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Resumen

En las dltimas décadas, el estudio de los metabolitos secundarios y el descubrimiento
de nuevos farmacos de origen natural producidos por actinobacterias marinas han
conducido al progreso en el tratamiento de enfermedades humanas y al combate de
patégenos humanos resistentes. En México son escasas las investigaciones dirigidas al
estudio de estos microorganismos, no obstante, estos estudios han construido bases
firmes para el desarrollo en la investigacion del potencial bioactivo de las actinobacterias
marinas poco estudiadas. Con base en esto, la presente investigacion se desarrollo
brindando especial interés al potencial bioactivo de los metabolitos secundarios
producidos por actinobacterias raras aisladas de sedimentos marinos de diversos sitios de
México. Para esto, se emplearon métodos selectivos para el aislamiento de
actinobacterias raras. Se evalu6 el efecto anticancerigeno y antibiético de los metabolitos
secundarios, en células de céncer colorectal (HCT-116) y contra la bacteria patdgena
Staphylococcus aureus resistente a meticilina (SARM), respectivamente. Los resultados
evidencian, por primera vez, la presencia de cepas de actinobacterias con rasgos marinos
obligados de los géneros Actinoalloteichus, Nocardiopsis, Micromonospora, Streptomyces
y Saccharomonospora. Asi también, se demostré el potencial anticancerigeno de 3
extractos de cepas de Actinoalloteichus y Nocardiopsis, que presentaron alta bioactividad
con concentracion inhibitoria méxima media (Cls;) de <0.076 pg/mL, y también, se
comprob6 el potencial antimicrobiano de 6 extractos de cepas de Salinispora,
Actinoalloteichus, Nocardiopsis y Micromonospora con concentracion minima inhibitoria
(CMI) de <1.953 ug/mL. A través de analisis de espectroscopia de masas se identificaron
parcialmente cinco tipos de compuestos posiblemente responsables de las mas altas
bioactividades. En conclusion, se logroé el primer registro de cepas de actinobacterias
marinas obligadas identificadas en sedimentos de Puerto Vallarta y Veracruz, y se
demostr6 su potencial biotecnolégico y biomédico; los alcances obtenidos en esta
investigacion marcan un camino a seguir en la investigacién y descubrimiento en México
de nuevos agentes bioactivos aislados de actinobacterias raras poco estudiadas.

Palabras clave: Actinobacterias, metabolitos secundarios, anticancerigeno,
antimicrobiano, marinas obligadas.
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Abstract

In the past decades, the research of secondary metabolites and the discovery of
novel bioactive natural products produced by marine actinobacteria have led to the
progress of the combat of hard-treat human diseases and pathogens with high resistance.
In Mexico, research focused on these microorganisms is scarce; however, these efforts
have led to a better development in the study of bioactive potential of less exploited marine
actinomycetes. On this basis, the present study was developed providing special interest
on the bioactive potential of secondary metabolites of rare actinomycetes isolated from
marine sediments of different Mexican locations. For this, selective methods for the
isolation of rare actinomycetes were used. The anticancer and antimicrobial activities of
the secondary metabolites were evaluated on human colorectal cancer cells, HCT-116,
and against the pathogen bacteria methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA),
respectively. The results evidence, for the first time, the presence of different marine
obligated actinomycetes strains in Mexican marine sediments, within the genus
Actinoalloteichus, Nocardiopsis, Micromonospora, Streptomyces and
Saccharomonospora. Furthermore, high anticancer activity of three extracts of
Actinoalloteichus and Nocardiopsis strains was measured, with average maximum
inhibitory concentration (ICs) of <0.076 ug / mL, and also high antimicrobial activity of six
extracts of Salinispora, Actinoalloteichus, Nocardiopsis y Micromonospora strains with
minimum inhibitory concentration (MIC) of <1.953 pg / mL. Partially, five different chemical
compounds were identified through mass spectroscopy, possibly responsible for the
highest bioactivities. In conclusion, the first record of new marine obligated actinomycetes
strains identified in sediments of Puerto Vallarta and Veracruz, Mexico, was achieved, also
their biotechnology and biomedical potential; was demonstrated. These results mark a
path within the investigation and discovery in Mexico of new bioactive agents isolated from
rare and less studied actinomycetes.

Keywords: Actinobacteria, secondary metabolites, anticancer, antimicrobial, marine
obligated.
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CAPITULO 1

INTRODUCCION

Marco teorico.
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Capitulo 1 Introduccién

Hace mas de medio siglo que los microorganismos marinos se convirtieron
en un valioso objeto de estudio dentro de la busqueda de productos naturales
novedosos y bioactivos (Blunt et al., 2007). Desde siempre el rango de productos
naturales explotables ha sido mucho mas amplio que el de los productos
farmacéuticos y sus derivados. Aunque éstos dominan el mercado, los recursos
biotecnologicos que proveen los microorganismos terrestres y marinos son unicos
y estan lejos de ser completamente agotados (Bull et al., 2005).

Mas del 70% de la superficie de nuestro planeta esta cubierto por océanos,
y aunque la diversidad de la vida en el medio terrestre es amplia, la mayor
biodiversidad se encuentra en los océanos (Donnia y Hamann, 2003). Las
condiciones en el medio marino son extremadamente diferentes a las del medio
terrestre, lo a su vez se ve reflejado en la diversidad genética y metabdlica de los
microorganismos ya que poseen caracteristicas diferentes de aquellos que son
terrestres lo que ocasiona que produzcan diferentes tipos de productos naturales
bioactivos (Imada et al., 2007).

1.1. Actinobacterias

El filo Actinobacteria es un grupo muy amplio de microorganismos y muchos
de sus integrantes han jugado un papel muy valioso a lo largo del progreso en el
entendimiento y tratamiento de las enfermedades. Gracias a la tenacidad de los
hombres de ciencia, a lo largo de este proceso se ha descubierto por prueba y
error que las actinobacterias producen una variedad de productos naturales con
potencial biotecnolégico y biomédico.

Las actinobacterias son microorganismos en su mayoria aerdbicos, no
moviles, filogenéticamente relacionados con las bacterias (Goodfellow y Williams,
1983) y originalmente consideradas como un grupo intermedio entre las bacterias
y los hongos. Sin embargo, estos microorganismos son actualmente reconocidos
como procariotas, bacterias en su mayoria Gram-positivas. La mayoria de ellas

posee un alto contenido de guanina y citosina en su genoma (72%), pero algunos
2
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miembros cosmopolitas aislados de agua dulce poseen menor contenido de estos
compuestos (~42%) (Ghai et al., 2012). El filo posee integrantes dotados de la
capacidad de sintetizar mas del 80% de los antibiéticos de origen natural
actualmente descubiertos (Procopio et al., 2012). Algunas de las estructuras
morfolégicas que los caracterizan son las estructuras filamentosas llamadas hifas,
las cuales forman un micelio tipo sustrato y tipo aéreo. El micelio aéreo puede
funcionar como soporte para las esporas y, dependiendo del género, puede
poseer mayor diametro que el micelio sustrato (Figura 1). Las esporas son
resistentes a la desecacién y pueden sobrevivir en el suelo en estado viable
durante largos periodos de tiempo (Horinouchi, 2002). Esta etapa del ciclo de vida
es resistente a las condiciones ambientales adversas, tal como la carencia de
nutrientes.

Espora

g:rmmada
'W'
/ 10hrs 18hrs

E5pora. libre

Mizelie sustrate

Filamenta “'!?
A hrs

Productin de
4 210 dias Micello aéree  pigmentos

2 dias ‘ i

3 dias han -.".il

Micelio aéree

i
-

Cadena de esporas
Figura 1.1. Ciclo de vida del género mas estudiado: Streptomyces. Las hifas sustrato
frecuentemente se forman a partir de la germinacién de un fragmento de esporas. El micelio
aéreo se forma a partir del redso de material asimilado por las hifas del micelio sustrato.
Los septos o fragmentos se forman para crear muchos compartimentos unigenémicos, los
cuales después se desarrollan como cadenas de esporas. Se muestran imagenes de barrido
electrénico para cada etapa de crecimiento, asi como la progresiéon del micelio sustrato a
micelio aéreo, cuando se activa la produccién de metabolitos secundarios. Modificado de
Horinouchi (2002).
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1.2. Distribucioén

Las actinobacterias poseen una distribucion global, pero son consideradas
principalmente terrigenas debido a su amplia manifestacion y abundancia en el
suelo. Sin embargo, se ha demostrado que las actinobacterias pueden ser
aisladas de ambientes costeros y del océano profundo (Helmke y Weyland, 1984;
Jensen et al., 1991; Takizawa et al., 1993; Moran et al., 1995; Colquhoun et al.,
1998, Sivakumar, 2001 y Tae et al., 2005).

1.3. Actinobacterias marinas y actinobacterias raras.

Durante muchos afios la distribucion de las actinobacterias en el medio
ambiente acuético permanecié sin descripcion ya que se consideraba que eran
originarias de esporas latentes que se lavaron desde la tierra (Goodfellow y
Williams, 1983). Actualmente, se ha establecido que poblaciones especificas de
actinobacterias existen en el medio marino y que se agregan significativamente a
la diversidad marina dentro de un amplio rango de taxones (Stach et al., 2004).

Aunque no esta del todo entendido el papel ecolégico de las actinobacterias
marinas, al igual que las actinobacterias terrestres, estdn implicadas en la
descomposiciéon de materiales organicos (Sivakumar, 2001), por lo que se
considera que juegan un papel vital en la transformacion de la materia organica y
el ciclo del carbono. La adaptacion que desarrollaron los actinomicetos al
ambiente marino dio como resultado que algunos de estos microorganismos
mostraran un requerimiento de agua de mar para su crecimiento. Hoy en dia esto
los diferencia de sus contrapartes terrestres (Fenical et al., 2009), y las caracteriza
como actinobacterias raras, géneros raros cuya frecuencia de aislamiento por
meétodos convencionales es mucho menor en comparaciéon con el género mas
estudiado (Streptomyces), y cuyas caracteristicas morfoldgicas difieren de las de
este género. Hasta el afio 2010, las actinobacterias raras abarcaban alrededor de

220 géneros (Tiwari y Gupta, 2012).
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Durante la primera década de este siglo se report6 el primer género marino
obligado (Salinispora), un género raro que requiere exclusivamente de agua de
mar para crecer (Mincer et al., 2002, 2005). Subsecuentemente se han reportado
otros géneros raros marinos obligados poco estudiados, como Nocardiopsis,
Nocardioides, Kocuria, Dietzia y Saccharopolyspora (Pimentel-Elardo et al., 2008;
Yuan et al., 2014), ademéas de muchos otros que poseen requerimientos de agua
de mar no estrictos (Streptomyces, Saccharomonospora, Rhodococcus,
Nocardiopsis, Streptomycetaceae, Micromonospora, Pseudonocardia,
Streptosporangium y Actinoalloteichus) (Jensen et al., 1991; Mincer et al., 2002;
Kokare et al., 2004; Magarvey et al., 2004; Mahyudin, 2008). Este tipo de
descubrimientos han mostrado que las actinobacterias marinas poseen rasgos y/o
adaptaciones evolutivos que las hacen capaces de producir metabolitos
secundarios Unicos, gracias a su sobrevivencia tan exitosa (Engelhardt et al.,
2010; Khan et al., 2010).

1.4. Taxonomia

Actualmente el phylum Actinobacteria se divide en 5 subclases;
Acidimicrobidae,  Actinobacteridae, Coriobacteridae, Nitriliruptoridae vy
Rubrobacteridae. La mejor conocida es la subclase Actinobacteridae que incluye
el orden Actinomicetales con sus miembros comunmente referidos como
actinomicetos. Los actinomicetos son las actinobacterias mejor estudiadas
(Jensen y Lauro, 2008), tan solo al género mas conocido (Streptomyces) se le
atribuye el 75% del total de productos naturales reportados hasta el 2005 (Jensen
et al., 2005). Es mas, se ha determinado que a pesar de ser el género mas
estudiado, solo se han descubierto un 10% del total de productos naturales que
puede producir (Watve et al., 2001). Datos recientes de estudios sobre cultivo de
procariontes (cultivos-dependientes) han demostrado la existencia en el océano de
actinobacterias marinas autéctonas. Entre ellas estan incluidos miembros de los
géneros Dietzia, Rhodococcus, Streptomyces, Salinispora, Marinophilus,

Solwaraspora, Salinibacterium, Aeromicrobium marinum, Williamsia maris y
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Verrucosispora (Stach et al., 2003, Magarvey et al., 2004, Bull et al., 2005, Jensen
et al., 2005a, 2005b).

1.5. Importancia industrial y potencial bioactivo

Se estima que Unicamente se han descubierto el 3% del total de productos
naturales con alto potencial bioactivo sintetizados por estos microorganismos
(Gontang et al., 2010). Actualmente, el interés industrial y biotecnolégico en
bacterias provenientes de habitats marinos va en aumento, gracias al incremento
en el numero de sustancias bioldgicamente activas aisladas de estos
microorganismos. Las actinobacterias emplean un sistema de comunicacion
guimica muy sofisticado en respuesta a las condiciones del medio y a las
caracteristicas de su crecimiento. Este sistema modula la expresion de los genes
biosintéticos que poseen y con los cuales se activa el metabolismo secundario.
Con la activacion del metabolismo secundario muchas sustancias organicas
guimicamente diversas (la mayoria de bajo peso molecular) son producidas por
las actinobacterias (Bull et al., 2005). A los productos del metabolismo secundario
también se les conoce como metabolitos secundarios.

Se ha descubierto que los compuestos aislados de estos microorganismos
poseen un efecto importante en la salud, la nutricibn y la economia de nuestra
sociedad, ya que entre estos se incluyen antibiéticos, agentes antitumorales,
antioxidantes, pigmentos, toxinas, efectores de la competencia ecologica y la
simbiosis (feromonas), inhibidores enzimaticos, agentes inmunomoduladores,
antagonistas y agonistas de receptores, pesticidas, y promotores del crecimiento

de animales y plantas, entre otros (Jensen y Lauro, 2008).
1.6. Produccion de metabolitos secundarios

Se ha reportado que el metabolismo secundario de las actinobacterias se
activa entre el cuarto y décimo dia de crecimiento en cultivo (Pandey et al., 2005,
Lin et al., 2005) dependiendo del género. La activacion del metabolismo

secundario esta estrechamente relacionada con el agotamiento de nutrientes, la
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inactivacion e induccién enzimatica, y/o con la disminuciébn de la tasa de
crecimiento (Karanja, 2012). Estos eventos generan sefales en efecto cascada,
originando la diferenciaciéon en la regulacion quimica (Demain, 1998) gracias a la
expresion de los genes biosintéticos que poseen, dando lugar a los metabolitos
secundarios durante la idiofase, representada por la fase estacionaria del

crecimiento, una vez que el crecimiento ha cesado (Figura 1.2).

Células viables

Metabolitos
secundarios

Sintesis de metabolitos

Tiempo (horas)

Figura 1.2. Descripciébn general de la
producciéon de metabolitos durante el
crecimiento bacteriano.

En la literatura se reportan otros factores importantes a considerar como
sefiales de la produccion de los metabolitos secundarios. Por ejemplo, en el
género Streptomyces la produccién de dichas sustancias generalmente coincide o
aparece ligeramente antes del desarrollo de las hifas del micelio aéreo,
usualmente durante la fase estacionaria o en las etapas de crecimiento lento
(Alexandra, 1997). Se ha reportado que la sefial ambiental mas importante para la
activacion del metabolismo secundario para este género en particular es la falta de

fosfato en el medio (Sola-Landa et al., 2003).

1.6.1. Actinobacterias y antibi6ticos

La difusion de bacterias resistentes a antibioticos y la aparicion de nuevas
enfermedades (e.g., influenza aviar A H5N1) y patégenos (e.g.,

Enterobacteriaceae resistente a carbapenemas), se ha convertido en un problema
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de salud publica alrededor del mundo. En México, se ha reportado que la creciente
resistencia antibiotica de bacterias patdégenas es un problema que quiza esta
relacionado con el uso inapropiado de antibiéticos (Dreser et al., 2008).

Esta problemética nacional y global es combatida, por una lado, con la
concientizacion en el uso adecuado de los antibiticos, y por otro, con el hallazgo
de nuevos compuestos con potencial antibiético.

La definicion clasica de un antibiético es que es un compuesto producido
por microrganismos que inhibe el crecimiento de otro microorganismo (Moyer y
Coghill, 1946). Desde el descubrimiento de la estreptomicina, producido por el
actinomiceto  Streptomyces griseus, un alto numero de antibioticos
(aminoglucésidos, cloranfenicol, tetraciclinas, macrolidos, y cefamicinas f-
lactdmicos) efectivos contra diversos patdégenos han sido aislados de cultivos de
géneros como Streptomyces y Streptoverticillium (Atlas de actinomicetos, La
Sociedad para actinomicetos, Japon, 1997), evidenciando su valor biotecnoldgico
y una de las razones principales por las cuales las actinobacterias son objeto de
estudio.

Se han aislado muchos antibioticos de actinobacterias marinas (Bernan et
al., 1994, Bibiani et al., 1997, Woo et al., 2002, Maskey et al., 2002, 2003, Charan
et al., 2004, Li et al., 2005, Buchanan et al., 2005, Lombo et al., 2006, Adinarayana
et al., 2006, Lam et al., 2006), muchos nuevos y otros unicos comparados con
aquellos aislados de actinobacterias terrestres (Meiying y Zhicheng, 1998). El
descubrimiento de estas nuevas moléculas ha marcado una época en la
investigacion de antibiéticos y el desarrollo subsecuente en el area de la
quimioterapia.

Por otra parte, el enfoque del estudio industrial se ha movido a los
microorganismos menos explotados que incluye géneros raros de actinobacterias
tales como Actinomadura, Actinoplanes, Amycolatopsis, Dactylosporangium,
Kibdelosporangium, Microbispora, Micromonospora, Planobispora,
Streptosporangium, y Planomonospora (Qin et al., 2009, Subramani y Albersberg,

2013). Sin embargo, se continda con el estudio tanto de los géneros raros cOmo
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de aquellos mas estudiados, pues la evidencia del potencial biosintético de las

actinobacterias marinas se ha fortalecido con el paso del tiempo (Tabla 1.1).

Tabla 1.1. NUumero aproximado de antibiéticos producidos por el género Streptomyces y
actinobacterias raras.

Género 1974 1980 1984 1988 2005°
Streptomyces 1,934 2,784 3,477 4,876 6,550
Actinomicetos raros 125 361 745 1,276 2,250
Micromonospora 41 129 269 398 740
Nocardia 45 74 107 262 357
Actinomadura 0 16 51 164 345
Actinoplanes 6 40 95 146 248
Streptoverticillium 19 41 64 138 258
Streptosporangium 7 20 26 39 79
Microbispora 4 6 6 10 54
Datylosporangium 0 4 19 31 58
Saccharopolyspora 0 4 33 44 131
Actinosynnema 0 0 25 14 51
Streptoalloteichus 0 3 14 12 48
Actinomyces 0 14 17 - -
Pseudonocardia 0 3 8 - 27
Micropolyspora 2 4 7 - 13
Thermomonospora 1 3 4 - 19
Kitasatosporia 0 0 0 11 37
Kibdelosporangium 0 0 0 7 34

Tomado de Subramani y Albersberg, (2013).
& Nimero de metabolitos bioactivos de actinomicetos raros.

Una herramienta utilizada en la investigacion de nuevos antibiéticos es el
método cuantitativo conocido como Concentracion Minima Inhibitoria (CMI)
(Andrews, 2001). Con este método es posible determinar la actividad in vitro de
nuevos antimicrobianos arrojando la concentracion minima precisa requerida para
inhibir el crecimiento de un patdgeno dado (Matrus y Wheeler, 2001). Para
emplear esta herramienta se deben utilizar estdndares de antibidticos, por
ejemplo, el antibiético vancomicina (VA), aislado de la actinobacteria Nocardia
orientalis, efectivo sobre la bacteria patdégena Staphylococcus aureus (SA)
causante de muchas infecciones humanas de dificil tratamiento. La vancomicina

posee una CMI dentro del rango 0.5 — 2 pg/mL. La interpretacién de la resistencia
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de SA a este antibidtico se puede describir en tres niveles de efectividad: (1)
susceptible (S) a la vancomicina con un CMI de 0.5 a 4 ug/mL; (2) intermedio (1),
con un CMI de 8 a 16 pg/mL; y (3) resistente (R) a la vancomicina si presenta un

CMI = 32 pg/mL. Esta interpretacion es conocida como S-I-R (Aucoin, 2000).

1.6.2. Actinobacterias y agentes anticancer

El cancer es un término que se refiere a un gran grupo de mas de 100
enfermedades diferentes que involucran la proliferacion incontrolada de células
anormales (Capédn et al., 2000). Hoy en dia, el cancer es la segunda causa de
muerte en el mundo, afectando a una de cada tres personas y resultando en una
de cada cinco muertes en el mundo (Organizacion Panamericana de la Salud,
2013; INEGI, 2014). En México, segun la Union Internacional Contra el Cancer
(UICC), el cancer es la tercera causa de muerte y se estima que cada afio se
detectan 128 mil nuevos casos (Secretaria de Salud, 2013; Subsecretaria de
Prevencion y Promocion de la Salud, 2013).

Estd mas que evidenciada la urgente necesidad de descubrir nuevos
agentes terapéuticos antiproliferativos para combatir esta enfermedad. Gracias al
avance cientifico en la investigaciéon de los metabolitos secundarios producidos
por actinobacterias marinas, hoy en dia también son reconocidas por la
produccion de diferentes metabolitos secundarios con aplicaciones
anticancerigenas. Se han aislado varias clases de compuestos citotéxicos (Georis
et al., 2000; Maskey et al., 2004; Stritzke et al., 2004; Lang et al., 2004; Liu et al.,
2005; Manam et al., 2005; Soria-Mercado et al., 2005 y Jeong et al., 2006), los
cuales han mostrado una actividad significativa contra diferentes tipos de cancer.
Al igual que los antibioticos, estos compuestos han marcado una época en el
desarrollo y comercializacion de farmacos para combatir y prevenir el céncer,
fortaleciendo la calidad y esperanza de vida de millones de personas alrededor del

mundo.
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1.6.3. Otros potenciales biotecnoldgicos

Existe una amplia gama de productos de interés farmacéutico y comercial
descubiertos en actinobacterias marinas como las melaninas, diversas enzimas
(amilasas, proteasas, celulosa, quitina, queratina, xilanasa) e inhibidores
enzimaticos (Manivasagan et al., 2013). Las melaninas son pigmentos naturales
complejos, frecuentemente utilizadas en medicina, farmacologia y preparacion de
cosméticos (Dastager et al.,, 2006). Poseen muchas funciones bioldgicas,
incluyendo foto proteccién, termorregulacion, accion como sumideros de radicales
libres, queladores de cationes y antibidticos (Lin et al., 2005). Las actinobacterias
marinas sintetizan y excretan pigmentos oscuros, melaninas o melanoides, los
cuales son considerados como caracteristicas Utiles en los estudios taxondmicos
(Zonoba 1965; Arai y Mikami, 1972; Butler y Day, 1998; Clancy y Simon, 2001).
Por otra parte, las actinobacterias marinas también poseen una gama diversa de
actividades enzimaticas y son capaces de catalizar varias reacciones bioquimicas
(Pandey et al., 2005). Las amilasas son enzimas de gran importancia en la
biotecnologia actual con aplicaciones en las industrias de alimentos, fermentacion,
textiles y papel. La ocurrencia de amilasas en las actinobacterias es una
caracteristica observada comunmente en Streptomyces (Vigal et al., 1991).
Respecto a los inhibidores enzimaticos, las actinobacterias marinas son fuentes
potenciales de la produccion de estos agentes, entre los cuales se han reportado
aquellos que inhiben la B-glucosidasa, N-acetyl-b-D-glucosaminidasa, piroglutamil

peptidasa, y a-amilasa (Fernandez et al., 2002; Imade, 2005).
1.7. Métodos de aislamiento de actinobacterias marinas

En las técnicas convencionales de aislamiento de actinobacterias deben
considerarse muchos factores, principalmente, la eleccion de la fuente de las
propias actinobacterias, el medio nutritivo de aislamiento, las condiciones de
cultivo y el reconocimiento adecuado de las colonias candidatas para un

aislamiento primario.
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En el medio marino las fuentes de actinobacterias son muy diversas, ya que
se han aislado actinobacterias que viven en simbiosis con corales blandos, peces,
algas, tunicados, y en manglares. Sin embargo, las esponjas y los sedimentos son
las fuentes con mayor contribucion al aislamiento de estos microorganismos, con
un 22% y 45%, respectivamente (Abdelmohsen et al., 2014).

Por ejemplo, para el aislamiento de actinobacterias de sedimentos marinos
(costeros o profundos) se emplean pre-tratamientos que incluyen secados y
calentamientos para estimular el aislamiento de actinobacterias raras (Sahu et al.,
2007). Un enfoque alternativo que hace mas selectivo el procedimiento de
aislamiento involucra la adicion de quimicos tales como el fenol a la suspension de
sedimentos (Lingappa y Lockwood, 1961). Se han recomendado muchos medios
nutritivos para el aislamiento de actinobacterias de muestras marinas, algunos
especializados en aislar géneros especificos de actinobacterias raras, utilizando
macromoléculas como la caseina, quitina, hidrolizado de cabello y el &cido humico
como fuente de carbono y nitrégeno (Hayakawa y Nonomura, 1987a; 1987b; Cho
et al.,, 1994,). Muchos antibiéticos también son utilizados en medios selectivos
para estimular el crecimiento y/o inhibir microbios no deseados, incluyendo las
bacterias de crecimiento rapido y los hongos (Maldonado et al., 2005; Jensen et
al., 2007; Becerril-Espinosa et al., 2012).

1.8. Identificacion

Las actinobacterias pueden ser parcialmente identificadas de acuerdo a sus
rasgos morfolégicos. Estos incluyen las caracteristicas de las colonias en las
placas de agar (morfologia colonial), tal como la forma del micelio sustrato, las
hifas aéreas y la morfologia de las esporas. También, por los pigmentos que
producen, los componentes de la pared celular y el patron de azlcares de toda la
célula.

La identificacion a nivel de género o especie se puede llevar a cabo a través
de una identificacion fenotipica y/o genotipica. La identificacion fenotipica

tradicional (e.g., perfil de acidos grasos celulares y/o utilizacion de fuentes de
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carbono) es dificil, puede consumir mucho tiempo y la interpretacion de los
resultados normalmente implica un andlisis subjetivo (Tang et al., 1998). Por otro
lado, la identificacibn genotipica es confiable y rapida, involucra el uso de
secuencias de genes filogenéticamente informativos, tal como el gen ARNr 16S
(subunidad menor del ARN ribosomal en células procariotas de ~1500 pares de
bases), presente en casi todas las bacterias, considerado el marcador mas comun
utilizado para estudiar la filogenia y taxonomia bacteriana (Janda y Abbot, 2007).
Es por esta razén que la identificacion de las actinobacterias actualmente es
confirmada a través de analisis moleculares de este gen (Okami et al., 1976;
Nonomura 1988; Hayakawa et al., 1991; Kim et al., 1995).

1.9. Extraccion de metabolitos secundarios

Los métodos de aislamiento y purificacion de las sustancias quimicas
producidas por estos microorganismos involucran la disrupcién celular,
centrifugacion, micro y ultrafiltracion, precipitacion, particion liquido-liquido y/o
técnicas cromatograficas (Gu, 2000). La particion o extraccion liquido-liquido es
ampliamente recomendada por la IUPAC, debido a su bajo costo y a que puede
llevarse a cabo a gran escala. También se han desarrollado adsorbentes
poliméricos porosos esféricos (resinas), como el poliestireno macroreticular,
alifatico, o el condensado de fenol-formaldehido, cuyas superficies internas
pueden adsorber y desorber una amplia variedad de moléculas (solutos) en
funcion del entorno en el que se utilizan (Rohm y Haas Company, 2000). Por
ejemplo, en disolventes polares tales como el agua, los adsorbentes poliméricos
exhiben un comportamiento no polar o hidrofébico y asi pueden adsorber especies
organicas que son escasamente solubles. Por otro lado, si un soluto se adsorbio
originalmente de un medio puramente acuoso (e.g., cultivos liquidos bacterianos),
el uso de un disolvente como acetona o metanol podria interrumpir la interaccion
entre la resina y el soluto, resultando en una mejor solvatacion del soluto (e.g.,

antibiéticos) en el solvente organico (Rohm y Haas Company, op. cit.).
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CAPITULO 2

ACTINOBACTERIAS MARINAS EN MEXICO

Antecedentes nacionales en la investigacion de
actinobacterias marinas.

Justificacion, hipotesis y objetivos del estudio.
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Capitulo 2 Actinobacterias marinas en México

2.1. Antecedentes nacionales

Recientemente, Maldonado et al. (2009) identificaron 300 cepas aisladas de
sedimentos marinos del Golfo de México y Golfo de California relacionadas con los
géneros Actinomadura, Dietzia, Gordonia, Micromonospora, Nonomuraea,
Rhodococcus, Saccharomonospora, Saccharopolyspora, Salinispora,
Streptomyces, y Verrucosispora. Este trabajo fue uno de los primeros en
evidenciar la diversidad actinobacteriana encontrada en sedimentos marinos de
México. Posteriormente, Villarreal-Gémez et al. (2010) realizaron una investigacion
relacionada con el potencial bioactivo de algas marinas y extractos crudos de las
bacterias asociadas a ellas, logrando identificar tres filos diferentes asociados a la
superficie de las algas (Firmicutes, Proteobacteria, Actinobacteria). Estos
investigadores aislaron solo cinco cepas de actinobacterias (Cf2, Eb3, Sm2, Em6 y
Ccbh) y demostraron el efecto anticancerigeno (contra carcinoma colorectal HCT-
116) y antimicrobiano (contra Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa,
Klebsiella pneumoniae y Proteus mirabilis) de sus extractos crudos. Unicamente
dos extractos presentaron efectos antiproliferativos de bajo nivel, con
concentraciones inhibitorias maximas medias (Clsp) de entre 56 y 58 pg/mL. La
Clso representa la concentracion de un compuesto necesaria para una inhibicion
celular in vitro del 50%. Solo un extracto crudo presenté efecto antibacteriano,
inhibiendo ligeramente el crecimiento de Proteus mirabilis con una CMI de 163.7
pg/mL. Ninguna de las 5 cepas presentd bioactividad contra Staphylococcus

aureus o Pseudomonas aeruginosa.

Otros autores (Becerril-Espinosa et al., 2012; Torres-Beltran et al., 2012)
han reportado informacion acerca del potencial que tiene el Golfo de California
(GC) como fuente de actinobacterias marinas bioactivas. Becerril-Espinosa et al.
(2012) aislaron 1,497 cepas de actinobacterias de sedimentos costeros y
profundos (20 a 300 m) e identificaron especies de diversos géneros raros con
diversas metodologias. Algunas cepas presentaron hifas aéreas, coloraciones
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naranjas y produccion de esporas negras, las cuales estaban relacionadas con
géneros raros como Micromonospora, Salinispora, Nonomuraea y Verrucosispora.
Estos mismos autores describieron otras cepas con hifas aéreas bien
desarrolladas de los géneros raros Actinomadura, Saccharomonospora,
Streptomyces y Nocardiopsis. Becerril-Espinosa et al. (2012) también evaluaron el
potencial anticancerigeno de especies del género Streptomyces aisladas de
sedimentos de la Bahia de Todos Santos (Pacifico Mexicano), a través del ensayo
citotoxico HCT-116 con micro dilucién en caldo, y reportaron que el 19% de los
extractos crudos evaluados presentaron una Clsp de < 0.076 a 69.0 pg/mL. La
caracterizacion de los compuestos mas activos se realizd6 a través de
espectrometria de masas, encontrandose compuestos de Monactin y derivados de
Pamamicina, identificados por su peso molecular y patrones de fragmentacion
(Becerril-Espinosa et al., 2012).

Torres-Beltran et al. (2012) evaluaron el potencial antibiético y
anticancerigeno de 69 extractos crudos de actinobacterias aisladas de sedimentos
colectados en Bahia Concepcién y Bahia de los Angeles (Golfo de California). Los
agentes patdgenos utilizados fueron Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa,
Acinetobacter baumannii, Staphylococcus aureus resistente a meticilina (SARM),
Staphylococcus aureus y la levadura Candida albicans. Las lineas celulares
incluyeron cancer de mama (MCF7) y cancer cérvico-uterino (HelLa). Torres-
Beltran et al. (2012) reportaron la actividad antimicrobiana contra SARM de tres
extractos obtenidos con metanol de cepas de los géneros raros Micromonospora y
Salinispora. Los porcentajes de sobrevivencia de SARM fueron del 3% al 32%.
También reportaron actividad anticancerigena contra cancer de mama (MCF7) y
cancer cérvico-uterino (HelLa) de 15 extractos obtenidos con acetato de etilo. Los
porcentajes de sobrevivencia celular fueron de 20% a 25% en la linea celular
MCF7 y de 24% a 25% en la linea celular HeLa. El 58% de los extractos crudos
gue presentaron las actividades citotoxicas y antimicrobianas mas altas
pertenecieron a integrantes del género marino obligado Salinispora (Torres-Beltran
et al., 2012).
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Estos estudios han producido informacion y aportado al conocimiento sobre
la riqueza actinobacteriana de algunas regiones costeras de México, evidenciado
el potencial bioactivo de géneros como Streptomyces, Salinispora Yy
Micromonospora. Sin embargo, es escasa la informacion del potencial bioactivo de
otros géneros menos estudiados, tales como Nocardia, Nocardiopsis,
Actinomadura, Actinoalloteichus, Verrucosispora, Saccharomonospora, Dietzia,

Gordonia, Nonomuraea, Saccharopolyspora y Rhodococcus.
2.2. Justificacion

La busqueda y el descubrimiento de actinobacterias marinas siguen un
camino estrechamente ligado al de la buUsqueda de nuevos compuestos con
potencial biotecnolégico y a la produccion de farmacos. Estas lineas de
investigacion han conducido al progreso en el entendimiento y tratamiento de las
enfermedades humanas alrededor del mundo. Aunque en México las
investigaciones con actinobacterias marinas son escasas, estas han construido
bases firmes para el desarrollo en la investigacién de estos microorganismos en
nuestros ecosistemas marinos.

Es necesario continuar y progresar en la investigacion del potencial de los
recursos microbiolégicos a nuestro alcance, que incluyen a los ecosistemas
marinos de nuestro pais los cuales practicamente permanecen inexplorados y los
cuales, sin duda alguna, son una fuente inagotable de actinobacterias marinas
raras, poco estudiadas y biolégicamente activas.

Apoyado en las razones anteriores, la presente investigacion se desarrolla
brindando especial interés en los metabolitos secundarios producidos por
actinobacterias raras que habitan en los sedimentos de algunas costas y mares de
México, aspirando a generar informacidn novedosa y conocimiento aplicado
relacionado al potencial bioactivo anticancerigeno y antibacteriano de las

sustancias que producen.

2.3. Objetivos
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Para alcanzar la meta de este estudio, se plantearon los siguientes objetivos.
2.3.1. Objetivo general

Evaluar el potencial bioactivo de sustancias producidas por actinobacterias

marinas raras aisladas de sedimentos de mares y costas de México.
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2.3.2. Objetivos especificos

a) Aislar e identificar actinobacterias raras de sedimentos marinos del Golfo de

California y Golfo de México.

b) Identificar cepas actinobacterianas previamente aisladas de sedimentos

costeros de Jalisco y Veracruz.

c) Realizar una seleccion de actinobacterias raras para la evaluacién de sus
metabolitos secundarios a través de la prueba de requerimiento obligado de agua

de mar.
d) Extraer metabolitos secundarios de las cepas seleccionadas.
e) Evaluar el efecto anticancerigeno y antibacteriano de los extractos crudos.

f) Identificar parcialmente aquellos compuestos que puedan estar generando la
bioactividad de los extractos crudos a través de un andlisis de espectroscopia de

masas.
2.4. Hipotesis

Con base al conocimiento adquirido de la informacion nacional e
internacional sobre la riqueza actinobacteriana y su potencial biotecnolégico, se

postulan las siguientes hipétesis:

a) Dado que los sedimentos del litoral mexicano poseen una gran riqueza
microbiologica se podré aislar e identificar actinobacterias integrantes de géneros

raros y poco estudiados por medio de métodos selectivos.

b) El potencial anticancerigeno de extractos actinobacterianos reportado en
estudios realizados en México permite creer que los extractos actinobacterianos
evaluados en este estudio poseerdn efecto nocivo contra células de cancer

humano.
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c) Por el reconocido potencial antibacteriano de las sustancias quimicas
producidas por actinobacterias, los extractos crudos bajo estudio poseeran un
efecto nocivo contra la bacteria patdgena seleccionada, lo que se vera reflejado en
sus CMI, que caeran dentro de alguno de los rangos de efectividad [susceptible
(S), intermedio (1) y/o resistente (R)].

d) Las matrices de metabolitos secundarios de los extractos crudos bioactivos
incluiran algunos de los compuestos reportados en la literatura, citotoxicos y
antibacterianos, producidos por especies de los géneros actinobacterianos bajo

estudio.
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CAPITULO 3

METODOLOGIA

Materiales, equipos y protocolos empleados en la
investigacion.
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Capitulo 3 Metodologia

Todos los materiales y otros elementos no desechables utilizados para el
cultivo de microorganismos 0 manejo de sustancias quimicas fueron lavados,
esterilizados en autoclave (15 o 30 minutos, 121 °C y 15 Ib de presion) (SM
Series, Yamato), o con etanol al 70% o con hipoclorito de sodio al 10%, segun
fuese el caso. Todo se manipul6 con la proteccion adecuada (bata, gafas, guantes
y cubre bocas de proteccién) y con equipos especializados para el manejo de

material quimico y biolégico.
3.1. Procedencia de las actinobacterias

Se seleccionaron sedimentos marinos como entorno de procedencia de las
cepas actinobacterianas debido al valioso papel que desempeian estos ambientes
como fuente inagotable y casi inexplorada de actinobacterias (Stach y Bull, 2005;
Stach et al., 2003; Gontang et al., 2007). Para dicho fin fueron facilitadas un total
de 12 muestras de sedimentos marinos (costeros y profundos) colectadas en dos
investigaciones previas en el Golfo de California (2008 y 2011) y el Golfo de
México (2011) (Anexo 1, A3). Las muestras del Golfo de California fueron
proporcionadas por la Dra. Irma Soria Mercado y las del Golfo de México por el Dr.
Alexei F. Licea Navarro, investigador del Laboratorio de Inmunologia Molecular y

Biotoxinas del CICESE, en colaboracion con la Dra. Irma E. Soria Mercado.

Las muestras de profundidades mayores a 20 m fueron colectadas
empleando una draga Van Veen de acero inoxidable de 12 cm de longitud
(Kahlsico Int. Corp.). Las muestras de 2 a 15 m de profundidad se colectaron por
buceo libre. Todo el material utilizado para tomar las muestras fue esterilizado con
etanol al 100%. Inmediatamente después de sacar la draga, la muestra se colecto
de los primeros 2 cm de la capa de sedimento empleando una espéatula de metal
para transferirla a bolsas estériles, etiquetada previamente y conservadas a 4 °C

hasta su posterior andlisis (Becerril-Espinosa, 2011).

3.2. Pretratamiento de sedimentos marinos
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Se han reportado muchos pretratamientos fisicos en muestras de habitats
naturales, como los sedimentos marinos, esponjas, algas, etc. (Hames-Kocabas y
Uzel, 2012). Algunos de estos métodos involucran secado y calentamiento de las
muestras para estimular el aislamiento de actinobacterias raras (Kim et al., 1995).
En base a estas consideraciones se seleccion6 el método de secado sin calor de
las muestras de sedimentos (Nolan y Cross, 1988). Este método consiste en
colocar en una campana de flujo laminar de 1 a 5 gramos de cada muestra de
sedimento himedo en una caja petri estéril durante 24 horas. Transcurrido este
tiempo, se examinan las muestras en busca de formacion de grumos vy, si se

presentan, se maceran en un mortero previamente esterilizado con alcohol al 70%.

3.3. Métodos de aislamiento y de estampado en placa.

Para llevar a cabo el aislamiento de actinobacterias raras se prepararon
seis medios de cultivo diferentes (Tabla 3.1). Estos métodos de aislacién han sido
reportados en diversos estudios enfocados en el desarrollo y aplicacion de
técnicas especificas para el aislamiento de actinobacterias raras (Ensign, 1978;
Mincer et al. 2002; Gontang et al. 2007).

Todos los medios de cultivo (liquidos y sélidos) se prepararon con agua de
mar natural (filtrada e irradiada con luz ultravioleta) complementada con
antibioticos. Para estimular el crecimiento de actinobacterias raras se emplea
Gentamicina (40 mg/mL, Sigma-Aldrich Corp., EU), mientras que para inhibir el
crecimiento de hongos se emplea Cicloheximida (100 pg/mL, Sigma-Aldrich Corp.,
EU) vy, finalmente, Rifampicina (0.5 mg/mL, Sigma-Aldrich Corp., EU) para inhibir
el desarrollo de bacterias de crecimiento rapido (Williams y Wellington 1982; Yu et
al. 2013; Bian et al., 2009)

Tabla 3.1 Métodos de aislamiento que muestran los componentes de
los seis medios sélidos de cultivos seleccionados para el aislamiento
de actinobacterias raras, y componentes del medio de cultivo para
las cepas puras.

Método Componentes (cantidad en g/L)

M1 Agar (18)
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M2
M3
M4
M5
M6

Agar (18), manitol (0.5), peptona (0.1)

Agar (18), almidén (1), peptona (0.2)

Agar (18), manitol (2.5), peptona (1)

Agar (18), manitol (0.5), casaminoacidos (0.1)

Agar (18), triptona (0.6), casitona (1), glucosa (0.8)

Al*

Agar (14), almidén (10), peptona (2), levadura (4)

Ensign 1978; Mincer et al. 2002; Jensen et al., 2002; Gontang et al. 2007, y
Subramani y Albersberg, 2013.
* Medio para el cultivo de cepas puras, sin antibiéticos.

Posteriormente, se presiona sobre la muestra de sedimento seco un tapon

de espuma estéril de 2 cm de diametro hasta cubrir una de sus superficies. El

tapén se presiona varias veces sobre la superficie de la placa de agar en una

misma direccion creando un efecto de dilucién en serie (Figura 3.1; Mincer et al.,

2002; Jensen et al., 2005; Gontang et al., 2007). Cada muestra de sedimento se

estampd por triplicado en los seis diferentes medios de sélidos.

Figura 3.1. Método en diluciéon de estampado de sedimento
marino y purificacion preliminar de actinobacterias.

Las placas estampadas se colocan en incubacion a 28 °C durante cuatro

semanas, periodo durante el cual se debe realizar el monitoreo de cada placa con

un microscopio (Nikon 89127, Jap6n) en busca de colonias actinobacterianas bien

definidas. Las colonias de actinobacterias se reconocen por la presencia del

micelio sustrato y micelio aéreo, la presencia de hifas filamentosas y/o esporas, y

24



Actinobacterias raras: evaluacion del potencial anticancerigeno y antibacteriano de metabolitos secundarios

por la formacién de colonias duras y rigidas adheridas y/o enterradas en la
superficie del agar (Goodfellow y Williams, 1983). Cada colonia bacteriana que
cumpla con estas caracteristicas debe de ser removida de la placa de estampado
y subcultivada para una purificacion preliminar (Figura 3.1) en placas nuevas de
medio Al preparado con 100% agua de mar (Jensen et al., 2005). Al cabo de siete
dias se verifica la pureza de los subcultivos y se trasfirieren individualmente a una
placa nueva de medio Al preparado con 75% agua de mar y 25% de agua
destilada (A1-75%). Al menos tres resiembras fueron necesarias hasta lograr la
purificacion de las cepas al 100%. Una vez puras, se realizd la descripcion

morfolégica colonial de cada una.
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3.4. Preservacion criogénica

La preservacion criogénica permite la generacion y mantenimiento de cepas
bacterianas y decrece la necesidad de repetir subcultivos, los cuales pueden
conducir a la contaminacion, deriva genética y mutacién cuando porciones
pequeias de la poblacidén bacteriana son continuamente seleccionadas (Mincer et
al., 2002). La conservacion a baja temperatura reduce la deriva fenotipica y
genética y ayuda a asegurar la reproducibilidad de resultados al utilizar una cepa
consistente (Simione, 2006). Debido a estas razones se emple6 un agente
crioprotector (glicerol) para preservar todas las cepas puras que consistié en la
inoculacion de cada cepa en 25 mL de medio de cultivo liquido en matraces
Erlenmeyer de 125 mL encapuchados con tela de algodon y papel bioescudo
resistente a esterilizacion (Convertor Bio-shield Sterilization Wraps, Cardinal
Health, EU.). Las cepas se incuban de cuatro a siete dias a 28 °C en agitacion
continua a 160 rpm. Tiempo transcurrido se les agrega el glicerol estéril (grado
analitico, Thermo Fisher Scientific Inc., EU.) para llegar a una concentracion final
de glicerol en el medio del 10% (ATCC, 1991). Finalmente se transfiere 1.0 mL de
la mezcla a un tubo de criopreservacion estéril, se etiqueta, se mete a
refrigeracion a 4 °C por 20 minutos y enseguida se almacena en el cepario a -80
°C.

3.5. Andlisis filogenético del gen 16s ARN ribosomal

Se identificaron todas las actinobacterias que se lograron aislar de las 12
muestras de sedimento del Golfo de California y Golfo de México.

Alrededor de 66 cepas de actinobacterias previamente aisladas de
sedimentos costeros con las mismas técnicas empleadas en este estudio fueron
facilitadas para su investigacion por la M. en C. Natalie Millan Aguifiaga del Centro
de Biotecnologia Marina y Biomedicina (CMBB, por sus siglas en inglés) de
Scripps, San Diego (California, EU.). La procedencia de estas cepas son muestras
de sedimentos recolectados en las costas de Veracruz y Puerto Vallarta, Jalisco,

durante el afio 2011 (Anexo 1, A3). Esto incrementd la posibilidad de encontrar
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géneros raros de actinobacterias con potencial biotecnolégico. De las 66 cepas, 21
cepas habian sido previamente identificadas con las técnicas descritas a

continuacion. Las 45 cepas restantes fueron identificadas durante este estudio.

3.5.1. Extraccion de acidos nucleicos, amplificacion del gen y secuenciacion

Para la extraccion de acidos nucleicos inicialmente se cultivo cada cepa en
medio liquido A1-75%. Con un palillo de madera estéril se tomaron varias colonias
de una placa y se inocularon en 25 mL de medio estéril que se incubd a 28 °C por
cuatro dias con agitacion continua a 110 rpm. Al cuarto dia se transfirio 1 mL con
biomasa apreciable a tubos estériles Eppendorf de 2.5 mL los cuales se
centrifugaron (5 min a 8000 rpm), descartdndose el medio al final. Los tubos con el
granulo celular se conservaron a -20 °C de 7 a 10 dias hasta la posterior
extraccion del ADN genomico. Posteriormente se descongeldé cada muestra a
temperatura ambiente y se llevé a cabo la extraccion de ADN de acuerdo al
protocolo DNeasy (Qiagen Inc., EU.), con las modificaciones sugeridas por
Gontang et al. (2010) que consisten en que el ADN gendmico se recupera de la
columna con 50 pL de buffer AE para utilizarlo inmediatamente o es conservado a
-20 °C hasta su posterior uso. Previo a la amplificacion del gen de interés, se
verifica la pureza del ADN con un espectrofotdbmetro de nano gotas marca
Nanodrop™®, modelo ND-1000 (NanoDrop Technologies, Inc., EU.). Se trabajé con
muestras que contenian de 10 a 100 ng de ADN. Posteriormente estas muestras
fueron utilizadas para amplificar el gen 16s ARNr a través de la reaccién en
cadena de la polimerasa (PCR, por sus siglas en inglés). Se utiliza una mezcla de
reaccion de 25 pL volumen total, con 0.5 L de los cebadores bacterianos FC27
(5-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3) y RC1492 (5'-
TACGGCTACCTTGTTACGACTT-3') a una concentracion de 10 uM, 1 yL de una
mezcla de desoxinucleésido trifosfato (ANTP 10 mM, Promega, EU.), 0.25 uL de
polimerasa Tagq AmpliTag Gold (Roche Molecular Systems, Inc., EU.), 2.5 pL
MgCl,, 10% PCR buffer (2.5 uL), y 5% dimetil sulféxido (1.25 pL). La reaccién se

llevé acabo en un termociclador iCycler® (BIO-RAD™R Laboratories Inc., EU.) con
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un paso inicial de desnaturalizacion (94 °C por 10 min) seguido de 35 ciclos de
desnaturalizacion a 95 °C por 1 min, hibridacién del cebador a 63 °C por 1 min y
extension del cebador a 72 °C por 1 min, y una extension final a 72 °C por 7 min.
Los amplicones (fragmentos formados de ADN) fueron separados en un gel de
electroforesis de agarosa (10 g/L) en buffer TAE 1x (Prime™?, Hilden, Alemania),
marcados con SYBR green (Roche Molecular Systems, Inc., EU.) y visualizados
bajo un sistema documentador de geles de trasiluminacion UV (U: Genius3,
Syngene, EU.).

Previo a la secuenciacion, los productos del PCR fueron purificados de
acuerdo al protocolo del DCCMR (DNA Clean & Concentrator MR-5, Zymo
Research, EU). La secuenciacidén de las muestras se llevé a cabo por la compafia
SegXcel Inc. (San Diego, CA, EU.) con un analizador genético de electroforesis
capilar ABI Prism® (Applied Biosystems, EU.) y de acuerdo al protocolo del
BigDye® Terminator chemistry kit (Applied Biosystems, EU.).

Las secuencias parciales del gen 16S ARNr fueron alineadas utilizando el
programa Geneious™® R7 versi6én 7.0.6 (Kearse et al., 2012) y comparadas
utilizando el algoritmo BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) en las bases
de datos de secuencias del GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) y RDP
(http://rdp.cme.msu.edu/). Se relaciond cada cepa con el organismo mas similar.

Asimismo, para emparentar las actinobacterias identificadas con aquellas
actinobacterias filogenéticamente mas similares, se elaboré un arbol filogenético
(Anexo 1). Se utilizaron las secuencias alineadas con Geneious™® R7 y las
secuencias de las cepas de referencia adquiridas de EzBiocloud"R
(http://www.ezbiocloud.net/) (Chunlab, Inc. EU.). El arbol se construyé con el

GMR

software Mega (http://www.megasoftware.net) (Tamura et al., 2013).

3.6. Seleccién de actinobacterias raras para la extraccién y evaluacién de

metabolitos secundarios.

3.6.1. Requerimiento obligado de condiciones salinas para crecer.
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Actualmente son poco estudiados los géneros o especies que poseen un
requerimiento obligado de condiciones salinas. Estos organismos son conocidos
como marinos obligados (Mincer et al., 2002, 2005, Pimentel-Elardo et al., 2008,
Yuan et al.,, 2014). Algunas especies de estos géneros se desarrollan
exclusivamente en un medio con concentraciones de sales <5%. Como referencia,
el agua de mar posee en promedio alrededor de 3 a 3.5%. Los géneros integrados
por actinobacterias con estas adaptaciones son considerados géneros raros
(Subramani y Aalbersberg, 2013).

Con base en lo anterior, se aplicé una prueba para identificar si las cepas
de actinobacterias bajo estudio poseen un requerimiento obligado de condiciones
salinas (ROCS) con el fin de seleccionar aquellas cepas raras candidatas para la
extraccion y evaluacion de sus metabolitos secundarios.

La prueba se lleva a cabo inoculando cada cepa por triplicado en placas de
medio sélido Al preparado solo con agua destilada (A1-0%) y en placas con
medio Al1-75%. Las placas se incuban a 28 °C durante cuatro semanas Yy el
crecimiento se monitorea con un microscopio (Nikon 89127, Japo6n). Si no se
observa crecimiento en las placas con medio A1-0% (ROCS positivo), la cepa se
considera marina obligada. Las cepas que obtuvieron resultados positivos fueron

seleccionadas para los analisis posteriores.
3.7. Extraccion de metabolitos secundarios

Para la extraccion de los metabolitos secundarios se emplearon dos
técnicas de extraccibn con solventes organicos, utilizando metanol (MeOH,
polaridad alta) y acetato de etilo (AcOEt, polaridad media). El objetivo fue extraer
compuestos de distintas polaridades para incrementar la variedad de los

metabolitos secundarios.

Inicialmente, las cepas seleccionadas se pre-cultivan en 25 mL de medio
liquido A1-75% y se incuban a 28 °C con agitacion continua a 160 rpm. Al séptimo
dia se trasfieren alicuotas (5% v/v) con pipetas serolégicas estériles a matraces

Erlenmeyer de 500 mL con 100 mL de medio Al1-75%. Todos los cultivos se
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incuban nuevamente a 28 °C con agitacion continua (160 rpm) durante seis dias.
Al sexto dia de crecimiento a cada cultivo se le agregan 2 g de resina polimérica
de extraccion (activada con metanol y agua destilada) Amberlite® XAD7 HP (20
g/L) (Sigma-Aldrich Corp., EU.) y se agita durante 2 horas. Las células y la resina
se transfieren con pipetas seroldgicas a tubos de centrifuga de 50 mL y se
centrifugan a 4000 rpm por 5-10 min. El medio se vierte por decantacién a un
matraz Erlenmeyer limpio y se conserva para la posterior extraccion con AcOEt
(en las horas posteriores). Todas las muestras se lavan con agua destilada de tres
a cinco veces hasta obtener claridad en los lavados (para eliminar la mayor
cantidad de las sales del medio). Se decanta el agua de los lavados y las
muestras se congelan a -80 °C para posteriormente llevarlas a sequedad (de 24 a
48 horas) en un liofilizador (Sentry™? 2.0, Sp. Industries Inc., EU., y/o FreeZone
2.5 Labconco®, EU.). Una vez secas, las muestras se conservan congeladas a -20
°C hasta su posterior extraccion con MeOH.

Para la extraccion con MeOH se emplea la muestra seca que se transfiere a
matraces Erlenmeyer de 250 mL al cual se le agregan 20 mL de MeOH (grado
analitico, Thermo Fisher Scientific Inc., EU.). Se mezcla y se agita la muestra
durante dos horas y posteriormente se filtra cada una a través de papel filtro de 45
pm de tamano de poro (Fisher Scientific Inc, EU.). Las muestras son concentradas
por rotaevaporacion al vacio (Hei-VAP Value "The Collegiate", Heidolp, EU.) a una
presion de 25 pulgadas de Hg y una temperatura de 35 °C. Si en la resina perdura
la coloracion, se repite la extraccion para poder recuperar la mayor cantidad de
metabolitos secundarios adsorbidos.

Cada extracto concentrado se pasa a traves de filtros de jeringa Puradisc®
(25 mm diametro, 2.0 um tamafo de poro, membrana PTFE, Whatman® Inc., EU.)
y se recupera en viales de centelleo de 25 mL (previamente pesados). El resto del
solvente se seca nuevamente por aireacion o rotoevaporacion y, finalmente, se
registra el peso neto de cada extracto crudo.

Para la extraccion con AcOEt se emplea la extraccion liquido-liquido
mezclando el medio liquido conservado en la extraccion anterior con 50 mL de

AcOEt (grado analitico, Thermo Fisher Scientific Inc., EU.). La mezcla se agita
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durante dos horas al final de las cuales cada muestra se vierte en un embudo de
separacion de 250 mL y se deja en reposo de 10 a 20 minutos para la separacion
de la fase organica de la fase acuosa. La fase organica se recupera en un matraz
Erlenmeyer de 250 mL, filtrando la fase recuperada a través de papel filtro de 45
pm de tamafio de poro (Fisher Scientific Inc, EU.). Esta fase organica se concentra
mediante rotoevaporacion al vacio (Hei-VAP Value "The Collegiate", Heidolp, EU.)
a una presion de 20 pulgadas de Hg y una temperatura de 25 °C. Cada extracto
concentrado se pasa a través de filtros de jeringa Puradisc® (25 mm diametro, 2.0
pm de tamafo de poro, membrana PTFE, Whatman® Inc., EU.) y se recupera en
viales de centelleo de 25 mL (previamente pesados). El resto del solvente se seca
nuevamente por aireacion o rotoevaporacion y finalmente se registra el peso neto
de cada extracto crudo.

Dos muestras del medio de cultivo A1-75% sin células fueron sometidas a
los dos procedimientos de extraccion anteriormente descritos para obtener un
blanco de medio Al-75% de AcOEt (medio AcOEt) y otro de MeOH (medio
MeOH). Estos blancos se preparan y conservan para los procedimientos

posteriores.

3.8. Evaluacién del potencial activo de metabolitos secundarios

Para llevar a cabo los bioensayos que a continuacion se describen, cada
extracto crudo de MeOH y AcOEt se prepard en solucion con una concentracion
final de 10 mg/mL en DMSO (grado analitico, Thermo Fisher Scientific Inc., EU).
Estos bioensayos se realizaron en el Centro de Biotecnologia Marina vy

Biomedicina de Scripps.

3.8.1. Actividad anticancerigena

Se evalud el efecto anticancerigeno de los extractos crudos sobre la linea
celular de carcinoma colorrectal HCT-116 a través del ensayo citotoxico in vitro de
reduccion de la sal MTS tetrazolio (Ensayo MTS), por el método de micro dilucion

de caldo (CLSI, 2006). En este método las células cancerosas se cultivan en
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medio RPMI (HyClone RPMI 1640, Thermo Scientific, EU.), suplementado con
10% de Suero Fetal Bovino (Corning, Inc., EU.), solucion tampon Hepes 1 M
(Sigma-Aldrich Corp., EU) y solucién de penicilina (10,000 U/mL)-estreptomicina
(10 mg/mL)-anfotericina B (25 pg) (Sigma-Aldrich Corp., EU). Los cultivos se
incuban a 37 °C con 5% de CO, (Incubadora Forma™ 310 Direct Heat Thermo
Scientific, EU.).

El ensayo de citotoxicidad in vitro se lleva acabo incubando las células con
los extractos crudos durante 24 horas en microplacas de 96 pocillos (Thermo
Scientific Inc., EU.). Se utiliza como control positivo el estandar anticancerigeno
Etoposide VP-16 (Sigma-Aldrich Corp., EU.), como control negativo se utiliza
DMSO, como blanco se utiliza el medio de cultivo RPMI y los medios de cultivo
A1-75% de MeOH y AcOEt.

Para determinar el nimero de células viables tras la incubacién, se utiliza
un indicador del metabolismo celular activo, el cual se prepara con sal 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-5-(3-carboximetoxifenil)-2-(4-sulfofenil)-2H-tetrazolio (MTS,
Promega, EU.) y metosulfato de fenazina (MSF, Sigma-Aldrich Corp., EU) a una
concentracion final de 0.92 mg/mL y 2.0 mg/mL, respectivamente, en solucion
salina amortiguada con fosfatos de Dulbecco sin MgCl, y CaCl, (SSTD, Sigma-
Aldrich Corp., EU). A cada pocillo se le agregan 20 pL del indicador, se incuban
las microplacas durante 3 horas y finalmente se miden las densidades 6pticas.

Lo que ocurre durante el tiempo de incubacién es la bioreduccion de la sal
MTS tetrazolio a sal formazan (compuesto de color azul soluble en medio de
cultivo celular) llevada a cabo por las células cancerosas. Se presupone que la
cantidad de células vivas metabdlicamente activas es proporcional a la cantidad
de formazan producido, en caso contrario, si las células comienzan a morir la
coloracion cambia de azul a claro, pues la actividad metabdlica no da lugar a la
produccion de sal formazan.

El formazan se mide en densidades o6pticas en un espectrofotometro de
microplacas (Multiskan® FC, Thermo Scientific® Inc, EU.) a 490 nm. Finalmente,
se calcula la concentracién inhibitoria maxima media Clsp, que representa la

concentracion de un compuesto necesaria para una inhibicion celular del 50% in
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vitro. Las muestras que inhiben el 90% o mas se consideran con un potencial

bioactivo importante.
3.8.2. Actividad antibacteriana

Se evaluo el efecto antibacteriano de los extractos crudos contra la bacteria
patégena Staphylococcus aureus resistente a la meticilina (SARM) capaz de
provocar infecciones potencialmente letales. Para esto se empleo la prueba de
susceptibilidad concentracion minima inhibitoria (CMI) a través del método de
microdilucion de caldo (Cavalieri et al., 2005; CLSI, 2006). Para el cultivo de la
SARM se inocula 1 mL de la cepa bacteriana CNJ279 en un tubo estéril de 50 mL
con 10 mL (dilucion 1:10) de medio GYT (1 L de agua destilada, 2.5 g de levadura,
5 g de triptona y 1 g de glucosa), se incuba a 37 °C con agitacién continua durante
una noche. Al dia siguiente se prepara una dilucion 1:50 del cultivo en un nuevo
tubo de 15 mL (0.4 mL de la dilucién 1:10 y 10 mL medio GYT), se toman 100 pL
en una microcelda para medir las densidades Opticas (DO) a 600 nm de longitud
de onda en un espectrofotometro (BioPhotometer, Eppendorf®, Al.), utilizando
como blanco el medio GYT.

Se trabajé con densidades Opticas entre 0.04 y 0.06, si se obtienen una DO
< 0.04 o > 0.06 se agregan mas células o mas medio, segun sea el caso.
Asimismo, para verificar la pureza del cultivo, se prepara un control de pureza,
inoculando 20 pL de la solucién 1:50 de SARM en una placa con agar de medio
GYT (Welgene, Inc. EU.) y se incuba por 24 horas a 37 °C. Posteriormente, se
prepara una dilucion final 1:10 y se determina la cantidad necesaria de suspension
celular segun el numero de muestras. Por ejemplo, para 10 muestras, en un tubo
nuevo de 50 mL se mezclan 2 mL de la suspension celular 1:50 (previamente
verificada con el control de pureza) con 20 mL de medio GYT. De esta suspension
celular final se colocan in6culos de 195 pL, en microplacas de 96 pocillos (Thermo
Scientific Inc, EU.) mezclados con 5 pL de cada extracto crudo (solo en la primer
fila de pozos), se realizan 7 diluciones seriales (1/4) verticalmente, con un volumen
final de 100 puL y se incuban las placas a 37 °C (Incubadora Shel Lab SMI6, EU.)

durante 24 horas.
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Como control positivo se utilizd el estandar antibiético Vancomicina
(Hospira, Inc., EU.), el cual posee una CMI de <2 pg/ml contra el SARM (Haste et
al., 2010). Como control negativo se utiliza DMSO (grado analitico, Thermo Fisher
Scientific Inc., EU.) y como blanco se utiliza el medio de cultivo bacteriano GYT y
los medios de cultivo A1-75% de MeOH y AcOEt. Finalmente, trascurrido el tiempo

de incubacion se realiza la lectura de las DOs a 600 nm y se calcula la CMI.
3.9. Identificacion preliminar de compuestos bioactivos

A través del andlisis de cromatografia liquida y espectrometria de masas
(CL-EM) se realizdé la busqueda e identificacion parcial de los compuestos
bioactivos presentes en los extractos crudos de aquellos géneros raros de
actinobacterias que presentaron la mas alta bioactividad en los bioensayos
empleados y de los cuales no ha sido reportado su potencial bioactivo en estudios
nacionales. Lo anterior con el fin de realzar la importancia de géneros marinos

obligados no reportados previamente en México.
3.9.1. Analisis CL-EM

Los andlisis de CL-EM se realizaron en el Centro de Biotecnologia Marina y
Biomedicina de Scripps con un cromatdgrafo de liquidos (CL) Agilent 1260 con
detector de matriz de iodos acoplado a un espectrometro de masas (EM) Agilent
6530 equipado con un analizador de cuadrupolo-tiempo de vuelo (Q-TOF por sus
siglas en inglés) y una fuente de ionizacion por electrospray (ESI, por sus siglas en
inglés).

Cada extracto crudo fue filtrado a través de filtros de jeringa Acrodisc PTFE
(Pall Inc., EU.) ajustados a una concentracién de 1 mg/mL con MeOH en viales de
1.8 mL con injertos (9-425 PTFE, VWR®, EU). Se inyectaron al CL-EM 20 pL de
cada extracto y los espectros fueron generados en modo positivo con escaneos de
100 a 1700 unidades de masa/carga (m/z). Los resultados espectrales fueron
analizados con el software Mass++ 2.7.2 (Tanaka, et al.,, 2014). Se buscaron e

identificaron los fragmentos de iones moleculares reportados en la literatura que
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se encontraban relacionados con los compuestos bioactivos producidos por

algunas especies de los géneros de actinobacterias bajo estudio.
3.10. Andlisis estadistico

Se realiz6 un andlisis estadistico basico (célculos porcentuales, media,

minimos y maximos) de los resultados obtenidos.
3.11. Nota aclaratoria

Los bioensayos y los analisis de espectrometria de masas fueron realizados
por técnicos especializados en el Centro de Biotecnologia Marina y Biomedicina
(CMBB) de Scripps.
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CAPITULO 4

RESULTADOS Y DISCUSIONES

Alcance de los objetivos planteados
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Capitulo 4 Resultados y discusion

4.1. Actinobacterias aisladas e identificadas.

Se logré el aislamiento y purificacion de 18 cepas de actinobacterias de las
muestras de sedimento del Golfo de California y Golfo de México (Tabla 3, Anexo
1, Al). Los resultados de la identificacion filogenética permitieron relacionar a
todas las cepas (82 cepas) con 13 géneros diferentes, 10 de ellos reportados
como geéneros raros (Subramani y Albersberg, 2013). Cada cepa recibié un
nombre en cédigo de acuerdo al sitio de origen, un nimero consecutivo y la letra
inicial del color caracteristico de la cepa. Se elabor6 un catalogo fotogréafico-
descriptivo de un integrante de cada género identificado (Capitulo 6).

Tabla 4.1. Géneros relacionados con las 82 cepas analizadas en
el estudio. NUmero total de cepas por género y sitio de origen.

] No. total de Sitio de origen

Género

cepas GC GM PV \%
Actinoalloteichus 5 - - 3 2
Actinomadura 4 - 1 2 1
Actinophytocola 1 - 1 - -
Astrosporangium 1 - 1 - -
Micromonospora 32 - 7 5 20
Nocardiopsis 5 - 1 2 2
Nonomuraea 3 - 3 - -
Rhodococcus 1 - - - 1
Saccharomonospora 1 - - - 1
Salinispora 19 - - 18 1
Streptomyces 6 2 2 2 -
Streptosporangium 1 - - - 1
Verrucosispora 3 - - 1 2
GC: Golfo de California GM: Golfo de México
PV: Puerto Vallarta V: Veracruz

Sin duda alguna, uno de los factores que contribuyé al aislamiento de estas
actinobacterias vinculadas a géneros raros fueron los métodos de aislacion
empleados en el estudio. El método més efectivo fue el M5 (Tabla 3.1) ya que con

este medio de cultivo se logré aislar el 59% del total de actinobacterias, seguido
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del 32% logrado con el medio M3y, por ultimo, el 10% con el medio M2. Con los
otros métodos (M1, M4, y M6) no se logroé aislar ninguna cepa.

El componente clave del método M5, al cual le atribuimos el desarrollo
favorable de estas cepas raras, son los casaminoacidos, constituidos por una
mezcla de aminoacidos producto de la hidrolisis acida de la caseina. La caseina
es empleada por otros investigadores con resultados favorables para el
aislamiento de actinobacterias raras (Hayakawa y Nonomura, 1987a; 1987b; Cho
et al., 1994). En el caso de los medios M3 y M2, ambos incluyeron peptona,
considerada como fuente principal de nitrégeno en el cultivo de bacterias comunes
y raras (Pimentel-Elardo et al., 2008; Kim et al., 2010; Zhang et al,. 2012 y Li et al.,
2012). Otros factores importantes que también favorecieron al aislamiento e
identificacién de actinobacterias raras fue la riqueza microbiol6gica que México
posee Yy la eleccion de los sedimentos marinos como el entorno de procedencia de
las actinobacterias. Estas bacterias son consideradas una de las fuentes mas
accesibles y ricas en diversidad actinobacteriana (Abdelmohsen et al., 2014).

Con estos resultados logramos alcanzar el primer objetivo especifico de
este trabajo, asi como la aprobacion de una de las hipdtesis establecidas

(Hipétesis: Inciso a).
4.2. Caracteristicas morfolégicas generales de actinobacterias raras

Existen otros criterios para identificar actinobacterias raras basados en sus
rasgos morfologicos. En este caso, aquellas cepas que no poseen caracteristicas
morfologicas del género Streptomyces sobresalen entre éste y otros géneros mas
estudiados (Baltz, 2006).
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Figura 4.1. Algunos morfotipos de actinobacterias aisladas de sedimentos del Golfo de
California y Golfo de México: a) Nocardiopsis sp (30x), b) Actinomadura sp (20x), c)
Nonomuraea sp (20x), d) Micromonospora sp (30x), €) Astrosporangium sp (30x), y f)
Actinophytocola sp (20x).

Desde este punto de vista, la morfologia colonial que se observé en la
mayoria de las cepas cumpli6 con lo establecido por Baltz (2006), pues se
identificaron diversas formas y superficies coloniales, con micelios aéreos
prominentes y diversas coloraciones (Figura 4.1). Para poder establecer los
rasgos fisiolégicos que diferencian las cepas raras de las cepas tipo-
Streptomyces, acudimos a la descripcion morfolégica de representantes de la
familia Streptomycetaceae (Anderson y Wellington, 2001; Bredholt et al. 2007).
Basicamente, las actinobacterias tipo-Streptomyces se caracterizan por la
formacion de colonias convexas (muy prominentes) con hifas desarrolladas y
micelio aéreo filamentoso, con esporas de color gris, blanco, blanco/amarillo y
blanco/morado, ademas de una textura aterciopelada (tipo talco). De lo contrario,
las cepas que no presentan estos rasgos pueden exhibir coloraciones traslicidas
u opacas (Figura 4.1. a y b) muy variadas, con tonos rojos, rosas, naranjas (Figura
4.1. e), amarillos (Figura 4.1. d), marrones, azules, asi como formas coloniales con
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superficies lisas, rugosas (Figura 4.1. a), suaves o rigidas, con micelio aéreo poco
prominente, abarcando una variedad de morfotipos caracteristicos de las
actinobacterias raras. En el capitulo seis se describen los rasgos fisiolégicos con

mayor detalle de algunas de estas cepas identificadas en el estudio.

4.3. Actinobacterias raras: cepas marinas obligadas

Los resultados de la prueba del requerimiento obligado de agua de mar
comprobaron que 28 cepas aisladas de sedimentos colectados en Puerto Vallarta
(PV) y Veracruz (V) son marinas obligadas (Tabla 4.2) ya que su crecimiento
estuvo exclusivamente limitado a las tres placas con medio A1-75%, evidenciando
con este rasgo una caracteristica que las distingue del resto.

Estas cepas fueron consideradas actinobacterias raras y la mayoria de ellas
seleccionadas para la extraccion de metabolitos secundarios y evaluacién de su
bioactividad. Las 28 cepas abarcaron seis géneros diferentes, el mas
representativo fue el género Salinispora, seguido del género Actinoalloteichus y
Nocardiopsis y, finalmente, los géneros Micromonospora, Streptomyces vy

Saccharomonospora.

Tabla 4.2. Cepas de actinobacterias marinas obligadas por género.

Género Cepas
PV-5n, 6n, 7n, 8n, 9n, 12n, 13n,
Salinispora 14n, 15n, 16n, 17n, 18n, 19n,

20n, 21n, 22n, 23n, 24n.
Actinoalloteichus PV-1b, 3b, 4b; V-1b

Nocardiopsis PV-10b, V-3b, 4b.
Micromonospora PV-11n
Streptomyces PV-2b

Saccharomonospora V-2b

El género Salinispora fue el primero en ser reportado como marino
obligado por Mincer et al. (2002). Actualmente no se ha registrado ninguna
especie de este género en el medio terrestre, por lo que se le considera un género
marino autéctono. Gracias al potencial bioactivo del género Salinispora descrito

previamente en la literatura cientifica (Maldonado et al., 2005; Jensen et al.,
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2005a; Subramani y Aalbersberg 2012) y a las investigaciones realizadas en
México (Becerril-Espinosa et al., 2011; Torres-Beltran et al., 2012), es probable
gue se registre bioactividad anticancerigena y antimicrobiana de los extractos

preparados de cepas de este género.

El género Actinoalloteichus esta integrado por algunas especies que
poseen la capacidad de desarrollarse en un medio con altas concentraciones de
sal (haldfilas). Estas especies son buscadas alrededor del mundo con el fin de
aislar compuestos nuevos y bioactivos de las sustancias que producen (Cali,
2009). Sus adaptaciones fisiologicas las sitian entre los organismos menos
estudiados del phylum Actinobacteria (Subramani y Albersberg, 2013). En este
trabajo identificamos cuatro cepas de este género con rasgos marinos obligados
nunca antes reportados en costas y mares de México. Los extractos crudos de
estas cepas podrian poseer bioactividades interesantes, como se ha observado en

otras especies de este género (Boudjelal et al., 2011a).

El género Nocardiopsis, representado en este trabajo por tres cepas
marinas obligadas, es uno de los géneros menos estudiado y se encuentra
integrado por algunas especies haldfilas (Kroppenstedt, 1992; Yassin et al., 1993,
Al-Tai y Ruan, 1994; Yassin et al., 1997). Actualmente se siguen descubriendo
Mas especies de este género con rasgos y propiedades bioactivas, aisladas de
sedimentos marinos, esponjas, macroalgas y corales (Bredholdt et al., 2007; Chen
et al., 2009; Engelhardt et al., 2010; Meklat et al., 2011; Li et al., 2012; Wu et al.,
2012; Zhang et al., 2013). Estas tres cepas son el primer registro de especies del
género Nocardiopsis con rasgos marinos obligados aisladas de sedimentos

marinos de México.

El género Micromonospora, considerado uno de los géneros de
actinomicetos raros y fuentes prolificas de metabolitos secundarios novedosos
(Subramani y Albersberg, 2013) fue representado en este trabajo por una cepa
gue mostrd rasgos marinos obligados (Cepa PV-11n). Este género esta integrado

por diversas especies con potencial bioactivo (Lam, 2006; Zhang et al., 2012; Tian
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et al.,, 2013), algunas tolerantes a diversas concentraciones de sales (~7%)
(Tanasupawat et al.,, 2010). Sin embargo, la cepa aislada en este trabajo
representa el primer registro de cepas marinas obligadas de este género aisladas
de sedimentos marinos de México.

El género Streptomyces, reconocido por ser un excelente productor de
antibioticos (Berdy, 2005) y cuyos metabolitos secundarios poseen actividad
antimicrobiana (Tian et al., 2012), estuvo representado en este trabajo por la cepa
marina obligada PV-2b (Tabla 4.2). Recientemente se describié por primera vez
una especie de este género con una adaptacidn marina obligada, la especie
Streptomyces oceani sp. Nov, aislada de nodulos de carbonato profundos
colectados al sur del mar de China y que solo puede desarrollarse en medio con
concentraciones de sal de 2.5 a 12.5%. Asi mismo, otras especies raras han sido
reportadas con adaptaciones fisiolégicas muy especificas. Por ejemplo, se
describié la especie Streptomyces synnematoformanns sp. Nov. como un
organismo neutrofilico que puede desarrollarse exclusivamente en un medio con
pH neutro (pH=7). Esta especie fue aislada de sedimentos de dunas de Egipto
(Hozzein y Goodfellow, 2007) y en un recuento realizado por Subramani y
Albersberg (2013) se expone que desde 1974 hasta el 2005 alrededor de 6,550
antibioticos se descubrieron en especies de este género (Tabla 1.1.). A pesar de
gue es el género mas estudiado, aln se siguen descubriendo especies raras y
gracias a investigaciones llevadas a cabo, el aislamiento de metabolitos
secundarios bioactivos y de antibidticos sigue en constante aumento. Todos estos
antecedentes nos permiten proyectar que la cepa marina obligada PV-2b del
género Streptomyces pueda registrar bioactividades con posibles aplicaciones
importantes en nuestra evaluacion contra células de cancer y MRSA. Por otra
parte, es el primer registro en México de una cepa marina obligada del género

Streptomyces.

El género Saccharomonospora, representado en este estudio por la cepa
marina obligada V-2b (Tabla 4.2), es un género integrado por especies con

potencial bioactivo que poseen adaptaciones fisiologicas tales como tolerancia a
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medios con altas concentraciones de sal (Meklat et al.,, 2011; Boudjelal et al.,
2011b). En los ultimos 20 afios se han descubierto mas especies de este género
(Jiang y Xu 1996; Jiang et al., 2006) y la utilidad de los metabolitos secundarios
producidos por estos microorganismos ha trascendido en diversas lineas de
investigacion con fines biomédicos: Verma et al. (2013) publicaron por primera vez
un protocolo (de un paso) para la sintesis de nanotriangulos de oro utilizando el
extracto de una especie de Saccharomonospora endodfita de las raices de un
arbol. Estas nanoparticulas poseen propiedades o6pticas Unicas explotables en
areas de estudio de biosensores y diagndsticos biomédicos. Asimismo, se han
descubierto propiedades anticAncer de los metabolitos de algunas especies de
este género (Maloney et al., 2009). Es reconocido el potencial de aplicacion de las
propiedades de los metabolitos secundarios producidos por especies del género
Saccharomonospora. La cepa de Saccharomonospora marina obligada
identificada en este trabajo podria poseer un potencial bioactivo muy prometedor
gue no ha sido evaluado, ya que es el primer registro de una cepa marina obligada

de este género aislada de sedimentos marinos de México.

Con estos resultados y la informacién actual acerca de los seis géneros
raros, es muy posible que las cepas marinas obligadas identificadas en este
trabajo posean el potencial biotecnolégico y biomédico caracteristico de cada uno
de los géneros investigados alrededor del mundo. Gracias a esto y a los esfuerzos
gue se inviertan en los préximos afios, nuestro pais podria establecer un futuro
prometedor en el descubrimiento de nuevos agentes bioactivos de actinobacterias
raras para combatir enfermedades de dificil tratamiento y patégenos humanos

resistentes a antibiéticos.

4.4. Efecto anticancerigeno y antibacteriano

Se evalud el potencial bioactivo de 32 extractos crudos (16 de AcOEty 16 de
MeOH) obtenidos del cultivo de cepas marinas obligadas relacionadas con los
géneros  Salinispora, Actinoalloteichus,  Nocardiopsis, = Micromonospora,
Streptomyces y Saccharomonospora.
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En la evaluacién de la actividad anticancerigena, un total de 11 extractos
crudos presentaron un efecto anticancerigeno contra las células de céancer
colorectal HCT-116, cuatro de ellos extraidos con AcOEt y el resto con MeOH
(Figura 4.2).

Como se observa en la figura 4.2a y b, tres extractos de AcOEt (PV-3b, PV-
12n, y V-1b) presentaron bioactividades altas con valores de Clsy <0.076 pg/mL.
Solo un extracto de MeOH (PV-12n) presentd bioactividad alta, con un Clsg <0.076
pug/mL), mientras que el resto de los extractos evaluados present6 valores de Clsg
entre 0.249 y 11.33 pg/mL.

PV-5n- ®
PV-3b El PV-7n - ®
PV-8n- ®
PV-12n- < PV-9n ]
PV-10b - E)
V-1b < PV-12n{ <«
PV-13n4{ @
V-3b ® V-1b- ®
00 01 02 03 0 2 4 6 8 10 12 14
a) ACOEt Clso(pg/mL) b) MeOH  Clso (1 g/ mL)

Figura 4.2. Concentraciones inhibitorias maximas medias (Cls,) de los extractos bioactivos
de (a) AcOEt y (b) MeOH contra carcinoma colorectal HCT-116, obtenidos de actinobacterias
marinas obligadas aisladas de sedimentos de Puerto Vallarta y Veracruz. El simbolo “«”
representa una concentracion menor a la sefialada, y el circulo “e” una concentracion
puntual.

Los cuatro extractos mas bioactivos contra células de cancer se obtuvieron
de las cepas marinas obligadas Salinispora y Actinoalloteichus. El potencial
bioactivo de las especies del género Salinispora ha sido demostrado en diversas
investigaciones internacionales (Maldonado et al., 2005, Buchanan et al., 2005
Jensen et al., 2007, Fenical et al., 2009) en las que se ha registrado alta actividad

contra la linea celular HCT-116 de extractos y compuestos puros (e.g., Clsp <
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0.002 y 0.011 pg/mL) obtenidos de especies del género aisladas de sedimentos
marinos. En México, también hay evidencia de bioactividad anticancerigena de
extractos obtenidos de especies del género Salinispora (Becerril-Espinosa et al.,
2012, Torres-Beltran et al., 2012); sin embargo, no habia sido antes reportada una
bioactividad tan alta. Por otro lado, el potencial bioactivo de especies del género
Actinoalloteichus ha sido reportado por Boudijelal et al. (2011a) y Vinothkumar y
Parameswaran (2013), mientras que en México no hay actualmente registro de la
bioactividad de los metabolitos secundarios producidos por algun integrante del
género. Con base en esto, en este estudio se evalla por primera vez el potencial
bioactivo de dos cepas marinas obligadas del género Actinoalloteichus. Ambos
extractos bioactivos correspondientes a las cepas Actinoalloteichus PV-3b y V-1b,
registraron Clsg < 0.076 pg/mL (Figura 4.2a), evidenciando el potencial
biotecnologico y biomédico de los compuestos que los constituyen.

En la evaluacion de la actividad antimicrobiana, un total de 20 extractos
crudos presentaron efectos contra la bacteria patogena SARM, nueve de ellos

obtenidos con AcOEt y el resto con MeOH (Figura 4.3 ay b).
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Fysany b " PV-8n1 ! f——
PV-6n i PV-9n{ M :
PV-10b{ < PV-10by < ? :
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' - PV-12n- - =
PV-12n fe—s{ ; nl M : :
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Figura 4.3. Concentraciones minimas inhibitorias (CMI) de los extractos crudos bioactivos
de (a) AcOEt y (b) MeOH contra SARM, obtenidos de actinobacterias marinas obligadas
aisladas de sedimentos de Puerto Vallarta y Veracruz. El simbolo “ <’ representa una CMI
menor a la sefalada, las flechas “ « ” un rango de CMI. Rangos del Nivel de efectividad: engg
verde Susceptible (S), en amarillo Intermedio (I) y en rojo Resistente (R).



Actinobacterias raras: evaluacion del potencial anticancerigeno y antibacteriano de metabolitos secundarios

Se calcularon y obtuvieron CMIs dentro de los tres rangos del nivel de
efectividad descritos por Aucoin (2000). La CMI mas baja fue de <1.953 y la
méaxima de 125-250 pg/mL. De los 20 extractos bioactivos contra SARM, siete
fueron los que presentaron las bioactividades mas altas (cuatro de AcOEt y tres de
MeOH), cayendo en el nivel S con CMI de <0.195 a 3.906 pg/mL. Estos extractos
fueron obtenidos de cepas de Salinispora (PV-13n), Actinoalloteichus (PV-3b y V-
1b), Nocardiopsis (PV-10b, V-3b) y Micromonospora (PV-11n). Los extractos que
registraron la CMI mas similar al control positivo, el estandar antibidtico
Vancomicina (CMI < 2 pg/mL) empleado en el bioensayo in vitro, fueron de cepas
de Salinispora, Actinoalloteichus y Nocardiopsis.

De los 13 extractos restantes, dos extractos (MeOH) de cepas de
Salinispora presentaron bioactividades con CMI entre el nivel Sy el nivel | (3.906
a 7.813 pg/mL), un extracto (MeOH) de Salinispora registré6 una bioactividad
dentro del nivel | con una CMI de 7.813 a 15.625 pg/mL, dos extractos (AcOEt) de
Salinispora y Micromonospora registraron bioactividades entre el nivel | y el nivel
R con CMIs de 15.625 a 31.25 pg/mL, y los ocho extractos restantes (AcOEt y
MeOH) de cepas de Salinispora, Actinoalloteichus y Nocardiopsis, registraron
CMis de 31.25 a 250 pg/mL, cayendo dentro del nivel R.

Con estos resultados, se realiza el primer registro del potencial
antibacteriano de los metabolitos secundarios producidos por cepas marinas
obligadas de los géneros Salinispora, Actinoalloteichus, Nocardiopsis Yy
Micromonospora de costas de Puerto Vallarta y Veracruz. Del género Salinispora
ya se ha reportado alta bioactividad de extractos crudos contra SARM de cepas
aisladas de sedimentos marinos del Golfo de California (Becerril-Espinosa et al.,
2012) de las Bahamas y el Mar Rojo, entre otros (Kim et al., 2006; Udwary et al.,
2007). También se registran por primera vez altas bioactividades contra SARM
(similares a la del antibiético Vancomicina) de extractos obtenidos de cepas
marinas obligadas de Actinoalloteichus y Nocardiopsis.

Los géneros Actinoalloteichus y Nocardiopsis poseen especies productoras

de diversos compuestos con potencial antibidtico y anticancerigeno. En el género
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Actinoalloteichus se han identificado especies que producen diversos compuestos
activos, como péptidos citotoxicos (Cho, et al., 2007), bipiridinas y caerulomicinas
con efecto anticancer, antibacteriano, entre muchos otros (Fu et al., 2011). En el
género Nocardiopsis se han identificado especies con potenciales
anticancerigenos y antimicrobianos contra otras bacterias patégenas como
Pseudomona vulgaris y Pseudomona aeruginosa (Becerril-Espinosa et al., 2012),
asi como, especies productoras de péptidos inhibidores de la sintesis de proteinas
(Engelhardt et al., 2010), entre otras.

Los resultados aqui expuestos acerca del potencial anticancerigeno y
antimicrobiano de los extractos de cepas marinas obligadas de géneros
Actinoalloteichus, Nocardiopsis, Salinispora y Micromonospora, confirman que los
sedimentos de ambientes marinos de nuestro pais, como las costas de Jalisco y
Veracruz, son fuente potencial de microorganismos con potencial antibiético y
potencial anticancerigeno. Derivado de lo anterior, se cumple uno de los objetivos
secundarios planteados en este estudio y, en consecuencia, se comprueban dos

de las hipotesis postuladas en este estudio (Capitulo 2, hipétesis b y c).

Alrededor del mundo, especies de los géneros aqui evaluados son objeto
de estudio en diversas lineas de investigacion, la explotacion y/o aplicacion de los
metabolitos secundarios que producen ejercen un impacto muy valioso en la
salud, nutricién, y economia de la sociedad. En México, la aplicacion
biotecnologica y biomédica de estas sustancias quimicas aun se encuentra en
desarrollo. No obstante, los resultados de este estudio evidencian que los
ecosistemas marinos de nuestro pais guardan un recurso biotecnoldgico al
alcance de nuestra mano, el cual requiere de mas recursos y esfuerzos destinados

a su investigacion.
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4.5. Compuestos bioactivos

En base a los resultados del potencial bioactivo de las cepas bajo estudio,
los extractos crudos mas bioactivos que pertenecen a los dos géneros marinos
obligados que no han sido reportados hasta la fecha en otros estudios realizados
en México, fueron seleccionados para su analisis en CL-EM: Actinoalloteichus PV-
3b (AcOEt), V-1b (AcOEt), y Nocardiopsis V-3b (AcOEt) y PV-10b (AcOEt, MeOH).
Asimismo, se obtuvieron los cromatogramas de los blancos del medio de cultivo
Al1-75% (AcOEt y MeOH), los cuales fueron comparados con los de los extractos
analizados para diferenciar aquellos picos relacionados con la matriz del medio de

cultivo (Figura 4.4).
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En la literatura internacional se han reportado diversos compuestos con
propiedades bioactivas antimicrobianas, anticancerigenas, antifungicas vy
antitumorales, entre otros, producidos por algunos integrantes de los géneros
raros Actinoalloteichus y Nocardiopsis. En la tabla 4.3 se enlistan 26 compuestos
con sus propiedades bioactivas, los fragmentos de masas caracteristicos en sus
espectros de masa (EM) y la especie actinobacteriana que los produce. Los
resultados de la busqueda en los EM evaluados refleja la posible presencia de al
menos siete compuestos bioactivos en la matriz de metabolitos secundarios
producidos por las cepas de Actinoalloteichus y Nocardiopsis.

EM de extractos bioactivos de Actinoalloteichus (AcOEt): en los EM de
los extractos bioactivos de Actinoalloteichus, PV-3b y V-1b (AcOEt), se
identificaron los fragmentos de masas caracteristicos de cuatro compuestos
biol6gicamente activos pertenecientes a las bipiridinas. En la figura 4.5 se pueden
observar los fragmentos de masas 403 y 404 m/z que podrian corresponder al
compuesto cyanogriside A y su isémero cyanogriside D (Tabla 4.3) en el extracto
PV-3b (AcOEt). Cyanogriside A-D es un derivado de las bipiridinas, aislado por
primera vez del extracto crudo de AcOEt obtenido del cultivo del actinomiceto
marino Actinoalloteichus cyanogriseu, actinobacteria aislada de sedimentos
marinos de la costa de Weihai, China (Fu et al., 2011a). Fu et al. (2011b) reportan
gue el extracto crudo de esta especie mostré una citotoxicidad significativa contra
células de leucemia mieloide crénica K562 y que el compuesto puro (cyanogriside
A) mostré efecto nocivo moderado contra las lineas celulares MCF-7 (cancer de
mama) y KB (cancer de pulmédn), asi como K562. El extracto crudo PV-3b también
se obtuvo con AcOEt, lo que sumado a la presencia de los fragmentos de masa
identificados y al potencial biosintético reconocido en especies del género, es
posible que este compuesto se encuentre en la matriz de metabolitos secundarios
producidos por la cepa PV-3b Actinoalloteichus sp e intervenga en el efecto
citotoxico sobre las células de cancer de colon HCT-116 empleadas en este

estudio.
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Tabla 4.3 Compuestos bioactivos producidos por algunas especies de los géneros raros Actinoalloteichus y Nocardiopsis. Efecto que
poseen los compuestos, CT: citotéxico, AB: antibacteriano, AF: antifingico, AP: antiprotozoario y n/d: no determinado. Técnica
espectroscoépica empleada (HR: High resolution, ESI: Electrospray ionization, MS: mass spectrography) y fragmentos de masas

caracteristicos en unidades de masa/carga (m/z)

Técnica empleada y fragmentos de

Compuesto Efecto masa Actinobacteria Referencia
Cyanogriside A CT HR-ESI-MS 404.1464 m/z [M+H]+ Actinoalloteichus cyanogriseus  Fuetal., 2011a
Cyanogriside B n/d HR-ESI-MS 413.1319 m/z [M+Na]+ Actinoalloteichus cyanogriseus Fuetal., 2011a
Cyanogriside C n/d HR-ESI-MS 412.1129 m/z [M+Na]+ Actinoalloteichus cyanogriseus  Fuetal., 2011a
Cyanogriside D n/d HR-ESI-MS 404.1464 m/z [M+H]+ Actinoalloteichus cyanogriseus Fuetal., 2011a
Caerulomicina A CT, AB ESI-MS 230 m/z [M+H]+ Actinoalloteichus cyanogriseus  Fuetal., 2011b
Caerulomicina F CT HR-ESI-MS 217.0976 m/z [M+H]+ Actinoalloteichus cyanogriseus  Fu etal., 2011b
Caerulomicina G CT HR-ESI-MS 247.1079 m/z [M+H]+ Actinoalloteichus cyanogriseus  Fuetal., 2011b
Caerulomicina H CT HR-ESI-MS 216.0781 m/z [M+H]+ Actinoalloteichus cyanogriseus  Fuetal., 2011b
Caerulomicina | CT HR-ESI-MS 282.0855 m/z [M+Na]+ Actinoalloteichus cyanogriseus  Fuetal., 2011b
Caerulomicina J CT HR-ESI-MS 266.0905 m/z [M+Na]+ Actinoalloteichus cyanogriseus  Fuetal., 2011b
Caerulomicina K CT HR-ESI-MS 229.0968 m/z [M+H]+ Actinoalloteichus cyanogriseus  Fu etal., 2011b
- HR-ESI-TOF _ .
Lucentamicina A CT, AB 543.3298 m/z [M+H]+, 565.3109 [M+Na]+ Nocardiopsis lucentensis Cho et al., 2007
. HR-ESI-TOF . .
Lucentamicina B CT, AB 596.3532 m/z [M+H]+, 618.3343 [M+Na]+ Nocardiopsis lucentensis Cho et al., 2007
Kalafungin AB, AF, AP 318.0760 m/z Nocardiopsis dassononvillei Tsujibo et al., 1990
3-Trehalosamina AB 505 m/z, 204, 227, 392, 505 m/z Nocardiopsis trehalosei sp. nov. Dolak et al., 1980
L - ESI-MS .
Metoxineihumicina CT 357.0 m/z [M+Nal+, 333.1 [M+H]+ Nocardiopsis alba Zhang et al., 2013
- . . . ESI-MS .
3-Benzilpiperazina-6-(4-metoxybenzylideno)-2,5-diona CT 345.1 miz [M+Na]+, 321.3 [M+H]+ Nocardiopsis alba Zhang et al., 2013
- - . . ESI-MS S
(S, 2)-3-Benzilideno-6-methilpiperazina-2,5-diona CT 217.4 miz [M+H]+ Nocardiopsis alba Zhang et al., 2013
. . - . . ESI-MS P
(S, 2)-3-Benzilideno-6-isopropilpiperazina-2,5-diona CT 267.3 miz [M+Nal+, 245.2 [M+H]+ Nocardiopsis alba Zhang et al., 2013
(32, 62)-3-(4-Metoxibencilideno)-6-(2-metilpropilideno)piperazina- ESI-MS I
2.5-diona CT 309.2 m/z [M+Na]+ Nocardiopsis alba Zhang et al., 2013
ESI-MS o
XR334 CT 221.1 miz [M+H]+, 343.1 m/z [M+Na]+ Nocardiopsis alba Zhang et al., 2013
. . ESI-MS L
2-Metoxinaftaleno-1,4-diona CT 211.2 miz [M+H]+, 243.2 m/z [M+Na]+ Nocardiopsis alba Zhang et al., 2013
- . ) . . ESI-MS S
Acido 1-Hidroxi-4-metoxi-2-naftoico CT 241.0 miz [M+Na]+ Nocardiopsis alba Zhang et al., 2013
6'-Hidroxi-4,2,3',4" -tetrametoxi-p-terfenil cT, AB, AF HR-ESIMS Nocardiopsis gilva Tian et al., 2013
B T 366.1474 miz v
. I . . . . HR-ESI-MS S )
4,7-Bis(4-metoxifenil)-6-hidroxi-5-metoxibenzo[d]tiazol CT, AB, AF pico base 394.1113 m/z Nocardiopsis gilva Tian et al., 2013
TP-1161 AB HR-MS Nocardiopsis sp Engelhardt et al,

592.63009 m/z [M+H+Na]**

2010
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Continuando con la busqueda de otros fragmentos de masas en el mismo
extracto (PV-3b, AcOEt), se localizaron los fragmentos 215 y 216 m/z (Figura 4.6)
gue podrian corresponder al compuesto caerulomicina H (Tabla 4.3). Las
caerulomicinas son alcaloides bipiridinas que poseen actividad antibiotica,
fitotoxica e inmunosupresora (Singla et al., 2007). Las caerulomicinas (Tabla 4.3)
también fueron aisladas por primera vez de extractos de AcOEt del actinomiceto
marino Actinoalloteichus cyanogriseu (Fu et al., 2011a). Sobre la caerulomicina H,
Fu et al. (2011b) reportan actividades potentes contra lineas celulares de cancer
de leucemia humana (K562, HL-60) y cancer de pulmén humano (A549 y KB),
evidenciando el potencial biotecnologico de especies de Actinoalloteichus. Este
tipo de compuestos podria justificar en el extracto PV-3b (AcOEt) la presencia de
actividad antibacteriana contra SARM Yy citotoxica sobre células HCT-116.

Asimismo, en la figura 4.7 y 4.8 (extracto V-1b, AcOEt de Actinoalloteichus
sp.) se pueden observar los fragmentos de masas 229 m/z, 230 m/z, y 339 m/z,
330 m/z que podrian corresponder a la caerulomicina A y K, respectivamente.
Estos dos compuestos también fueron aislados de A. cyanogriseu por Fu et al.
(2011b) quienes reportaron efecto citotoxico sobre células de cancer de pulmon
(A549) y de leucemia humana (HL-60). Estos compuestos podrian estar reflejando
el efecto anticancerigeno que posee este extracto sobre las células de cancer de
colon (HCT-116) y el efecto antibacteriano contra SARM.

EM de extractos bioactivos de Nocardiopsis (AcOEt): la busqueda e
identificacion preliminar de compuestos bioactivos producidos por integrantes del
género marino obligado Nocardiopsis también arrojo resultados relevantes.

Es reconocido que cepas del género Nocardiopsis producen una amplia
gama de metabolitos secundarios (Raju et al, 2010). Investigaciones
internacionales han conducido al aislamiento de muchos tipos de metabolitos
secundarios, tales como macrélidos policéptidos, macrolactonas, y-pironas,
alcaloides, péptidos, compuestos cloroaromaticos, etc. (Wender y Longcore,
2009). Se ha reportado que muchos de ellos poseen bioactividades asociadas a
apoptosis, citotoxicidad, propiedades de activacion de macrofagos, etc. (Kim et al.,

1997).
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Figura 4.5 Cromatograma y espectro de masas del extracto PV-3b (AcOEt) Actinoalloteichus sp. Fragmentos de masas
correspondientes a los compuestos citotéxicos cyanogriside Ay D (Fu et al., 2011). La linea verde indica el punto de origen del EM en
el cromatograma de la muestra. El pico base podria ser el fragmento de masa con la mayor intensidad o abundancia del compuesto.
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Figura 4.6 Cromatograma y espectro de masa del extracto PV-3b (AcOEt) Actinoalloteichus sp. Fragmentos de masas correspondientes
al compuesto citotéxico caerulomicina H (Fu et al., 2011b).
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Figura 4.7 Cromatograma y espectro de masa del extracto V-1b (AcOEt) Actinoalloteichus sp. Fragmentos de masas correspondientes

al compuesto citotdxico caerulomicina A (Fu et al., 2011b).
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Figura 4.8 Cromatograma y espectro de masa de extracto V-1b (AcOEt) Actinoalloteichus sp. Fragmentos correspondientes al
compuesto citotéxico caerulomicina K (Fu et al., 2011b).
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Sin embargo, poco se sabe acerca de los metabolitos secundarios de
actinomicetos marinos obligados o haldfilos.

En relacion a los extractos V-3b y PV-10b (AcOEt) de las cepas marinas
obligadas de Nocardiopsis, se pueden observar en las figuras 4.9 y 4.10 los
fragmentos de masa 393 y 394 m/z, que podrian corresponder al compuesto 4,7-
bis(4-metoxifenil)-6-hidroxi-5-metoxibenzo[d]tiazol (Tabla 4.3), que corresponde a
un hidrocarburo aromético bioactivo (Tian et al., 2013). Este compuesto fue
aislado por primera vez del actinomiceto halofilico Nocardiopsis gilva (YIM 90087),
microorganismo aislado de suelos hipersalinos de la provincia Xinjiang en China
(Li et al., 2006). Se ha reportado que este tipo de compuestos poseen propiedades
antibacterianas, antifingicas y antioxidantes (Tian et al., 2013), sin embargo, no
hay mayor informacion acerca del alcance de su potencial bioactivo. La posible
presencia de este hidrocarburo aromatico en los dos extractos (V-3b y PV-10b)
podria explicar el efecto antibacteriano que poseen contra SARM.

Extendiendo la busqueda de otros compuestos bioactivos que justificaran el
potencial citotoxico del extracto V-3b (AcOEt), como se observa en la figura 4.11,
se encontraron los fragmentos de masa 595, 596 y 618 m/z, que podrian
corresponder al compuesto lucentamicina B (Tabla 4.3). Estos compuestos son
péptidos que fueron aislados por primera vez del extracto crudo de AcOEt
(empleando resina Amberlita XAD-7) del cultivo de la actinobacteria Nocardiopsis
lucentensis (CNR-712), microrganismo aislado de sedimentos marinos
recolectados de un estanque salino superficial de la isla Pequefio San Salvador,
en las Bahamas (Cho et al., 2007). El extracto crudo del cultivo de esta especie
demostro un efecto citotoxico sobre la linea celular de cancer de colon (HCT-116)
(Cho et al., 2007), al igual que en nuestro estudio.

En base a estos resultados, el efecto antibacteriano y citotdéxico que
desplegaron los extractos V-3b y PV-10b (AcOEt) podria estar reflejando la
presencia de hidrocarburos aromaticos y péptidos, que constituyen parte de los
productos del metabolismo secundario de las cepas del genero Nocardiopsis bajo

estudio.
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Figura 4.9 Cromatograma y espectro de masa del extracto V-3b (AcOEt) Nocardiopsis sp. Fragmentos de masas correspondientes al

compuesto citotoxico, antibacteriano, antifingico 4,7-Bis (4-metoxifenil)-6-hidroxi-5-metoxibenzo[d]tiazol (Tian et al., 2013).
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Figura 4.10 Cromatograma y espectro de masa del extracto PV-10b (AcOEt) Nocardiopsis sp. Fragmentos de masas correspondientes
al compuesto citotéxico, antibacteriano, antifingico 4,7-Bis(4-metoxifenil)-6-hidroxi-5-metoxibenzo[d]tiazol (Tian et al., 2013).
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Figura 4.11 Cromatograma y espectro de masa del extracto V-3b (AcOEt) Nocardiopsis sp. Fragmentos de masas correspondientes al
compuesto citotoxico lucentamicina B (Cho et al., 2007).

EM del extracto bioactivo de Nocardiopsis (MeOH): finalmente, la busqueda de compuestos
bioactivos en el extracto crudo PV-10b de MeOH también arroj6 la posible presencia de dos
compuesto bioactivos que podrian ayudar a explicar el efecto nocivo de este extracto. En La figura
4.12 y 4.13 se evidencia la presencia de los fragmentos de masas 595, 596, 618 m/z y 217, 241 m/z,
relacionados posiblemente con los compuestos bioactivos del acido 1-hidroxi-4-metoxi-2-naftoico y
lucentamicina B, respectivamente (Tabla 4.3). Como ya hemos visto, el péptido lucentamicina B posee
potencial antibacteriano y anticancerigeno, por lo que podria justificar el potencial bioactivo de este

extracto.
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Figura 4.12 Cromatograma y espectro de masa del extracto PV-10b (MeOH) Nocardiopsis sp. Fragmentos de masas correspondientes al
compuesto citotoxico acido 1-Hidroxi-4-metoxi-2-naftoico (Zhang et al., 2013).
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Figura 4.13 Cromatograma y espectro de masa del extracto PV-10b (MeOH) Nocardiopsis sp. Fragmentos de masas correspondientes al
compuesto citotéxico lucentamicina B (Cho et al., 2007).
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Sumado a esto, el &cido 1-hidroxi-4-metoxi-2-naftoico es un derivado
peptidico bioactivo que fue aislado por primera vez de Nocardiopsis alba (SCSIO
03039), actinobacteria aislada de sedimentos profundos recolectados en el mar
del Japon (Zhang et al., 2013). Estos autores reportan la extraccion de
metabolitos secundarios con MeOH, cuya evaluacién bioactiva del compuesto
puro evidencié un efecto moderado sobre células de cancer del sistema nervioso
(SF-268), cancer de mama (MCF-7) y cancer de pulmén (NCI-H46). En base a
estos resultados, es posible que la identificacion preliminar de estos tipos de
compuestos justifiqguen el potencial antibacteriano y anticancerigeno que mostro el
extracto PV-10b de MeOH contra SARM vy sobre la células HCT-116,

respectivamente.

En general, las evidencias colectadas a lo largo de este capitulo sobre la
evaluacion del potencial activo e identificacién parcial de compuestos bioactivos,
permiten respaldar el valor biotecnolégico y biomédico que guardan las cepas
marinas obligadas, ahora conocidas, procedentes de costas y mares de México.
Sin duda alguna estos microorganismos poseen la capacidad de biosintetizar
compuestos biolégicamente activos, muchos de ellos aun desconocidos, por lo
gue se alienta a continuar con su investigacion a fin de lograr dia a dia mas
avances en la produccion del conocimiento cientifico y en el incremento de la
investigacion de los recursos microbiolégicos de nuestros ecosistemas marinos,

favoreciendo el desarrollo de la ciencia en México.
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CAPITULO 5

CONCLUSIONES

Sintesis y apreciacion de los resultados obtenidos.

59



Actinobacterias raras: evaluacion del potencial anticancerigeno y antibacteriano de metabolitos secundarios

Capitulo 5 Conclusiones

Los métodos y criterios empleados para el aislamiento e identificacion de
actinobacterias raras de sedimentos marinos del Golfo de California, Golfo de
México y costas de Jalisco y Veracruz contribuyeron al alcance del objetivo
general de este estudio. La identificacién y seleccién de cepas poco estudiadas,
con adaptaciones fisiologicas naturales, permiten reafirmar el potencial de los
sedimentos marinos de Puerto Vallarta, Veracruz, Golfo de California y Golfo de

México como fuente de especies de actinobacterias raras.

Se realizo el primer registro documentado de la presencia de cepas marinas
obligadas del género Actinoalloteichus, Nocardiopsis, Micromonospora,
Streptomyces, y Saccharomonospora en sedimentos marinos de México. Las
cepas marinas obligadas de los géneros Actinoalloteichus, Nocardiopsis,
Salinispora, Streptomyces, Saccharomonospora, y Micromonospora,
biol6gicamente activas, que forman parte de la comunidad microbiolégica de los
sedimentos marinos de diversas regiones del litoral Mexicano, son un recurso
nacional que podria considerarse practicamente como ilimitado y en espera de ser
explotado intensamente. Las cepas marinas obligadas de los géneros
Actinoalloteichus y Nocardiopsis poseen la capacidad de producir diversos tipos
de compuestos quimicos bioactivos bajo las condiciones de cultivo y

experimentacion empleados en esta investigacion.

Con la reconocida capacidad biosintética de estos géneros, evidenciada
alrededor del mundo y en este estudio, se deja expuesto otro camino por el cual
es posible continuar con la investigacion de los metabolitos secundarios aqui
evaluados. Haciendo uso de la elucidacion analitica de los compuestos presentes

en los extractos de cepas marinas obligadas poco estudiadas, sin duda alguna se
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puede contribuir al progreso en el descubrimiento de nuevos farmacos en nuestro

pais.

Los resultados obtenidos en este estudio resaltan la importancia del
desarrollo de la investigacién enfocada hacia el descubrimiento de nuevos agentes
bioactivos aislados de actinobacterias raras y/o poco estudiadas en México. Mas
aun con la evidente demanda del cuidado de la salud humana, especialmente en
lo relativo a la lucha contra enfermedades humanas de dificil tratamiento y/o al

combate de patégenos humanos.

Con el fin de obtener mas y mejores beneficios de la bio-rigueza de nuestros
ecosistemas, es primordial continuar la exploracion de la microbiologia de los

ambientes costeros y oceanicos de nuestro pais.
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Capitulo 6 Catalogo fotografico-descriptivo

Actinoalloteichus

Codigo cepa:
V-1b (CNY484)

Sedimento:
Veracruz.

Coloracién:
Blanco/beige
Esporas:
Blancas

Medio de cultivo: A1-75%
Gram-positiva

Micelio sustrato: no se fragmenta, de mayor
diametro al micelio aéreo, muy enterrado.
Micelio aéreo: superficie lisa cuando no hay
esporas. Las Hifas del micelio aéreo
sostienen las esporas blancas.

Morfologia colonial: irregular, ondulada,
convexa, pequefia, lisa, brillosa, no
pigmentada, traslucida.

Actinomadura

Cdédigo Cepa: -~
GM-14b |
Sedimento:

Golfo de México ‘
Coloracién; -~ &
Beige/blanco
Esporas:
Blancas

Medio de cultivo: A1-75%
Gram-positiva

Micelio sustrato: no se fragmenta, de mayor
diametro al micelio aéreo, muy enterrado.
Micelio aéreo: superficie lisa, hifas
irregularmente prominentes.

Morfologia colonial: circular, redondeada,
planoconvexa, moderada, lisa, opaca, no
pigmentada, traslucida
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Actinophytocola

v L

Codigo cepa:
GM-7b
Sedimento:
Golfo de México
Coloracion:
Blanco
Esporas:
Blancas A
Medio de cultivo: A1-75%
Gram-positiva

Micelio sustrato: se fragmenta, de menor
diametro al micelio aéreo.

Micelio aéreo: superficie rugosa, muy
prominente.

Morfologia colonial: irregular, ondulada,
umbilicada, mediana, rugosa, tipo talco, no
pigmentada, opaca.

Astrosporangium

Caodigo Cepa:
GM-11r
Sedimentos:
Golfo de México
Coloracién:
Rojo/Naranja
Esporas:

No A
Medio de cultivo: A1-75%
Gram-positiva

Micelio sustrato: no se fragmenta,
generalmente de igual didmetro al micelio
aéreo, poco enterrado.

Micelio aéreo: superficie rugosa, prominente
en colonias maduras, liso en jdvenes.
Morfologia colonial: circular, ondulada,

convexa, pequefia, rugosas, pigmentada,
traslucida.
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Micromonospora

Cadigo cepa:
GM-3n
Sedimentos:
Golfo de México
Coloracidn:
Naranja
Esporas:

No

Medio de cultivo: A1-75%
Gram-positiva

Micelio sustrato: no se fragmenta,
generalmente de mayor diametro al micelio
aéreo, muy enterrado.

Micelio aéreo: superficie lisa y rugosa,
prominente.

Morfologia colonial: irregular, ondulada,
acuminada, mediana, lisa-rugosa, brillosa,
pigmentada, traslicida.

Nocardiopsis

Caodigo cepa:
V-3b
Sedimentos:
Veracruz
Coloracion:
Beige/blanco
Esporas:
Blancas

Medio de cultivo: A1-75%

Gram-positiva

Micelio sustrato: no se fragmenta,
generalmente de mayor diametro al micelio
aéreo, muy enterrado.

Micelio aéreo: superficie lisa cuando no hay

esporas.
Morfologia colonial: circular, redondeada,
convexa, mediana, lisa,  brillosa, no

pigmentada, traslicida.
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Nonomuraea

Caodigo cepa:
GM-18b
Sedimentos:
Golfo de México
Coloracién:
Beige/blanco
Esporas:
Blancas

Medio de cultivo: A1-75%

Gram-positiva

Micelio sustrato: no se fragmenta,
generalmente de mayor diametro al micelio
aéreo, muy enterrado.

Micelio aéreo: superficie lisa cuando no hay
esporas., poco prominente.

Morfologia colonial: circular, ondulada,
convexa, mediana, lisa, brillosa, no
pigmentada, traslicida.

» -

Rhodoqqccqg __

Cdodigo cepa:
V-14r
Sedimentos:
Veracruz
Coloracién:
Rojo/naranja
Esporas:

No

Medio de cultivo: A1-75%

Gram-positiva

Micelio sustrato: no se fragmenta, de igual
diametro al micelio aéreo, poco enterrado.
Micelio aéreo: superficie lisa, poco
prominente.

Morfologia colonial: circular, redondeada,
convexa, pequefia, lisa, brillosa, pigmentada,
opaca.
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Streptomyces

Codigo cepa:
GC-1b
Sedimentos:
G. de California
Coloracién:
Beige/Blanco
Esporas:

Blancas/gris/beige

Medio de cultivo: A1-75%
Gram-positiva

Micelio sustrato: no se fragmenta,
generalmente de mayor diametro al micelio
aéreo.

Micelio aéreo: superficie lisa cuando no hay
esporas, ligeramente  prominente en
colonias maduras.

Morfologia colonial: irregular, ondulada,
convexa/papilada/acuminada, mediana, lisa-
rugosa, no pigmentada, traslucida.

Salinispora

Caodigo cepa:
PV-9n (CNY557)
Sedimentos:
Veracruz
Coloracion:
Naranja
Esporas:
Negras '
Medio de cultivo: A1-73%

Gram-positiva

Micelio sustrato: no se fragmenta,
generalmente de igual diametro al micelio
aeéreo, poco enterrado.

Micelio aéreo: superficie lisa cuando no hay
esporas, rugosas con hifas filamentosas
prominentes en colonias maduras.
Morfologia colonial: circular, redondeada,
convexa-acuminada, pequefia, lisa-rugosa,
pigmentada, traslucida.
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Streptosporangium

Cadigo cepa: // \
V-13r
Sedimentos:
Veracruz

Coloracion: Imagen no
Rojo disponible

LO

Esporas:
\
ND NG /

Medio de cultivo: A1-75%
Gram-positiva

Micelio sustrato: no se fragmenta,
generalmente de mayor diametro al micelio
aéreo.

Micelio aéreo: superficie rugosa, poco
prominente.

Morfologia colonial: circular, ondulada,

convexa, pequefia, rugosas, pigmentada,
opaca.

Verrucosispora

Cadigo cepa:
V-12b (CNY881)
Sedimentos:
Veracruz
Coloracién:
Naranja
Esporas:
Naranjas claras
Medio de cultivo: A1-75%
Gram-positiva

Micelio  sustrato: se fragmenta,
generalmente de menor diametro al micelio
aéreo, poco profundo.

Micelio aéreo: superficie lisa cuando no hay
esporas, prominente en colonias maduras.
Morfologia colonial: irregular, ondulada,

acuminada, mediana, lisa-rugosa, brillosa,
pigmentada, traslucida.
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ANEXO 1

ACTINOBACTERIAS DE SEDIMENTOS MARINOS
DE MEXICO.

Base de datos y arbol filogenético.
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A.l. Base de datos: actinobacterias de sedimentos de México.

c . Medio de Muestras de Organismo mas similar seguin el gen 16s ARNr
epa Género M. O. . - - .
aislacion sedimento (% similitud)
GC-1b Streptomyces - M2 GC-E-20-1 302 m  Streptomyces sp. AMS578 (99)
GC-2b Streptomyces - M3 GC-E-20-1 302 m  Streptomyces sp. 10-83 (99)
GC-3n Micromonospora - M3 GC-E-20-1 302 m  Micromonospora sp. WMMB 824 (99)
GM-1b Nocardiopsis - M2G GM-X2-E19 Nocardiopsis dassonvillei BA6-3 (100)
GM-2n Micromonospora - M3G GM-X2-E36 Micromonospora eburnea Rtl169 (99)
GM-3n Micromonospora - M3G GM-X2-E24 Micromonospora tulbaghiae UTMC 875 (100)
GM-4b Streptomyces - M3G GM-X2-E2 Streptomyces sp. TC6 (100)
GM-5n Micromonospora - M3G GM-X2-E19 Micromonospora sp. FXJ1.256 (99)
GM-6b Streptomyces - M2G GM-X2-E19 Streptomyces massiliensis AP10 (98)
GM-7b Actinophytocola - M2G GM-X2-E2 Actinophytocola timorensis (99)
GM-8b Nonomuraea - M3G GM-X2-E2 Nonomuraea sp. FXJ6.014 (95)
GM-9n Micromonospora - M2R GM-X2-E19 Micromonospora sp. PVA_121-13 (100)
GM-10n  Micromonospora - M3R GM-X2-E36 Micromonospora sp. NEAU-CF28 (100)
GM-11r Astrosporangium - M3R GM-X2-E24 Astrosporangium sp. LS296 (99)
GM-12b  Micromonospora - M2R GM-X2-E36 Micromonospora pattaloongensis HBUM174917 (99)
GM-13b  Nonomuraea - M3R GM-X2-E19 Nonomuraea sp. R5-34 (99)
GM-14b  Actinomadura - M2R GM-X2-E19 Actinomadura sp. TRM46795-55 (99)
GM-15b  Nonomuraea - M2R GM-X2-E24 Nonomuraea sp. SpC090624KE_04 (100)
PV-1b Actinoalloteichus + M5 PV11-02-A Actinoalloteichus hymeniacidonis OAct414 (99)
PV-2b Streptomyces + M3 PV11-06-A Streptomycetaceae bacterium WMMB 367 (99)
PV-3b Actinoalloteichus + M5 PV11-09-A Actinoalloteichus sp. SHAG6 (99)
PV-4b Actinoalloteichus + M3 PV11-12-A Actinoalloteichus nanshanensis NEAU 119
PV-5n Salinispora + M3 PV11-22-B Salinispora pacifica AMS178 (99)
PV-6n Salinispora + M5 PV11-23(2D)-C Salinispora arenicola AMS300 (100)
PV-7n Salinispora + M5 PV11-27-B Salinispora pacifica AMS178 (99)
PV-8n Salinispora + M3 PV11-27-B Salinispora arenicola AMS22 (99)
PV-9n Salinispora + M3 PV11-27-C Salinispora arenicola CNH-996 (100)
PV-10b Nocardiopsis + M3 PV11-29-A Nocardiopsis nikkonensis (100)
PV-11n Micromonospora + M5 PV11-31(2D)-A Micromonospora sp. WMMB 414 (99)
PV-12n Salinispora + M5 PV11-31-B Salinispora arenicola SCSIOZ-SH19 (100)
PV-13n Salinispora + M3 PV11-39-A Salinispora arenicola AMS300 (99)
PV-14n Salinispora + M5 PV11-02-C Salinispora pacifica CNR-114
PV-15n Salinispora + M5 PV11-07-B Salinispora arenicola CNH-643
PV-16n Salinispora + M3 PV11-08-A Salinispora arenicola CNH-643
PV-17n Salinispora + M3 PV11-08-C Salinispora pacifica CNR-114
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c . Medio de Muestras de Organismo mas similar segun el gen 16s ARNr
epa Género M. O. . - - .
aislacion sedimento (% similitud)
PV-18n Salinispora + M5 PV11-10-A Salinispora arenicola CNH-643
PV-19n Salinispora + M5 PV11-10-B Salinispora pacifica CNR-114
PV-20n Salinispora + M5 PV11-10-B Salinispora arenicola CNH-643
PV-21n Salinispora + M5 PV11-15-F Salinispora arenicola CNH-643
PV-22n Salinispora + M5 PV11-23(2D)-B Salinispora arenicola CNH-643
PV-23n Salinispora + M5 PV11-23(2D)-D Salinispora pacifica CNR-114
PV-24n Salinispora + M5 PV11-23-A Salinispora arenicola CNH-643
PV-25n Micromonospora - M3 PV11-11-A Micromonospora marina JSM1-1
PV-26b Actinomadura - M3 PV11-13-B Actinomadura geliboluensis A8036
PV-27n Micromonospora - M5 PV11-14-A Micromonospora maritima D10-9-5
PV-28b Actinomadura - M5 PV11-17-B Actinomadura chokoriensis 3-45-a-11
PV-29n Micromonospora - M3 PV11-20-B Micromonospora tulbaghiae TVU1
PV-30b Nocardiopsis - M5 PV11-23-A Nocardiopsis umidischolae 66-93
PV-31b Streptomyces - M5 PV11-26-A Streptomyces sulphureus NRRL B-1627
PV-32n Micromonospora - M3 PV11-30-A Micromonospora sediminicola SH2-13
PV-33b Verrucosispora - M3 PV11-31-C Verrucosispora gifhornensis DSM 44337
* V-1b Actinoalloteichus + M3 V11-20-A Actinoalloteichus sp. NPS-702 (99)
V-2b Saccharomonospora + M5 V11-22-C Saccharomonospora sp. BCRC 16893 (99)
* V-3b Nocardiopsis + M5 V11-7-B Nocardiopsis sp. M5S8 (99)
V-4b Nocardiopsis + M5 V11-26-A Nocardiopsis nikkonensis YU1183-22
V-5n Micromonospora - M3 V11-14-A Micromonospora echinospora ATCC 15837
V-6n Micromonospora - M5 V11-15-(2D)-B Micromonospora echinospora ATCC 15837
V-7n Micromonospora - M5 V11-15-D Micromonospora viridifaciens DSM 43909
V-8n Salinispora - M5 V11-17-C Salinispora pacifica CNR-114
V-9n Micromonospora - M5 V11-18-(2D)-A Micromonospora tulbaghiae TVU1
V-10n Micromonospora - M5 V11-18-B Micromonospora sediminicola SH2-13
V-11n Micromonospora - M5 V11-20-B Micromonospora aurantiaca ATCC 27029
V-12b Verrucosispora - M5 V11-23-A Verrucosispora gifhornensis DSM 44337
V-13r Streptosporangium - M5 V11-24(2D)-D Streptosporangium anatoliense N9999
V-14r Rhodococcus - M5 V11-24-B Rhodococcus ruber DSM 43338
V-15n Micromonospora - M5 V11-24-D Micromonospora echinospora ATCC 15837
V-16n Micromonospora - M5 V11-25-B Micromonospora aurantiaca ATCC 27029
V-17n Micromonospora - M5 V11-28-(2D)-A Micromonospora chokoriensis 2-19-6
V-18n Micromonospora - M5 V11-30-B Micromonospora echinospora ATCC 15837
V-19n Micromonospora - M5 V11-31-(2D)-A Micromonospora schwarzwaldensis HKI0641
V-20n Micromonospora - M5 V11-31-(2D)-B Micromonospora chalcea DSM 43026
Cepa Género M. O. M_edio_gie Muestras de Organismo mas simila_r s_ggl’m el gen 16s ARNr
aislacion sedimento (% similitud)
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V-21n Micromonospora - M5 V11-31-B Micromonospora chokoriensis 2-19-6
V-22b Actinomadura - M5 V11-32-(2D)-A Actinomadura geliboluensis A8036

V-23n Micromonospora - M5 V11-32-C Micromonospora schwarzwaldensis HKI0641
V-24n Micromonospora - M5 V11-35-E Micromonospora aurantiaca ATCC 27029
V-25n Micromonospora - M5 V11-4-(2D)-A Micromonospora echinospora ATCC 15837
V-26n Micromonospora - M5 V11-4-A Micromonospora chalcea DSM 43026
V-27b Verrucosispora - M5 V11-4-B Verrucosispora gifhornensis DSM 44337
V-28b Actinoalloteichus - M5 V11-17-B Actinoalloteichus hymeniacidonis HPA177
V-29n Micromonospora - M5 V11-19-D Micromonospora echinospora ATCC 15837
V-30n Micromonospora - M5 V11-31-E Micromonospora echinospora ATCC 15837
V-31n Micromonospora - M5 V11-31-G Micromonospora echinospora ATCC 15837

GC: Golfo de California, GM: Golfo de México, PV: Puerto Vallarta, V: Veracruz.
Color predominante n: naranja; b: blanco/beige. r: rojo o rosa.

M. O: + cepas marinas obligadas.

* Sometida a extracciéon de metabolitos secundarios.
G:Gentamicina, R: Rifampicina
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A. 2. Arbol filogenético
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Micromonospora marina
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Micromonospora maritima
V-24

V-16

V-11

Micromonospora aurantiaca
V-17

Micromonospora chokoriensis
V-21

V-23
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Micromonospora schwarzwaldensis
GM-10n
V-26
V-20
Micromonospora chalcea
-31
V-29
V-6
V-25
Micromonospora echinospora
M-3n
V-9
Micromonospora tulbaghiae
Micromonospora fulviviridis
Micromonospora pallida
Micromonospora viridifaciens
PV-29
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Salinispora pacifica
PV-17n
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Verrucosispora gifhornensis
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V-12
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Nonomuraea helvata
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PV-30
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V-4

Nocardiopsis nikkonensis
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GM-7b

V-2b

\S/alcfharomonospora xinjiangensis
Rhodococcus ruber
Actinoalloteichus nanshanensis
PV-4b

V-28
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Actinoalloteichus hymeniacidonis
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PV-1b

GC-2b

GM-4b

Streptomyces kurssanovii
Streptomyces ginglanensis
PV-31

Streptomyces sulphureus
GC-1b

Streptomyces harbinensis
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Streptomyces specialis
Streptomyces specialis
Deinococcus radiophilus

Micromonospora sp.

Salinispora sp.

Verrucosispora sp.

Actinomadura sp.

Nonomuraea sp.

Nocardiopsis sp.

Actinoalloteichus sp.

Streptomyces sp.
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A 3. Base de datos. Muestras de sedimentos, informacion de la colecta de los
sedimentos marinos empleados.

Muestra | Afo de colecta | Sitio de colecta | Posicion geografica | Profundidad
E1l-4 2008 Loreto, GC. 20m

E2-1 2008 Loreto, GC. 20m

E2-4 2008 Loreto, GC. 20m

E10-1 2008 Loreto, GC. 20m

E10-2 2008 Loreto, GC. 20m

E14-1 2008 Loreto, GC. 20 m

E4-2 2011 Loreto, GC. 200 m

E20-2 2011 Loreto, GC. 302 m
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ANEXO 2

RECOMENDACIONES GENERALES

Notas acerca del estudio con actinobacterias marinas.
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Anexo 2 Recomendaciones Generales

a) Manejo de las muestras de sedimento: con el fin de evitar contaminacién por

actinobacterias de otros ambientes, se debe conservar especial cuidado en el
manejo de las muestras de sedimentos marinos y/o de los otros tipos de
muestras naturales. Estas deben conservarse en bolsas o recipientes estériles,
si estan humedas, deberan permanecer congeladas a -20 °C hasta su posterior
pretratamiento, si estan completamente secas, deberan conservarse en un area
sin humedad (ej. Desecador). Durante su manipulacion, se deberan emplear

equipos y materiales estériles para evitar su contaminacion.

b) Identificacion preliminar de actinobacterias: los rasgos morfologicos de

actinobacterias han sido ampliamente descritos en diversas publicaciones
internacionales y nacionales, en este trabajo se han citado muchas de ellas, por
lo que pueden ser utilizados como guias confiables para la identificacion
preliminar de cepas de actinobacterias. Asi también, las caracteristicas
morfologicas descritas en el capitulo 6, a pesar de ser especificas de las cepas
analizadas en este estudio, sirven de guia para la identificacion preliminar a nivel

de género de actinobacterias raras.

c) Preparacién del medio de cultivo A1-75%: para preparar, por ejemplo, 1 litro de

medio liquido, se recomienda mezclar inicialmente los 750 mL agua de mar con
los 250 mL agua destilada, poner a calentar alrededor de 900 mL de esta
mezcla, y dejar el resto (~100 mL) para pre disolver los componentes del medio
(almiddn, peptona y levadura). Primero, se recomienda pesar por separado los
10 gr de almidén de la peptona y levadura, el almidon se pre disuelve con una
parte de los 100 mL conservados para esto, posteriormente se agrega el almidén
pre disuelto a la mezcla una vez que esta ya esté caliente, esto ayudara a
disolver el almidén con mayor facilidad. Cuando se observe claridad en el medio
(es decir, cuando el almidén esté completamente disuelto) se pueden agregar la
peptona y la levadura pre disueltas. Continuar mezclando y calentando, retirar el

medio cuando comience a hervir.
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d) Cubiertas para los matraces de cultivo (capuchén): para la elaboracién de los

capuchones utilizados para cubrir los matraces de medio liquido (de diversos
volimenes) se recomienda utilizar fragmentos cuadrados de tela de algoddn
(tela tipo pafal) y de papel azul bioescudo resistente a esterilizacion (Convertor
Bio-shield Sterilization Wraps, Cardinal Health, EU.). Se ha comprobado que con
2 fragmentos de tela de algoddn por un 1 de papel bioescudo es suficiente para
evitar la contaminacion de los medios. Los 2 fragmentos de algodén se colocan
en contacto con la boca del matraz y el papel bioescudo sobre ellos, se sujetan
con ligas elasticas (sin estirar demasiado), se recomienda colocar las ligas lo
mas abajo posible en el cuello del matraz sujetando el capuchdn, esto ayudara a
que el capuchoén no se descoloque y funcione adecuadamente como un tapén y
evite posibles contaminaciones una vez se haya esterilizado el o los matraces.
Una vez estériles, se recomienda colocar todo el material inmediatamente en la
campana de flujo laminar para que se seque, una vez seco, Si ho se utiliza
inmediatamente, se pueden conservar en una caja de plastico limpia, esteril y
con tapa, para esto se recomienda cubrir cada capuchdn con trozos de papel
aluminio. Los capuchones puede reutilizarse varias veces, sin embargo, durante
su uso van adquiriendo suciedad del propio medio, se recomienda remojarlos en
agua con hipoclorito al 10%, enjuagarlos con agua corriente y secarlos en estufa.
Para evitar contaminacion se recomienda desechar aquellos que presenten

rasgaduras 0 roturas.

e) Antibidticos en el medio de cultivo: si se requiere agregar antibioticos a los

medios de cultivo, estos se deben agregar a los medios una vez esterilizados.
En el caso del medio sdlido, los antibiéticos se agregan minutos después de
haberlos sacado de la esterilizadora, cuando ya no se encuentre tan caliente y al

tacto no queme, justo antes de comience a solidificarse (~ 45 °C).

f) Crecimiento de las actinobacterias: en este trabajo se observé que algunas

cepas de actinobacterias crecen mucho mas lento que otras. En diversas

ocasiones las cepas que crecian mas lento se incubaron a temperaturas

90



Actinobacterias raras: evaluacion del potencial anticancerigeno y antibacteriano de metabolitos secundarios

diferentes de 28 °C, para estimular el crecimiento rapido de las mismas. Esto
debe de considerarse cuando se pretende extraer los metabolitos secundarios
producidos durante la fase estacionaria de su crecimiento. Se recomienda
trabajar con dos grupos de actinobacterias, las que crecen mas rapido (ej. tipo
Streptomyces) y las que pueden llegar a crecer mas lento (ej. Salinispora), a fin

de tener un mayor control en la extraccion de los metabolitos secundarios.

g) Extraccién de metabolitos secundarios: durante la extraccion de los metabolitos

secundarios con AcOEt, se recomienda emplear sulfato de sodio para eliminar el
agua que haya quedado en la fase organica de la extraccion. Esta sal puede ser
reutilizada, para esto, se le aplican diversos enjuagues con agua Yy otros
solventes organicos (como MeOH y Acetona) hasta que vuela a aclararse. Se
decanta el liquido de los enjuagues y se seca en una estufa. Posteriormente se

trituran los grumos que se hayan formado para poder utilizarla de nuevo.

h) Extraccién de ADN de cepas tipo-Streptomyces: Las cepas tipo-Streptomyces se

caracterizan por producir gran cantidad de esporas, esto puede acarrear
problemas en la extraccion del ADN, ya que en base a lo observado en este
estudio, una gran cantidad de esporas no garantiza cantidad suficiente de ADN.
Para solventar esto, se recomienda congelar el granulo de células dispuesto
para la extraccion de ADN en el propio buffer para la lisis celular, y mientras esté
congelado, intentar romper o mas que se pueda el granulo de células
congeladas, esto con el fin de propiciar que los cristales de hielo rompan las

esporas y se pueda extraer el ADN de las mismas con mayor facilidad.

i) La preservacion criogénica: una vez que se alcanza la purificacion de cepas

aisladas de sedimentos marinos, se recomienda, antes de continuar con su
estudio y caracterizacion, preparar varios criopreservados, esto es con el fin de
evitar problemas de deriva genética y mutacién por el subcultivo frecuente de las
cepas. Cuando estén por agotarse los criopreservados, se inocula uno de ellos

en medio liquido A1-75% y se prepara otro grupo de criopreservados.
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