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Figura 24. Perfil hemolitico de la cepa 29 crecida en agar sangre: (A) Vista bajo la incidencia directa
de luz sobre las colonias celulares; (B) Vista a contraluz de las mismas colonias..........c.ccceceveververeneenen.

Figura 25. Espectro infrarrojo medio del compuesto antimicrobiano producido por la cepa 29(rojo).
Espectro infrarrojo medio del compuesto antimicrobiano (azul) reportado por Messaoudi et al.
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GLOSARIO

Antibiosis: Proceso de relacion letal entre microorganismos, la cual no implica

que estén en contacto directo.

Antagonismo: Proceso de relacion letal entre microorganismos, es preciso que

ambas poblaciones microbianas se pongan en contacto.

Autobiografia: Método para la deteccion de la actividad antimicrobiana.
Inicialmente los compuestos son separados en una matriz y se transfiere a un
medio de cultivo con base de agar que sirve como sustrato para el crecimiento del

microorganismo.

Alineamiento de secuencias: Procedimiento bioinforméatico que sirve para
representar y comparar dos o mas secuencias o cadenas de ADN, ARN o
proteinas, para resaltar su porcentaje de similitud, el cual podrian indicar

relaciones funcionales o evolutivas entre los genes o proteinas.

Antibidticos: Sustancia quimica producida por un ser vivo u obtenida de forma
sintética que mata o inhibe el crecimiento de ciertas clases de microorganismos

sensibles.
Bacteriocina: Péptidos antimicrobianos de sintesis ribosomal.

BLAST: Por sus siglas en inglés, Basic Local Alignment Search Tool. Es un
programa informatico de alineamiento de secuencias de tipo local, ya sea de ADN,
ARN o de proteinas. El programa es capaz de comparar una secuencia problema

contra las secuencias disponibles en una base de datos.

Cepa: En microbiologia, poblacion de microorganismos de una sola especie que

poseen la misma composicion genética.

Compuesto bioactivo: Metabolito que tiene algun efecto sobre un organismo

Vvivo, tejido o célula.

\



Cromatografia en placa fina: Técnica cromatografica que emplea una fase
estacionaria polar (mas usada, silica gel) adherida a una placa de vidrio, aluminio
u otro soporte. Esta placa se coloca inmersa verticalmente en una fase movil

(eluyente).

Desnaturalizacién: Cambio estructural que sufre una biomolécula donde pierde

Su estructura nativa y usualmente, su optimo funcionamiento.

Electroforesis: Técnica para la separacion de moléculas segun su movilidad en
un campo eléctrico. Dependiendo de la técnica, la separacion obedece en distinta

medida a la carga eléctrica de las moléculas y a su masa.

Espectro de infrarrojo: Grafico que muestra la absorbancia (transmitancia) de luz

infrarroja en funcion de la frecuencia o la longitud de onda.

Farmacologia: Ciencia que estudia el origen, las acciones y las propiedades que

las sustancias quimicas ejercen sobre los organismos vivos.

Genbank: Base de datos de secuencias genéticas del NIH (National Institutes of

Health de los Estados Unidos), de disponibilidad publica.

Halo de inhibicion: Zona alrededor del area impregnada con la sustancia activa

en la que no se produce crecimiento bacteriano.

Hospedero: Organismo que alberga a otro en su interior o lo porta sobre si

mismo.

Gram-positiva: Célula procariota cuya pared celular estd compuesta basicamente

por peptidoglicano y que carece de membrana externa.

Gram-negativa: Célula procariota cuya pared celular contiene relativamente poco
peptidoglicano y presenta una membrana externa compuesta por lipopolisacarido,

lipoproteina y otras macromoléculas complejas.

Metabolito secundario: Compuesto organico sintetizado por el organismo que no
tiene un rol directo en el crecimiento o reproduccién de éste, pero que pueden

brindar ventaja competitiva.

Proteinasa K: Proteasa de amplio espectro de accidén enziméatica.

VI



Oligonucledtido: Secuencia corta de ADN o ARN, con cincuenta pares de bases
0 menos utilizados con diversos fines. Uno de ellos como iniciador en reacciones

de amplificacion.

Secuenciacion: Conjunto de métodos y técnicas bioquimicas cuya finalidad es la

determinacién del orden de los nucledtidos (A, C, Gy T) en una cadena de ADN.

Sintetasa de péptidos no ribosomal SPNR: Complejo enzimatico independiente
del ARN mensajero que lleva a cabo la sintesis de péptidos denominados no

ribosomales.

Taqg polimerasa: Enzima termoestable del metabolismo de &cidos nucleicos

aislada de Thermus aquaticus (Tag), una bacteria que soporta altas temperaturas.

Vil
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ABREVIATURAS

ATCC
BSA
PAGE

TLC
uv

VIS
NRPS
ADN
ARN
Regulador TE
CTAB
dNTP's
LB
NCBI
PCR
Rpm
SDS
TBE
TSA
TE

Del inglés American Type Culture Collection
Albumina de suero bovino

Electroforesis en geles de poliacrilamida

Cromatografia en capa fina

Luz ultravioleta

Luz visible

Sintetasa de péptido no ribosomal

Acido desoxirribonucleico

Acido ribonucleico

Regulador Tris-EDTA

Bromuro de hexadeciltrimetilamonio
Desoxirribonucleotido trifosfato

Colorante de carga (del inglés loading buffer)
Del inglés National Center for Biotechnology Information
Reaccion en cadena de la polimerasa
Revoluciones por minuto

Dodecilsulfato sodico

Soluciéon amortiguadora tris-acido bérico-EDTA
Agar soya tripticasa

Tris EDTA



RESUMEN

En la actualidad los sedimentos de ambientes marinos son de interés para los
programas de bioprospeccion, siendo una fuente abundante de actinobacterias,
las cuales tienen un alto potencial para la produccion de nuevos compuestos con
aplicaciones biotecnoldgicas. En el presente estudio se emplearon 75 cepas de
actinobacterias aisladas de sedimento marino de la Bahia de la Paz, Baja
California Sur, con el objetivo de evaluar su potencial para producir péptidos
antimicrobianos. La actividad antimicrobiana se evalué utilizando medio de cultivo
sélido mediante los métodos de doble capa y contacto directo. Basados en estas
pruebas se seleccionaron 8 cepas bioactivas. Diez cepas mostraron genes
asociados con la biosintesis de sintetasas de péptidos no ribosomales (NRPS). Se
eligen 16 cepas positivas para las pruebas de doble capa, contacto directo y la
presencia de NRPS. Sin embargo, sélo una cepa representada con el nUmero 29
produjo un posible péptido antimicrobiano sensible al tratamiento con proteinasa K
y con accion inhibitoria frente a microorganismos Gram-positivos. Mediante
bioautografia de TLC y de SDS-PAGE no se observé una relacion entre los
perfiles peptidicos y la actividad antimicrobiana. La caracterizacion estructural del
extracto antimicrobiano de la cepa 29 mostr6 que el mismo consiste en una
mezcla de 4 compuestos con la presencia de Dinactin y algunos de sus derivados
sin descartar la posibilidad de que la mezcla contenga algun péptido. Finalmente
se identificaron las 16 cepas seleccionadas mediante secuenciacién del genl6S
del ARNr. El género mas representado es Streptomyces sp. con un 75%. La
presente experiencia constituye una rapida estrategia de bioprospeccion para el

hallazgo de nuevos péptidos antimicrobianos.

Palabras claves: Bioprospeccion, sintetasas de péptidos no ribosomales (NRPS),
Bioautografia- TLC y SDS-PAGE.



ABSTRACT

Sediments are an abundant source of actinobacteria, which have a high potential
to produce new compounds with biotechnological applications. Therefore,
currently, they are of interest for bioprospecting programs. In this study, 75 strains
of actinobacteria isolated from marine sediment from La Paz Bay, Baja California
Sur, Mexico, were used, with the objective of evaluating their potential to produce
antimicrobial peptides. The antimicrobial activity was evaluated in solid culture
medium by the double layer and direct contact methods. Based on these tests, 8
bioactive strains were selected; 10 strains showed genes associated with
biosynthesis of non-ribosomal peptide synthetases (NRPS); and 16 positive strains
were chosen for another three tests: double layer, direct contact and the presence
of NRPS. However, only one strain represented with the number 29 produced a
possible antimicrobial peptide sensitive to proteinase K treatment and with
inhibitory action against Gram-positive microorganisms. Using TLC and SDS-
PAGE bioautography, no relation was observed between peptide profiles and
antimicrobial activity. The structural characterization of the antimicrobial extract of
strain 29 showed that it consists of a mixture of 4 compounds with the presence of
Dinactin and some of its derivatives without ruling out the possibility that the
mixture contains some peptide. Finally, the 16 selected strains were identified by
sequencing of the 16S rRNA gene. The most represented genus is Streptomyces
sp. with 75%. The present experience constitutes a rapid bioprospecting strategy

that leads to discover new antimicrobial peptides.

Keywords: Bioprospecting, non-ribosomal peptide synthetases (NRPS), TLC-
bioautography, SDS-PAGE
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1. INTRODUCCION

1.1. Resefia histdrica de antibiosis
Los antibidticos y antifungicos son compuestos con actividad antiinfecciosa de

importancia farmacoldgica, los cuales exponen un fundamento ecologico basado
en la antibiosis (Segarra, 1997), la cual es un tipo de amensalismo. Los estudios
sobre el amensalismo entre bacterias cobraron un gran impulso cuando a finales
de siglo XIX se sugirié y posteriormente se demostré que el poder inhibitorio de
Pseudomonas fluorescens, era debido a la existencia de una sustancia
responsable del antagonismo. Este notable hallazgo derivo en el primer farmaco
antibacteriano de uso terapéutico y fue llamado piocianasa con capacidad de
inhibir el crecimiento de varios patdégenos (Ledermann, 2013). Esta experiencia y
muchas otras demostraron la existencia del fenomeno de la antibiosis, pero el
término para nombrarlo fue planteado en el afio 1889 planteado por Paul Vuillemin
(Asusheyi et al., 2012). Sin embargo, el fenbmeno no tuvo repercusion practica
hasta el afio 1928 con el descubrimiento de la penicilina que dio inicio a la
antibiéticoterapia (Tortora et al., 2001).

1.2. Amensalismo
El amensalismo es la interaccion biol6gica entre dos microorganismos que se

produce cuando uno de ellos se ve perjudicado y el otro no experimenta ninguna
alteracion, es decir, la relacion le resulta neutra (Garcia & Picazo, 1996). Una
especie microbiana produce sustancias inhibidoras o toxicas para otras especies
como compuestos inorganicos (ejemplo: H202), compuestos organicos (ejemplo:
acidos y alcoholes) e inhibidores organicos de accién especifica (ejemplo:
bacteriocinas y toxinas). Sin embargo, es frecuente la aparicién de resistencias
entre las especies sensibles, quienes mutan a nivel de genoma y modifican su
bioquimica de modo que el antibiético no reconoce los sitios de unidén o sintetizan
enzimas que rompen o desnaturalizan el antibiético. Estas sustancias inhibidoras o
toxicas pueden actuar como controles biolégicos al ser secretadas al medio
externo, previendo la colonizacion de otras especies (Lemos et al., 1991). Dentro
de una poblacidn sus miembros presentan muchas interacciones positivas y
negativas, denominadas interacciones intraespecificas. Ademas, dentro de la

comunidad microbiana, las diferentes poblaciones interactian entre si, a lo cual se



les denomina interacciones interespecificas. Estas Ultimas se pueden dividir en: a)
interacciones positivas (comensalismo, sinergismo y mutualismo); b) positivas
para una poblacién y negativas para la otra (parasitismo y depredacion) y c)
interacciones negativas como competencia y amensalismo o antagonismo (Smith,
2001). El antagonismo Yy la antibiosis son formas especificas de esta interaccion.
En el antagonismo es preciso que ambas poblaciones microbianas se pongan en
contacto directo mientras que en la antibiosis no es preciso que las poblaciones
microbianas estén en contacto. Usualmente la sustancia que produce la inhibicion

es un antibiotico (Ledermann, 2013).

1.3. Técnicas de antibiosis
Desde hace décadas se han desarrollado mdltiples técnicas para evaluar la

antibiosis con base en la deteccion de la actividad antimicrobiana los
microorganismos, extractos crudos libres de células y fracciones de productos
puros capaces de inhibir el crecimiento de microorganismos sensibles (Choma &
Grzelak, 2010).

Disco
Método de [ .
difusion [\ | Cilindro
Pocillos
Métodos para la ] ) Dilucién en agar
deteccic’m (_:Ie la _actividad M;.}Sgi%ge )
antimicrobiana ) Dilucion en caldo
Contacto
Bioautografia [— Inmersién
Directa

Figura 1. Clasificacién de los métodos microbioldgicos de bioprospeccion para la deteccién de la
actividad antimicrobiana segun (Choma & Grzelak, 2010).

Como se observa en la figura 1, para evaluar la actividad antimicrobiana se
indican los métodos de enfrentamiento simultdneo en medio sélido (Barja, 1979) y

de contacto directo (Gautier, 1976). La deteccion de actividad antimicrobiana de

2
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extractos crudos y productos puros se realiza a través de la técnica de pocillos
(Barja, 1979), el método de dilucion (Hatalin, 1973) y de discos de papel filtro
(Baver, 1966). Ademds, es de destacar el método de bioautografia como una
forma simple, reproducible y altamente sensible para la deteccion de compuestos
biologicamente activos (Wagman & Bailey, 1969). La bioautografia es un método
muy similar a los procedimientos que se basan en la difusibn en agar. La
diferencia principal radica en que mediante la bioautografia los compuestos
difunden de una matriz (en la que previamente fueron separados) a un medio con
base de agar que sirve como sustrato para el crecimiento microbiano (Choma &
Grzelak, 2010).

1.4. Actinobacterias como fuente de sustancias bioactivas

En la actualidad es muy importante el estudio de la microbiologia marina para
comprender las interacciones bioldgicas entre los microorganismos que habitan en
estos ecosistemas (Ledn et al., 2011; Keller et al.,, 2014). Una comprension
adecuada de la ecologia microbiana marina ofrece la oportunidad de planificar
estudios de bioprospeccion para descubrir las potencialidades de los
microorganismos marinos con el fin de encontrar nuevos productos bioactivos
(Leén et al., 2011). Muchos microorganismos marinos que incluyen bacterias y
hongos son considerados como fuentes promisorias de sustancias bioactivas
(Keller et al., 2014) y desde hace décadas autores como Barcina et al. (1987)
demuestran la capacidad que tienen estos microorganismos para producir
sustancias que inhiben el crecimiento de patégenos humanos. Se ha visto que los
compuestos de origen marino generalmente son moléculas muy reactivas debido a
que deben cumplir su accién bioldgica aun cuando se encuentran diluidas en los
ambientes acuaticos (Glenroy et al., 2007). Las diferentes funciones de los
compuestos bioactivos marinos comprenden funciones como degradacion de
hidrocarburos, produccion de tensoactivos y la produccion de compuestos con
actividad antitumoral y antimicrobiana entre muchas otras aplicaciones
(Hernandez et al., 2018). Las actinobacterias destacan por constituir la mayor
fuente de productos naturales bioactivos, asi como por su distribucion geografica y
diversidad taxonomica (Bull & Stach, 2007; Subramani & Aalbersberg, 2012).

Muchos de los compuestos quimicos de interés que producen son de naturaleza



peptidica, destacandose los péptidos antimicrobianos por su diversidad estructural
y funcional (Hodges et al., 2012; Chen et al., 2017), cuya sintesis puede ser
ribosomal (bacteriocinas) o no ribosomal sintetizados por enzimas denominadas
sintetasas de péptidos no ribosomales (NRPS, por sus siglas en inglés) (Gotang et
al., 2010). En actinobacterias aisladas de ambientes marinos, los analisis de
bioprospeccion, como el analisis de secuencias de las NRPS y técnicas de
antibiosis para la detecciébn de péptidos antimicrobianos de sintesis ribosomal
(bacteriocinas) ofrecen una oportunidad para el descubrimiento y posterior
desarrollo de nuevos compuestos con el fin de combatir microorganismos

multirresistentes.



2. ANTECEDENTES

2.1. Actinobacterias marinas como fuente prolifica de antibiéticos
Los actinomicetos son un grupo de microorganismos ampliamente distribuidos en

ambientes terrestres, de agua dulce y marinos (Augustine et al., 2013). Las
actinobacterias son bacterias Gram-positivas filamentosas que pertenecen al
orden Actinomycetales, se caracterizan por la produccion de enzimas
extracelulares y compuestos con actividad bioldégica que cumplen una funcion
(mantenimiento, sefalizacion y colonizacion) en el ecosistema microbiano (Fenical
& Jensen, 2006; Augustine et al.,, 2013). Las colonias de actinobacterias en
medios de cultivo solidos se comienzan a observar macroscopicamente adheridas
al sustrato, luego de los 3 primeros dias de incubacion. Generalmente a partir de
los 7 dias de cultivo conforme se van agotando algunos de los nutrientes las
colonias comienzan a desarrollar el micelio aéreo produciéndose la esporulacion.
Posteriormente se observan colonias de aspecto seco y pulverulento, las cuales
presentan diferentes morfologias y colores. El micelio flamentoso es de diametro
menor al de los hongos y crecen en forma de red llamadas micelios, que pueden
ser de dos tipos: micelio vegetativo y micelio aéreo (Jiménez, 2011). La escasez
de algunos nutrientes y elevada densidad poblacional, constituyen sefiales que
desencadenan la formacién del micelio aéreo y posteriormente de las esporas por
el desarrollo de tabiques en el extremo de los filamentos que constituyen el micelio
aéreo (Prada, 2013).

Por otro lado, las actinobacterias son microorganismos considerados como unos
de los mayores productores de sustancias antimicrobianas (Subramani &
Aalbersberg, 2012; Subramani & Sipkema, 2019). Mas de la mitad de los
antibiéticos utilizados actualmente son producidos por actinobacterias. Algunos
ejemplos de estos compuestos son la estreptomicina, la tetraciclina, el
cloranfenicol y la eritromicina (Fenical & Jensen, 2006). Aunque las
actinobacterias han sido ampliamente estudiadas en el pasado, se estima que un
bajo porcentaje de todo el potencial de los productos naturales incluso del género
Streptomyces ha sido bien investigado (Watve, 2001), por tanto, existe una
oportunidad considerable para nuevos descubrimientos. Ademas, las cepas
derivadas de ambientes poco estudiados, incluido el sedimento marino han

demostrado ser una fuente productiva de nuevos compuestos con alto potencial



biotecnolégico (Magarvey, 2004; Fenical & Jensen, 2006; Bull & Stach, 2007),
muchas de estas cepas pertenecen principalmente a dos familias:
Streptomycetaceae y Micromonosporaceae (Magarvey et al., 2004; Fenical &
Jensen, 2006).

2.2. Péptidos antimicrobianos
Muchos compuestos quimicos de interés son de naturaleza peptidica,

destacandose los péptidos antimicrobianos (AMP, por sus siglas en inglés) por su
diversidad estructural y funcional, el mecanismo de accion de los AMP suele ser a
través de la formacién de poros destruyendo asi la integridad de la membrana
citoplasmatica del patdgeno (Shai, 2002). No obstante, otros péptidos
antimicrobianos actian inhibiendo enzimas o interrumpiendo procesos como la
replicacion del ADN o la transcripcion (Brogden, 2005). Muchos AMP son
susceptibles a la degradacion proteolitica y una propiedad interesante de diversos

AMP es su poca toxicidad hacia las células animales (Guina et al., 2000).

2.2.1. Péptidos antimicrobianos de origen ribosomal
Las bacteriocinas son péptidos antimicrobianos de sintesis ribosomal producidos

por microorganismos, principalmente del dominio bacteria (Gillor et al., 2008). De
modo general estos péptidos reconocen receptores especificos localizados
Gnicamente en la bacteria blanco o en determinados grupos microbianos, por
tanto, raramente presentan toxicidad sobre lineas celulares de origen animal (Riley
& Wertz, 2002). Estas caracteristicas destacan una potencial aplicaciéon
biotecnolégica de las bacteriocinas como alternativa a los tratamientos con
antibiéticos tradicionales contra patdégenos multirresistentes, o como
conservadores en la industria alimenticia. Las bacteriocinas se clasifican en dos
grandes grupos: las producidas por bacterias Gram-positivas y las producidas por
bacterias Gram-negativas (Gillor et al., 2008). Las bacteriocinas producidas por
bacterias Gram-positivas se dividen en cuatro clases diferentes. La clase | esta
compuesta por péptidos menores de 5 kDa que contienen los aminoacidos
lantionina, B-metil-lantionina; ejemplos de bacteriocinas de esta clase son: nisina y
lactocina S. Las bacteriocinas de clase Il son péptidos cationicos e hidréfobos de

20 a 60 aminoéacidos de longitud y sin modificaciones postraduccionales (Héchard



& Sahl, 2002) y estan divididas en tres subclases Il a, Il b y Il ¢ (Ennahar et al.,
2000). Aungue de modo general la clase Il corresponde a péptidos menores a 10
kDa, termoestables que no contienen lantionina y cuyo mecanismo de accién se
debe principalmente a la permeabilizacion de la membrana de la bacteria blanco.
(Héchard & Sahl, 2002; Gillor et al., 2008). La clase Il esta constituida por
proteinas termolabiles, mayores a 30 kDa y cuyo mecanismo de accion no se ha
descrito completamente. La clase IV, agrupa a las bacteriocinas complejas
constituidas por un elemento proteico mas un motivo no proteico (Héchard & Sahl,
2002). Las bacteriocinas producidas por actinobacterias generalmente son activas
contra especies estrechamente relacionadas con la bacteria productora como
michiganin A (Holtsmark et al., 2006). Aunque algunas de ellas tales como la
microbisporicina poseen un amplio espectro de actividad inhibitorio sobre bacterias
no relacionadas, otras tienen este efecto inhibitorio inclusive sobre protozoos
(tiostrepton), levaduras (cinamicina) y virus (labyrinthopeptin A1 y duramycin)
(Castiglione et al., 2008; Aminake et al., 2011; Ferir et al., 2013; Richard et al.,
2015). Asimismo, algunas bacteriocinas producidas por actinobacterias y sus
productos semisintéticos también muestran actividades antiinflamatorias,
antialérgicas, antitumorales y regulan la presion arterial (Gomes et al., 2017).
Actualmente ya se dispone comercialmente de bacteriocinas producidas por
actinobacterias con aplicaciones veterinarias como el ejemplo del tiostrepton
utilizado en ungtiento dermatolégico para uso animal, mientras que otras se
encuentran en desarrollo como NAI — 107, NAI-112 y lancovutida—duramicina
(Gomes et al.,, 2017). Estas evidencias avivan el interés por el potencial
biotecnolédgico de bacteriocinas producidas por actinobacterias y principalmente de
cepas aisladas de ambientes menos explorados con este fin, como el sedimento

marino.

2.2.2. Péptidos antimicrobianos de origen no ribosomal
Los péptidos no ribosomales son sintetizados por enzimas denominadas

sintetasas de péptidos no ribosomales, las cuales no requieren del ARN
mensajero(Ginolhac, 2004). Las sintetasas de péptidos no ribosomales son
complejos multienzimaticos que catalizan la incorporaciéon de aminoacidos en el
péptido en crecimiento, los cuales constituyen diversas estructuras quimicas

(Tambadou et al., 2014). Los modulos de NRPS son responsables de reacciones
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como: la seleccion de aminoacidos, activacion, union, modificacion alargamiento
del péptido y liberacion (Sieber & Marahiel, 2005; Shetty et al., 2014). Es
importante sefialar que cada enzima es capaz de sintetizar inicamente un tipo de
péptido. Los péptidos no ribosomales frecuentemente poseen una estructura
ciclica y/o ramificada, pueden contener aminoacidos no proteinogénicos,
incorporan modificaciones tales como grupos N-metilo y N-formilo, o se
encuentran glicosilados, acetilados, halogenados, o hidroxilados (Passari et al.,
2015). El rango de actividades biologicas y farmacolégicas de estos compuestos
es extremadamente amplio. Actualmente se comercializan varios péptidos no
ribosomales, producidos por actinobacterias, que incluyen antibioéticos conocidos
(gramicidina y vancomicina), agentes anticancerigenos (bleomicina), sideroforos
(enterobactina y vibriobactina), inmunosupresores (ciclosporina A) 'y
antiinflamatorios (Cane et al., 1998; Cane & Walsh, 1999; Crosa & Walsh, 2002;
Mansson et al., 2011). Algunos ejemplos de péptidos antimicrobianos no
ribosomales aislados exclusivamente de actinobacterias marinas son las
marinomicinas A y D aisladas de cepas de Marinophilus sp. con actividad
antitumoral y antibidtica; y el antibiotico abisomicina C obtenido a partir de cepas
de Verrucosispora sp (Fenical & Jensen, 2006; Kwon et al., 2006). El desarrollo
evolutivo de relaciones de antagonismo de actinobacterias presentes en el
sedimento marino podria involucrar nuevas secuencias NRPS (Mincer et al., 2002;
Bull et al., 2005; Maldonado et al., 2005).

2.3. Bioprospeccion de péptidos antimicrobianos no ribosomales
El potencial biotecnoldgico de los péptidos antimicrobianos es un estimulo que

impulsa el desarrollo de nuevas estrategias para minimizar el aislamiento de
compuestos previamente descritos (Baltz, 2006). Con el propdsito de identificar
nuevas fuentes de péptidos antimicrobianos no ribosomales, se realizan disefios
de oligonucleétidos para la amplificacién de genes asociados con rutas de sintesis
de NRPS en el ADN de muestras obtenidas de suelos (Ginolhac, 2004; Wawrik,
2005, 2007) y principalmente de bacterias Gram-positivas (Haydock 2004; Ayuso
et al., 2005; Ayuso & Genilloud, 2005; Kim et al., 2006). Los analisis basados en la
busqueda de genes de las NRPS generan una oportunidad para predecir qué
cepas tienen el mayor potencial para producir nuevos péptidos antimicrobianos no

ribosomales (Ginolhac et al., 2004). En el ambiente marino, los microorganismos
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productores de péptidos antimicrobianos de origen no ribosomal mas conocidos,
forman parte de la microbiota asociada a esponjas (Maldonado et al., 2009). Es de
resaltar que, por el contrario, cepas aisladas de los sedimentos marinos no han
sido examinadas exhaustivamente para detectar la presencia de nuevas NRPS
(Maldonado et al., 2009). En este contexto, algunas investigaciones dedicadas al
estudio de NRPS en actinobacterias aisladas de sedimento marino, descubrieron
nuevos grupos de genes relacionados con la sintesis de esta enzima (Gotang et
al., 2010; Hodges et al.,, 2012). Una secuencia de NRPS de una cepa
desconocida, con un alto nivel de identidad respecto a una secuencia de NRPS
descrita anteriormente, puede ser utilizada para predecir si la cepa desconocida
tiene el potencial genético para sintetizar péptidos no ribosomales (Kim et al.,
2006). Siguiendo esta estructura logica, si la secuencia de NRPS desconocida
muestra un bajo nivel de coincidencia respecto a vias caracterizadas previamente,
se puede inferir que dicha secuencia esta relacionada con la sintesis de péptidos
no ribosomales que no han sido descritos anteriormente. En el caso de las
bacteriocinas, algunas investigaciones también acuden a una bioprospeccion
genética con capacidad predictiva buscando la presencia de genes relacionados
con la sintesis de péptidos antimicrobianos ribosomales en el genoma bacteriano
(Zhanget al.,, 2003; Chen et al., 2017). En la actualidad existen multiples
investigaciones que documentan cepas de actinobacterias de origen terrestre
productoras de bacteriocinas potencialmente novedosas y con posibles
aplicaciones biotecnoldgicas (Lee et al., 2013; Gomes et al., 2017; Singh et al.,
2019). No obstante, los reportes que informan sobre cepas de actinobacterias
marinas productoras de bacteriocinas son escasos (Desriac et al., 2010; Chen et
al., 2017) y resulta méas interesante el hecho de no encontrar bibliografia que
describa cepas marinas de Streptomyces sp productoras de estos compuestos.
Por tanto, es plausible orientar una bioprospeccion para descubrir nuevas
bacteriocinas producidas por actinobacterias marinas, mediante el uso de métodos
convencionales de deteccion de actividad antimicrobiana justificando su uso
debido a los reportes limitados en este sentido y a las potencialidades metabdlicas
de las actinobacterias aisladas de sedimento marino. Un estudio de
bioprospeccion basado en las estrategias descritas anteriormente y su capacidad

predictiva proporciona un método rapido para evitar el aislamiento de compuestos



conocidos y para identificar cepas de actinobacterias productoras de péptidos

antimicrobianos potencialmente novedosos.

2.4. Péptidos antimicrobianos como alternativa a la multirresistencia
En las ultimas décadas, el descubrimiento de nuevos farmacos se esta apartado

de los productos microbianos (Li & Vederas, 2009), debido a una disminucién en el
descubrimiento de nuevos metabolitos bioactivos (Baltz, 2005). Un problema para
tener presente, si se considera el aumento en la aparicion de multiresistencia en
bacterias de importancia clinicas como: Enterococco resistente a vancomicina,
Staphylococcus aureus resistente a meticilina, Acinetobacter spp, Pseudomonas
aeruginosa resistente a los carbapenémicos y Enterobacterias productoras de B-
lactamasas de espectro extendido (Rice, 2008). Ademas, ha incrementado la
multiresistencia en los hongos patégenos de humanos. Un ejemplo de ello es la
resistencia de Candida albicans a los azoles (Diomedi, 2004). Actualmente estos
microorganismos causan la mayoria de las infecciones hospitalarias en todo el
mundo y “escapan” incluso a los efectos de los antimicrobianos mas novedosos.
Este grave problema vuelve obsoletos a muchos antibiéticos que actualmente se
encuentran en uso. El auge limitado de estrategias como la sintesis quimica y la
combinacion de antibidticos que constituyen alternativas al descubrimiento de
compuestos naturales han apartado el interés por exploraciones basadas en la
busqueda de compuestos producidos por microorganismos (Pelaez, 2006). En
este contexto es importante resaltar algunas caracteristicas de los péptidos
antimicrobianos como su baja toxicidad, asi como su gran diversidad estructural y
funcional (Guina et al., 2000). Aplicando metodologias como el andlisis de
secuencias de las NRPS para descubrir nuevos péptidos antimicrobianos no
ribosomales, asi como técnicas de antibiosis para la deteccion de péptidos
antimicrobianos de sintesis ribosomal, como las bacteriocinas, en actinobacterias
aisladas de ambientes marinos, sin duda, ofrecen una oportunidad para dar salida
a la necesidad de descubrir nuevos farmacos para combatir los microorganismos
resistentes. Se enfatiza que el descubrimiento de nuevos péptidos antimicrobianos
gue inhiban dianas moleculares desconocidas puede ayudar a mitigar

actualmente, al menos, a mediano plazo, los requerimientos de antimicrobianos.
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JUSTIFICACION

Las actinobacterias representan un gran potencial en la busqueda vy
descubrimiento de nuevos compuestos bioactivos con relevancia biotecnoldgica.
De estos, se destacan los péptidos antimicrobianos por su diversidad estructural y
funcional. A partir de las actinobacterias terrestres se han aislado muchos
antimicrobianos de origen peptidico; sin embargo, en los Ultimos afios esa
abundancia en el descubrimiento de estos metabolitos ha disminuido por lo que se
ha visto la necesidad de explorar nuevos ambientes para su aislamiento. En este
sentido, el sedimento marino representa un excelente medio para aislar
actinobacterias potencialmente productoras de péptidos antimicrobianos
novedosos. El potencial biotecnoldgico de los péptidos antimicrobianos cobra mas
importancia al ser un estimulo que impulsa los estudios de bioprospeccion para el
desarrollo de nuevos compuestos con el fin de combatir los microorganismos
clinicos multirresistentes. Este hecho constituye un incentivo para realizar un
estudio de bioprospeccion con la finalidad de encontrar péptidos antimicrobianos
producidos por actinobacterias aisladas de la Bahia de la Paz, Baja California Sur,
con el propésito de determinar su posible potencial farmacol6gico. Tomando en

cuenta lo antes mencionado, se formul6 la siguiente pregunta:

¢ Es posible encontrar péptidos antimicrobianos potencialmente novedosos y con
posible uso farmacoldgico producidos por cepas de actinobacterias aisladas de

sedimento marino?
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HIPOTESIS

Las actinobacterias marinas representan una fuente de descubrimiento de nuevos
compuestos bioactivos con relevancia biotecnologica, destacandose los péptidos
antimicrobianos por su diversidad estructural y funcional. Utilizando una estrategia
de bioprospeccion basada en andlisis de secuencias de la sintetasa de péptidos
no ribosomales y en la deteccion de bacteriocinas mediante métodos quimicos y
enzimaticos, se lograra encontrar péptidos antimicrobianos potencialmente
novedosos Yy con posible uso farmacolégico producidos por cepas de

actinobacterias aisladas de sedimento marino.
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Objetivo General:
e Evaluar el potencial de actinobacterias marinas para la produccion de

péptidos antimicrobianos y su espectro inhibitorio frente a microorganismos

de referencia y microorganismos de origen humano.

Objetivos Especificos:
1. Seleccionar las cepas con actividad inhibitoria frente a microorganismos de

referencia y microorganismos de origen humano.

2. Asociar la accion de los péptidos como causa de la actividad antimicrobiana.

3. Seleccionar las cepas a través de la deteccidon de bacteriocinas y de los
genes de la sintetasa de péptidos no ribosomales (NRPS).

4. Identificar taxondmicamente las cepas bioactivas mediante secuenciacion del
gen 16S del ARNTr.
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3. MATERIALES y METODOS

3.1. Microorganismos empleados.
Actinobacterias marinas:

Setenta y cinco cepas de actinobacterias aisladas de sedimento marino de la
Bahia de la Paz, B.C.S., fueron utilizadas para el desarrollo del trabajo. Todas las
cepas forman parte de la coleccion de bacterias ambientales del laboratorio de
Microbiologia y Biologia Molecular del Centro Interdisciplinario de Ciencias
Marinas (IPN-CICIMAR). Todas las cepas fueron aisladas utilizando dos medios
de cultivo como base: agar marino (M1: 10 g de almiddn soluble, 4 g de extractos
de levadura, 2 g de peptona, 18 g de agar y 1 L H20 de mar atrtificial) y medio
suplementado con arginina (M2: 6 mL de glicerol, 1 g arginina, 1 g K2HPO4, 0.5 g
MgSOs4, 18 g de agar y 1 L H20 de mar artificial), a los medios se les adicion6
cicloheximida (50 ug mL?) y &cido nalidixico (10 pg mL?) (Mincer et al., 2002),
recomendado como medio selectivo para actinobacterias. En el presente trabajo
las cepas son representadas con numeros arabigos en concordancia a la clave
original del cepario (Anexo). La coleccion se encuentra conservada por subcultivos
en caldo marino con glicerol al 30% a -80° C (Malik et al., 1991).

Microorganismos de referencia y de origen humano:

Como diana para la deteccibn de actividad antimicrobian, se utilizaron los
siguientes  microorganismos:  Staphylococcus  aureus ATCC 25923,
Staphylococcus epidermidis ATCC 14990 Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853,
Salmonella entérica ATCC 35664, Escherichia coli ATCC 25922, Enterococcus sp.
(origen humano) y Candida albicans ATCC 10231.

3.2. Medios de cultivo:
Agar Mueller-Hinton (AMH): Para el crecimiento de las bacterias reveladoras de
actividad antimicrobiana. Formulacion, extracto de carne 2 g/L, hidrolizado de

caseina 17.5 g/L, almidénl.5 g/L, agar 17 g/L, disueltos en agua destilada, pH
7.3).
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Agar Marino (AM): Para el crecimiento de las actinobacterias. Formulacion,
extracto de levadura 1 g/L, peptona de carne 5 g/L, agar 17 g/L, sulfato ferroso
0.0001 g/L, agua de mar.

Caldo Marino (CM): Para el crecimiento de las actinobacterias. Formulacion,
extracto de levadura 1 g/L, peptona de carne 5 g/L, sulfato ferroso 0.0001 g/L,

agua de mar.

3.3. Deteccion de actividad antimicrobiana

3.3.1. Doble Capa
La produccion de substancias inhibitorias se evalué mediante el método de doble

capa propuesto por Dopazo et al. (1988). Cada una de las 75 cepas de
actinobacterias se sembraron por picadura en AM. Las placas se incubaron a 35°
C durante 24 h. Una vez concluido el periodo de incubacion, los cultivos fueron
expuestos a vapores de cloroformo por 30 min. Simultdneamente se inocularon
tubos con 10 mL de AMH (mantenidos a 50° C) con biomasa bacteriana de las
cepas patdgenas de referencia y se ajustaron a valores de densidad Optica entre
0.08 y 0.1 a una longitud de onda de 625 nm (aproximadamente 1x108 células por
mL). Los tubos se homogeneizaron suavemente y el contenido vaciado en las
placas de AM previamente expuestas a los vapores de cloroformo, formandose asi
la doble capa de agar. Las placas fueron incubadas a 35° C durante 24 h y al
término del periodo de incubacion fueron revisadas, la presencia de halos de

inhibicién alrededor de las colonias se interpretd como un resultado positivo.

3.3.2. Prueba de antagonismo, segundo tamizaje
Se realizaron suspensiones celulares en solucion salina al 0.85% de colonias de

cultivo de todos los microorganismos diana con 24 h de incubacion, hasta alcanzar
una densidad Optica equivalente a la escala 0.5 de McFarland (McF)
(aproximadamente 1x102 unidades formadoras de colonias por mililitro [UFC/mL]).
Se colocaron 20 pL de la suspension bacteriana sobre la superficie de una placa
Petri con AMH y se realizd una siembra homogénea con hisopo del
microorganismo revelador en toda la superficie del medio de cultivo.
Posteriormente las cepas de actinobacterias fueron inoculadas por picadura
usando un asa bacteriolégica sobre el medio de cultivo con la siembra de los

microorganismos diana y las placas fueron incubadas a 35° C durante 24 h.
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Finalmente se realizaron las lecturas para evaluar la presencia de un halo de

inhibicién alrededor de las cepas de actinomicetos.

3.4. Obtencion de los sobrenadantes de cultivos
Las cepas que mostraron actividad antimicrobiana se seleccionaron para la

produccion de sustancias antimicrobianas en CM. A partir de una colonia obtenida
de un cultivo de AM se prepard un pre-inéculo en 50 mL de caldo marino y se
incub6 a 37° C durante 10 h a 120 rpm. Se transfirio 25 mL del pre-indculo a un
matraz (500 mL) que contenia 225 mL de CM y se incubd a 37° C durante 7 dias a
120 rpm. Posterior al periodo de incubacion se tomaron 4 mL de cada cultivo y se
centrifugaron a 3,000 rpm, posteriormente se recuperaron los sobrenadantes y se

volvieron a centrifugar a 10,000 rpm con el fin de precipitar restos celulares.

3.5. Crecimiento sobre papel celofan
Sobre la superficie de una placa de AM se coloc6 una membrana de papel celofan

(constituido de celulosa vegetal), paralelamente se prepararon suspensiones
celulares en regulador salino de fosfato (PBS, por sus siglas del inglés) a partir de
cultivos de 48 horas de las cepas de actinobacterias seleccionadas.
Posteriormente 50 pL de esta suspension se depositaron sobre el papel celofan y
luego se procedié a una siembra masiva extendiendo el in6culo con un hisopo
estéril, la placa se incub6 7 dias a 35° C. Posterior al periodo de incubacion se
procedié a la recoleccion de la biomasa con una espatula y fue suspendida en
PBS (NaCl 8 g/L, KCI 0.2 g/L, NazHPO4 1.44 g/L y KH2PO4 0.24 g/L) en una
relacion de 0.2 g de biomasa/l mL de PBS.

3.6. Obtencién de los filtrados de cultivo
Las suspensiones celulares se filtraron a través de membranas (Minisart®) con

poros de 0.2 um de diametro para eliminar las células y finalmente obtener los

productos extracelulares.

3.7. Ensayo de deteccion de actividad antimicrobiana en placa

La actividad antibacteriana de los filtrados y de los sobrenadantes de cultivo se
detectd depositando 20 pyL de los mismos sobre un césped del microorganismo

revelador. Las placas se incubaron a 37° C durante 24 h. La actividad
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antimicrobiana se visualizé por la presencia de una zona de inhibicion del

crecimiento sobre el césped bacteriano de los microorganismos diana.

3.8. Ensayo de dilucidn critica y tratamiento con proteinasa K

Se realiz6 una dilucion seriada en base 2, de los filtrados de cultivos de interés
obtenidos mediante la técnica de crecimiento sobre papel celofan. Posteriormente
se anfadid 20 pyL de cada una de estas diluciones sobre un césped de
Staphylococcus aureus ATCC 25923. Se defini6 como unidad arbitraria de
actividad a la maxima dilucion realizada, la cual generé un halo de inhibicién de
crecimiento de los microorganismos diana (Mayr-Harting et al., 1972). Se realiz6
una protedlisis de las muestras al someterlas a un tratamiento con proteinasa K
con el fin de demostrar si los compuestos responsables de la actividad son de
naturaleza proteica y sensibles a la hidrdlisis con esta enzima (Ebbensgaard et al.,
2015). Con el objetivo de corroborar la eficacia de dicha enzima se probaron
diferentes concentraciones de proteinasa K (100 pg/mL, 400 pg/mL y 1 mg/mL)
para hidrolizar albumina sérica bovina (BSA, por sus siglas en inglés) a una
concentracion de 0.5 mg/mL y se evaluaron dos temperaturas de digestion 37° C y
55° C. La BSA fue usada como control positivo para establecer la eficacia de la
proteinasa K. Finalmente se seleccionaron las condiciones experimentales de

digestion enzimatica de los filtrados bioactivos.

3.9. Deteccidn de bacteriocinas

3.9.1. Electroforesis en geles de poliacrilamida con dodecilsulfato de sodio
(SDS-PAGE)

Glicina-SDS-PAGE: Las muestras disueltas en regulador (tris-glicina 0.5 M, azul
de bromofenol 0.05%, glicerol al 10% y SDS 2%; pH 6.8) se calentaron a 100° C
por ebullicion durante 5 min y posteriormente se centrifugaron a 10,000 rpm
durante 1 min. La electroforesis se realizé en condiciones desnaturalizantes segun
Ausubel et al. (2002). Los geles separadores (12%) y concentradores (4%), de
dimensiones 7.5 cm x 10 cm x 0.75 mm, se prepararon en el sistema Mini-
Protean® Il Cell, en los cuales se aplicé 1 pL del patron de peso molecular
Thermo scientific; con pesos entre los 11-245 kDa, 40 uL de muestra para los

geles destinados a la bioautografia y 15 pL para el resto de las muestras. Para la
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corrida electroforética, el sistema se sometio a inicialmente a un voltaje de 30 V
para el gel concentrador y posteriormente a un voltaje de 100 V para el gel
separador hasta que el frente de corrida alcanzé el borde inferior de los geles.

Tricina-SDS-PAGE: Los geles se prepararon basado en la metodologia descrita
por Shunyan et al. (2016) que permite separar proteinas de un rango de masa
molecular de 1 a 100 kDa. El gel separador se preparé con: 8% de acrilamida;
Tris-base 1.0 M pH 8.5; SDS 0.1% vy glicerol al 10%. El gel concentrador se
preparé con: 4% de acrilamida; Tris-base 1.0 M pH 8.5 y SDS 0.1%. Se emple6 un
amortiguador catodico (Tris-base 0.1 M pH 8.5, Tricina 0.1 M y SDS 0.1%) y un
amortiguador anddico (Tris-HCI 0.2 M pH 8.9). Se aplicé 1 pL del patrén de peso
molecular Thermo scientific; con pesos entre los 1.7-40 kDa, 40 yL de muestra
para los geles destinados a la bioautografia y 15 yL para el resto de las muestras.
El sistema se sometid inicialmente a un voltaje de 30 V para el gel concentrador y
posteriormente a un voltaje de 100 V para el gel separador hasta que el frente de
corrida alcanzé el borde inferior de los geles.

3.9.2. Autobiografia en geles de poliacrilamida (SDS-PAGE)
La evaluacion de la actividad antibacteriana de los péptidos presentes en el gel de

poliacrilamida se realiz6 mediante la técnica de bioautografia. Primeramente, el
gel de electroforesis SDS-PAGE sin tefiir, se lavé con agua destilada durante 2 h
con la finalidad de retirar el SDS y posteriormente se coloc6é sobre una capa de
AMH usado como soporte para el gel y a la que se le denominé "capa de agarre",
consecutivamente se afiadi6 una capa de AMH (mantenidos a 50°.C) con una
densidad de Staphylococcus aureus ATCC 25923 ajustada a 0.5 de Mc Farland.
Las placas se incubaron a 35°.C durante 24 h. La actividad antimicrobiana se
visualizd por la presencia de una zona de inhibicion de crecimiento sobre el

césped bacteriano. (Yamamoto et al., 2003; Lv et al., 2017).

3.10. Separacion de los compuestos mediante intercambio ionico

Para realizar una pre-purificacién de los péptidos antimicrobianos se realizdé una
separacién mediante intercambio i6nico. Los productos extracelulares se aplicaron

sobre columnas de 1 mL (HiTrap™) de intercambio aniénico (Capto™ S) para
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separar los péptidos con carga neta negativa y sobre una columna de intercambio
catiénico (Capto™ DEAE) con la finalidad de separar los péptidos cargados
positivamente. Las columnas se lavaron 3 veces con 1 mL de etanol al 20%,
posteriormente las columnas fueron equilibradas haciendo pasar 3 veces 1 mL de
PBS. Los péptidos antimicrobianos se eluyeron con un gradiente escalonado de
concentracion de cloruro de sodio 250 mM, 500 mM, 750 mM y 1 M. Se realizaron
ensayos de actividad antimicrobiana en AMH a cada una de las fracciones
colectadas sobre un césped de la cepa bacteriana sensible Staphylococcus
aureus ATCC 25923.

3.11. Cromatografia en capa fina (TLC)
El filtrado de cultivo con actividad biolégica fue separado por cromatografia de

capa fina en una matriz de silica gel de 1.5 X 6 cm. La fase maovil que se utilizd
estaba representada por una mezcla volumétrica de: butanol:acido acético:agua
(5:1:2) (Sugesh & Mayavu, 2013). Todos los disolventes utilizados para la
preparacion de la fase movil tienen pureza analitica. El primer paso para
desarrollar la TLC consistié en saturar previamente la camara cromatogréfica con
los vapores de los disolventes de la fase mavil. Posteriormente se depositd 5 pL
de filtrado de cultivo de la cepa 29 en un punto ubicado sobre la linea de partida,
denominado punto de aplicacion. Una vez aplicada toda la muestra se dejo secar
la placa, luego se sometid la muestra a una migracion ascendente. Se utilizaron
dos placas de TLC para realizar dos cromatografias. Una vez terminada la corrida
cromatografica las placas se dejaron secar a temperatura ambiente durante media
hora para evaporar la mayor cantidad de solventes. Con ayuda de un
transiluminador se procedio a la visualizaciéon de las placas con luz UV. Una placa
fue revelada con el reactivo de ninhidrina mientras que la otra placa designada
para la bioautografia se colocé en una estufa a 50° C durante una hora para

eliminar restos de solventes que pudieron quedar

3.11.1. TLC-bioautografia
La placa cromatografica se depositd sobre una capa de AMH usado como "capa

de agarre", consecutivamente se afiadié una capa de AMH fundido (mantenido a
50° C) con una densidad celular de la cepa de Staphylococcus aureus ATCC

25923 ajustada a 0.5 de McFarland. Las placas se incubaron a 35° C durante 24
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h. La actividad antimicrobiana se visualizé por la presencia de una zona de

inhibicion de crecimiento sobre el césped bacteriano (Messaoudi et al., 2015).

3.11.2. TLC-semipreparativa
Con el fin de purificar el compuesto activo se realiz6 una cromatografia

semipreparativa. En dos placas de gel de silice de dimensiones (6 x 20 cm). Se
aplicaron 500 puL de muestra en cada una repartidos homogéneamente en la linea
de partida de la corrida cromatografica y se procedié segun la metodologia
descrita anteriormente. Una vez terminada la corrida cromatografica la placa se
dej6é secar durante 24 h a temperatura ambiente. Posteriormente con ayuda de un
transiluminador se marco con lapiz el area de la silica donde se ubico el
compuesto antimicrobiano. La silica marcada se recuperé y se suspendié en
etanol absoluto y se filtrd. El filtrado se evapord a presién reducida y se obtuvo el

compuesto antimicrobiano.

3.12. Caracterizacion estructural
Para determinar la caracterizacion estructural, la muestra obtenida en el apartado

anterior fue analizada por métodos espectroscopicos y cromatograficos. Se obtuvo
un espectro de infrarrojo para determinar los principales grupos funcionales de la
muestra y se utiliz6 cromatografia liquida de alta resolucién acoplada a un
espectrometro de masas para determinar la pureza de la muestra, asi como su

peso molecular

El producto purificado fue analizado mediante espectroscopia de infrarrojo. El
espectro de infrarrojo de las muestras fue obtenido en un espectrofotdmetro de la
marca Perkin Elmer, modelo Spectrum two), acoplado a un atenuador de
reflectancia total (FTIR-ATR). Se realizaron, 14 barridos por muestra en el rango

espectral de 500 a 4000 cm™ a una resolucién de 4 cm™.

Para determinar la pureza, peso molecular y posible identificacion en base de
datos, se realiz6 un andlisis de HPLC-Ms, en un equipo JEOL MS-700 de alta
resolucién, la muestra fue ionizada por impacto electronico (El), los iones
moleculares fueron identificados directamente del espectro de masas y las masas
obtenidas fueron comparadas con la base de datos NIST. Adicionalmente se
realiz6 una busqueda de referencias bibliograficas para establecer la posible

identidad quimica del compuesto activo.
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3.13. Deteccion a nivel de genoma de los genes codificantes de la sintetasa
de péptidos no ribosomales e Identificacion molecular

3.13.1. Aislamiento del ADN

Las 75 cepas de la coleccién fueron cultivadas en AM a 35° C hasta la
apariciéon de biomasa. Al cabo del término del periodo de incubacion se llevé a
cabo la cosecha de las células, suficiente biomasa se coloc6 en tubos de 2.0 mL y
se le adicion6 575 pL de buffer TE (Tris-EDTA pH 8.0). Posteriormente se
agregaron 30 pL de dodecilsulfato sddico (SDS) al 10% y 3 pL de proteinasa K (20
mg/mL), los tubos se agitaron nuevamente en un vortex y se incubaron durante
una hora a 37° C. Finalmente se sigui6 el protocolo del método fenol cloroformo
(Sambrook & Russell 2001; Ausubel et al., 2002). EI ADN se cuantific6 empleando
el espectrofotometro (Nanodrop), se visualizé en geles de agarosa al 1% tefiidos
con GelRed y se documento.

3.13.2. Detecciodn de la sintetasa de péptidos no ribosomales

Las 75 cepas de la coleccién fueron examinadas con el objetivo de detectar a nivel
de genoma la presencia de genes codificantes de la sintetasa de péptidos no
ribosomales. Para lo anterior, se realizé una amplificacion de PCR dirigida a
amplificar regiones del dominio de adenilacién de dicha enzima con este fin se
emplearon dos pares de oligonucledtidos disefiados a partir de regiones
conservadas de dominios de adenilacion de diversas secuencias de sintetasas de
péptidos bacterianas (Fischbach & Walsh, 2006). La reaccién de amplificacion
contiene 100 ng de ADN, 5 pL de cada oligonucleétido, 5 puL de regulador de PCR
10X (0.075 mM MgCl2), 1 pL de 0.2 mM de dNTP's, 1 U de Tag polimerasa
(INVITROGEN) y agua desionizada para tener un volumen final de 25 pL. El
primer par de oligonucleotidos fue A2gamF/A3gamR y el programa utilizado fue:
Un ciclo de desnaturalizacion de 94° C durante 2 min, 39 ciclos de 94° C durante 1
min, 60° C durante 1miny 72° C durante 2 min, seguidos de una fase de extension
final de 72° C por 10 min (Tambadou et al., 2014). Se utilizé un segundo par de
oligonucledtidos A3F/A7TR y el programa utilizado fue: Un ciclo de
desnaturalizaciéon de 96° C durante 3 min, 40 ciclos de 96° C durante 30 seg,
58.5° C durante 40 segundos y 68° C durante 2 minutos, seguidos de una fase de
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extension final de 72° C por 10 minutos. Los productos de PCR se evaluaron en
geles de agarosa al 1%, tefiidos con GelRed y fueron documentados (Gotang et
al., 2010).

3.13.3. Identificacion taxon6mica

El ADN se amplificd utilizando oligonucleétidos especificos para la clase
Actinobacteria, SC-Act-235aS20 y SC-Act-878aAl19 para amplificar la region
variable V3-V5 de la subunidad pequefia del acido ribonucleico ribosomal (ARNr)
16S (Stach et al., 2003) y una mezcla de oligonucleétidos, uno universal para
bacterias Gram-positivas 27F y el especifico de actinobacterias SC-Act-878aA19
(Farris & Olson, 2007). La reaccion de amplificacion contiene 100 ng de ADN, 1 pL
de cada oligonucleétido, 5 pL de regulador de PCR 10X, 0.2 mM de dNTP's, 0.075
mM MgClz, 1U de Taq polimerasa (INVITROGEN) y agua desionizada para tener
un volumen final de 50 pL. Las reacciones se amplificaron en un termociclador con
el siguiente programa para la mezcla de los oligonucleétidos 27F y SC-Act-
878aA19: Un ciclo de desnaturalizacion a 95° C durante 3 min, 30 ciclos de 95° C
durante un minuto, 50° C por un minuto y 72° C por 2 min, seguidos de una fase
de extension final a 72° C por 15 min (Farris & Olson, 2007). Mientras que para las
reacciones con los oligonucledtidos especificos de actinobacterias SC-Act-
235aS20 y SC-Act-878aA19 el programa utilizado es: Un ciclo de
desnaturalizacion de 94° C durante 5 min, 35 ciclos de 94° C durante 40 s, 55° C
durante 40 sy 72° C durante 1 min, seguidos de una fase de extension final de 72°

C por 7 min.

3.13.4. Secuenciacioén e identificacion

Los productos de PCR se enviaron a la empresa MACROGEN donde fueron
purificados y secuenciados. Las secuencias obtenidas se editaron utilizando el
programa FinchTV, posteriormente se realizd el andlisis de alineamiento Blast
entre las secuencias obtenidas y aquellas reportadas en el NCBI (National Center

for Biotechnology Information, http://www.ncbi.nlm.nih.gov).
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3.14. Caracterizacion bioquimica
Las pruebas bioquimicas realizadas consistieron en la preparacion de medios de

cultivo para determinar la actividad metabdlica de las cepas mediante la utilizacion
de diferentes sustratos. Se prepararon medios de cultivo especificos de acuerdo
con Macfaddin (2003).

Se sembraron placas de AM con las cepas que presentaron actividad y se
incubaron de 48 a 72 h a 35° C, a partir de estos cultivos se prepararon
suspensiones celulares y estas se utilizaron para sembrar con tres asadas los
medios de cultivo con los sustratos especificos. Se utilizé un control de medio para
comparar los cambios en la coloracion de las reacciones positivas con el color del

medio original. Los tubos se incubaron 24 a 48 h a 35° C.
Adicionalmente se realizaron las siguientes pruebas bioquimicas:

Oxidasa. La prueba se realiz6 con cultivos de 48 h, sobre la placa donde se
cultivd la cepa se agregaron dos gotas de reactivo para oxidasas. EI cambio de

coloracién de café a purpura intenso indicé una prueba positiva.

Catalasa. Se agregaron dos gotas de peréxido de hidrogeno sobre la cepa
bacteriana cultivada en placa de agar. La produccién de burbujas de gas indico

una reaccion positiva.

Voges-Proskauer. Se inocularon tubos con medio fosfato glucosa por 48 h a 35°
C. A cada tubo se le agregaron una gota de a-naftol al 5% y una gota de KOH al
40%. Al cabo de 10 min se realizé la interpretacion, una reaccion positiva de

fermentacién de carbohidratos es indicada por un color rojo intenso.

Prueba de hemdlisis. Con el propésito de conocer la actividad hemolitica de la
cepa 29, se tomo una colonia a partir de un cultivo de 24 h y fue resembrada en
estria en placas de agar sangre (TSA con 5% de sangre de carnero). Con la
finalidad de conocer el efecto hemolitico del filtrado de cultivo de la cepa 29, se
colocaron 20 pL sobre placas de agar sangre. Todas las placas fueron incubadas
a 35° C y se realizaron observaciones a las 6, 12 y 24 h de cultivo. Todas las

pruebas se hicieron por triplicado.
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4. RESULTADOS

4.1. Deteccion de actividad antimicrobiana mediante el método de doble capa
En la primera etapa de la investigacion se realizO un estudio de antibiosis
mediante la metodologia de doble capa descrita por Dopazo et al. (1988), para
evaluar la respuesta antimicrobiana de 75 cepas de actinobacterias de origen
marino frente a los microorganismos de referencia Staphylococcus aureus ATCC
25923, Staphylococcus epidermidis ATCC 14990, Salmonella entérica ATCC
35664, Escherichia coli ATCC 25923 y Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853.
Como resultado se observo que tres cepas representadas con los numeros 29, 65
y 66 todas pertenecientes al género Streptomyces sp (Tabla 4) las cuales
inhibieron el crecimiento de S.aureus ATCC 25923 (Fig. 2) y S.epidermidis ATCC
14990. La actividad antimicrobiana se detectdé por la presencia de un halo de
inhibicién del microorganismo diana alrededor de la siembra por puncién de las

cepas de actinobacterias productoras de compuestos antimicrobianos.

Halos de inhibicion

Figura 2. Actividad antimicrobiana detectada mediante la metodologia de doble capa para tres
cepas de género Streptomyces sp representadas con los numeros 29, 65 y 66 frente a
Staphylococcus aureus ATCC 25923.

4.2. Prueba de antagonismo, segundo tamizaje

En la segunda etapa de la investigacion se realiz6 un estudio de antagonismo para
evaluar la respuesta antimicrobiana del total de 75 cepas de actinobacterias frente
a los microorganismos de referencia usados en el primer tamizaje ademas de una
cepa de Candida albicans ATCC 10231 y una cepa de Enteroccocus sp. de origen
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humano. En el estudio de antagonismo se enfrentaron directamente los
microorganismos marinos contra los agentes reveladores de actividad
antimicrobiana. Para este segundo tamizaje se favorecieron las condiciones para
el cultivo de los microorganismos diana debido a que ambos se enfrentaron en
AMH. No obstante, se detectd actividad antimicrobiana y se observo un
crecimiento vigoroso de las bacterias marinas en dicho medio. La presencia de un
halo de inhibiciébn del crecimiento de los microorganismos diana en la zona
contorno de la siembra por puncién de las actinobacterias revel6 que ademas de
las tres cepas (29, 65 y 66) dadas como positivas por la metodologia de doble
capa otras cinco cepas (25, 27, 28, 32 y 33) producen y secretan sustancias
antimicrobianas incluyendo tres cepas (25, 27 y 28) que inhiben el crecimiento de
C. albicans (Tabla 4). Una cepa (32) capaz de inhibir el crecimiento de S. aureus
(Fig. 3) y S. epidermidis y finalmente una cepa identificada con el numero 33 que

sé6lo inhibe el crecimiento de Enteroccocus sp (Tabla 4).

i/

Figura 3 Actividad antagonista detectada mediante la siembra por contacto directo para
cuatro cepas representadas con los nimeros 29, 65, 66 y 32 frente a Staphylococcus aureus
ATCC 25923.

En la figura 4 se observa el comportamiento de 9 de las 75 cepas evaluadas
mediante la prueba de antagonismo y en la misma imagen es muy féacil
distinguir el halo de inhibicién alrededor de las cepas positivas (29, 65, 66 y
32) y que las cepas que resultan negativas (1, 2, 3, 41 y 40) indudablemente

no afectan el crecimiento del microorganismo diana.
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Figura 4. Prueba de antagonismo (duplicado) frente a S. aureus para 9 aislados del total
de 75 cepas de actinobacterias evaluadas.

4.3. Ensayo de deteccidn de actividad antimicrobiana para el sobrenadante

Se obtuvo sobrenadante de cultivo bioactivo en CM de las cepas 29, 65 y 66. Sin
embargo, se comprobd que no se obtuvo sobrenadante de cultivo con actividad
antimicrobiana para las cepas de actinobacterias que Unicamente son positivas
para la prueba de antagonismo (25, 27, 28, 32 y 33). Este resultado sugiere que
estas cepas producen compuestos antimicrobianos sélo bajo la influencia del
contacto directo con los microorganismos diana. Ademas, este resultado indica
que al menos, en un inicio es posible usar el CM y otros medios de cultivos de
composicion quimica similar para estudios iniciales de fermentacién. La actividad
antibacteriana se detecto al visualizar una zona de inhibicion de crecimiento sobre
el césped bacteriano de S. aureus cdmo se observa en la figura 5. Las tres cepas
seleccionadas (29, 65 y 66) mediante la metodologia de doble capa, producen
compuestos con actividad antimicrobiana con una concentracion suficiente que es

posible la deteccién de actividad antimicrobiana al tercer dia de cultivo.
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" 2DiAS, 3DiAs
N

Figura 5. (A) Actividad antimicrobiana del sobrenadante de cultivo de las cepas 29, 65 y 66 a los
dias de incubacion 2 y 3. (B) Actividad inhibitoria de sobrenadante de cultivo de la cepa 29 a los 3,
4,5y 7 dias (color azul) de incubacion. Las placas se incubaron a 35° C durante 24 horas.

4.4. Productos extracelulares obtenidos mediante membrana de celofan
El sobrenadante de cultivo obtenido a partir de un crecimiento microbiano en CM

contiene componentes del medio de cultivo, que pueden interferir negativamente
en la identificacion de los compuestos bioactivos. Por tanto, teniendo en cuenta
esta limitacion y tomando como base el resultado anterior fue posible obtener
filtrado de cultivo mediante la técnica de crecimiento sobre membrana de celofan.
Esta técnica permitid obtener los productos extracelulares con una minima
cantidad de sales y compuestos organicos del medio de cultivo. Se verificé la
actividad de los productos extracelulares obtenidos mediante crecimiento sobre
membrana de celofan acudiendo a la metodologia descrita en 2.7 y se observo
que los filtrados de cultivos de las cepas 29, 65 y 66 mantienen la actividad

antimicrobiana.

4.5. Ensayo de dilucién critica y tratamiento con proteinasa K
Luego de realizar una dilucion seriada en base 2 de los filtrados de cultivos de

interés obtenidos mediante la técnica de crecimiento sobre membrana de celofan,
se defini6 como unidad arbitraria de actividad (UA) a la maxima dilucién realizada
la cual generdé un halo de inhibicion de crecimiento. Segun el criterio de UA se
asumio que la dilucion 1/64, para la cepa 29 es equivalente a la intensidad de la
actividad en la fraccion 1/2 de los filtrados de cultivo correspondientes a las cepas
65y 66 (Fig. 6).
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1.2 14 1:8 1:16 1:32 1:64 1:128 1:256

ALELELL

Cepa 29 + + + + + + + -
Cepa 65 + + + - - - - -
Cepa 66 + + + - - - - -

Figura 6. Ensayo de dilucién critica para las cepas representadas con los numeros 29, 65 y 66.

(+) Presencia de actividad antimicrobiana; (-) Ausencia de actividad antimicrobiana.
Posteriormente se realiz6 una protedlisis de las muestras con proteinasa K, dicha
enzima es una serina proteasa de 23 kDa muy utilizada en Biologia Molecular por
sus multiples aplicaciones para digerir proteinas no deseadas, principalmente
eliminar endotoxinas y nucleasas (Petsch, 1998). El patron de albumina sérica
bovina (BSA, por sus siglas en inglés) una proteina estandar de 68 kDa, muy
utilizada en los experimentos electroforéticos como control, muestra la eficacia de
la accion de esta enzima. Como se muestra en la figura 7, no se observan bandas
proteicas correspondiente a la degradacion del BSA en los carriles donde se aplico
dicha proteina tratada con proteinasa K, al compararse con las muestras sin
digerir. Las condiciones experimentales evaluadas fueron tres valores de
concentracion de proteinasa K (100 pg/mL, 400 pg/mL y 1000 pg/mL) asi como las
temperaturas de digestion 37 y 55° C. Se observé una correcta protedlisis
enzimatica para todas las condiciones experimentales, por tanto, se eligi6é para la
digestion de los péptidos presentes en los filtrados bioactivos la concentracion
menor de proteinasa K (100 pg/mL) y una temperatura de 37° C para no exponer
innecesariamente a los compuestos activos a una temperatura elevada y alta

concentracion de proteasa, factores que pudieran afectar su estructura quimica.

28



37°C 55°C

PM 100 400 1000 PM 100 400 1000 BSA

80kDa
58kDa
46kDa

32kDa

25kDa
22 kDa
17kDa

11 kDa

Figura 7. Concentraciones de proteinasa K probadas (100 pg/mL, 400 pg/mL 1 mg/mL) para
hidrolizar albimina sérica bovina a una concentracibn de 0.5 mg/mL a dos temperaturas de
digestion 37 y 55° C.

Luego de someter los productos extracelulares de las cepas 29, 65 y 66 a la
digestién enzimatica, solo el filtrado de cultivo de la cepa 29 fue sensible a dicho
tratamiento puesto que perdid su efecto antimicrobiano. En cambio, los productos
celulares de las cepas 65 y 66 mantuvieron invariable su actividad inhibitoria (Fig.
8).

Figura 8. Actividad antimicrobiana de los filtrados de cultivo luego de ser sometidos a un
tratamiento con proteinasa K. (C): Filtrado de cultivo nativo. (1 y 2): Filtrado de cultivo tratado con
proteinasa K.

En la figura 8 se observa Unicamente la pérdida de actividad antimicrobiana para
los productos extracelulares producidos por la cepa 29. En cambio, los
compuestos antimicrobianos que producen las cepas 65 y 66 no se afectan por

dicho tratamiento.

El criterio usado para la interpretacion de esta prueba fue cualitativo y consistié en

observar una pérdida del halo de inhibicion de los filtrados de cultivos tratados con
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proteinasa K en contraste a los filtrados de cultivos nativos. Este resultado sugiere

que el compuesto antimicrobiano de la cepa 29 es de naturaleza peptidica.

4.6. Deteccion de péptidos antimicrobianos. Autobiografia en geles de

poliacrilamida (SDS-PAGE)

4.6.1. Perfiles para compuestos de alto peso molecular (Glicina-SDS-PAGE)
PM 29 29

135 kDa
100 kDa
80 kDa
58 kDa
46 kDa

32 kDa

25 kDa

22 kDa

17 kDa
11 kDa

Figura 9. Perfil electroforético de alto peso molecular de los filtrados de cultivo obtenidos de la
biomasa recuperada mediante la técnica de crecimiento sobre membrana de celofan para la
muestra 29 (duplicado).

El perfil electroforético de Glicina-SDS-PAGE correspondiente a los productos
extracelulares de la cepa 29 (Fig. 9) permitié obtener un patrén bien definido y con
una adecuadanitidez. En el mismo se observa notoriamente una sola proteina con
un peso molecular aproximado de 23 kDa. Sin embargo, en la parte inferior del
perfil cromatogréafico por debajo de los 17 kDa se observa una zona mas oscura
que el resto del perfil, con la presencia de bandas muy tenues que pudieran
indicar la existencia de proteinas de bajo peso molecular y péptidos expresados
por la cepa 29. No obstante, para obtener el perfil electroforético de estos
compuestos de bajo peso molecular es necesario acudir a una separaciéon de la

muestra mediante Tricina-SDS-PAGE.

En la autobiografia Glicina-SDS-PAGE realizada a partir de los compuestos
extracelulares de la cepa 29 (Fig. 10) se observa una amplia zona de inhibicién,

ubicada delante del frente de corrida electroforético lo que sugiere que los

30



compuestos responsables de la actividad antimicrobiana son compuestos
proteicos de bajo peso molecular. Se aprecia una zona de inhibicibn enmarcada
en un &rea amplia que pudiera ser producto de dos o méas halos de inhibicion
solapados, por tanto, se modifica arbitrariamente un parametro del experimento
original con el fin de poder discriminar correctamente las zonas de inhibicién y por
lo tanto el desplazamiento de los péptidos antimicrobianos de interés. Se aplico un
volumen menor de muestra a cada pocillo del gel de electroforesis, s6lo 20 pL con
la finalidad de disminuir la concentracién de los compuestos responsables de la

actividad antimicrobiana como modificacion de la metodologia inicial 2.9.3.

F.C. F.C-p.k BSA F.C. F.C-p.k BSA

Figura 10. Autobiografia de los compuestos extracelulares de la cepa 29. En la figura se muestran
dos geles de electroforesis donde se aplicaron las muestras siguiendo el siguiente orden:
F.C:filtrado de cultivo, F.C-p.k:filtrado de cultivo tratado con proteinasa K, BSA: suero albumina
bovina (control negativo). Un gel sin tefir fue usado para la deteccion de los compuestos con
actividad antimicrobiana (A), el segundo gel fue sometido al proceso de tinciéon con Azul Brillante
de Coomassie CBB (B).

La modificacién planteada anteriormente con el propdsito de que disminuya la
zona de inhibicién, permiti6 obtener una adecuada definicion de dos bandas de
inhibicién, las cuales pueden corresponder a dos péptidos antimicrobianos
extracelulares producidos por la cepa 29 (Fig. 11). Al disminuir el volumen de
muestra aplicada en el pocillo del gel, disminuy6 también la concentracion de los
compuestos antimicrobianos separados mediante la electroforesis, se transfirid
una menor cantidad de compuestos activos a la capa de AMH que contiene el
microorganismo de referencia y se presentd una disminucion en las zonas de

inhibicion esto permitid diferenciarlos apropiadamente. Al modificar el contraste de
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la imagen original (Fig. 9B) es posible observar las dos bandas con mayor
resolucion y nitidez (representadas con nimeros arabicos 1 y 2) a diferencia como
se muestran en la imagen original (Fig. 9A) donde es menos evidente la

separacion de los compuestos.

Figura 11. (A) Vista contraluz de la placa de bioautografia, en la misma se observan dos zonas de
inhibicion (1 y 2) del crecimiento de Staphylococcus aureus ATCC 25923. (B) Se observa con
mayor resolucion al modificar el contraste de la imagen original mostrada en la figura A.

4.6.2. Perfil de compuestos de bajo peso molecular (Tricina-SDS-PAGE)
Al analizar la bioautografia realizada a partir de la electroforesis en geles de

Tricina-SDS-PAGE, con el fin de evaluar la actividad de compuestos proteicos
extracelulares de bajo peso molecular producido por la cepa 29, es posible
apreciar una zona con actividad antimicrobiana ubicada aproximadamente a los
3.2 kDa segun el patron de bajo peso molecular (Fig. 12, linea amarilla). En el
presente experimento una muestra no se desnaturaliz6 previamente al ser
aplicada a los pocillos, esta particularidad favorece que las proteinas no se
disocien de los agregados heterogéneos de alto peso molecular que se pueden
formar, ademas al no calentar la muestra muchas proteinas no se desnaturalizan
adecuadamente y por tanto los perfiles electroforéticos de las muestras proteicas
calentadas difieren marcadamente respecto a las muestras que no sufren este

proceso.
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M.P.D. M.D. PM. MD. M.P.D

A B

Figura 12. (A): Perfil electroforético Tricina-SDS-PAGE del sobrenadante de cultivo de la cepa 29,
(M.P.D.) muestras parcialmente desnaturalizadas, (M.D.) muestras desnaturalizadas, (PM)
marcador de bajo peso molecular con un intervalo de 1.7 a 40 kDa. Figura 10 B, bioautografia

Tricina-SDS-PAGE.

En la bioautografia se observa un patron de inhibicion de una sola banda para el
carril donde fueron separadas las muestras completamente desnaturalizadas en
contraste al patron de inhibicién de dos bandas observable en el carril donde fue
separada la muestra parcialmente desnaturalizada (Fig. 12, linea roja). Este
resultado sugiere que el compuesto activo en la muestra parcialmente
desnaturalizada puede quedar retenido en la migracion electroforética por
asociarse mediante interacciones de cargas con determinadas proteinas
constituyendo un complejo cuyo peso molecular es aproximadamente de 40 kDa
generando una segunda zona de inhibicidon observable aproximadamente a los 40
kDa (Fig. 12, linea roja). En la figura 13 se observa una foto que muestra una
notable resolucién y corresponde a la electroforesis para proteinas y péptidos
extracelulares de bajo peso molecular producidos por la cepa 29. Segun la
interpretacion anterior el péptido antimicrobiano producido por la cepa 29 tiene un
peso molecular aproximado de 3.2 kDa. Sin embargo, en la figura 11 no es
posible apreciar una banda peptidica con dicho peso molecular. La banda de
menor peso molecular observada en la siguiente figura corresponde a una

proteina de 11 kDa.
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Figura 13. Electroforesis en geles de Tricina-SDS-PAGE de los productos extracelulares de la
cepa 29.

El sistema Tricina-SDS-PAGE ofrece una mayor resolucion en la separacion de
compuestos de bajo peso molecular en comparacion con el sistema de Glicina-
SDS-PAGE, por tanto, asumimos que se trata de un sé6lo compuesto y su
verdadero desplazamiento se muestra con el sistema Tricina-SDS-PAGE

notablemente visible en la figura 14 C.

0 kDa

25 kDa

s 15 kDa
1 i

> 10 kDa

.6 kDa
1.7 kDa

C

Figura 14. Bioautografia de los productos extracelulares de la cepa 29: (A y B) bandas de
inhibicion (1 y 2) obtenidas mediante el sistema Glicina-SDS-PAGE. (C) banda de inhibicién
(marcada con linea roja) como resultado de la bioautografia Tricina-SDS-PAGE de los
productos extracelulares de la cepa 29.
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Las imagenes anteriores muestran que la bioautografia de los productos
extracelulares de la cepa 29 la misma que fue desarrollada a partir de los
geles obtenidos mediante el sistema de Glicina-SDS-PAGE, muestran dos
bandas de inhibicion (1 y 2) visibles en las figuras 14A y B, en cambio la
bioautografia Tricina-SDS-PAGE de los productos extracelulares de la cepa 29

muestra una sola banda de inhibicion.

4.7. Separaciéon de los compuestos mediante intercambio iGnico
La purificacion inicial de los compuestos antimicrobianos se realiz6 mediante

intercambio i6nico. Se desarrolld6 un esquema de purificacion a partir de filtrados
de cultivo de la cepa productora crecida en membrana de celofan. Los productos
extracelulares se cargaron en columnas de 1mL (HiTrap™) de intercambio
aniénico (Capto™ S) y en una columna de intercambio catiénico (Capto™ DEAE).
Posteriormente se eluyeron los compuestos con concentraciones crecientes de

cloruro de sodio.

PBS, [137 mM] NaCl

PBS, [137 mM] NaCl
PBS, [250 mM] NaCl

PBS, [500 mM] NaCl

PBS, [750 mM)] NaCl

PBS, [1 M] Nacl

Figura 15. Halos de inhibicién de las fracciones eluidas Ay B.

Se analizaron cada una de las fracciones eluidas para determinar su capacidad de
formar halos de inhibiciébn de crecimiento sobre un césped microbiano sensible,

observandose actividad en las fracciones que contienen los metabolitos de interés
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representadas con los nimeros 5 y 6 de la figura 15, los cuales eluyen a
concentraciones de NaCl de 750 mM y 1 M respectivamente.

4.8. Cromatografia en capa fina en gel de silicay autobiografia (TLC)
Con el objetivo de disponer de mas evidencias a fin de determinar si los

compuestos activos son de naturaleza peptidica, se procedid a realizar una
cromatografia en placa fina en gel de silica (TLC, por sus siglas del inglés), para
posteriormente revelar la placa con el reactivo de ninhidrina (utilizado para revelar
proteinas y aminoacidos) y paralelamente realizar una autobiografia a partir de

una placa sin tefiir.

Figura 16. Bioautografia en placa fina del compuesto antimicrobiano producido por la cepa
29. (A) La placa de TLC quedd embebida en la capa de agar que contiene al

microorganismo revelador (Staphylococcus aureus ATCC). (B) La placa fue impregnada
durante 30 min sobre la capa de agar con S. aureus ATCC, posteriormente fue retirada.

La zona de inhibicién del crecimiento del microorganismo diana, presenta un factor
de retencion RF = 0.7 que coincide con el RF del compuesto verde fluorescente
observado en la figura 16. La constante RF mide la retencion de un compuesto y
se define como: RF = Distancia de la muestra desde el punto de
aplicacion/Distancia del eluyente desde el punto de aplicacion. Es de destacar que
debido a la fluorescencia UV natural del compuesto antimicrobiano es facil
determinar su desplazamiento usando un transluminador UV, obteniéndose asi
una razon entre las distancias de corrida A/B de 0.7.Este experimento se orientd

con el fin de aportar elementos para comprobar si la fraccién peptidica es la
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fraccion biolégicamente activa, por tanto, la investigacion precisé de una fase
movil que permitiera una adecuada resolucion cromatografica de los compuestos
fluorescentes bajo luz UV, asi como de los metabolitos de naturaleza peptidica.

Figura 17. Perfil cromatografico de capa fina en una matriz de gel de silica de 1.5 X 6 cm del
filtrado de cultivo de la cepa 29. Vista bajo luz ultravioleta A = 250 nm. La zona fluorescente
de color verde corresponde al desplazamiento cromatografico del compuesto de interés. A:
Distancia de desplazamiento entre el punto de aplicacién y el compuesto de interés. B:
Distancia de desplazamiento entre el punto de aplicacion y el frente de -corrida
cromatografico.

La mancha verde fluorescente se observa muy intensa y homogénea, por tanto, es
facil identificar el desplazamiento del compuesto, se establece que la fase mévil
constituida por una mezcla volumétrica de: butanol: acido acético: agua (5:1:2)
puede ser utilizada a fin de purificar el compuesto bioactivo producido por la cepa
29. El compuesto con actividad antimicrobiana no se ubica en la zona del perfil
cromatografico donde se encuentran los péptidos y proteinas extracelulares
correspondientes a la cepa 29 (Fig. 18). Por tanto, esta evidencia sugiere que el

compuesto activo no es de naturaleza peptidica.
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Luzuv Ninhidrina

~

A B

Figura 18. Contraste entre dos perfiles cromatograficos de la cepa 29. (A): observado bajo luz
ultravioleta y (B): revelado con el reactivo ninhidrina.

4.8.1. TLC-semipreparativa
En la figura 19 se observa el resultado de la TLC-semipreparativa realizada con el

propdsito de purificar el compuesto activo. El desplazamiento del compuesto de

interés se observa como una franja verde fluorescente intensa.

Figura 19. TLC-semipreparativa de los productos extracelulares de la cepa 29. Vista bajo luz
ultravioleta A = 250 nm. La zona fluorescente de color verde corresponde al desplazamiento
cromatografico del compuesto antimicrobiano.
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La porcion de la silica que contiene el compuesto antimicrobiano se resuspendio
en etanol absoluto, se filtré y posteriormente el filtrado se someti6 a una
evaporacion al vacio obteniéndose el compuesto antimicrobiano con un minimo de
impurezas. Finalmente se logré recuperar 9 mg del compuesto en estado seco el

cual fue utilizado para las pruebas posteriores.

4.9. Caracterizacion estructural
El espectro de infrarrojo mostrado en la figura 20, muestra bandas de absorcion

en el rango espectral de los 3400-3200 cm, asignadas a los estiramientos de los
enlaces O-H, también muestra bandas de absorcién entre los 2999-2900 cm
atribuidas a los enlaces de los grupos CH2 y CHs, las bandas observadas a los
1602, 1530 y 1412 cm-1, son atribuidas a los vibraciones de enlaces carbono-
oxigeno (C-O-C, C=0, COO) y Nitrogeno- Hidroégeno (N-H).

Tramitancia (%)

A8

1000

Ndmero de ondacm 1

Figura 20.Espectro infrarrojo medio del compuesto antimicrobiano producido por la cepa 29.

El resultado del analisis por HPLC-Ms mostré una mezcla de 4 compuestos con
tiempos de retencion de 4.824, 4.873, 4.972 y 5.105 min., respectivamente. Como

se puede observar los tiempos de retencion son muy cercanos esto nos permite
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suponer que la composicion de los cuatro compuestos es muy similar, basados en
su comportamiento cromatografico. Contrariamente en los ensayos por TLC vy
electroforesis, solo se observan una sola mancha activa, por lo que surgi6 la
suposicion de que se trataba de un solo compuesto, ahora con la nueva evidencia
sabemos que se trata de una mezcla de compuestos con caracteristicas similares
posiblemente una mezcla de isbmeros o compuestos altamente relacionados, por
lo menos los dos primeros, los cuales muestran masas moleculares de 803.55
cada uno (Fig. 21, C1 y C2) y tiempos de retencidbn muy cercanos (8.824 y 8.872
min), los otros dos con tiempos de retencion ligeramente separados, tienen iones
moleculares de mayor tamafio (859.5493 y 903.5749 umas, respectivamente) que

podrian ser derivados o aductos de otros compuestos.
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Figura 21. Espectro de masas C1 Tr.-4.824, C2 Tr.-4.873, C3 Tr.-4.972, Tr.-5.105 min

4.10. Identificacién taxonomicay de la NRPS.

4.10.1. Identificacion de la NRPS
Las 75 cepas de actinobacterias fueron examinadas por PCR para detectar la

presencia de genes asociados al dominio de la NRPS, con el objetivo de conocer

la distribucion de estos genes asociados con rutas de sintesis de los péptidos no
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ribosomales en la coleccidon de actinomicetos. Del total de los aislamientos, solo

en 10 cepas se obtuvieron los productos de PCR esperados (Fig. 22).

4 5 7 11 32 47 713 28 29 65 M

750 ph=—p LN R

300 pb —p SRR

Figura 22. Amplificacion de ADN de actinobacterias con oligonucleétidos para genes NRPS. (A)
Oligonucleétido A3F/A7R, amplicén de 750 pb correspondiente a las cepas representadas con los
nameros 4, 5, 7,11, 32 y 47. M, marcador 3 Kb. (B) Oligonucleétido A2F/A3R amplicon de 300 pb
cK%rrespondiente a las cepas representadas con los nameros cepas 7, 13, 28, 29 y 65 marcador 3
El alineamiento de secuencias se llevOo a cabo mediante la herramienta
bioinformética Blast. A pesar de secuenciar 10 cepas, sélo se observo resultados
de alineacion de secuencia para una cepa representada con el ndmero 11.
Inicialmente el resultado del alineamiento de la secuencia NRPS de la cepa 11
mostré que para los primeros 25 resultados sélo se pudo alinear una secuencia de
NRPS de la base de datos de NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) con codigo de
acceso KX707809, la cual mostré un valor de 16% de identidad efectivo de la
secuencia comparada y un porcentaje de similitud de 97.22% respecto a la
secuencia NRPS de la cepa representada con el nimero 11. Debido a que el valor
de 16% de secuencia comparada se considera un valor bajo (Tambadou et al.,
2014), ademas, muchos resultados arrojados por el Blast en la primera alineacion
no pertenecen a una secuencia de NRPS y dado que estos resultados son
descartados pues el oligonucleétido empleado para la amplificacion esta dirigido a
regiones del dominio (A) de NRPS se procedi6 a descargar de la base de datos la
secuencia del gen NRPS del unico alineamiento adecuado. Esta secuencia se uso
como punto de partida para la busqueda de similitudes con otras secuencias
NRPS reportadas en el NCBI y mostradas en la tabla 1. En la misma se observan

los porcentajes efectivos de la secuencia comparada, el porcentaje de identidad y
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/

el codigo de acceso para la informacion disponible en el NCBI y relacionada con la

Unica secuencia alineada en relacién con 11secuencias reportadas actualmente.

Tabla 1. Comparacioén de la secuencia NRPS de la cepa respecto a las reportadas en el
NCBI.
Porcentaje efectivo Porcentaje
de la secuencia de Identidad
Microorganismos comparada Cabdigo de acceso
Streptomyces sp. 30% 72.94% KX707808.1
Streptomyces sp. 28% 72.57% KX707887.1
Streptomyces turgidiscabies 26% 72.14% AB698629.1
Nocardia brasiliensis 19% 75.98% AB701619.1
Streptomyces sp. 19% 73.68% KX707860.1
Nocardia asteroides 17% 75.68% AB700133.1
Streptomyces sp. 10% 73.57% KX707899.1
Streptomyces sp. 10% 73.52% KX708291.1
Streptomyces sp. 10% 73.14% KX708475.1
Streptomyces malaysiensis 6% 77.09% AB432731.1
Streptomyces sp. 6% 78.01% AB432780.1

4.10.2. Identificacion taxon6mica

La tabla 2 muestra la identificacion taxondmica de 16 cepas seleccionadas como
fuente potencial de compuestos antimicrobianos. Dentro de estas cepas se
encuentran las que resultaron positivas por la metodologia de doble capa,
contacto directo y la presencia de NRPS en el genoma bacteriano. El porcentaje
de identidad es un resultado directo de la observacion de un alineamiento entre
secuencias comparadas y al observar la relacion de identidad de las cepas
presentadas en la tabla 2 respecto a las secuencias reportadas en NCBI vemos
que las bacterias aisladas comparten un alto porcentaje de identidad con aquellas
reportadas en el GenBank. La ultima columna de la tabla 2 muestra el cédigo de
acceso correspondiente a cada secuencia presente en esta base de datos y que
comparte un alto porcentaje de identidad con la secuencia de los genes

relacionados para amplificar la region variable V8 del ARNr 16S.
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KX707808.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=14&RID=43EE254U014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KX707887.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=20&RID=43EE254U014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/AB698629.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=23&RID=43EE254U014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/AB701619.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=88&RID=43EE254U014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KX707860.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=38&RID=43EE254U014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/AB700133.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=91&RID=43EE254U014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KX707899.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=79&RID=43EE254U014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KX708291.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=78&RID=43EE254U014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KX708475.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=89&RID=43EE254U014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/AB432731.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=95&RID=43EE254U014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/AB432780.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=75&RID=43EE254U014

Tabla 2. Identificacibn taxondmica de 16 cepas de actinobacterias marinas

catalogadas como fuentes promisorias de compuestos antimicrobianos

seleccionadas a partir de un banco constituido por 75 cepas.

Cepas Identificacion Porcentaje de Cdédigo de acceso

identidad

4 Streptomyces atrovirens 99.37% MN428204.1
5 Streptomyces sp 99.68% CP029241.1
7 Saccharopolyspora cebuensis 100.00% MK878391.1
11 Streptomyces sp 99.84% HQ873941.1
13 Streptomyces albulus 100.00% KJ778868.1
23 Streptomyces cacaoi 99.68% LC506284.1
25 Streptomyces sp 99.52% KT214528.1
27 Streptomyces chumphonensis 100.00% KT214528.1
28 Streptomyces sp 100.00% JQ687121.1
29 Streptomyces atrovirens 99.84% KX181607.1
32 Micrococcus yunnanensis 99.77% MK318591.1
33 Streptomyces prasinosporus 99.38% MF353973.1
35 Micrococcus yunnanensis 100.00% MN577301.1
47 Kocuria palustris 100.00% MN238749.1
65 Streptomyces radiopugnans 99.92% FJ486353.1
66 Streptomyces cacaoi 99.67% LR702037.1

4.11. Caracteristicas morfologicas y bioquimicas

La identificacion molecular de las cepas aisladas representadas con los nameros
29, 65 y 66, Unicos para los que fue posible obtener filtrado de cultivo activo. Se
complemento6 con una identificacion morfologica con el fin de tener méas elementos
para caracterizar la taxonomia de estas cepas, siempre distinguiendo la cepa 29
sobre las deméas debido a que es la Unica que posiblemente produce un
compuesto antimicrobiano de naturaleza peptidica. Estas cepas producen
filamentos vegetativos (0 micelios vegetativos) largos aproximadamente de 1.0 um
de diametro y una longitud indefinida, muy ramificados y que no se fragmentan.
Los filamentos aéreos para las tres cepas mencionadas anteriormente presentan
formas como espirales, enroscamientos y ramificaciones multiples, con produccion
de esporas (conidios) en cadenas espiraladas (Fig. 23A). La superficie de la
espora se observa de forma lisa y estd asociada a la formacién de pigmentos
blancos (Fig. 23). Estas caracteristicas morfolégicas presentes en las cepas 29,

65 y 66 son distintivas del género Streptomyces sp.
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MN428204.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=48U4UB9B014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP029241.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=5&RID=48UT41R3016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MK878391.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=27KR19ZY016
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_655166370
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KJ778868.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=2A7VSZT401R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/LC506284.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=6&RID=27HXYW7N014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KT214528.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=48UJ1MPX014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/JQ687121.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=2WTZ6M06014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KX181607.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=27M0RYK2014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MK318591.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=27R9R9U0016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MF353973.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=27SB4YYT014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MN577301.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=2A89VYC9014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/FJ486353.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=27M76M38016

Figura 23. Caracteristicas morfolégicas de las cepas representadas con los nimeros 29, 65 y 66.
Esporas en forma de espiral (A).

Ademas de la confirmacién del género mediante el andlisis de las caracteristicas
morfolégicas se efectuaron pruebas de utilizacion de sustratos para la
caracterizacion bioquimica de las cepas 29, 65 y 66 (Tabla 3). Los resultados de
asimilacion de sustratos constituyen una referencia para futuras comparaciones
con otras cepas bioactivas reportadas de actinobacterias marinas. La cepa 29 fue

sometida a una prueba de hemdlisis en agar sangre con la finalidad de aportar
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elementos que favorezcan la caracterizacion bioguimica de esta cepa, para
aportar evidencias sobre el posible uso de este microorganismo como biomodelo

para producir el compuesto antimicrobiano en estudios de fermentacion quimica a

mediana y gran escala.

Ortonitrofenol-R3-galactésido 3-galactosidasa

Arginina Arginina dehidrolasa -
Lisina Lisina descarboxilasa i
Ornitina Ornitina descarboxilasa i
Citrato de sodio Utilizacién de citrato i
Tiosulfato de sodio Produccion de H2S -
Urea Ureasa 4
Triptéfano Triptéfano desaminasa A
Piruvato de sodio Produccion de acetoina A
Gelatina de Kohn Gelatinasa A
Almidén Amilasa -
Tween 20 Lipasa A
Leche descremada Proteasa -
Queratina Queratinasa +/-
Quitina Quitinasa ND
Fosfato tricalcico Solubilizacion de fosforo +
Peroxido de hidrégeno Produccion de catalasa 4
Oxalato de p-aminodimetil Produccion de oxidasa A
alanina

Al observar la figura 24B es posible apreciar hemdlisis alfa, que consiste en una

lisis parcial de eritrocitos que produce una coloracion verde-amarilla que se
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observa alrededor de las colonias. Por tanto, la cepa 29 se documentdé como alfa
hemolitica. Sin embargo, las pruebas de hemdlisis para el filtrado de cultivo de
esta cepa resultaron negativas. Por consiguiente, se corrobor6é que el compuesto

antimicrobiano producido por la cepa 29 carece de actividad hemolitica.

Figura 24. Perfil hemolitico de la cepa 29 crecida en agar sangre: (A) Vista bajo la incidencia
directa de luz sobre las colonias celulares; (B) Vista a contraluz de las mismas colonias.

4.12. Compilacion de resultados

En la tabla 4 la primera columna muestra los nimeros que representan a las
cepas de actinobacterias marinas seleccionadas en base a si resultaron positivas
para algunas de las pruebas a las que fueron sometidas: contacto directo, doble
capa, deteccién de NRPS y deteccién de bacteriocinas mediante bioautografia
SDS- PAGE en las columnas 2, 3, 4 y 5 respectivamente. En las columnas que
aparecen tituladas contacto directo y doble capa se muestran los microorganismos
diana que resultaron sensibles por uno y/o ambos métodos y con un signo (-)
cuando la cepa de actinobacteria no produce sustancias antimicrobianas
detectables por uno y/o ambos métodos. Las cepas de actinobacterias que
presentan la NRPS y/o son positivas segun la metodologia de autobiografia
aparecen representadas (+) y las cepas que carecen de NRPS y/o resultan

negativas segun la bioautografia son representadas con (-).
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Contacto Directo Doble Capa NRPS

- - +

- - +

- - +

- - +

- - +

- - +

C R R

C R R

C - +
Sa, Se, E Sa, Se, E

Sa, Se - -

E - -

- - +

- - +

Sa, Se, E Sa, Se, E -

Sa, Se, E Sa, Se, E -
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5. DISCUSION

5.1. Deteccion de actividad antimicrobiana mediante el método de doble capa
Una de las ventajas de la metodologia de doble capa es que favorece las

condiciones para el cultivo de las actinobacterias asi como de los
microorganismos de referencia usados como reveladores de la actividad
antimicrobiana. Se observd un crecimiento microbiano vigoroso con una buena
obtencién de biomasa, condicién deseable para que un microorganismo genere un
bioproducto, respecto a los microorganismos diana, se observdé un adecuado
crecimiento en AMH como era esperado. En este estudio de antibiosis no se
enfrentaron directamente los microorganismos involucrados por lo que no se
pretendié evaluar el antagonismo entre los grupos microbianos explorados. Es
decir, se evaluaron las cepas de actinobacterias que producen los compuestos
antimicrobianos extracelulares (constitutiva), aunque las mismas no estén en
contacto directo con los microorganismos de referencia. Los resultados muestran
que las cepas representadas con los niumeros 29, 65 y 66 fueron las Unicas con
actividad inhibitoria frente a S. aureus y S. epidermidis. Esta caracteristica es de
resaltar para una adecuada interpretacion de los resultados obtenidos en el
presente estudio y documentar que, bajo las condiciones de cultivo empleadas,
estas cepas producen compuestos antimicrobianos activos contra S. aureus y S.
epidermidis en ausencia de una interaccion directa con estos microorganismos. Es
necesario resaltar este fendmeno principalmente al considerar que algunos
investigadores plantean desde hace décadas que existen compuestos
antimicrobianos que s6lo son producidos cuando determinados microorganismos
estdn en contacto directo (induccién), afirmando que en algunas ocasiones el
antagonismo se trata de una conducta inducida para eliminar competidores en un
mismo ecosistema (Williams & Vickers, 1986; Roth et al., 2008) e inclusive otras
veces no se comporta como un fendbmeno inducido pero si es potenciado por una

interaccion directa (Dijksterhuis et al., 1999).

5.2. Prueba de antagonismo, segundo tamizaje

En el estudio de antagonismo se enfrentaron directamente las cepas de
actinobacterias marinas contra los microorganismos de referencia y de origen

humano. Se favorecieron las condiciones para el cultivo de los microorganismos
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diana. No obstante, se detectdé actividad antimicrobiana y se observo un
crecimiento microbiano abundante de las bacterias marinas en AMH. El resultado
de dicho estudio es posible apreciarlo en la tabla 4. Es de gran interés el hallazgo
de tres cepas (25, 27 y 28), que son capaces de inhibir el crecimiento de Candida
albicans ATCC 10231, en este sentido se puede plantear que microorganismos
eucariontes parasitos de humanos, como C. albicans estan adaptados a parasitar
y pobremente dotados para resistir las dificultades de una interaccién con otros
microorganismos fuera del cuerpo del hospedero (Matsubara et al., 2016). No
obstante, la mayor parte de la bibliografia examinada sobre deteccion de actividad
antimicrobiana de origen marino esta relacionada con el hallazgo de bacterias
productoras de sustancias antibacterianas y pocos autores refieren la deteccion de
sustancias antifungicas (Pérez et al., 2001; Messaoudi et al., 2015). Al mismo
tiempo se observo que la cepa representada con el nimero 32 muestra actividad
antagonica contra S. aureus (Fig. 3) y S. epidermidis. La cepa numero 33 sélo
inhibié el crecimiento de Enterococcus sp., este efecto sugiere que los
compuestos antimicrobianos producidos por estas cepas de actinobacterias
marinas tienen actividad antimicrobiana Unicamente contra algunos géneros
bacterianos especificos porque no fueron capaces de inhibir los otros géneros
evaluados, los cuales representan bacterias Gram-positivas y Gram-negativas.
Una ventaja de esta prueba es que los resultados se obtuvieron a las 24 h un
tiempo mas breve que el requerido mediante la metodologia de doble capa que
como minimo demora 96 h. El significado practico de este bioensayo de actividad
radico en poder demostrar si lo observado es el resultado de la interaccion directa
entre estos microorganismos o por la liberacion de compuestos al medio externo
en ausencia de éstos. En este estudio, tal hipotesis admite destacar el efecto letal
de metabolitos antifingicos y antibacterianos frente a microorganismos de
referencia y de origen humano. Estas sustancias podrian purificarse a partir del
fitrado de cultivo con la finalidad de estudiar su composicidbn quimica y sus
propiedades bioldgicas. Los estudios efectuados en este campo establecen de
una manera incuestionable la existencia de interacciones bioquimicas
interespecificas que se traducen en una relacion de antagonismo entre
actinobacterias marinas y microorganismos terrestres (Fenical & Jensen, 2006;
Kwon et al., 2006; Subramani & Aalbersberg, 2012). No obstante, Carlucci &

Pramer (1961) no documentaron actividad antagonista a pesar de enfrentar 200
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aislados bacterianos de origen marino incluyendo diversas cepas de
actinobacterias contra E. coli y Bacillus spp. de origen terrestre. El antagonismo se
favorece "in vitro" si se utilizan medios de cultivo ricos, pero su ocurrencia y
actividad en condiciones naturales, usualmente en ambientes oligotréficos, se
estudia poco (Fenical & Jensen, 1996). En el presente experimento las
actinobacterias marinas fueron crecidas en AMH porque es el medio de cultivo
apropiado para el crecimiento de los patdgenos, este medio de cultivo no es el
mas indicado para el crecimiento de microorganismos marinos porque no cumple
los requerimientos de nutrientes y condiciones de cultivo de los mismos, en este
sentido, es de resaltar que Fenical & Jensen (1996), refieren que producto del
proceso evolutivo, l1os microorganismos marinos poseen sistemas metabdlicos
adaptados a condiciones de bajas temperaturas, elevadas concentraciones de
sales, pH alcalinos y condiciones andxicas y que las bacterias marinas expuestas
a condiciones moderadamente extremas, pueden producir una serie de
metabolitos como: enzimas, compuestos antitumorales y sustancias
antimicrobianas que no son sintetizadas en condiciones 6ptimas de cultivo. No
obstante, asumimos y documentamos para el estudio de antagonismo
representado por la segunda seleccién, que la actividad antagonica detectada
para las cepas representadas con los numeros 25, 27, 28, 32 y 33 es producto de
la interaccion directa entre los microorganismos involucrados y no debida a
condiciones de cultivo como una baja salinidad. Aproximaciones como esta
pueden renovar los estudios de bioprospeccién y contribuir al descubrimiento de
nuevos microorganismos ademas de reavivar la pesquisa de antimicrobianos

naturales.

5.3. Ensayo de dilucidn critica y tratamiento con proteinasa K
Partiendo del supuesto de unidad arbitraria de actividad (UA) planteado por Mayr-

Harting et al (1972), se seleccionaron diluciones de los filtrados de cultivo
bioactivos de las cepas 29, 65 y 66 en las cuales se espera gue la concentracion
de los compuestos responsables de la actividad sea muy similar. Posteriormente
estas diluciones fueron sometidas a una digestion enzimatica con proteinasa K,
como primer punto de control para la deteccion de péptidos antimicrobianos.
Unicamente el filtrado de cultivo de la cepa 29 fue sensible a dicho tratamiento ya

qgue perdio su efecto antimicrobiano (Fig. 8). Este resultado evidencia que la cepa
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29 produce compuestos de naturaleza proteica con actividad antimicrobiana. En
este sentido autores como Ebbensgaard et al. (2015) investigaron 8 péptidos
antimicrobianos activos contra patégenos zoonoéticos y de peces, compuestos de
L-aminoacidos (proteinogénicos), carentes de modificaciones postraduccionales y
con menos de 40 aminoacidos. Estos autores documentaron que todos los
péptidos antimicrobianos resultaron digeridos con proteinasa K y que la mayoria
resultaron altamente sensibles a dicho tratamiento. Ademas, establecieron que
una incubaciéon de los péptidos antimicrobianos con proteinasa K (100 pg/mL) a
37° C y mas de 15 min, garantiz6 una perdida completa de actividad. Esta
investigacién indica que la proteinasa K es muy efectiva contra péptidos
antimicrobianos con las caracteristicas estructurales descritas anteriormente. Los
productos extracelulares de las cepas 65 y 66 mantuvieron invariable su actividad
inhibitoria luego de ser sometidos a la digestion enzimética, este hecho indica que
los compuestos antimicrobianos producidos por estas cepas no son de naturaleza
proteica o que son de naturaleza proteica pero resistente al tratamiento con
proteinasa K. En este sentido, algunos péptidos antimicrobianos presentan
modificaciones postraduccionales que pueden dificultar la digestion con proteasas,
aunque generalmente es posible observar una pérdida, al menos, parcial de la
actividad antimicrobiana (Ebbensgaard et al., 2015). Ademas, Ong et al. (2014)
demostraron que determinados péptidos que contienen en abundancia D-
aminoacidos resultan parcialmente resistentes y pocas veces totalmente
resistentes a un tratamiento con proteinasa K. Por estos motivos muchas
investigaciones de bioprospeccién orientadas hacia la busqueda de péptidos
antimicrobianos acuden a una digestion de la muestra con proteinasa K a fin de
observar una pérdida de actividad antimicrobiana de la misma y por tanto parten
de la premisa de que los compuestos antimicrobianos son de naturaleza peptidica
(Deraz et al., 2005; Banerjee et al., 2011). En concordancia si los compuestos
antimicrobianos expresados por las cepas 65 y 66 presentan abundantes
modificaciones estructurales como las citadas anteriormente puede que sea dificil
observar una protedlisis total de los mismos. Sin embargo, tampoco se visualizé
una pérdida parcial de actividad, por tanto, esta evidencia apunta a que es posible
que las cepas 65 y 66 no produzcan péptidos antimicrobianos resistentes a esta

proteasa de amplio espectro.
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5.4. Deteccion de péptidos antimicrobianos

5.4.1. Autobiografia en geles de poliacrilamida (SDS-PAGE)
La autobiografia pertenece a los métodos de bioprospeccion microbiologicos y

representa una forma simple, reproducible y altamente sensible para la deteccion
de compuestos biolégicamente activos (Choma & Grzelak, 2010). En el presente
estudio esta técnica se utilizé con la finalidad de detectar los péptidos
antimicrobianos extracelulares producidos por la cepa 29. El filtrado de cultivo de
la cepa 29 result6 positivo al ser evaluado mediante esta técnica. Por otro lado, si
tenemos en cuenta que los compuestos antimicrobianos presentes en este filtrado
son sensibles al ser sometidos a una protedlisis con proteinasa K, puede
considerarse que la cepa 29 produce compuestos de naturaleza peptidica con
actividad antimicrobiana. Al observar el desplazamiento de los compuestos
antimicrobianos en la bioautografia Glicina-SDS-PAGE se asume que cada banda
de inhibicion corresponde a un péptido bioactivo diferente (Fig. 11).
Inmediatamente surgié la necesidad de contrastar este resultado con las
evidencias mostradas en las figuras 12 y 14, por tanto se plantea que
posiblemente la cepa 29 produzca un solo compuesto antimicrobiano que se une
mediante diferencia de cargas idnica a una proteina y por lo tanto donde quede
desplazada esta proteina quedara una zona de actividad antimicrobiana, ademas
de la banda de inhibicién producida por el compuesto en su estado libre, también
tiene cabida otra posibilidad, fundamentada en que se obstruya la migracion del
compuesto por una barrera fisica constituida por proteinas y el propio compuesto
gue obstruyan los poros en el gel de poliacrilamida impidiendo el paso de una

porcién del metabolito activo hacia su verdadero punto de desplazamiento.

5.5. Purificacion de los compuestos mediante intercambio idnico
El uso de columnas de intercambio i6nico con la finalidad de separar el posible

péptido antimicrobiano permitié la obtencion de dos fracciones. En un inicio
especulamos que cada una de las fracciones representa el mismo péptido
antimicrobiano descrito con anterioridad. Este compuesto presenta carga neta
negativa ya que es posible separarlo utilizando interacciones de carga mediante
intercambio anidénico (figura 13 A y B). Es de tener en cuenta que en estas

fracciones el compuesto puede estar en su estado libre o asociado a proteinas y
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que dicha relacion es considerada circunstancial, inclusive cabe la posibilidad de
que solo se haya podido separar una fraccion de la cantidad total y que no se
considere la concentracion mas adecuada de cloruro de sodio en el gradiente
empleado para que eluya el resto del compuesto. Por tanto, esta relacion es
considerada tentativamente y es necesario sumar evidencias, que apoyen esta
hipotesis, como realizar purificaciones con un gradiente mas estrecho de cloruro
de sodio. Ademas, la cromatografia de intercambio i6nico es un sistema
recomendado como inicial en un protocolo de purificacion, lograndose
complementar las etapas finales de purificacibn con la cromatografia de
interaccion hidrofébico como la cromatografia de fase reversa y la cromatografia
liquida de alta resolucion (Dindar et al., 2014). Esto permite una gran flexibilidad
de disefios experimentales y de condiciones de elucién, lo que confiere a estas
técnicas una gran versatilidad. EI empleo de la cromatografia de intercambio
ionico para realizar una purificacion del compuesto presente en el sobrenadante
de la cepa 29 resultd conveniente debido a las caracteristicas que posee esta
técnica como alta resolucion, reproducibilidad, versatilidad y biofuncionalidad, es
decir, que permite mantener su actividad biologica (Staby et al., 2007). Es
importante sefialar como limitante que la muestra obtenida mediante
cromatografia de intercambio i6nico puede quedar mas diluida a diferencia de las
muestras recuperadas con otros sistemas cromatograficos, incluso como la
muestra queda suspendida en una solucién acuosa se dificulta concentrarla por
evaporacion al vacio. No obstante, las muestras fueron concentradas por
centrifugacion usando el sistema Amicon®Ultra-0.5. El resultado méas destacable
hasta el presente apartado es la identificacién de una posible bacteriocina con un
peso molecular que se encuentra entre 1.7 kDa y 4.6 kDa y que se asocia
mediante interacciones de carga cuando menos a una proteina. Es de tener en
cuenta que en forma parcialmente desnaturalizada y en ausencia de calor el
compuesto queda retenido aproximadamente a los 40 kDa, (Fig. 12).
Posiblemente en el filtrado de cultivo en su estado nativo se generen agregados
moleculares que se organicen en un complejo cuyo peso llega a superar los 40
kDa. Otro aspecto para destacar es la notoria separacion del compuesto
antimicrobiano mediante una purificacion inicial basada en intercambio ionico,
aunque es importante aplicar en el futuro otras propuestas de protocolos para

purificar bacteriocinas como la metodologia descrita por (Deraz et al., 2005).
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¢,Cabe preguntarnos si es posible realizar una bioautografia SDS-PAGE a partir de
las fracciones A y B a fin de ratificar si se trata del mismo compuesto bioactivo en

su estado libre o asociado a proteinas?

Las fracciones obtenidas después de la separacion por intercambio i6nico fueron
concentradas por centrifugacién usando filtros Amicon®Ultra-0.5 (poros de 10
kDa), con la finalidad de aumentar su efecto antimicrobiano. Es preciso aclarar
que el uso de filtros Amicon®Ultra-0.5 fue posible debido a que previamente se
comprobd que la actividad incrementaba al ser concentrada por este sistema y a
pesar de que inferimos que el compuesto con actividad antimicrobiana tiene un
peso inferior a 4.6 kDa es de tener presente que las bacteriocinas, en forma
nativa, tienden a formar agregados proteicos de alto peso molecular inclusive
superior a los 100 kDa ademas de asociarse a proteinas (Muriana &
Klaenhammmer, 1991) por tanto, es posible concentrar muestras naturales usando
este sistema. En consecuencia, se debe conocer que las aglomeraciones de
bacteriocinas se disocian por tratamientos con agentes desnaturalizantes
(Jamaluddin et al., 2017). Asi después de concentrar la muestra por centrifugacion
fue posible detectar la actividad antimicrobiana de las fracciones comprobando su
capacidad para formar halos de inhibiciébn de crecimiento del microorganismo
sensible, sin embargo, no se detecté mediante bioautografia Tricina-SDS-PAGE,
lo que nos lleva a pensar que es necesario concentrar ain mas la muestra para
que pueda ser evaluada con dicha técnica. Pudiendo plantear futuros esquemas
de purificacién inicial que tributen a la obtencion del compuesto en forma

deshidratado y que preserven la biofuncionalidad del mismao.

5.6. Cromatografia en capa fina en placa de gel de silica y autobiografia
(TLC)
La bioautografia directa destaca como uno de los primeros métodos

bioautograficos originalmente descritos y mas ampliamente aplicados (Botz et al.,
2001). Al contrastar el resultado de la TLC-bioautografia y de la coloracion con
ninhidrina se observo que el compuesto con actividad antimicrobiana no se ubica
en la zona del perfil cromatografico donde se encuentran los péptidos y proteinas
extracelulares correspondientes a la cepa 29. Por tanto, esta evidencia sugiere

que el compuesto activo no es de naturaleza peptidica. Sin embargo, los
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resultados mostrados en la figuras8 y 10 demuestran que dicho compuesto es
sensible al tratamiento con proteinasa K y por tanto que es de estructura peptidica,
ademas todo indica que el compuesto tiene un peso molecular aproximado de 3.2
kDa segun la figura 12 y 14, por lo general los antimicrobianos naturales no
peptidicos tienen un peso inferior a 1 kDa (Marshall & Arenas, 2003) por tanto es
necesario acudir a otras pruebas experimentales como conocer el espectro
infrarrojo del compuesto y su masa molecular a fin de sumar nuevas evidencias
que permitan dilucidar la naturaleza quimica del compuesto antimicrobiano. Un
aspecto importante para tener en cuenta muestra que la fase mévil constituida por
una mezcla volumétrica de: butanol: &cido acético: agua (5:1:2) permitid una
adecuada separacion cromatografica del compuesto activo. Por este motivo se
recomienda en estudios posteriores, el empleo de esta fase mavil en la separacion
cromatografica mediante placas de gel de silica del metabolito antimicrobiano
producido por la cepa 29. EI compuesto activo presenta una fluorescencia de color
verde muy intensa al ser excitado bajo luz ultravioleta A= 250 nm (Fig. 17, 18 y
19). Ciertos compuestos carbonilicos alifaticos, aliciclicos y estructuras de dobles
enlaces fluorescen. No obstante, la mayoria de los compuestos naturales
fluorescentes contienen anillos arométicos (Duval & Duplais, 2017). Por tanto, si el
compuesto es un péptido antimicrobiano es muy posible que contenga en su
estructura aminoacidos aromaticos que le confieren fluorescencia intrinseca.
Ademas, resultados como el mostrado en la figura 12 indican que el compuesto
activo puede presentar afinidad por una proteina extracelular expresada por la
cepa 29, que pudiera ser incluso una molécula protectora o potenciadora de la
actividad antimicrobiana, dicha afinidad puede ser causada por diferencias de
cargas entre la proteina y el compuesto activo. Se ha descrito que ciertas
moléculas interactlan con las bacteriocinas y se organizan para formar agregados
moleculares que se unen a la superficie de la bacteria blanco (Moreira, 1993; Diep
& Nes, 2002). El presente fendmeno resulta incentivo como objeto de estudio de

futuras investigaciones biotecnologicas.
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5.7. Caracterizaciéon estructural
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Figura 25. Espectro infrarrojo medio del compuesto antimicrobiano producido por la cepa 29 (rojo).
Espectro infrarrojo medio del compuesto antimicrobiano (azul) reportado por Messaoudi et al.
(2015).

Messaoudi et al. (2015) informaron encontrar un compuesto antimicrobiano
producido por una cepa marina de Spirillospora sp. En la figura 25 se muestra el
espectro infrarrojo del compuesto antimicrobiano documentado por estos autores
(linea azul), comparado con el espectro infrarrojo del compuesto antimicrobiano
producido por la cepa 29 (linea roja). Es posible apreciar una marcada similitud
entre las sefiales de ambos espectros. Ademas, teniendo en cuenta que en ambos
casos los compuestos son aislados de cepas de actinobacterias, presentan
fluorescencia bajo la incidencia de luz ultravioleta a A=250 nm y ambos
compuestos antimicrobianos muestran selectividad para bacterias Gram-positivas.
Estas evidencias llevan a pensar que tal vez se trate del mismo compuesto. No
obstante, Messaoudi et al. (2015) no reportan la estructura quimica del compuesto

al que pertenece el espectro infrarrojo (azul) mostrado en la figura 25. A pesar de
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que el espectro infrarrojo del compuesto producido por la cepa 29 revela la
presencia de enlaces amida, no es suficiente evidencia para admitir que la
muestra analizada sea un péptido. Siguiendo esta estructura I6gica se encuentra
gue Orocio (2013) documento el espectro infrarrojo de un compuesto de origen
sintético denominado dendrimero PAMAM (Fig. 26).
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Figura 26. Espectro infrarrojo medio para el dendrimero PAMAM reportado por Orocio, 2013.

Al comparar el espectro infrarrojo del dendrimero PAMAM vy el espectro infrarrojo
del compuesto producido por la cepa 29 se observa una considerable similitud
(Fig. 25 y 26), tanto en la presencia de grupos funcionales, intensidad y
desplazamiento de las sefiales, con excepcion de la sefial ubicada en 3358 cm™
gque seguramente corresponde a grupos hidroxilo y pertenece al espectro infrarrojo
del compuesto producido por la cepa 29 (Fig. 25). Los dendrimeros PAMAM son
compuestos constituidos a base de aminas y amidas que poseen superficies
aniénicas en forma de grupos carboxilos (Orocio, 2013). Por tanto si el compuesto
producido por la cepa 29 tiene alguna similitud estructural con un dendrimero se

puede explicar la carga negativa que evidencia el compuesto de interés por la
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presencia de grupos carboxilos siendo posible fraccionar dicho compuesto usando
una columna de intercambio anionico (Fig. 15), ademas el enlace amida es el
principal enlace en la estructura quimica de un dendrimero y probablemente
puede convertirse en blanco de accion de la proteinasa K en determinadas
regiones que la enzima pueda reconocer como analogas de aminoacidos.
También cabe la posibilidad que el compuesto tenga una parte peptidica que
constituya la region de corte de la proteasa. Otra reflexion interesante es que los
dendrimeros son polimeros ramificados con geometria globular por tanto es
posible presumir que puedan presentar una conformacion nativa y otra
desnaturalizada, asi como formar agregados moleculares dificiles de disgregar,
similar a determinados agregados de proteinas, en concordancia y bajo el
supuesto que el compuesto antimicrobiano producido por la cepa 29 es una
macromolécula polimérica de estructura quimica similar a un dendrimero, se
pudiera explicar el comportamiento descrito en la figura 12, donde se observan
dos zonas de inhibicibn y se discute con mas detalle en punto 4.3.1. En el
presente apartado s6lo analizamos la region media del espectro infrarrojo, debido
a que es la zona que proporciona la mayor cantidad de informacion para
compuestos organicos y las aproximaciones elaboradas a partir de la comparacion
de los espectros infrarrojos estan fundadas conforme a toda la evidencia recabada
hasta el momento en esta investigacion, sin embargo, los resultados
espectroscopicos (Fig. 21) muestran que la sustancia activa es una mezcla de al
menos cuatro compuestos, el comportamiento cromatogréafico y electroforético
permiten inferir que comparten caracteristicas tanto de peso molecular como de
polaridad similares, existen reportes bibliograficos de familias de compuesto con
caracteristicas (formula molecular, PM, polaridad) similares con tiempos de
retencion muy préximos o mezclas de isbmeros (mezclas racémicas) que son
dificiles de separar, ya que sus propiedades quimicas y fisicas son si no iguales,
muy similares, lo que da origen en muchas ocasiones a bandas cromatograficas
muy anchas en el caso de TLC o picos cromatograficos muy amplios y en el mejor
de los casos muy cercanos (E. Gil-Av & V. Schurig, 1994). En la revision
bibliografica sobre compuestos activos de origen bacteriano especificamente de
Streptomyces, se encontr6 un trabajo donde son producidos una serie de
compuestos derivados del Dinactin, este compuesto y sus aductos NH*+Na* y K*,

muestra patrones similares de fraccionamiento en sus espectros de masas a los
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observados para los C1 y C2, con un peso molecular de 803.55 (Shaaban et al.,
2014). El Dinactin es un macrolido (polieter) con un espectro FTIR similar al
obtenido para la mezcla, por lo que sugerimos que en la muestra activa obtenida
en este trabajo exista Dinactin y algunos de sus derivados, esto justificaria porque
el compuesto activo no dio positivo (TLC) a la ninhidrina, ya que no contiene
aminoécidos, ni nitrdgeno en su molécula, sin embargo es un anillo con dobles
enlaces, lo que justificaria su florescencia bajo luz ultravioleta, sin dejar de lado la

posibilidad de que la mezcla contenga algun péptido.

5.8. Identificacion taxondmica y de la NRPS

5.8.1. Identificacién de la NRPS
La inmensa complejidad estructural y la diversidad funcional de los péptidos no

ribosémicos dificultan la identificacion de estos metabolitos. La incorporacion de
monomeros de aminoacidos en los péptidos a través de las sintetasas de
péptidosno ribosémales se logra a través de los dominios de condensacion, la
proteina transportadora de peptidilo y el dominio de adenilacién (A) asociados con
la enzima (Fischbach & Walsh, 2006). Estudios previos demuestran que un
analisis de secuencias relacionadas con el dominio (A) de adenilacién
proporcionan una evaluacién bioinformatica del potencial biosintético de una cepa
determinada para la produccién de péptidos no ribosomales (Fischbach & Walsh,
2006). En el presente trabajo se emplearon dos pares de oligonucleétidos
degenerados (A2F/A3R y A3F/A7R) para amplificar regiones de los dominios (A)
de adenilacion asociados con las sintetasas de péptidos no ribosomales. Del total
de 75 cepas, 10 mostraron productos de PCR verificados para la presencia de
sintetasa de péptidos no ribosomales (Fig. 19). A pesar de secuenciar 10
productos de PCR, s6lo uno correspondiente a la cepa 11 fue posible alinearlo en
Blast y encontrar resultados relacionados con la sintesis de SPNR en el resto de
los casos no se obtuvo resultado producto de la alineacion, este fenomeno sugiere
gue las secuencias no tenian una adecuada calidad. Ademas, en muchos casos
los oligonucledtidos degenerados subestiman la diversidad de secuencias NRPS
dentro de cepas individuales debido a que no amplifican el 100% de los loci
presentes en la secuencia del genoma de las cepas evaluadas y en algunos casos

puede ocurrir amplificacion inespecifica. Esta limitacion se debe, al menos en
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parte, a la complementariedad insuficiente del cebador, principalmente cuando son
cebadores degenerados (Tambadou et al., 2014). Las cepas que resultaron
positivas incluyen representantes de géneros tradicionalmente asociados con la
produccion de diversos metabolitos secundarios (Tabla 3). No se observd una
correlacion entre la actividad antimicrobiana de una cepa individual y la presencia
de genes NRPS en el genoma de la cepa, esta evidencia sugiere que es posible
dirigir investigaciones al estudio de mecanismos moleculares involucrados en
activar la biosintesis de estos metabolitos codificados en el genoma bacteriano de
los aislados sin fenotipo antimicrobiano (Maciejewska et al., 2016). Las cepas 29 y
65 con caracteristicas antimicrobianas resultaron positivas a una amplificacion con
el oligonucledtido A2F/A3R.Sin embargo, en el transcurso de la investigacion no
hubo evidencia que vincule a las cepas mencionadas con la produccién de
péptidos antimicrobianos no ribosomales. En la tabla 1 se observan los
porcentajes efectivos para 11 secuencias reportadas en el NCBI las cuales
muestran valores muy bajos siendo el mayor de 30%. Valores bajos del porcentaje
efectivo de la secuencia comparada se pueden explicar de diferentes maneras.
Por ejemplo, que las secuencias comparadas son cortas, que la secuencia a
comparar es grande pero la secuencia del GenBank es corta 0 que las secuencias
difieren mucho entre si y sélo una pequefia parte de ellas se puede comparar.
Cuanto menor es este valor significa que se alinean menos nucleotidos y por tanto
el error en cuanto a la alineaciéon es mayor (Tambadou et al., 2014). Al analizar los
porcentajes de identidad también se observa que muestran valores por debajo del
78.01% lo que sugiere que la secuencia a comparar presenta un moderado
porcentaje de identidad respecto a las reportadas en el NCBI, esta evidencia
sugiere que dicha secuencia puede ser novedosa respecto a las documentadas
actualmente. Al consultar la literatura se deriva que un valor de identidad entre
secuencias por debajo del 60% se considera un valor bajo (Tambadou et al., 2014,
Muller et al., 2015). Segun cuando las secuencias comparadas comparten una
identidad de aminoacidos del 85% o un valor superior se considera que son loci
homologos de rutas caracterizadas experimentalmente y en estudios de analisis
quimico es posible detectar compuestos idénticos o estrechamente relacionados
con los producidos por las rutas caracterizadas. Los porcentajes de identidad de
las secuencias representadas en la tabla 1 se encuentran entre 72.14 y 78.01%

siendo valores inferiores al 85% pero no muy distantes, no obstante, todas las
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secuencias mostradas en la tabla 1 presentan un bajo porcentaje efectivo de
secuencia comparada y es de subrayar que el mayor valor encontrado es del 30%.
Las tres primeras secuencias son las que muestran mayores valores de porcentaje
efectivo de secuencia comparada sin embargo las tres son de origen terrestre,
esta evidencia sugiere que posiblemente la secuencia de NRPS de la cepa 11 sea
novedosa y consecuentemente este microorganismo tenga el potencial para
producir un péptido no ribosomal nuevo respecto a los reportados hasta la
actualidad (Komaki et al.,, 2012; Maciejewska et al., 2016). En la bibliografia
consultada no encontramos un criterio unificado en cuanto a un valor de
porcentaje de identidad a tener en cuenta para seleccionar una secuencia como
posiblemente novedosa. Miller et al. (2015) y Tambadou et al. (2014) hacen
referencia a considerar tentativamente un valor de identidad inferior a 60% como
bajo. Mientras que autores como Gotang et al. (2010), destacan que valores de
identidad del 85% puede ser un buen punto de partida para fijar el nivel de
similitud de secuencia que se puede utilizar para hacer predicciones sobre los
productos del metabolismo secundario. Es de resaltar que ademas del porcentaje
de similitud es importante tener en cuenta el porcentaje efectivo de la secuencia
comparada, asi como el origen y tamafio de esta a fin de poder emitir un criterio
mas acertado en cuanto a considerar una secuencia como posiblemente
novedosa. Las vias asociadas con la biosintesis de metabolitos secundarios estan
ampliamente distribuidas entre las actinobacterias y los andlisis bioinformaticos
proporcionan un método de bioprospeccion que tiene considerable potencial para
mejorar la eficiencia de descubrimiento de nuevos metabolitos bioactivosprevio a
ensayos de fermentacion y estudios quimicos (Gotang et al., 2010; Tambadou et
al., 2014).

5.8.2. Identificacién taxondmica y caracterizacidén bioquimica

La identificacion taxondmica de cepas bioactivas y de los microorganismos en una
coleccion es una tarea imprescindible para toda investigacion de bioprospeccion.
Sin embargo, de acuerdo con la disposicion de los recursos, esta tarea se
desarrolla gradualmente, priorizando las cepas que presentan potencialidades. La
identificacion taxon6mica de 16 del total de 75 cepas (Tabla 2) se llevé a cabo

mediante el andlisis de secuencias del gen 16S del ARN ribosomal. El porcentaje

61



de divergencia entre secuencias donde se emplea el gen ARNr 16S indican que
los valores menores al 98% hacen referencia a posibles nuevas especies (Bou et
al., 2011). Las 16 cepas representadas en la tabla 2 presentaron porcentajes de
identidad mayores al 99.67%, esto indica que no se tratan de especies nuevas.
Las actinobacterias son un grupo taxonomico muy diverso y variado entre si,
siendo dificil disefiar un sistema de oligonucleétidos que logren amplificar todas
las muestras de una coleccion, por tanto, es recomendable usar mas de un par de
oligonucledtidos con este fin (Farris & Olson, 2007; Schéafer et al., 2010). Teniendo
en cuenta este precedente en este trabajo se emplearon dos pares diferentes de
oligonucledtidos y aunque sélo se sometieron 16 cepas apartadas del total de 75 a
un PCR con fines taxondémicos, cabe resaltar que fue posible identificarlas. Es
importante sefialar que es dificil conocer con certeza si todas las cepas
identificadas tienen un origen marino debido a que esta documentado que muchos
aislados microbianos marinos pueden haberse originado en ambientes terrestres y
existen investigaciones que comunican sobre algunos actinomicetos terrestres y
su alta tolerancia a medios salinos (Yang, 2013). Este hecho hace que en muchos
casos resulte dificil determinar si microorganismos marinos son verdaderamente
autéctonos de este ambiente. Doce de las 16 cepas identificadas pertenecen al
género Streptomyces sp siendo el mas representado. Las caracteristicas
morfologicas de las cepas representadas con los numeros 29, 65y 66 (Fig. 19)
son distintivas del género Streptomyces sp. el cual abarca a mas de 500 especies
de bacterias Gram-positivas y filamentosas, las cuales hacen parte del Phylum
Actinobacteria, Orden Streptomycetales. El género Streptomyces se caracteriza
por la produccién de compuestos con actividades biolégicas diversas (Gontang et
al., 2007). La caracterizacién bioquimica de las cepas 29, 65 y 66 evidencia una
gran produccion de enzimas extracelulares (Tabla 3). Streptomyces es un grupo
importante de bacterias saprofitas, capaces de producir una amplia variedad de
enzimas importantes en la degradacion de la materia organica compleja a
compuestos simples lo cual favorece una mayor asimilacion de nutrientes por
parte de las células (Leon et al., 2011) y por lo tanto destaca el papel importante
del género Streptomyces sp en ciclos biogeoquimicos en el océano (Gotang,
2008).
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5.9. Compilacién y analisis de resultados
Mediante la metodologia de crecimiento sobre membrana de celofén, se pudieron

obtener filtrados de cultivos con actividad antimicrobiana para las cepas 29, 65y
66. Sin embargo, no se detect6 filtrado de cultivo bioactivo para las cepas 25, 27,
28, 32 y 33 siendo estas Uultimas positivas para el estudio de antagonismo
mediante contacto directo. Este hallazgo reafirma que las cepas 29, 65 y 66
producen compuestos extracelulares en ausencia de una interaccion directa contra
las cepas de referencia y de origen humano evaluadas. Las cepas 29 y 65
contienen en su genoma secuencias relacionadas con el dominio A de la NRPS
(Fig. 1) sin embargo en el presente trabajo no se encontraron evidencias de que la
cepa 65 exprese péptidos antimicrobianos de origen no ribosomal. El hecho de
gue la cepa 66 no contenga en su genoma los genes relacionados con la NRPS
sugiere gque dicha cepa no presenta esta enzima y que por lo tanto no producen
péptidos antimicrobianos no ribosomales. Ademas, al evaluar mediante hidrdlisis
enzimatica los productos extracelulares bioactivos correspondientes a las cepas
29, 65 y 66 se encontré que Uunicamente el filtrado de cultivo de la cepa 29 perdio
su actividad antimicrobiana, por tanto, es importante tener en cuenta que
actualmente no se puede descartar la presencia de bacteriocinas o péptidos
antimicrobianos no ribosomales como componentes de la mezcla activa, por este
motivo se considera que posiblemente dicha cepa produce un compuesto sensible
a una hidrdlisis con proteinasa K. En el apartado 5.7 se sugiere que la muestra
activa obtenida en este trabajo exista Dinactin y algunos de sus derivados sin
dejar de lado la posibilidad de que la mezcla contenga algun péptido. Como se
constaté en esta investigacion, la cepa 29 pertenece al género Streptomyces sp.
Representantes de este género son capaces de producir una amplia variedad de
metabolitos de importancia biotecnolégica. Como resultado en la busqueda de
agentes antimicrobianos, estudios de antagonismo describen cepas de
Streptomyces sp aisladas de sedimento marino y productoras de antibidticos
(Magarvey et al., 2004; Fenical & Jensen, 2006). En la bibliografia consultada se
reportan multiples investigaciones realizadas sobre especies de género
Streptomyces de origen terrestre productoras de bacteriocinas potencialmente
novedosas y con posibles aplicaciones biotecnolégicas (Farris et al., 2010; Voller
et al., 2012; Lee et al., 2014; Gomeset al., 2017; Singh et al., 2019). Ademas, se
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encuentran reportes escasos que documenten sobre otros géneros de
actinobacterias marinas productoras de bacteriocinas, tal es el caso del estudio
presentado por Chen et al, (2017), donde estos autores presentan el
descubrimiento de un nuevo lantibiético nombrado mathermicina, producido por
una cepa de Marinactinospora thermotolerans. Conjuntamente resulta interesante
el hecho de no encontrar bibliografia que describa cepas marinas de Streptomyces
sp productoras de bacteriocinas. Muchos compuestos bioactivos derivados de
microorganismos de género Streptomyces sp, se consideran seguros para uso
biotecnolégicos. EI Comité de Drogas y Alimentos de los Estados Unidos de
Norteamérica denomina a muchos de los compuestos derivados de este género
como Generalmente Reconocidos como Seguros (GRAS, por sus siglas en inglés)
porque no se ha detectado que afecten la salud humana. Ademas, el género
Streptomyces sp generalmente no esta relacionado con la produccion de toxinas
(Dilipkumar et al., 2011). No obstante, al observar la figura 23 B es posible
apreciar que la cepa 29 produce una hemdlisis alfa, que consiste en una lisis
parcial de eritrocitos debido a la liberacion de un producto de degradacion de la
hemoglobina llamado biliverdina. La reaccién de hemdlisis aporta elementos para
una identificacion presuntiva. Ademas de tener en cuenta que la capacidad
hemolitica en los microorganismos se considera un factor de virulencia (Haubert et
al., 2017) por tanto, es necesario sumar evidencias a fin de emitir un criterio para
el empleo de este microorganismo en la produccion de la sustancia activa
mediante el uso de biorreactores. Por consiguiente, surge la necesidad de
caracterizar aun mas determinados aspectos biolégicos de la cepa 29 y de los
compuestos antimicrobianos producidos por ella: propiedades bioquimicas,
evaluar un mayor espectro antimicrobiano, mecanismo de accién del compuesto y
secuenciacion del genoma, para apoyar el uso de este microorganismo en la
produccion del compuesto activo, asi como aportar elementos que coadyuven a
comprender las posibles aplicaciones biotecnolégicas de estos compuestos. En
este sentido, estudios futuros deberan estar dirigidos a discernir las estructuras
moleculares de los compuestos antimicrobianos producidos por la cepa 29, asi
como sus propiedades quimicas y fisicas, siempre teniendo presente que
generalmente la estabilidad de los compuestos activos disminuye a medida que
aumenta su purificacion (Jamaluddin et al., 2017). Las diversas aplicaciones

biotecnoldgicas de los antimicrobianos pueden ser Utiles tanto para humano como
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para uso animal. En la actualidad, nuevos enfoques para el descubrimiento de
productos naturales incluyen métodos tales como la exploracion del genoma
(Zhang et al., 2003; Gotang et al., 2010; Hodges et al., 2012; Chen et al., 2017).
La presente investigacion extiende y complementa estos conceptos con técnicas
microbiolégicas orientadas hacia la bioprospeccion de compuestos con actividad
antimicrobiana brindando una metodologia que exhibe la capacidad de biosintesis
de péptidos antimicrobianos de una coleccion de actinobacterias. Esta experiencia
constituye un método de bioprospeccion rapido para priorizar algunas cepas con
vistas a estudios futuros de fermentacion y analisis quimico. El resultado mas
destacable del presente estudio es la notoria actividad antimicrobiana contra
bacterias Gram-positivas de una mezcla constituida por 4 compuestos, producidos
por la cepa representada con el numero 29 de género Streptomyces sp y que fue
aislada de sedimento marino de la Bahia de la Paz, B.C.S., México. Los resultados
de la actual investigacion sugieren que los compuestos antimicrobianos
producidos por la cepa 29 podrian ser de interés para la industria y la medicina.
No obstante, el verdadero valor de estos compuestos exige inicialmente una

identificacion precisa de la estructura quimica del mismo.
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6. CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos mediante la metodologia de doble capa y la
prueba de contacto directo nos permitieron formar una perspectiva clara
sobre las potencialidades antimicrobianas del total de 75 cepas de
actinobacterias evaluadas para las pruebas de amensalismo y permitio
seleccionar 8 cepas productoras de compuestos antimicrobianos dentro de
las cuales sélo las cepas 29, 65 y 66 producen compuestos activos contra
bacterias Gram-positivas y en ausencia de una interaccion directa con el

patdégeno.

Se determind la presencia de genes asociados al dominio (A) de la NRPS
en diez cepas. Las cepas 4, 5, 7, 11, 32 y 47 produjeron producto de PCR
con el oligonucleétido A3F/A7R y las cepas 7, 13, 28, 29 y 65 con el
oligonucledtido A2F/A3R.

La cepa 29 y 65 con fenotipo antimicrobiano resultaron positivas a la
presencia se NRPS, sin embargo, luego de una protedlisis enzimética de
los productos extracelulares de las cepas 29, 65 y 66 se sugiere que solo la
cepa 29 produce compuestos peptidicos sensibles al tratamiento con
proteinasa K. Luego de someter los productos extracelulares de la cepa 29
a una técnica de bioautografia Tricina-SDS-PAGE se observé evidencias a
favor de la presencia de un compuesto antimicrobiano de posible naturaleza
peptidica y con un peso molecular aproximado de 3.2 kDa, a pesar de que
el compuesto no se pudo tefiir con azul brillante de Coomassie. Mientras
que la bioautografia de TLC arroj6é informaciéon en apoyo de no admitir la
estructura peptidica del compuesto bioactivo ya que no fue posible su

revelado con el reactivo de ninhidrina.

La caracterizacion estructural del extracto antimicrobiano de la cepa 29
mostré que el mismo consiste en una mezcla de 4 compuestos con la
presencia de enlaces amidas e imina, aunque la presencia de enlaces
amida, no es suficiente evidencia para admitir que la muestra analizada sea
un péptido. Sugerimos que en la muestra activa obtenida en este trabajo
exista Dinactin y algunos de sus derivados sin descartar la posibilidad de

gue la mezcla contenga algun péptido.
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ANEXO

Clave Clave
empleada en empleada en
el presente el presente
trabajo trabajo

1 208 PA 39 355 PI-A
2 209 PA 40 213 ES
3 510 PA 41 9 PA
4 511 PI 42 27 ES
5 374 MCA 43 28 PA
6 563 MC 44 33 PI
7 423 PA 45 28 PI
8 409 PI 46 8 PI
9 329 PI 47 111 ES
10 426 MCA 48 12 ES
11 115 PA 49 20 PI
12 8 PIA 50 12 PI
13 800 MC 51 850 MC
14 329 MC 52 18 PI
15 313 MCB 53 350 ES
16 9ES 54 602 PA
17 378 MCB 55 428 MC
18 26 ES 56 316 MC
19 900 MC 57 326 PI
20 566 MC 58 346 MC
21 333 MC 59 730 MC
22 329 MC 60 3 ES
23 350 ES 61 323 PI
24 321 PA 62 320 PA
25 405 PI 63 327 PI
26 364 MC 64 42 ES
27 805 PA 65 517 PI
28 215 PA 66 509 PI
29 515 PI 67 422 MC
30 310 PI 68 419 MC
31 402 PI 69 313 ES
32 422 PA 70 701 PI
33 109 PI 71 702 PI
34 324 PI 72 610 PA
35 804 MC 73 550 PA
36 328 MC 74 551 PA
37 323 PA 75 421 MC
38 427 MC
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