo.
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11.1 Anexo 2. Morfologias coloniales de las distintas cepas aisladas de los sitios de

muestreo.

Colonia

Color
Naranja
Crema
Crema
Beige
Beige
Crema
Crema
Beige
Beige
Beige
Crema
beige
crema con café
crema
blanco
rosa
verde
blanco
crema
beige
beige
amarillo
beige
naranja
blanco
crema
crema
beige
naranja
rojo
blanco
blanco
crema
beige
verde
rosa
blanco
crema
crema
blanco

Forma
irregular
irregular

circular
circular
circular
circular
circular
irregular
Irregular
circular
circular
circular
circular
circular
circular
circular
circular
circular
circular
circular
rizoide
circular
irregular
circular
circular
irregular
irregular
circular
circular
circular
irregular
irregular
irregular
rizoide
circular
circular
circular
circular
circular
irregular

Borde
ondulado
entero
ondulado
ondulado
entero
entero
entero
filamentoso
filamentoso
entero
entero
entero
entero
entero
entero
entero
entero
ondulado
ondulado
entero
entero
ondulado
ondulado
filamentoso
entero
filamentoso
filamentoso
entero
entero
entero
filamentoso
entero
entero
entero
entero
entero
entero
entero
entero
entero

Elevacién
elevado
convexo
elevado
elevado

plano
plano
plano
elevado
plano
elevado
elevado
convexo
convexo
elevado
elevado
plano
elevado
umbonado
elevado
elevado
elevado
umbonado
elevado
umbonado
elevado
elevado
elevado
plano
elevado
elevado
elevado
plano
elevado
elevado
elevado
elevado
elevado
plano
elevado
plano

Gram
positiva
positiva
positiva
positiva
positiva
positiva
positiva
negativa
negativa
positiva
positiva
positiva
negativa
positiva
positiva
positiva
negativa
positiva
positiva
positiva
positiva
positiva
positiva
negativa
negativa
positiva
positiva
negativa
negativa
positiva
positiva
positiva
negativa
positiva
positiva
negativa
positiva
positiva
positiva
positiva
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41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79
80
81
82
83
84
85

blanco
blanco
beige
blanco
blanco
blanco
blanco
crema
blanco
blanco
blanco
crema
blanco
naranja
blanco
beige
beige
beige
crema

amarillo claro

amarillo
blanco
blanco

amarillo claro

blanco
amarillo
blanco
beige
beige
beige
naranja
beige
crema
blanco

amarillo oscuro

beige
naranja
blanco
blanco
amarillo
blanco
blanco
negro
crema
crema

circular
irregular
circular
circular
circular
circular
circular
circular
rizoide
circular
irregular
circular
circular
irregular
irregular
circular
circular
circular
circular
circular
circular
circular
circular
circular
circular
circular
irregular
irregular
circular
irregular
circular
circular
circular
irregular
circular
irregular
circular
circular
circular
circular
circular
circular
irregular
circular
circular

entero
filamentoso
entero
entero
entero
ondulado
ondulado
entero
entero
ondulado
ondulado
filamentoso
entero
filamentoso
filamentoso
entero
ondulado
entero
entero
entero
entero
entero
entero
ondulado
entero
ondulado
filamentoso
entero
entero
filamentoso
ondulado
entero
entero
filamentoso
entero
filamentoso
ondulado
entero
entero
entero
entero
entero
rizado
entero
entero

elevado
plano
elevado
plano
elevado
umbonado
elevado
elevado
elevado
umbonado
elevado
umbonado
elevado
elevado
elevado
convexo
elevado
plano
plano
convexo
convexo
plano
plano
convexo
elevado
convexo
plano
plano
convexo
plano
umbonado
plano
plano
plano
convexo
elevado
umbonado
elevado
plano
convexo
plano
elevado
umbonado
convexo
convexo

positiva
positiva
negativa
positiva
positiva
positiva
negativa
positiva
positiva
positiva
negativa
positiva
positiva
positiva
positiva
negativa
positiva
positiva
positiva
negativa
negativa
positiva
positiva
negativa
positiva
negativa
positiva
positiva
negativa
positiva
negativa
positiva
positiva
positiva
negativa
positiva
negativa
positiva
positiva
negativa
positiva
positiva
negativa
negativa
negativa
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86
87
88
89
90
91
92
93
94
95
96
97
98
99
100
101
102
103
104
105
106
107
108
109
110
111
112
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114
115
116
117
118
119
120
121
122
123
124
125
126
127
128
129
130

crema
crema
blanco
blanco
blanco
beige
crema
blanco
beige
crema
crema
negro
crema
blanco
crema
naranja
crema
crema
beige
beige
crema
crema
blanco
blanco
blanco
crema
blanco
naranja
blanco
beige
beige
beige
crema
amarillo claro
amarillo
blanco
blanco
amarillo claro
blanco
amarillo
blanco
beige
beige
beige
naranja

circular
circular
irregular
circular
irregular
circular
circular
circular
irregular
circular
circular
irregular
circular
circular
circular
irregular
irregular
circular
circular
circular
circular
circular
rizoide
circular
irregular
circular
circular
irregular
irregular
circular
circular
circular
circular
circular
circular
circular
circular
circular
circular
circular
irregular
irregular
circular
irregular
circular

entero
entero
entero
entero
filamentoso
entero
entero
entero
entero
entero
entero
rizado
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entero
entero
ondulado
entero
ondulado
ondulado
entero
entero
entero
entero
ondulado
ondulado
filamentoso
entero
filamentoso
filamentoso
entero
ondulado
entero
entero
entero
entero
entero
entero
ondulado
entero
ondulado
filamentoso
entero
entero
filamentoso
ondulado

plano
elevado
plano
elevado
plano
plano
elevado
convexo
plano
plano
plano
umbonado
elevado
plano
convexo
elevado
convexo
elevado
elevado
plano
plano
plano
elevado
umbonado
elevado
umbonado
elevado
elevado
elevado
convexo
elevado
plano
plano
convexo
convexo
plano
plano
convexo
elevado
convexo
plano
plano
convexo
plano
umbonado

positiva
positiva
positiva
positiva
positiva
positiva
positiva
negativa
positiva
positiva
positiva
negativa
positiva
positiva
negativa
positiva
positiva
positiva
positiva
positiva
positiva
positiva
positiva
negativa
negativa
positiva
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131
132
133
134
135
136
137
138
139
140
141
142
143
144
145
146
147
148
149
150
151
152
153
154
155
156
157
158
159
160
161

beige
crema
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irregular
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irregular
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irregular
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irregular
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irregular
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circular
circular
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circular
circular
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irregular

entero
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filamentoso
entero
filamentoso
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entero
entero
entero
entero
entero
rizado
entero
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filamentoso
entero
filamentoso
filamentoso
entero
ondulado
entero
entero
entero
entero
entero
entero
ondulado
entero
ondulado
filamentoso

plano
plano
plano
convexo
elevado
umbonado
elevado
plano
convexo
plano
elevado
umbonado
elevado
umbonado
elevado
umbonado
elevado
elevado
elevado
convexo
elevado
plano
plano
convexo
convexo
plano
plano
convexo
elevado
convexo
plano

positiva
positiva
positiva
negativa
positiva
positiva
negativa
positiva
positiva
negativa
positiva
positiva
positiva
negativa
positiva
positiva
positiva
positiva
negativa
negativa
positiva
positiva
positiva
negativa
positiva
negativa
positiva
positiva
positiva
negativa
positiva
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