UNIVERSIDAD AUTONOMA DE NUEVO LEON
FACULTAD DE CIENCIAS BIOLOGICAS

DIVERSIDAD Y BIOPROSPECCION DE ACTINOBACTERIAS DE
CUATRO CIENEGAS, COAHUILA CON POTENCIAL FARMACEUTICO

POR

HECTOR FERNANDO AROCHA GARZA

COMO REQUISITO PARCIAL PARA OBTENER EL GRADO DE
DOCTOR EN CIENCIAS CON ORIENTACION EN BIOTECNOLOGIA

JULIO, 2018



DIVERSIDAD Y BIOPROSPECCION DE ACTINOBACTERIAS DE CUATRO
CIENEGAS, COAHUILA CON POTENCIAL FARMACEUTICO

Comité de tesis

Dra. Susana De La Torre Zavala

Presidente

Dr. Hamlet Avilés Arnaut

Secretario

Dr. Benito Pereyra Alférez
Vocal

Dra. Lucila Adriana Galan Franco

Vocal

Dr. Sergio A. Galindo Rodriguez
Vocal



DIVERSIDAD Y BIOPROSPECCION DE ACTINOBACTERIAS DE CUATRO
CIENEGAS, COAHUILA CON POTENCIAL FARMACEUTICO

Direccidn de tesis

Dra. Susana De La Torre Zavala

Director

Dra. Valeria Souza Saldivar

Director externo



AGRADECIMIENTOS

A mis padres, por su gran ejemplo y apoyo incondicional, que me ha ensefiado que los

suefios con esfuerzo y tenacidad se pueden hacer realidad.
A mi familia y amigos por siempre estar presentes.

A la Dra. Susana De la Torre, quien ha guiado mis pasos de aprendizaje, que nunca me
dejo solo, formando parte fundamental de mi desarrollo profesional. Asi como al Dr.

Hamlet Avilés, por su ensefianza y consejos durante mi estancia en el laboratorio.

A la Dra. Valeria Souza, Dra. Gabriela Olmedo, Dr. Luis Eguiarte, por su apoyo,

buenos consejos y por siempre estar al pendiente del proyecto.

A todos los integrantes del laboratorio 9 que de alguna manera se involucraron en el
proyecto (Mercedes, Nahui, Carlos, Cinthya, Faviola, Katia, Alberto, Josué, Javi,
Cristal, Tere, Abby, Rosa, Vilchis, Perla...) , por su apoyo y por los buenos momentos

compartidos.

Al Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia (CONACYT) por el apoyo econémico
para realizar este proyecto, mediante el programa Ciencias basicas 2013 otorgado a la

Dra. Susana De la Torre Zavala (proyecto 221963).

A la alianza WWF-Fundacién Carlos Slim por financiamiento del proyecto
“Conocimiento y conservacion de la biodiversidad del Churince, Cuatro Ciénegas

Coahuila” del cual esta tesis es parte.

Al Centro de Bachillerato Tecnolégico Agropecuario No 22, por permitirnos el acceso
a sus instalaciones para el procesamiento de las muestras durante las temporadas de

muestreo.

Al museo del Desierto por el amable acceso a la poza la Becerra y a PRONATURA

Noreste por el acceso al rancho pozas azules.



DEDICATORIA

A mis padres quienes siempre me han dado la oportunidad de sofiar y junto a mis

hermanas, cufiados y sobrinos, han sido cémplices de mis logros y felicidad.
A Dios por ponerme en el camino indicado.

Y a mi querido Valle de Cuatro Ciénegas, que gracias a su naturaleza fue posible
realizar este trabajo. Mantengo latente mi esperanza de que aportard conocimiento y

que ayudard a su conservacion de manera sostenible.

“Cuando escribes tu suefio en un papel y le pones fecha, se convierte en un objetivo.
Cuando divides tu objetivo en pequefios pasos, se convierte en un plan. Un plan

respaldado por acciones se convierte en realidad”

- Greg Reid-



INDICE DE FIGURAS .....oooovteeeieeeeeeeeeeeeee e I
RESUMEN ...ttt ettt sttt e st e VI
ABSTRACT ...ttt ettt et e VIII
1. INTRODUCCION .....ccoetvummruimiiimeeimseiseseesessssssssesssses s ssssesssssssssessssessennes 10
2. ANTECEDENTES ...ttt 11
2.1, ACHNODACIEIIAS ....euvieniieeiiieiieeteete ettt ettt e s 11
2.2. Antibidticos producidos por aCtiNODACLEIIAS .......ccuveeereveeerireeeireeeiieeeieeeeieeeneveees 12
2.3. Antibiodticos con capacidad antitumoral producidos por actinobacterias............. 17
2.3.2. ActinOmiICINA D c..eoiiiiiiiiiiiiiii s 18
2.4. Resistencia a antibioticos y antitumorales ...........coccevveeveeeiiienieniieenieecieeneeeee. 19
2.5. Actinobacterias marinas como fuente de nuevos metabolitos secundarios.......... 24
2.6. Estrategias de cultivo actinobacterias “géneros raros”.........ccceecveeeveereeereenevennnnn. 28
2.77. MINETTA ZENOMICA. ....cccuuiieriiieeeiieeeiieeriteerteeertee et e ettt e e baeessbaeesabeeesabeeenaseesnareens 29
2.8. Nuevos enfoques: actinobacterias no cultivables..........ccccceevvviiniiiiniieeniiieenneen. 31
2.9. ;Por qué realizar bioprospeccion en Cuatro Ci€negas? .........ccccceeeveevvevcueennennnen. 32
3. JUSTIFICACION. .....cooumruimiemmreeseeessesessesssssssss s sssss s st ssssssssssssnes 36
4. HIPOTESIS ...coooveoneeseeeseessssesss s esssseess e sss sttt 37
S.OBIETIVOS ettt ettt ettt e st e saeeeaseas 38
5.1. ObJtIVO ZENETAL .....eeiiiiiiieiiiieeiie ettt ettt e e s e e saee e sebeeesabeeenabee s 38
5.2. ODbJetivOs ESPECTIICOS. . .uviiriiiiriiieriie ettt erieeertee et et et esbeeesaeeesbeeesabeeenaree s 38
6. MATERIALES Y METODOS .......ccomiviiriireriirensisessessssesssssssssesssssssssssssens 39
6.1. AT€aS e @STUAIO. .....veveveeeceeeeeeeeeeee e 39
6.2, MIUESIICO. ...ttt ettt e et e et e et e e et e e sabeeesabeeesabeeesaree s 40
6.3. Aislamiento primario de actinoObaCterias. .........cccuvevvervueenieeiienienreenee e 42
6.4. Aislamiento Secundario de actinobaCterias..........ccueeevuveeeriieeniiieeniieeniieenieeeeeenn 43
6.5.1. IdentificaciOn MICTOSCOPICA ...ccueeeurieriierieeieeetteniee et ettt sre e et e e eanees 43
6.5.2. Identificacion MOIECUIAT ........ccceeriiiiiiiiiiiceieceee e 43
6.6. ANALISIS fIlOZENELICO......eiiiiiiieiiieciie ettt e ere et sbe e e e e seree s 45
6.7. Ensayos antagonismo de doble capa .........ccceevvieeiiieeiiieniiiieeieceeeee e 46

6.8. Produccion metabolitos SECUNAATIOS .....u.eeeeeeeeeieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeereeeeeeeereeeeerenennns 47



6.10. Determinacién de la concentracion media inhibitoria (ICs0) .........coovevvvvveeeennnn. 50
7.1. Aislamiento selectivo de ACtiNODACIETIAS ........cccvveeeeriivieeeeiiiiee e e e 52
7.2. Aislamiento de actinobacterias por medio de cCultivo .........cccccveeeeieenciieencieeennnnn. 53

7.3. Aislamiento por punto de muestreo en la laguna intermedia sistema hidrologico
Churince58

7.4. Identificacién molecular de 10S aiSIados ..........cccceeviiiiiiniiiiiiniiieeiceeeen 63
7.5. Andlisis filogenético del total de las actinobacterias asiladas. ............ccccceeveenee. 65

7.6. Andlisis filogenético de los géneros de Streptomyces asilados de la laguna

intermedia del sistema hidroldgico el Churinge..........cooceeeveenieniieiniciieenieeeeeeeen 67
7.77. Ensayos de antagOniSINO .......ccueeerrieerieeerieeeeniteeeniieeesiteesieeestreesseeesseeesneeesneens 70
7.8. Ensayos de CitotoXiCidad ........ccueeeriiiiniiieeiiieeriie ettt 71
8. DISCUSION......oucriiumriimmreeiceeesceeise s sesse s 75
8.1. Aislamiento y andlisis de diversidad de actinobacterias. ........cc.cccceeeuveererreennenns 75
8.2. Analisis filogenético del género Streptomyces aislados de la LI ........................ 79
8.3. Ensayos de antagoniSIMO ..........coeoueeeriiiiiniieeniieeniieeeitee ettt et esreeesaee e 80

8.4. Actividad citotoxica, 1identificacion y determinacion estructural de los

componentes de los extractos de actinobacterias aisladasde CC......................... 81
0. CONCLUSIONES ...ttt ettt sttt ettt be e s e b 94
10. PERSPECTIVAS ..ottt sttt ettt st 95
11. BIBLIOGRAFIA .....oovvvomiiiriiiesiiseeies it ssss s ssess s ssssssenes 96
12. RESUMEN BIBLIOGRAFICO .......coooivoeeeeeeieeeeeeeeeeeeeeee e 109
ANEXO oottt ettt ettt st b e et et eteenseeneenaeeneas 112
ANEXO 2.ttt et sttt st e st e et et eas 119
ANEXO 3ttt ettt ettt et nae s 126

ANEXO 4 ..o 135



INDICE DE TABLAS

Tabla 1. Tipos y nimero de metabolitos con actividad biolégicamente activos
producidos POr ACtINODACIETIAS. ....eeeruvieeirieeieieeeiieeeieteeeireeeireeeareesaeeeeaeeessseeesnseeennns 12
Tabla 2. Numero de especies actinomicetos productoras de metabolitos bilégicamente
ACTIVOS. 1ttt ettt ettt ettt ettt e bt e e a bt bt e e a bt e bt e e bt e bt e et e e bt e ea bt e be e e bt e bt e et e e bt e sabean 14

Tabla 3. Ejemplo de clases de antibidticos producidos por actinobacterias y su

MECANISINO A€ ACCION. «..eeuviiiiiiiiiiieeite ettt ettt sttt e sre e esaneeeeesanees 16
Tabla 4. Metabolitos producidos por actinobacterias marinas. ..........ccceeeevveercveeennnennn 26
Tabla S. Tratamientos para el aislamiento selectivo de actinobacterias..................... 29
Tabla 6. Geolocalizacion de las pozas donde se colectaron las muestras. ................. 40

Tabla 7. Puntos de muestreo en la laguna intermedia del sistema hidrolégico Churince

Tabla 8. Numero de aislados totales por poza en los dos periodos de aislamiento....52
Tabla 9. Numero de actinobacterias aisladas por pretratamientos por poza. A) Fenol
1.5%, B) tetraciclina 50 pg/ml, C) 85 °C por 30 minutos, D) sonicacién por 10 minutos,
E) ampicilina 50 pg/ml, F) 85°C por 30 minutos + tetraciclina 50 pg/ml, G) fenol al
1.5% + ampicilina 50pg/ml, H) gentamicina 50 pg/ml I) Kanamicina 50 pg/ml, J)
tetraciclina 50 pg/ml + sonicacion por 10 MINULOS. .......eeevveeeriveeriireeniieeniieeeiie e 60
Tabla 10. Resultados del aislamiento de actinobacterias con el uso de pretratamientos
por poza y por medio de cultivo utilizados. .........c.ceeveiriiiniiniiinie 60
Tabla 11. Numero de actinobacterias aisladas por género en cada una de las pozas. 64
Tabla 12. Resultados de la ICso aproximada en pg/ml del escrutinio preliminar de diez
extractos crudos obtenidos de las actinobacterias que produjeron halos de inhibicién en
el ensayo de dODIE CAPA. .......eeiriiiiiiiiii s 72
Tabla 13. Resultados de ICso en pg/ml de las fracciones obtenidas del extracto de

acetato de etilo en lineas tumorales, utilizando células de fibroblastos como control.

Tabla 14. Resultados de la estimacion de IC50 en pg/ml de las fracciones obtenidas
del extracto de acetato de etilo en la linea celular de cancer de Ovario (HTB-161) y

FIDTODIASTOS «.oeeeeeeeeeeee et e e ettt e e e e e e e et e eaaa e aeseeeeetaaanaaaeseeeeeennnnnas 73



Tabla 15. Resultado de la identificacion de los componentes de las fracciones PR33-
F6, PR 33-F7, PR35-F5 y PR35-FO6 ...c..cootiiiiiiiiiiieeeeeeeeeetee e 74

Tabla 16. Extraccion de agua en canales artificiales de las pozas de Cuatro Ciénegas

Tabla 17. Porcentajes de identidad y afiliacién mediante la secuenciacién del gen 16S
ARNTr de las actinobacterias de CC..........iiiiiiiiiiiniieeiiieeeiieeeieeeee et 119

Tabla 18. Medida de radio en centimetros de halos de inhibicién de ensayos doble



INDICE DE FIGURAS

Figura 1.Estructura de la Doxorrubicina (Bhattacharjee, Verma et al. 2009)............ 18

Figura 2. Estructura quimica de la Actinomicina D. Fuente: (Muller and Crothers

Figura 3. Linea del tiempo del descubrimiento de antibidticos y el surgimiento de
microorganismos resistentes. Resistentes (R), Extremadamente resistentes (XDR):
resistencia a casi todos los antibidticos, Panresistentes (PDR): resistencia a todos los
antibidticos. Fuente: adaptada de (Lee Ventola 2015) .......cccovvvveniiiiniiiiniiiiniieee. 21
Figura 4. Frecuencia de descubrimiento de nuevos antibidticos en funcion del total de
antibioticos aislados en suelo. Se muestran varios antibiéticos con lineas apuntando a
sus frecuencias de descubrimiento entre actinomicetos aleatorios, Act (Actinomicina
D), Dap (Daptomicina), Ery (Eritromicina), Sm (Estreptomicina), Stn
(Estreptotricina), Tet (Tetraciclina), Van (Vancomicina). Fuente: (Baltz 2007)......... 24
Figura 5. Frecuencia de aislamiento de actinobacterias en ambientes marinos. Fuente:
(Valliappan, Sun et al. 2014 ) .....coomiiiiie e 27
Figura 6. Estrategias para la bisqueda de nuevos compuestos bioactivos mediante
mineria genémica. Fuente: adaptado de (Corre and L Challis 2009)..........cccccueeennee. 30

Figura 7. Esquema que representa los dos acercamientos en el uso de la metagenémica

Figura 8. Mapa del Valle de Cuatro Ciénegas Coahuila ubicando las pozas donde se
realiz6 la colecta de muestras: la laguna intermedia del sistema hidrolégico El
Churince (LI), Pozas Rojas (PR), Poza El Mojarral (MJ), Poza El Anteojo (AN), Pozas
Azules (PA) El Arqueano(PAQ), Poza La Becerra (PB) ........cccccoviiiiniiiiniiiiniicne 39
Figura 9. Puntos de Muestreo Ubicados en el mapa de Laguna intermedia sistema
hidroldgico Churince (LI). .o..oeeriieiiiieeiieeiee e 41
Figura 10. Porcentaje total de aislamiento de actinobacterias por poza en los dos
periodos de AISIAMIENTO ........eouiiriieiieiieeeeete e e 53
Figura 11. Aislamiento total de actinobacterias por medio de cultivo en los dos

PEriodos de aiSIAMICNLO ......ccveieriieeieeeiiee ettt ettt e e e saee e e beeeseneeesnseeennes 54



Figura 12. Porcentajes de actinobacterias aisladas en la laguna intermedia del sistema
hidrolégico el Churince (LI) por medio de cultivo utilizados...........cccecuveeriierneeennne. 55
Figura 13. Porcentajes de actinobacterias aisladas de Pozas Rojas por medio de cultivo
UEIZAAOS. -ttt ettt et st e bbbt et e bt e b 55
Figura 14. Porcentajes de actinobacterias aisladas de la poza el Mojarral por medio de
CULEIVO UIHZAAOS. ettt 56
Figura 15. Porcentajes de actinobacterias aisladas de poza el Anteojo por medio de
CULIVO UIIZAAOS. ..ttt st et 56
Figura 16. Porcentajes de actinobacterias aisladas de Pozas Azules por medio de
CULIVO UIHZAAOS. ..eoneeiiiieiieeiceeee ettt st 57
Figura 17. Porcentajes de actinobacterias aisladas del Arqueano por medio de cultivo
ULHHZAAOS. ©eeineiiiiiee ettt ettt et 57
Figura 18. Porcentajes de actinobacterias aisladas de Poza Becerra por medio de
CULIVO UIHZAAOS. ..eoneeiiiieiieeieeee ettt 58
Figura 19. Porcentajes de actinobacterias aisladas por punto de muestreo en la laguna
intermedia del sistema hidroldgico el Churince (LI). ......coocoeeviiiiniiiiniiiiniiiiieceee 58
Figura 20. Porcentajes de actinobacterias aisladas utilizando pretratamientos (Pt): A)
Fenol 1.5%, B) tetraciclina 50 pg/ml, C) 85 °C por 30 minutos, D) gentamicina 50
ug/ml E) ampicilina 50 pg/ml, F) 85°C por 30 minutos + tetraciclina 50 pg/ml, G)
fenol al 1.5% + ampicilina 50 pg/ml, H) sonicacion por 10 minutos, I) kanamicina 50

pg/ml, J) tetraciclina 50 pg/ml + sonicacién por 10 minutos durante el periodo 2015-

20T6. et s 59
Figura 21. Porcentaje de las actinobacterias aisladas que fueron secuenciadas por poza
en los dos periodos de aislamiento. .........c.coeeerieenieriiienieneee e 63
Figura 22. Porcentajes del total de géneros aislados en las pozas. .........ccccccueeeennnne 64

Figura 23. A) Diversidad de los géneros aislados en la LI, B) Grafica de barras que
presenta la diversidad aislada por punto de muestreo. C) Grafica que muestra la
diversidad aislada por medio de Cultivo. ........coceevieeiiiiniiniienieeceececeeee e 65
Figura 24. Cladograma circular por el método de Neighbor-joining (NJ),

representando la diversidad de los géneros aislados de las pozas de Cuatro Ciénegas.



Figura 25. Arbol filogenético del género Streptomyces basado en el gen 16S ARNr
(1,074pb) de las secuencias aisladas de LI ademds de las especies mds cercanas. Los
valores de los soportes del drbol para maximum likelihood (ML) en el rango de 0.7-1
fueron marcados con circulos negros. El soporte de los nodos para el anélisis Bayesiano
en los rangos de 0.95-1 fueron marcados con tridngulos rojos y para Neighbor-joining
(NJ) en rangos de 0.6-1 en cuadrados azules. ..........occeeeviieeriieriiieniieeeiieesiee e 69
Figura 26. Diversidad morfoldgica de los aislados que se agrupan dentro de los clados
unicos y clados monofiléticos en la Filogenia de Streptomyces (Figura 25).............. 69
Figura 27. Diagrama de Venn que muestra los resultados de antagonismo de las
actinobacterias probadas contra E. coli 0157H:7, C. albicans y S. aureus.................. 70
Figura 28. Ejemplo de ensayo de doble capa para identificar antagonismo de las
actinobacterias A) E. coli 0157H:7, B) C. albicans, C) S. aureus. Se utilizd
estreptomicina (St) y Nistatina (Nis) como control positivo.........cccceeeveeercieeenveennnneen. 71
Figura 29. Perfil cromatografico de la fracciéon PR33-F6 realizado por HPLC....... 135
Figura 30. Perfil cromatografico de la fraccion PR33-F7 realizado por HPLC....... 136
Figura 31. Perfil cromatografico de la fracciéon PR35-F5 realizado por HPLC....... 137
Figura 32. Perfil cromatografico de la fracciéon PR35-F6 realizado por HPLC....... 138
Figura 33. Anélisis por UPLC-PDA-HRMS-MS/MS: del extracto crudo de la cepa de

Streptomyces PR33 ... e e 139
Figura 34. Anilisis por UPLC-PDA-HRMS-MS/MS: del extracto crudo de la cepa de
Streptomyces PR33 ..o e s 140
Figura 35. Anélisis por UPLC-PDA-HRMS-MS/MS: del extracto crudo de la cepa de
Streptomyces PR33 ... e 140
Figura 36. Analisis por UPLC-PDA-HRMS-MS/MS: del extracto crudo de la cepa de
Streptomyces PR35 ... e 140
Figura 37. Anélisis por UPLC-PDA-HRMS-MS/MS: del extracto crudo de la cepa de
StreptomyCes PR35 ......viiieee et 140

Figura 38. Resumen resultados del andlisis por UPLC-PDA-HRMS-MS/MS de las
fracciones de los extractos de las cepas PR33 y PR35 ... 141



LISTA DE SIMBOLOS Y ABREVIATURAS

Act: Actinomicina

ADN: Acido desoxirribonucleico

AIM1-9: Medio de cultivo para el aislamiento de Actinobacterias
AN: Poza el Anteojo

ARGs: Genes de resistencia a antibidticos

ARN: Acido ribonucleico

ARNr: Acido ribonucleico ribosomal

ATCC: Coleccién Americana de cultivos tipo

BGCs: clusteres de genes biosintéticos

BLAST: Herramienta basica de bisqueda de alineacién local

C: Citosina

CBTa No 22: Centro de Bachillerato Tecnolégico Agropecuario No 22
CC: Cuatro Ciénegas

CONABIO: Comisién Nacional para el Conocimiento y uso de la
Biodiversidad

DMEM: Medio minimo esencial de Eagle modificado con Dulbecco
DMSO: Dimetilsulféxido

EDTA: Acido etilendiaminotetraacético
ELSD: Detector evaporativo de dispersion de luz
FDA: Administracién de alimentos y medicamentos

G: Guanina
HPLC: Cromatografia liquida de alta resolucién

ICso: Concentracién minima inhibitoria
ICBG: grupo cooperativo internacional de biodiversidad

LI: laguna intermedia del sistema hidrolégico el Churince
M: Molar

MEGA: Anilisis de Genética Evolutiva Molecular

mm: Milimetros

MTT: Bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio
N:P: Nitrogeno:Fosforo

NaCl: Cloruro de sodio

NCBI: Centro Nacional de Informacién Biotecnoldgica
NCI: Instituto Nacional del cancer de Estados Unidos
NJ: Neighbor-joining

OMS: Organizacién mundial de la salud

OTU’s: Unidades taxonémicas operacionales

W



PA: Pozas Azules

PAQ: El Arqueano

PB: Poza la Becerra

PBS: Buffer de fosfatos

PDA: Detector de matriz de fotodiodos

PDR: Panresistentes

PJ: Poza el Mojarral

PR: Pozas rojas

QTP: Buffer de lisis

R: Resistentes

rpm: revoluciones por minuto

RPMI: Medio del instituto Roswell Park Memorial

SARM: Staphylococcus aureus resistente a la meticilina
SEMARNAT: Secretaria del Medio Ambiente y Recursos Naturales
UPLC-PDA-HRMS-MS/MS: Cromatografia de liquidos de ultra
rendimiento, acoplado a un espectrometro de masas en tdndem de alta

resolucion con matriz de fotodiodos
XDR: Extremadamente resistentes

Vil



RESUMEN

Las actinobacterias son uno de los mds grandes Phylum en el dominio de las bacterias
Gram positivas, se encuentran ampliamente distribuidos en el planeta tierra, son
habitantes de suelo, agua, simbiontes de plantas, animales, patégenos humanos, etc.
tienen una amplia plasticidad metabdlica con capacidad de producir metabolitos con
actividad de interés industrial, agricola y farmacéutico como enzimas, surfactantes,
insecticidas, promotores de crecimiento vegetal, antifingicos, antibidticos,
antitumorales, etc.

En nuestro estudio se lograron cultivar 268 actinobacterias morfologicamente diversas
provenientes de pozas del valle de Cuatro Ciénegas, Coahuila, a partir de nueve medios
de cultivo y dos técnicas de aislamiento ( tradicional y con pretratamientos). 95
actinobacterias fueron secuenciadas mediante el gen 16S ARNT, clasificidndolas en 10
géneros: Streptomyces, Nocardiopsis, Blastococcus, Microbacterium, Micrococcus,
Glycomyces, Verrucosispora, Arthrobacter, Kocuria, Modestobacter, de los cuales, el
género Streptomyces, fue el mas abundante y ubicuo, pues fue aislado de las 7 pozas
donde se ralizaron muestreos, cuyos andlisis filogenéticos por la formacién de clados

unicos y monofiléticos sugieren endemismo.

139 actinobacterias fueron incluidas en el ensayo de doble capa par identificar la
produccién de metabolitos secundarios con actividad contra S. aureus, C. albicans y E.
coli O157:H7, de las cuales, el 50% inhibieron el crecimiento de al menos uno de los
patdgenos probados. Posteriormente, diez actinobacterias fueron seleccionadas para la
extraccion de sus metabolitos ulilizando acetato de etilo como solvente, para
determinar su ICso, en la linea celular de cdncer de mama MCF-7 y Pulmén NCI-H460.
Debido a que niguno de los extractos resultaron activos, se seleccionaron dos
actinobacterias del cepario de nuestro laboratorio cuyos extractos ya habian sido

reportados como activos en ambas lineas celulares.
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Se realiz6 el fraccionamiento por cromatografia flash de los metabolitos secundarios
producidos por las cepas de Streptomyces PR33 y PR35. Dos fracciones de cada cepa
(PR33-F6, PR 33-F7, PR35-F5 y PR35-F6) resultaron activas segtn los rangos
establecidos por el NCI, con ICsop < 0.6 ug/ml en las lineas celulares de céncer de
mama MCF-7, colon Caco-2, pulmén NCI-H460, melanoma SK-MEL-28, ovario
OVCAR-3, Sangre K-562 e inactivas >100 pg/ml en células de fibroblastos.

La identificacién y determinacion estructural de los compuestos de las fracciones

biolégicamente activas se realizé mediante UPLC-PDA-HRMS-MS/MS, resultando en

las 4 fracciones mezcla de compuestos de la familia de las Actinomicinas.
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ABSTRACT

Actinobacteria is one of the largest Phylum in the Bacteria domain; they are widely
distributed gram-positive bacteria, inhabitants of soil, water, symbionts of plants,
animals, human pathogens, among others. They have a broad metabolic plasticity with
the ability to produce metabolites with industrial, agricultural and pharmaceutical
interest such as enzymes, surfactants, insecticides, plant growth promoters, antifungals,

antibiotics, and antitumor compounds.

In our study, 268 morphologically diverse actinobacteria were obtained from water
ponds in the valley of Cuatro Cienegas, Coahuila from nine culture media and two
pretreatments isolation techniques. 95 actinobacteria were sequenced by the 16S rRNA
gene, classifying them into 10 genera: Streptomyces, Nocardiopsis, Blastococcus,
Microbacterium, Micrococcus, Glycomyces, Verrucosispora, Arthrobacter, Kocuria,
Modestobacter, of which the genus Streptomyces, was found the most abundant and
ubiquitous taxa, it was isolated from the 7 ponds where samplings were made, whose
phylogenetic analysis reveal the formation of unique and monophyletic clades that’s

suggest endemism.

139 1solated actinobacteria were included in the double-layer assay to identify the
production of secondary metabolites with activity against S. aureus, C. albicans and E.
coli O157: H7, of which 50% inhibited the growth of at least one of the tested
pathogens, ten actinobacteria were selected for the extraction of their metabolites using
ethyl acetate as solvent, to determine their ICso, in breast cancer cell line MCF-7 and
Lung NCI-H460, however none of the extracts resulted active, so two actinobacteria
were selected from our laboratory collection whose extracts had already been reported

as active in  breast and lung cancer cell lines

Fractionation of the secondary metabolites produced by Streptomyces PR33 and PR35
strains was performed by flash chromatography. Two fractions of each strain (PR33-
F6, PR 33-F7, PR35-F5 and PR35-F6) were active according to the ranges established
by the NCI, with IC50 <0.6 pg / ml in breast cancer cell line, MCF- 7, colon Caco-2,
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lung NCI-H460, melanoma SK-MEL-28, ovary OVCAR-3, blood K-562 and inactive>
100 pg / ml in fibroblast cell line.

The identification and structural determination of the compounds of the biologically
active fractions was carried out by UPLC-PDA-HRMS-MS / MS, the identified

compounds in the 4 fractions, were a mixture of compounds of the Actinomycin family.



1. INTRODUCCION

Las enfermedades causadas por microorganismos multidrogoresistentes y el cdncer
son unas de las principales causas de muertes en el mundo, se estima que en los
proximos afos el nimero de muertes causadas por bacterias resistentes a los
antibidticos disponibles actualmente aumente de 700,000 a 10 millones de muertes
anuales. En el caso particular del cancer, se estima que en las préximas dos décadas
el nimero de muertes ascienda a los 22 millones, siendo que, para el 2050 estas seran
las dos principales causas de muerte a nivel mundial. Lo anterior ha desatado una
biisqueda incansable en los ultimos afios de tratamientos naturales para encontrar
solucidn a dichas enfermedades, tratando de retomar la llamada “era dorada de los
antibidticos”, en la cual la poblacién mundial se vio beneficiada por las bondades de

dichos productos y la mortandad se redujo de manera considerable en el mundo.

La principal fuente de productos naturales utilizada como antibidticos y
antitumorales, son los metabolitos secundarios producidos por las actinobacterias.
De los mas de 30,000 metabolitos con aplicaciones bioldgicas que se conocen, el 70%
es producido por este tipo de bacterias. Sin embargo, en las dltimas décadas los
esfuerzos de bioprospeccion realizados no han tenido éxito debido a la redundancia
en el aislamiento de géneros y especies responsables de la produccion de metabolitos

ya conocidos.

Con la necesidad de encontrar nuevas fuentes de microrganismos productores de
metabolitos no reportados, que pudiesen combatir las enfermedades por patdgenos
resistentes y diferentes tipos de cdncer, se iniciaron esfuerzos de muestreo en sitios
poco explorados como ambientes marinos, o lugares con un alto grado de diversidad
y endemismo como el valle de Cuatro Ciénegas, que sin duda nos permitirdn evitar

caer en la redundancia de aislamiento y produccion de metabolitos ya reportados.
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2. ANTECEDENTES

2.1. Actinobacterias

Las actinobacterias son uno de los mds grandes Phylum en el dominio de las bacterias
Gram positivas, tienen un alto contenido de guanina (G) y citosina (C) en su ADN,
pudiendo llegar a contener mds de un 70% como los géneros Streptomyces y Frankia.
Presentan morfologias sumamente heterogéneas que van desde cocos, bacilos,
cocobacilos a las que forman micelio, hifas fragmentadas y esporas. (Ventura,
Canchaya et al. 2007, Li, Chen et al. 2016). Se encuentran ampliamente distribuidos
en el planeta tierra, son habitantes de suelo, agua, simbiontes de plantas, animales,

patégenos humanos, etc.(Lewin, Carlos et al. 2016)

A la fecha se han registrado 5 subclases, 10 6rdenes 56 familias y 286 géneros
(Euzeby 2008, Ludwig, Euzéby et al. 2012, Ait Barka, Vatsa et al. 2015, Azman,
Othman et al. 2016), siendo el orden de los Actinomycetales, el de mayor interés dada
su plasticidad metabdlica, con capacidad de producir metabolitos con actividad de
interés industrial, agricola y farmacéutico como enzimas, surfactantes, insecticidas,
promotores de crecimiento vegetal, antifingicos, antibidticos, antitumorales, etc.
(Ait Barka, Vatsa et al. 2015, Lewin, Carlos et al. 2016). La mayoria son utilizados
por su amplia capacidad de inhibir el crecimiento de patégenos humanos,
particularmente bacterias Gram positivas, (Tabla 1)(A and Prabakaran 2011,

Vijayakumar 2015)
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Tabla 1. Tipos y nuimero de metabolitos con actividad bioldégicamente activos

producidos por actinobacterias.

Actividad No.
Antimicrobianos

Gram positivos 12,000
Gram negativos 5,000
Micobacterias 1,000
Antifingicos

Levaduras 3,500
Hongos fitopatdgenos 1,800
Otros hongos 4,000
Atiprotozoarios 1,000
Quimioterapéuticos

Antitumorales 5,500
Antivirales 1,600
Inhibidores enzimaticos 3,200
Supresores/moduladores 8,000
inmunolégicos

Antiinflamatorios 2,500

Fuente: Adaptado de (A and Prabakaran 2011)

2.2. Antibiéticos producidos por actinobacterias

El género Streptomyces pertenece al orden de los Actinomycetales y es uno de los
productores del caracteristico olor a “tierra mojada” por el compuesto volatil
conocido como geosmina (A and Prabakaran 2011). Es considerada como la bacteria
con mayor potencial biotecnolégico de nuestra era. De los 30,000 compuestos
biol6gicamente activos producidos por microrganismos, que se han descubierto en
los ultimos 50 afios por técnicas tradicionales que implican el aislamiento y la

fermentacion de los organismos unicelulares, mas del 70% es producido por este
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género y el 26 % de los considerados actinomicetos “Raros” (Tabla 2) (Hoskisson
2008, Berdy 2012, Solecka, Ziemska et al. 2012, Takano, Nishiyama et al. 2015,
Vijayakumar 2015, Jackson, Crossman et al. 2018). De éstos, aproximadamente el
66% tienen actividad contra bacterias Gram-positivas, 30% contra Gram-negativas,
5% contra micobacterias y 34% con actividad antiftingica (Bérdy 2005, Solecka,
Ziemska et al. 2012). Algunas cepas de Streptomyces, pueden llegar a producir una

enorme gama de compuestos (Ait Barka, Vatsa et al. 2015).
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Tabla 2. Numero de especies actinomicetos productoras de metabolitos

bilégicamente activos.

Especies Actinomicetos No. Especies Actinomicetos No.
Streptomycetaceae: Thermomonosporaceae
Streptomyces 8000 Actinomadura 345
Streptoverticillium 258 Saccharothrix 68
Kitasatospora 37 Mycrobispora 58
Chainia 30 Actinosynema 51
Microellobosporia 11 Nocardiopsis 41
Nocardioides 9 Nonomuria 21
Micromonosporaceae: Thermomonospora 19
Micromonospora 740 Micropolyspora 13
Actinoplanes 248 Thermoactinomyces 14
Dactylosporangium 58 Thermoplyspora 1
Ampullariella 9 Thermoactinopolyspora 1
Glyicomyces 2 Mycobacteriaceae:

Catenuloplanes 3 Nocardia 357
Catellatospora 1 Mycobacterium 57
Pseudonocardiaceae: Arthrobacter 25
Saccharopolyspora 131 Brevibacterium 17
Amycolatopsis 120 Proactinomyces 14
Kibdellosporangium 34 Rhodococcus 13
Pseudonocardia 27 Otros:

Amycolata 12 Actinosporangium 30
Saccharomonospora 2 Microellobosporia 11
Actinopolyspora 1 Frankia 7
Streptosporangiaceae: Synnenomyces 4
Streptosporangium 79 Sebekia 3
Streptoalloteicus 48 Elaktomyces 3
Spirillospora 11 Excelsospora 3
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Planobispora 10 Waksmania

Kutzneria 4 Alkalomyces

Planomonospora 2 Catellatospora

Erytrosporangium.

Streptoplanospora

Microechinospora

~ o~ O~~~ ~ W

Salinospora

Fuente: Adaptada de (A and Prabakaran 2011).

Uno de los primeros hallazgos registrados del uso de los metabolitos secundarios en
la medicina producidos por actinobacterias, se dio el 19 de octubre de 1943 por los
bioquimicos Estadounidenses Selman Waksman, Albert Schatz, con el aislamiento
de Streptomyces griseus, productor del primer aminoglucésido, la estreptomicina,
tratamiento inicial para la tuberculosis (S Edson and Keys 1983, Wainwright 1991),
con lo cual se gener6 un gran interés de la comunidad cientifica a nivel mundial para
la bisqueda y aislamiento de microrganismos pertenecientes a este Phylum con
capacidades metabodlicas para producir metabolitos con actividad antibidtica y
antifungica. A lo largo de los afios se lograron aislar géneros y especies de
actinobacterias productoras de diferentes clases de antibidticos, principalmente por
la familia Streptomycetaceae, conociéndose como la “era dorada de los antibioticos”,
que dur6 un lapso de un poco mds de veinte afios (Mahajan and Balachandran 2012).
Entre ellos se encuentran diferentes clases de antibidticos: aminoglucdsidos, B-
lactdmicos, glicopéptidos, macrdlidos (eritromicina), péptidos de sintesis no
ribosomal, policétidos, nucledsidos (Pentostatina), entre otros (Nanjwade,
Chandrashekhara et al. 2010, Genilloud 2017).

Cada tipo tiene un mecanismo de accién diferente (Tabla 3), ddndole a algunos de
estos una alta especificidad para combatir ciertos patégenos o conferirles la capacidad

de ser de amplio espectro.
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Tabla 3. Ejemplo de clases de antibi6ticos producidos por actinobacterias y su

mecanismo de accion.

Tipo Ejemplo de Mecanismo de accion
antibiédticos

Aminoglucésidos Estreptomicina y Inhibicién de la sintesis de
kanamicina proteinas

B-lactdmicos Tienamicina Inhiben la sintesis de

peptidoglicano de la pared

celular

Glicopéptidos Vancomicina Inhiben la sintesis de

peptidoglicano de la pared

celular

Macroélidos Eritromicina Inhiben sintesis proteica
Péptidos no Actinomicina D Inhibe sintesis de ARN
ribosomales
Policétidos Actinorrodina, Alteracién en la permeabilidad

anfotericina de la membrana celular
Nucle6sidos Pentostatina Inhibe sintesis de ADN
Tetraciclinas Tetraciclina Inhibe la traduccion

Fuente: adaptado de (A and Prabakaran 2011, Mahajan and Balachandran 2012, Xu,
T. Flavin et al. 2012, Ogawara 2016)
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2.3. Antibiéticos con capacidad antitumoral producidos por actinobacterias

Debido a su alta toxicidad en células humanas, ciertos antibidticos producidos por
actinobacterias quedaron en desuso, sin embargo, esta toxicidad generé atencién para

utilizar dichos compuestos como agentes antitumorales.

El primer compuesto antibidtico producido por Streptomyces caespitosus que fue
aprobado en 1956 por la Administracion de alimentos y medicamentos de los Estados
Unidos (FDA) para su uso como antitumoral fue la Mitomicina C (Galm, Hager et
al. 2005). Esto incit6 una vez mads en los ultimos 40 afios la exploracién en suelos
para el aislamiento de nuevos géneros y especies de actinobacterias, con la finalidad
de obtener nuevas clases de antitumorales entre las que se encuentran glicopéptidos,
péptidos no ribosomales, nucledsidos, isoprenoides, indolcarbazoles, etc. (Singh,
Gupta et al. 2018); cuyos mecanismos de accion fuesen variables, con el objetico de

lograr mayor efectividad en diferentes tipos de céncer.

2.3.1. Doxorrubicina

Uno de los metabolitos secundarios méas ampliamente utilizados a nivel mundial
como quimioterapia, es la doxorrubicina, pertenece a la familia de las antraciclinas
(Figura 1), producida por Streptomyces peucetius, considerado por la FDA como uno
de los tratamientos de origen bacteriano mds efectivos contra el cdncer de mama,
colon, pulmoén, ovario, hueso, entre otros (Jiang, Cao et al. 2010). A pesar de su
habilidad extremadamente rdpida de combatir el crecimiento de las células en
division induciendo apoptosis. Si bien el mecanismo de accion de dicha molécula no
se ha logrado describir con seguridad, a grandes rasgos se sabe que la doxorrubicina
se intercala con el ADN inhibiendo la biosintesis de d4cidos nucleicos, pues evita que
la enzima topoisomerasa Il funcione de manera correcta en el proceso de replicacién
(F. Thorn, Oshiro et al. 2011), siendo dicha accién una de sus principales limitaciones
en su uso puesto que su accién es no selectiva, actuando también en células no
cancerosas causando efectos secundarios no deseados como vomito, mareos, pérdida

de cabello, etc. (Wang, Konorev et al. 2004, Niraula, Kim et al. 2010).
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Figura 1.Estructura de la Doxorrubicina (Bhattacharjee, Verma et al. 2009)

2.3.2. Actinomicina D

La actinomicina D, es un péptido no ribosomal (Figura 2), con actividad antibidtica
y antineopldsica producida por diferentes cepas de Streptomyces (Crnovcic, Riickert
et al. 2017), aprobada en 1964 para su uso como quimioterapia. Se encuentra dentro
de la lista de medicamentos esenciales para el tratamiento del cdncer por la
organizacion mundial de la salud (OMS) (Robertson, Barr et al. 2016). Es un potente
inhibidor del crecimiento de las células con division rapida, ampliamente utilizado
en el tratamiento contra diferentes tipos de cdncer como: rifidn, testiculos, melanoma,
rabdomiosarcomas, sarcoma de Ewing, neuroblastomas, retinoblastomas, sarcomas
uterinos, sarcoma de Kaposi, sarcoma botrioides, sarcoma del tejido blando, entre
otros. El mecanismo de accion de la actinomicina D es la inhibicién de la sintesis de
ARN mediante la intercalacién en el ADN bicatenario molde (Jones 2000, Guo, Fan
et al. 2012). La capacidad de intercalacion al ADN también ha sido utilizada para
generar sintéticamente un derivado llamado 7-aminoactinomicina D (7-AAD), un

fluorocromo ampliamente utilizado en estudios de citometria de flujo para
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discriminar las células vivas (impermeables al colorante) de aquellas en procesos de

apoptosis y necrosis (Schmid, Uittenbogaart et al. 2007)
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Figura 2. Estructura quimica de la Actinomicina D. Fuente: (Muller and Crothers
1968)
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2.4. Resistencia a antibidticos y antitumorales

Los antibiéticos producidos por microorganismos han existido durante miles de
millones de aios, ddndole ventaja a las cepas productoras contra los microrganismos
sensibles a estos metabolitos, inhibiéndolos o elimindndolos, para de esta manera no
tener competencia contra los nutrientes presentes en su hébitat (D Wright and Poinar
2012), asi como para la sefializacién entre células (Davies 2006, Aminov 2009, von
Wintersdorff, Penders et al. 2016). Y asi como los antibidticos son ancestrales,
también lo es la resistencia a ellos, la cual se da principalmente por mutaciones en el
ADN, y también por transferencia horizontal de genes de resistencia a antibidticos
(ARGs), con la que los organismos receptores adquieren una gran ventaja adaptativa.
Esta es, de hecho, el principal factor causante de las pandemias que han surgido en
los dltimos afios (Bhullar, Waglechner et al. 2012, Lee Ventola 2015, von
Wintersdorff, Penders et al. 2016).
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Si bien con el descubrimiento de la estreptomicina en 1943 y en los afios subsecuentes
con otros tipos de antibidticos, principalmente producidos por miembros del género
Streptomyces se diezmd la mortandad del ser humano a nivel mundial (Springer, G.
Kidan et al. 2001), rdpidamente surgieron patdégenos resistentes a estas clases de
antibidticos. En el ano de 1959 se registraron los primeros casos de Shigella sp.
resistente a tetraciclina, mientras que en 1962, en Reino Unido, se detectd
Staphylococcus aureus resistente a meticilina (SARM) (Sengupta, Chattopadhyay et
al. 2013), lo que llev6 a realizar esfuerzos de aislamiento con la finalidad de encontrar
nuevos metabolitos cuya actividad antibidtica no estuviese limitada por patégenos
drogo resistentes. Con el avance en el descubrimiento de nuevos antibiéticos, también
han surgido microorganismos resistentes (figura 3), hasta llegar a las “ super

bacterias”, clasificadas como Panresistentes (PDR) a todos los antibidticos

comerciales (Magiorakos, Srinivasan et al. 2011, Lee Ventola 2015).
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RESISTENCIA AL INTRODUCCION DEL
ANTIBIOTICO ANTIBIOTICO

e 1943 PENICILINA

e 1550 TETRACICILINA
e 1553 ERITROMICINA

TETRACICILINA-R Shigella 1959
e 1950 METICILINA

METICILINA-R Staphylococcus 1962

PENICILIMNA Pneumococcus 1965 s

1057  GENTAMICINA
ERITROMICINA -B Streptococcus 1965

1072 VANCOMICINA

GENTAMICINA-R Enterococcus 1979

e 1985 IMIPEMEM Y
CEFTAZIMIDA - R Enterobacteriaceae 1987 wmm CEFTAZIDIMA

VANCOMICINA- R Enterococcus 1995 m

LEVOFLOXACING-R Pneumococcus 1996 e 1905  LEVOFLOXACING

IMIPENEM-R Enterobacteriaceae 1998 ey
XDR M.tuberculososis 2000 e 2000  LINEZOLID

LINEZOLID-R Staphylococcus 2007 e
VANCOMICINA-R Staphylococcus 20012 we—
PDR- Acinetobacter y Pseudomonas 200442005 s

e 3003 DAPROMICINA

CEFTRIAXOMA-R Neisseria gonorrhoage 2000
POR- Enterobacteriaceas 010 CEFTAROLINA

CEFTAROLIMA-R Staphylococcus 2011

Figura 3. Linea del tiempo del descubrimiento de antibiticos y el surgimiento de
microorganismos resistentes. Resistentes (R), Extremadamente resistentes (XDR):
resistencia a casi todos los antibidticos, Panresistentes (PDR): resistencia a todos los
antibidticos. Fuente: adaptada de (Lee Ventola 2015)
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Con el surgimiento de las “Super bacterias”, fue creciendo la preocupacion de las
comunidades médicas, cientificas y gubernamentales sobre el futuro de la salud. La
organizacién mundial de la salud (OMS) declara que el nimero de muertes causadas
por este tipo de patégenos ha ido en constante aumento. En el 2016 se registraron 2.8
millones de casos, desencadendndose en méas de 700,000 muertes, estimando que para
el ano 2050 serd la primera causa de muerte en el mundo. (WHO 2018)

Por otra parte, la OMS reporta que el cancer ocasion6 8.2 millones de muertes en el
afio 2012, principalmente por afecciones causadas en el pulmén, higado, estémago,
colon y mama, estimando que en las proximas dos décadas el nimero de muertes se
elevard a mds de 22 millones, quedando posicionada tnicamente por debajo de las
enfermedades causadas por microorganismos multidrogoresistentes en las principales
causas de muerte a nivel mundial. Tan solo en el afio 2010, se estima se gastaron mas
de 1.16 trillones de ddlares en tratamientos a nivel mundial, presentdndose en un 70%
en paises sub desarrollados (WHO 2018).

Si bien existen multiples formas de combatir esta enfermedad, como cirugia,
radioterapia, quimioterapia, anticuerpos monoclonales, etc. (Urruticoechea, Alemany
et al. 2010), su tratamiento es sumamente complicado. Los procedimientos
quirdrgicos pueden llegar a ser sumamente invasivos y las quimioterapias resultar ser
téxicas para las células sanas, ocasionando efectos adversos como nduseas, caida de
cabello, inmunosupresion, etc. (Chakraborty and Rahman 2012). Aun asi,
actualmente la quimioterapia es uno de los principales tratamientos utilizados, sin
embargo, a pesar de ser sustancias altamente toxicas, las células cancerosas al tener
una tasa altisima de reproduccion, generan mutaciones de manera muy acelerada
ocasionando que los tratamientos convencionales dejen de funcionar, pudiendo llegar
a tener resultados muy variables en pacientes diferentes a pesar de tener la
enfermedad localizada en el mismo tejido u 6rgano (Gerber 2008, DeSantis, Lin et
al. 2014). Sin embargo, en las ultimas dos décadas dnicamente han sido aprobados
cinco nuevos compuestos naturales para contrarrestar esta enfermedad (Gerber 2008,
Hirsch, Scagliotti et al. 2017).

A pesar de que se sabe que el nimero de muertes causadas por patdgenos resistentes

a los antibidticos y el céncer van en aumento exponencial, los esfuerzos de
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bioprospeccion para el aislamiento de actinobacterias productoras de nuevas clases
de antibidticos y antitumorales realizados en los ultimos 50 afos no han dado
resultados muy favorables, debido a que se estaba cayendo en una redundancia en el
aislamiento de cepas productoras de compuestos similares. Esto ha ocasionado el
abandono de las compafiias farmacéuticas, y para el 2010, inicamente 4 compaifiias
se encontraban invirtiendo en la bisqueda de nuevos compuestos (A Cooper and
Shlaes 2011).

Esta aparente falta de nuevos compuestos antimicrobianos estd haciendo cuestionar
a la comunidad cientifica: “;Se acabaron las fuentes de nuevos antibidticos y
antitumorales? ;jPor qué esa redundancia?”. En el caso particular de los
antibidticos, investigaciones muestran las frecuencias en las que se da la produccion
de ciertos antibidticos relacionadas a la frecuencia en el aislamiento de
actinobacterias en suelo (Figura 4) , por ejemplo: La estreptotricina se puede
encontrar en aproximadamente el 10% de los Streptomyces, la estreptomicina en el
1%, actinomicina en el 0.1%, eritromicina y vancomicina en 107 aislados de
actinobacterias (Baltz 2007, Ait Barka, Vatsa et al. 2015) y al ser los antitumorales
pertenecientes a la familias de este tipo de compuestos, seguramente estd sucediendo
lo mismo. Las cifras que se han obtenido de dichas investigaciones han resultado
reveladoras y ayudan a explicar esos cuestionamientos, generando una respuesta
practicamente obvia. Después de mds de cinco décadas de exploraciéon y como
resultado de esos esfuerzos de aislamiento, se tiene que el 98 % de los metabolitos
bioactivos conocidos, fueron obtenidos de bacterias aisladas del suelo (Subramani
and Aalbersberg 2012). Por lo tanto era estrictamente necesario buscar nuevas areas
de estudio como fuente de microorganismos con nuevos potenciales biotecnoldgicos,
como la exploracion de lugares con un alto grado de endemismo o ambientes
extremos como los desiertos (Radhakrishnan, Gopikrishnan et al. 2013, Encheva,
Stoyanova et al. 2014), que permitieran evitar la redundancia en el aislamiento. Los
ambientes marinos también representan nuevas fuentes de microorganismos, dado
que son una fuente casi inagotable de estos recursos, pues cubren el 70% de nuestro
planeta y las condiciones de pH, salinidad, temperatura, nutrientes, y presiéon son muy

diferentes a las condiciones terrestres. Son en estos nuevos ambientes donde pudiesen

23



existir nuevos géneros y especies de microorganismos con la capacidad de producir
compuestos antimicrobianos y antitumorales no antes reportados (Manivasagan,

Kanga et al. 2014, Kannan, Sivaperumal et al. 2018, Rajagopal and Kannan 2018).

-2

-3

-4

-5

Log frecuencia en el descubrimiento

0 1 2 3 4
Log Antibioticos descubiertos

Figura 4. Frecuencia de descubrimiento de nuevos antibiéticos en funcién del total
de antibidticos aislados en suelo. Se muestran varios antibidticos con lineas
apuntando a sus frecuencias de descubrimiento entre actinomicetos aleatorios, Act
(Actinomicina D), Dap (Daptomicina), Ery (Eritromicina), Sm (Estreptomicina), Stn
(Estreptotricina), Tet (Tetraciclina), Van (Vancomicina). Fuente: (Baltz 2007)

2.5. Actinobacterias marinas como fuente de nuevos metabolitos secundarios

Los océanos en el mundo cubren més del 70% de la superficie en el planeta tierra,
son el reservorio mds grande de microorganismos que existe. Los hdbitats de esta
indole debido a la presion ecoldgica en la que se encuentran constantemente, como
la competencia por espacio, depredacion y las propiedades fisicas como la salinidad,

presion, temperaturas (que van de 0 a mas de 100°C), pH, etc., han ocasionado que

24



los microrganismos que habitan este ecosistema tan exigente desarrollen adaptacion
a dichas condiciones, llevandolos a producir metabolitos secundarios con multiples
actividades bioldgicas, como diferentes clases de antibidticos, antitumorales,
enzimas, etc. diferencidndolos de sus contrapartes terrestres (Cumsille, Undabarrena

et al. 2017, Sarmiento-Vizcaino, Gonzalez et al. 2017).

En los dltimos afios, estudios diversidad y biogeografia de actinobacterias marinas,
sefialan que al igual que en el suelo, este tipo de microorganismos es cosmopolita en
ambientes acudticos, estando presentes en agua, costas, ventas hidrotermales,
sedimento, ambientes hipersalinos, asociadas a corales, esponjas marinas, algas,
animales, estromatolitos etc., representando en algunas ocasiones el 10% de los
aislados de muestreo de esas zonas (Stach and Bull 2005, Ward and Bora 2006,
Manivasagan, Venkatesan et al. 2014). Uno de los datos que demuestran la ubiquidad
de las actinobacterias y de su ancestria en nuestro planeta, es su presencia hasta en
un 9% en las comunidades microbianas que forman los estromatolitos (considerados
fosiles vivientes, responsables de la oxigenacion de nuestro planeta y la formacion
de la capa de ozono, datan de hace mds de 3,500 millones de anos) (Ward and Bora

2006, Baumgartner, Spear et al. 2009)

Una de las primeras evidencias de la existencia de especies diferentes a las cultivadas
en ambientes terrestres fue el aislamiento y caracterizacion de la primera
actinobacteria marina: Rhodococcus marinonascens (Subramani and Aalbersberg
2012, Manivasagan, Venkatesan et al. 2014). En los afios subsecuentes se han logrado
aislar géneros como Streptomyces, Dietzia, Marinophilus, Solwaraspora, Williamsia,
Verrucosispora, Salinibacterium, Aeromicrobium, Salinispora, Marinispora
(Jensen, Gontang et al. 2005). Entre estos, algunos de los hallazgos mds importantes
fue el aislamiento de Aeromicrobium marinum, la cual necesita sal como requisito
obligatorio para crecer, o el caso del género Salinibacterium que puede tolerar arriba
del 10% de concentracién en NaCl y por dltimo dos géneros recientemente descritos
Salinispora y Marinispora, las cuales requieren de agua de mar para crecer,
demostrandose que existen géneros y especies autoctonas (Jensen, Gontang et al.

2005, Subramani and Aalbersberg 2012, Sirisha, Haritha et al. 2013, Kamjam,
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Sivalingam et al. 2017) productoras de metabolitos con multiples actividades

bioldgicas, entre los que se encuentran los antibidticos y antitumorales, de los cuales

podemos observar algunos ejemplos en la Tabla 4.

Tabla 4. Metabolitos producidos por actinobacterias marinas.

Género Compuesto Actividad
Actinoalloteichus Neomaclafungina Antifingico
Actinoalloteichus Cyanogramidas Antibidtico

Alctinomadura Bendigoles Antibidtico, citotoxico
Marinactinospora Marinacarbolinas A-D,  Actividad antiplasmoidal
Marinactinospora Marinacarbolinas Anti malaria

Marinispora Marinimoicinas Citotoxico

Microbacterium Microbacterinas A Antitumoral
Micromonospora Levantilidas Citotoxico
Micromonospora Levantilida C Anti proliferativo
Micromonospora Juvenimicina C Agente anticancerigeno

Nocardiopsis Nocardiopsinas A y B Antitumoral, antimaterial
Nocardiopsis Nocapiranonas Reduccion factor pro-
inflamacién

Pseudonocardia Pseudonocardiocinas A—C  Antibidtico, antitumoral

Salinispora Salinosporamida A antitumoral
Salinispora Salinoquinonas Citotéxico
Salinispora Saliniketales Prevencion
carcinogénesis
Salinispora Arenicolidas Citotoxico
Salinispora Salinipostinas Anti malaria
Serinicoccus Alcaloide indol Anti bacterial
Streptomyces Manumicina Antibidtico, antitumoral
Streptomyces Chalcomicina Antibi6tico, antitumoral
Streptomyces Grincamicinas B-F Anti-cancer
Streptomyces Marfuraquinocinas Antibidtico, citotéxico
Streptomyces Tetroazolemicinas A y B Fijacién iones metalicos
Streptomyces D potdmidas B-D Antibidtico
Streptomyces Benzoxacistol Actividad inhibitoria
contrala enzima
glucégeno sintasa
quinasa-3b
Streptomyces Carbomicina Antibiético vs Gram
negativos

Streptomyces Streptopirrolidina Anti-angiogénesis
Streptomyces Strepsesquitrio Actividad inhibitoria

contra la produccién de
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TNFa inducida por

lipopolisacaridos
Streptomyces Estreptoclorina Antibidético,
antiinflamatorio,
antipardsito, antitumoral
Verrucosispora Abissomicinas J-L Antibidtico

Fuente: adaptada (Dhakal, Pokhrel et al. 2017, Kamjam, Sivalingam et al. 2017)

Reportes basados en el aislamiento de actinobacterias marinas durante los afios 1991-
2013, senalan que el género Streptomyces es practicamente ubicuo y conforma mas
del 50% de los aislados totales en los muestreos, asi como es el que produce més del
66% de los compuestos bioactivos Figura 5 (Valliappan, Sun et al. 2014, Cumsille,
Undabarrena et al. 2017).

™ Salinispora u Sfreptomyces » Acfinomadura
= Micromonospora ® Nocardiopsis » Saccharothrix
» Verrucosispora » Saccharopolyspora Micrococcus
n bt

Figura 5. Frecuencia de aislamiento de actinobacterias en ambientes marinos.
Fuente: (Valliappan, Sun et al. 2014)
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Sin embargo, en estudios de diversidad mediante la secuenciacion del gen 16S ARNT,
se han encontrado >1,300 unidades taxondmicas operacionales (OTU’s), de las
cuales se estima que una gran proporcidn pertenece a nuevos géneros y especies que
son muy complicadas de cultivar o atin no se han logrado y podrian tener la capacidad
de producir compuestos bioactivos que nos ayuden a resolver la creciente necesidad
para combatir diferentes enfermedades, entre otras cosas (T Bull and E.M. Stach
2007, De Corte, Srivastava et al. 2017), llevandonos a la necesidad de generar nuevas

estrategias de cultivo.

2.6. Estrategias de cultivo actinobacterias “géneros raros”

Actualmente la busqueda de nuevos metabolitos se estd enfocando en el aislamiento
de géneros “raros”, categorizando todos aquellos que no pertenezcan a la familia
Streptomycetaceae, especificamente al género Streptomyces, o que su frecuencia de
aislamiento sean muy bajos con pardmetros de cultivo convencionales (Manivasagan,
Venkatesan et al. 2014, Azman, Othman et al. 2016). Dado que este tipo de
actinobacterias tienen capacidades metabdlicas unicas, pueden conducirnos al
desarrollo de nuevos antibidticos que tengan una mayor eficacia contra patégenos
multidrogorresistentes o contra enfermedades como el cancer (Hassan and Lateef

Shaikh 2017, Jiang, Tuo et al. 2018).

Se asume que el aislamiento de géneros considerados como “Raros” tienen una mayor
dificultad para cultivarse y baja presencia en las muestras, por lo que es necesario
enriquecer los medios de cultivo convencionales de manera especifica para cada
grupo taxondmico, por ejemplo: con macromoléculas como fuente de carbono y
nitrégeno: almidones, caseina, quitina, celulosa, harina de soya y dcidos himicos
como promotores de crecimiento (Hayakawa, Yoshida et al. 2004, Tiwari and K
Gupta 2011, Arocha-Garza, Canales-Del Castillo et al. 2017), o bien, aplicando
tratamientos fisicos y quimicos a las muestras, basdndose principalmente en la

resistencia del microrganismo o de sus esporas ( Tabla 5).
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Tabla 5. Tratamientos para el aislamiento selectivo de actinobacterias.

Tratamiento Género
Quimios atrayentes: vainillina y Dactylosporangium y Catenuloplanes
bromuros
Radiacién Rhodococcus, Nocardiopsis, Nocardia

y Streptosporangium

luz ultravioleta Nocardiopsis, Nocardia y
Pseudonocardia
Secado 120°C 1 h. Microbispora y Streptosporangium
Calentamiento 60°C 30 min. Micromonospora
Ultrasonido Streptomyces (no convencionales)
Fenol 1.5% Micromonospora, Microbispora
Cloramina-T Herbidospora, Microbispora,

Microtetraspora, Nonomuraea y

Streptosporangium
120 °C por 1 h + fenol 1.5% Microtetraspora y Microbispora
100 °C por 1 h + fenol 1.0% Actinomadura
Tetraciclina Streptomyces (no convencionales)
Anfotericina B Streptomyces (no convencionales)

Fuente: (Hayakawa, Yoshida et al. 2004, Bredholt, A Galatenko et al. 2007,
Hayakawa 2008, Jiang, Cao et al. 2010, Jinhua and Liping 2011, Tiwari and K Gupta
2011, Jiang, Li et al. 2016, Ranjan and J. Jadeja 2016, Ng and Yuan Annie Tan 2018).

2.7. Mineria genomica
Con el inicio de la era gendmica en 1995, se produjo una revolucion en la genética y
bioquimica de la biosintesis de productos naturales.

La primera secuenciacion de un genoma completo de una actinobacteria
(Streptomyces coelicolor) en el 2002 (Bentley, Chater et al. 2002), hizo evidente la

poca informacion que se tenia en términos de metabolitos secundarios del organismo
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modelo en la produccién de antibidticos. Para ese tiempo se sabia que producia

actinorodina, metilenomicina y undecilprodigiosina. Con el desarrollo del programa

bioinformético antiSMASH se han podido identificar un sin nimero de cliisters

biosintéticos presentes en los genomas de las actinobacterias (Weber, Blin et al. 2015,

J. Hug, D. Bader et al. 2018), por ejemplo, se sabe que Streptomyces coelicolor puede

producir mas de 20 metabolitos secundarios bioactivos que se encuentran silenciados

0 se expresan en muy pequeias cantidades (Gomez-Escribano and Bibb 2011). Los

andlisis in silico de los genomas permiten predecir BGCs, para su expresion

heter6loga y su elucidacion estructural. Las estrategias de biologia sintética que las

“O6micas” han permitido desarrollar, se resumen en la figura 6.

ENSAMBLAJE DEL GENOMA
BUSQUEDA EN EL GENOMA CON HERRAMIENTAS
BIOINFORMATICAS PARA LA POSIBLE PREDICCION DE BGCs

IDENTIFICACION DE LAS CONDICIONES PROPICIAS PARA LA EXPRESION DE LOS GENES
s ( RT-PCR) 3
PREDICCION . NO EXPRESION DE
ESTRUCTURA DEL PREDICCION DE LOS LOS GENES
METABOLITO SUBSTRATOS
SECUNDARIO 3
MANIPULACION GENETICA: EXPRESION MANIPULACION GENETICA DE REGULADORES Y
HETEROLOGA, INACTIVACION DE GENES, ETC. REGIONES PROMOTORAS
Y [ 4

Figura 6. Estrategias para la bisqueda de nuevos compuestos bioactivos mediante

mineria genomica. Fuente: adaptado de (Corre and L Challis 2009)
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2.8. Nuevos enfoques: actinobacterias no cultivables

De acuerdo con andlisis del gen 16S ARNT, se sabe que tan solo el 1% de las bacterias
son cultivables en condiciones de laboratorio. Es necesario utilizar nuevos métodos
para poder acceder a la gran diversidad de metabolitos secundarios que producen los
microorganismos que no se han logrado cultivar. Una manera de eludir las
limitaciones causadas por las técnicas tradicionales cultivos dependientes, es el uso
de la metagendémica, cuyo enfoque se basa en el andlisis del ADN total que se
encuentra en una muestra, ayuddndonos de esta manea a tener acceso al reservorio
oculto de las secuencias codificantes de los metabolitos secundarios que atin no se

han identificado (Brady, Simmons et al. 2009, Vartoukian, Palmer et al. 2010).

En general existen dos vias principales para las técnicas metagenomicas, la estrategia
mds antigua se basa en el escrutinio individual de genes funcionales, la cual se lleva
a cabo con la ayuda de enormes bibliotecas de cdésmidos al azar, usualmente
seleccionados por su bioactividad. La estrategia més reciente se basa en la similitud
de las secuencias de ADN de los cliisters de genes biosintéticos (BGCs) conservados,
para hacer una comparacion y tener acceso selectivo a BGCs potenciales dentro de
una muestra ambiental (Figura 7). Sin embargo, al igual que en la mineria genémica,
uno de los principales obstdculos en el campo de la metagendmica es el uso de los
organismos hospederos, pues actualmente el organismo modelo por excelencia
utilizado para la expresion heterdloga es E. coli, el cual tiene capacidades limitadas
de expresion de productos naturales complejos, dado principalmente por los tamafios
de insercion y modificaciones post traduccionales, haciendo no factible la expresion
de metabolitos secundarios con una arquitectura biosintética complicada como
policétidos, péptidos no ribosomales, entre otros (Lok 2015, Owen, Charlop-Powers
et al. 2015). Por lo cual actualmente se estdn probando nuevos hospederos con la
capacidad de expresar este tipo de metabolitos secundarios (Brady, Simmons et al.

2009, Nah, Pyeon et al. 2017).

Sin embargo, a pesar de los grandes avances que se han desarrollado en la era de
revolucién gendmica, Unicamente la combinacion de todas las técnicas disponibles e

intercambio de conocimiento entre microbiologia, biologia molecular y quimica
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ayudaran a descifrar y explotar todo el reservorio de metabolitos secundarios que atn

estan por descubrir entre los actinomicetos (J. Hug, D. Bader et al. 2018).

Escrutinio metagendmico funcional Muestra ambiental
(clasico) Escrutinio metagenomico basado en

» —. emm— . secuencias especificas
3

g g
& N4 g i i 5
Libreria Metagenomica v " Analisis in silico de secuencias amplificadas

v

PRIoIo) S e——
' Marcadores de secuencia, BGCs
Escrutinio funcional S I m— )
oGt ».‘J W\'F \.;f .A '
J' :ﬁ: 9,90, Extraccion de ADN de muestras ambientales especificas y
.)-‘)‘,.“ &, construccion de libreria metagenémiga

Recuperacion y secuenciacion
de nuevos BGCs

=
1 X &g ]
Escrutinio secuencias ADN

Produccion heterdloga, aislamiento y
elucidacion estructural

LC-MS NMR O 4

Figura 7. Esquema que representa los dos acercamientos en el uso de la
metagendmica

2.9. ;Por qué realizar bioprospeccion en Cuatro Ciénegas?

El valle de Cuatro Ciénegas, Coahuila, (CC) es un drea de Proteccién de Flora y
Fauna, de un poco mds de 85 mil hectdreas decretada el 7 de noviembre de 1994,
localizado a 740 m sobre el nivel del mar, se encuentra rodeado por montafias que
forman parte de la Sierra Madre Oriental, que por su ubicacion tiene escasa
precipitacion anual de =150 mm. El Valle de Cuatro Ciénegas es considerado el
humedal mas importante en el desierto Chihuahuense y una de las tres ecorregiones

desérticas mas importantes del mundo (Souza, Espinosa-Asuar et al. 2006). En el
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lugar existen un gran nimero de cuerpos de agua, como pozas, rios y lagunas, las
cuales presentan caracteristicas limnoldgicas variadas, ademds de diferencias
notables en temperatura, salinidad y quimica del agua, con gran cantidad de sales de
calcio y magnesio, muy bajo contenido de fosforo y nitrégeno. (Souza, Eguiarte et

al. 2008, Pajares, Bonilla-Rosso et al. 2012)

En el valle de Cuatro Ciénegas, las proporciones de nitrégeno y fosforo (N:P) son
extremadamente altas, dada la gran limitacion de fosforo (P) (157:1) o a un muy bajo
N (1.8:1). El desbalance estequiometrico es lo que caracteriza a este oasis
extraordinario, es por esto que sus aguas son transparentes ya que las algas que
requieren un equilibrio estequiométrico normal de N:P 16:1. CC no pueden crecer y
por lo tanto permiten a las comunidades ancestrales desarrollarse ya que sus aguas
asemejan las condiciones de los mares del precimbrico (Souza, Eguiarte et al. 2008,
Breitbart, Hoare et al. 2009), 1o que ha generado una adaptacion, radiacién evolutiva
y dindmica poblacional de los organismos que le sobreviven muy diferente al resto
del mundo, contribuyendo al endemismo biolégico de la zona, la cual es la de mayor

grado en todo América del norte (Souza, Espinosa-Asuar et al. 2006).

Gracias al aislamiento geografico y las condiciones de oligotrofia extremas con las
que cuenta esta zona, se ha desarrollado un nivel de especiacion inusual al resto de
nuestro planeta; a la fecha se han registrado mas de 70 especies endémicas de flora y
fauna, entre las que se incluyen peces, anfibios, reptiles, crusticeos, moluscos,
caracoles e insectos, eso sin incluir la enorme diversidad de insectos, dcaros, hongos
y por supuesto bacterias descendientes directos de los linajes més antiguos conocidos,
aquellos que forman comunidades como tapetes microbianos y estromatolitos,
considerados fésiles vivientes, pues han habitado nuestro planeta tierra desde hace
mas de 3,800 millones de afios. Los estromatolitos y tapetes microbianos estdn
formados por capas de colores, cada una con una funcién metabdlica tnica, las cuales
pasan de la fijacién de carbono por las quimiolitotrofas (metandgenas y bacterias
reductoras del azufre) a la fotosintesis anaerdbica por las bacterias ptrpuras y verdes
del azufre y en la capa superior destacan las cianobacterias, quienes desarrollaron la

fotosintesis oxigénica y enriqueciendo lentamente la atmdsfera con oxigeno y
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formaron la capa de ozono (Souza, Espinosa-Asuar et al. 2006, Himmler, Smrzka et

al. 2018, Moreno-Letelier, Souza et al. 2018, Sallstedt, Bengtson et al. 2018).

En los dltimos 18 afios de estudio en las pozas de Cuatro Ciénegas, se han logrado
identificar multiples comunidades de bacterias Gram-Positivas, Gram-negativas,
hongos y virus, los cuales al ser analizados por técnicas moleculares en su gran
mayoria son endémicos de la zona (Escalante, Eguiarte et al. 2008, Moreno-Letelier,
Souza et al. 2018) Como es el caso de Bacillus coahuilenses que presenta elementos
particulares en su genoma que le permite adaptarse a las condiciones de bajos
nutrientes, en cuya membrana con sulfolipidos tiene una fotorodopsina que le permite

obtener ATP a partir de la luz del sol. (Alcaraz, Olmedo et al. 2008)

Analisis de reloj moleculares basados en eventos geoldgicos, sugieren que la mayoria
de las cepas cultivadas de cianobacterias y de Bacillus divergieron hace cientos de
millones de afios de sus parientes mds cercanos. De los 2,500 Bacillus cultivados que
fueron analizados de la laguna intermedia del sistema hidroldgico el Churince (LI),
se identificaron 256 cepas, con un porcentaje de identidad abajo del 97% en
comparacion con las especies reportados en las bases de datos internacionales,
sugiriéndonos el alto grado de endemismo en la (IL), aportando casi en un 25% el
numero de nuevas especies de Bacillus conocidas en el mundo (Moreno-Letelier,

Souza et al. 2018).

En cuanto al aislamiento de actinobacterias en las pozas de Cuatro Ciénegas en el afo
2010 se reporto el cultivo exitoso de algunos termofilos de los géneros Citroccocus,
Kocuria, Arthrobacter, Cellulomonas, Nocardioides, Microbacterium (Cerritos,
Eguiarte et al. 2011). Comprobando de esta manera la basta diversidad de

actinobacterias cultivables en el valle.

Si bien en los dltimos afios una manera de analizar la diversidad microbioldgica es
mediante técnicas moleculares con estudios de metagendmica, en la laguna
intermedia se realizaron estudios de metagendmica de tapetes microbianos de
sedimentos de la poza, que al ser analizados y comparados con metagenomas de
diferentes partes del mundo como los obtenidos de un “ Hot spot” de biodiversidad

como el rio perla en China o Guerrero Negro en México, el indice de Shannon de la
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IL del sistema Churince presenta un mayor grado de diversidad microbioldgica

(Moreno-Letelier, Souza et al. 2018).

Todo lo anterior nos indica que las pozas de Cuatro Ciénegas son un lugar ideal para
aislar microorganismos uUnicos como las actinobacterias, cuyas propiedades
metabdlicas las han convertido en el blanco perfecto para la investigacién con
aplicaciones biotecnoldgicas. Ademds, la bisqueda de nuevos recursos naturales en
la naturaleza no deberia divorciarse del estudio de la biodiversidad y los esfuerzos de
conservacion. Las necesidades de bioprospecciéon demandan un esfuerzo diestro e
innovador de los cientificos para que la generacién de nuevo conocimiento empuje
el desarrollo de las ciencias aplicadas como la farmacéutica y la medicina de una

manera responsable y justa en la explotacion de los recursos bioldgicos.

Es importante mencionar que este trabajo considera que los resultados obtenidos,
producto de los experimentos, estardn sujetos a los lineamientos establecidos por el
protocolo de Nagoya, y bajo el Convenio sobre la Diversidad Bioldgica (CDB), del
cual México forma parte, cuyos objetivos principales son: i) la conservacion de la
diversidad bioldgica, ii) la utilizacién sostenible de sus componentes y iii) la
participacion justa y equitativa en los beneficios que se deriven de la utilizacion de
los recursos genéticos en las generaciones actuales y futuras (Coolsaet, Batur et al.

2015, Smith, Silva et al. 2017).

Las implicaciones de lo anterior suponen que, de obtenerse productos que lleven
beneficios econémicos a partir de la biodiversidad recuperada del Area Natural
Protegida, los beneficios deberdn ser compartidos con la poblaciéon de Cuatro
Ciénegas, o bien, con los propietarios de las tierras donde se encuentren localizadas
las pozas donde se realizan los muestreos, por ejemplo, las pozas que pertenecen al

Ejido El Venado.
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3. JUSTIFICACION

Se estima que para el afio 2050 el cdncer y las enfermedades causadas por
microorganismos multidrogorresistentes se convertirdn en las dos principales
causantes de muertes a nivel mundial. En el caso del céncer se prevé que de 8.2
millones se eleve a mas de 22 millones de muertes y que las enfermedades por

patégenos resistentes pasen de 700, 000 a més de 10 millones de muertes.

Existe una necesidad urgente de buscar nuevas fuentes de antibidticos y antitumorales
para contrarrestar dichas enfermedades; se sabe que las actinobacterias son la
principal fuente de metabolitos bioactivos, pues producen mas de la mitad de los
farmacos naturales utilizados actualmente, un 70% de estos son producidos por el

género Streptomyces.

Es necesario realizar esfuerzos de bioprospeccion en lugares poco explorados o con
un alto grado de endemismo, como el valle de Cuatro Ciénegas, Coahuila, el cual sin
duda serd una fuente inmensa para cultivar microorganismos productores de
metabolitos que no hayan sido reportados anteriormente y que puedan ser utilizados

contra microorganismos multidrogoresistentes y diferentes tipos de céancer.
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4. HIPOTESIS

Existe una extensa diversidad de actinobacterias endémicas, cultivables, mesofilas,
de origen marino en Cuatro Ciénegas, Coahuila, que producen compuestos con

actividad antimicrobiana y/o antitumoral in vitro.
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5. OBJETIVOS

5.1. Objetivo general

Aislar y analizar la diversidad genética de Actinobacterias cultivables de Cuatro
Ciénegas  Coahuila, productoras de  metabolitos  secundarios  con

actividad antimicrobiana y/o antitumoral.

5.2. Objetivos especificos

-Cultivar y aislar actinobacterias mesofilas provenientes de las pozas de Cuatro

Ciénegas Coahuila.

-Identificar por medio de la secuenciacion del gen 16S las actinobacterias aisladas de

las pozas de Cuatro Ciénegas Coahuila.

-Identificar actinobacterias con actividad antimicrobiana contra Escherichia coli

0157:H7, Staphylococcus aureus y Candida albicans ATCC 14053.

-Determinar la concentracion minima inhibitoria 50 (ICso) de los metabolitos
secundarios producidos porlas actinobacterias aisladas contra células de
adenocarcinoma mamario MCF-7 (ATCC® HTB-22™), adenocarcinoma en colon
Caco-2 (ATCC® HTB-37™), carcinoma en pulmon NCI-H460 (ATCC® HTB-
177™), melanoma maligno SK-MEL-28 (ATCC® HTB-72™), adenocarcinoma en
ovario OVCAR-3 (ATCC® HTB-161™), leucemia miel6gena crénica K-562
(ATCC® CCL-243™), y células normales de Fibroblastos de piel Detroit 548
(ATCC® CCL-116) como control.

-Purificar los compuestos biol6gicamente activos por técnicas cromatograficas.

-Identificacién y determinacion estructural de los compuestos bioldgicamente activos

por espectrometria de masas
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6. MATERIALES Y METODOS
6.1. Areas de estudio.

Las muestras de agua/sedimento se colectaron en la laguna intermedia del sistema
hidrolégico El Churince (LI), Pozas Rojas (PR), Poza El Mojarral (MJ), Poza El
Anteojo (AN), Pozas Azules (PA), El Arqueano (PAQ), Poza La Becerra (PB)
ubicadas en el drea natural protegida del valle de Cuatro Ciénegas Coahuila. (Figura
8) del mapa con la ubicacién de las pozas) Tabla 6. en un periodo de dos afios 2014-

2016.
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Figura 8. Mapa del Valle de Cuatro Ciénegas Coahuila ubicando las pozas donde
se realiz6 la colecta de muestras: la laguna intermedia del sistema hidroldgico El
Churince (LI), Pozas Rojas (PR), Poza El Mojarral (MJ), Poza El Anteojo (AN),
Pozas Azules (PA) El Arqueano(PAQ), Poza La Becerra (PB)
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Tabla 6. Geolocalizacién de las pozas donde se colectaron las muestras.

NOMBRE DE LA POZA COORDENADAS
Laguna intermedia Churince (LI) 26°50753.79” N, 102°08°30.29” O
Pozas Rojas (PR) 26°52°16.8” N, 102°1'11.3” O
Poza el Mojarral (MJ) 26°55'23” N, 102°07°06.” O
Poza El Anteojo (AN) 26°58°08” N, 102°07°14.” O
Pozas Azules (PA) 26°49739.01” N, 102°0126.” O
El Arqueano (PAQ) 26°49°41.7” N, 102°01728.7” O
Poza La Becerra (PB) 26°52°40.99” N, 102°8°17.41” O

6.2. Muestreo.

Para la toma de muestras se definieron puntos de muestreo (Tabla 1) se colecté agua
con sedimento de no mas de 0.2 cm de profundidad en tubos estériles de 50 ml. Para
el caso de la laguna intermedia del Churince se colectaron muestras en 6 puntos de
muestreo (Tabla 7, Figura 9) y para el resto de las pozas se realiz6 colecta en un solo
punto. Las muestras colectadas fueron transportadas inmediatamente a temperatura
ambiente, al laboratorio de biologia molecular del Centro de bachillerato tecnoldgico
agropecuario No 22 en Cuatro Ciénegas, Coahuila (CBTa No 22) para ser tratadas y
sembradas. (Permiso de muestreo SEMARNAT SGPA/DGVS/03121/15 'y
Reglamento contractual de investigacion Rancho Pozas Azules PRONATURA

NORESTE AC) firmado en cada ocasion en que se colectaron muestras.
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Tabla 7. Puntos de muestreo en la laguna intermedia del sistema hidrolégico
Churince (IL)

PUNTO DE MUESTREO COORDENADAS

A 26°50°53.79” N, 102°08730.29” O
26°50°53.53” N, 102°08°31.81” O
26°50'54.37” N, 102°08°32.96” O
26°50°55.30” N, 102°08"33.63” O
26°50°55.63” N, 102°08°35.28” O
26°50'56.57” N, 102°08°36.03” O

= =D aw

510N
2B°510"N

26 505N

102E30W 102'F25°W
Figura 9. Puntos de Muestreo Ubicados en el mapa de Laguna intermedia sistema

hidrolégico Churince (LI).
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6.3. Aislamiento primario de actinobacterias.

Para la primera etapa de aislamiento de este proyecto (periodo 2014-2015), con la
finalidad de obtener la mayor diversidad de géneros de actinobacterias posible, se
disefiaron nueve medios de cultivo AIM1 ([Por litro]: 21 g agar extracto levadura,
10g extracto de malta, 4g dextrosa, 25g sales marinas de Kent (Atkinson 1982);
AIM2 ([Por litro]: 20g manitol, 20g harina de soya, 25g de sales marinas de Kent);
AIM3 ([Por litro]: 10g de quitina, 25g agar bacterioldgico, 25g sales marinas de
Kent); AIM4 ([Por litro]: 10g almidén, 1g caseina, 15g agar bacteriolégico, 25¢g sales
marinas de Kent); AIMS ([Por litro]: 20g avena, 0.001 g Fe2(S04)3, 0.001 g MgCl12,
0.001 g ZnSO4, 18¢g agar bacterioldgico , 25g de sales marinas de Kent); AIM6 ([Por
litro]: 10g almidén, 1g K2HPO4; 1g Mg SO47H20, 2g (NH4)2SO4, 1g NaCl, 2g
CaCO3, 0.001 g FeSO. 7 HxO, 0.001 g MgCI2, 0.001 g ZnSO4, 20g agar
bacterioldgico, 25¢ sales marinas de Kent); AIM7 ([Por litro]: 40g agar tripticaseina
de soya, 25g  de sales marinas de Kent); AIM8 ([Por litro]: 10g peptona
bacterioldgica, 5g extracto levadura, 16g agar bacteriolégico, 25¢g sales marinas de
Kent); AIM9 ([Por litro]: 100 ml dcidos hiimicos, 0.02 g CaCO3, 0.5 g Na2HPO4,
0.5 g MgS0O4, 1.7 g KCI, 0.01 g FeSO4, 0.5 mg Vitamina B12, 18g agar
bacterioldgico, 25g de sales marinas de Kent) adicionados con 100 ul/ml de acido
nalidixico para inhibir el crecimiento de bacterias Gram negativas y 50 ul/ml de
Nistatina como antifiingico. Los medios fueron inoculados con 200ul de muestra
previamente homogenizada y esparcidas sobre la superficie de los medios de cultivo

utilizando perlas de vidrio estériles. Se incubaron por hasta 21 dias a 27 °C.

Para la segunda etapa de aislamiento correspondiente al periodo (2015-2016) se
colect6 agua/ sedimento en los puntos de muestreo definidos en la primera etapa del
aislamiento y se les realiz6 pretratamientos a las muestras: fenol al 1.5% , tetraciclina
50 pg/ml, 85 °C por 30 minutos (Jiang, Li et al. 2016), sonicacién por 10 minutos
(Jiang, Cao et al. 2010), ampicilina 50 pg/ml, 85 °C por 30 minutos + tetraciclina
50 pg/ml, fenol al 1.5% + ampicilina 50 pg/ml, gentamicina 50 pg/ml, kanamicina

50 pg/ml, tetraciclina 50 pg/ml + sonicacién por 10 minutos con la finalidad de
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realizar el enriquecimiento y dirigir el aislamiento de actinobacterias de géneros

“Raros” o poco aislados.

6.4. Aislamiento Secundario de actinobacterias

Para el aislamiento secundario, se seleccionaron las colonias que por las
caracteristicas registradas en la literatura mostraron evidencia de pertenecer a la
familia de las actinobacterias, las cuales fueron asiladas y sembradas por estria

cruzada para generar cultivos axénicos

6.5. Identificacién de las actinobacterias aisladas

6.5.1. Identificacion microscopica

Se realizaron preparaciones en fresco y tinciones de Gram a los cultivos axénicos,
todos los cultivos que presentaron filamentos, principal caracteristica morfoldgica de
los actinomicetos o aquellos que resultaron Gram positivos fueron criopreservados a
temperaturas de -20 en glicerol estéril a una concentracién del 50% (Shepherd,

Kharel et al. 2010) , adicionalmente se hizo un respaldo a -80°Cy  -150°C.

6.5.2. Identificacion Molecular

Para confirmar la identidad de los aislados a nivel taxonémico de género, se realizd
la extraccion de ADN gendmico, partiendo de cultivos en sélido a punto de esporular,
utilizando el método de fenol-cloroformo (Cheng and Jiang 2006) con las siguientes
modificaciones: La pastilla celular de cada uno de los aislados fue lavada con
sacarosa al 10% en dos ocasiones con la finalidad de crear un shock osmético y hacer
mds sensible la pared celular de las actinobacterias a la lisis celular (Nikodinovic,

Barrow et al. 2003), posterior al lavado, la pastilla celular se resuspendi6 en el
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siguiente buffer de lisis QTP [ Por litro ( 40ml Triton X-100, 100ml SDS al 20%, 20
ml NaCl 5M, 10 ml Tris 2M pH 8, 7ml EDTA 500Mm pHS, aforado a 11 con agua
Mili Q), en un agitador orbital con temperatura para microtubos de 2ml marca

(Eppendorf Thermomixer R) en agitacion a 65°C por 20 minutos.

La concentracion del ADN obtenido fue medida en un espectrofotometro (nanodrop
Thermo Scientific 2000) a una absorbancia de 260nm. Con la finalidad de confirmar
la integridad del ADN 3ul de cada muestra se tifieron Gel Red 1:10,000, para
posteriormente ser cargados en un gel de agarosa a una concentraciéon del 1%
preparada con un a soluciéon de TBE 1x ([10X litro]:108g tris base 1M, 55g acido
borico, 7.5g EDTA). Como estandar de referencia se utilizaron 2 ul de marcador de
peso molecular 1Kb Bioline, los cuales fueron corridos en una cdmara de
electroforesis durante 30 minutos a 120v. para posteriormente ser observados en un
transiluminador de luz ultravioleta (Fisher Scientific UVP MultiDoc-It™ Imaging

System modelo 97019201).

Una vez confirmada la integridad del ADN gendmico, se enviaron muestras a
Macrogen, Inc., USA para realizar la amplificacion y secuenciaciéon bidireccional
por tecnologia Sanger del gen 16S ARNr , utilizando oligonucledtidos universales
para bacterias, 27F (5-GAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’) y 1492R (5°-
TACGGYTACCTTGTTACGACTT-3’) (Farris and Olson 2007), y oligos
especificos para el Phylum Actinobacteria, S-C-Act-235-a-S-20 (5°-
CGCGGCCTATCAGCTTGTTG-3’) (Stach, Maldonado et al. 2003) y 23SR (5°-
AGGCATCCACCGTGCGCCCT-3’) (Yoon, Lee et al. 1997). La mayoria de las
corridas, se llevaron a cabo dos veces por cada lado. La calidad de los
electroferogramas resultantes fue analizada para posteriormente editar las secuencias
por rasurado y ensamblados mediante el programa CodonCode Aligner 5.1

(CodonCode Corp., Dedham, MA).
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Las secuencias consenso obtenidas se alinearon en la base de datos del centro
nacional para la informacion biotecnoldgica mediante la herramienta bioinformatica
de alineamiento de secuencias BLAST (herramienta basica de busqueda de alineacién

local) con el fin de identificar a los aislados a nivel de género.

6.6. Analisis filogenético

Para representar la diversidad de las actinobacterias que fueron aisladas de las pozas
de Cuatro Ciénegas. Se seleccionaron secuencias representativas de cada uno de los
géneros cultivados en conjunto con secuencias de actinobacterias obtenidas de la
base de datos del centro nacional de informaciéon biotecnolégica (NCBI) que
presentaron porcentajes de identidad cercanos a las aisladas del valle de Cuatro
Ciénegas, con lo que se construy6 un cladograma circular con el método Neighbor-
joining (NJ) con 1,000 réplicas mediante programa bioinformédtico MEGA versién 7

(Kumar, Stecher et al. 2016).

Las secuencias del gen 16S ARNr de los microorganismos aislados de la laguna
intermedia del sistema hidrolégico el Churince (LI) aisladas durante los periodos
2014-2015, 2015-2016, asi como los asilados el cepario del laboratorio 9 del Instituto
de Biotecnologia de la facultad de Ciencias bioldgicas de la Universidad Autonoma
de Nuevo Ledén, que después de la identificacién molecular mostraron afiliacion
filogenética con la familia Streptomycetaceae, fueron alineadas por el método de
Clustal W (Higgins 1994) con un grupo de 635 secuencias de cepas previamente
utilizadas en un andlisis filogenético de dicha familia reportado por (Labeda, Dunlap
et al. 2017) utilizando el programa de andlisis filogenético evolutivo molecular
MEGA version 7 (Kumar, Stecher et al. 2016). Después de su alineacién y rasurado
se calcul6 el modelo evolutivo por medio del programa TOPALI v2.5 (Milne, Lindner
et al. 2009). Como un drbol filogenético preliminar que nos permitiera identificar las
actinobacterias que presentaran una mayor afiliacion filogenética con las aisladas de las
pozas de Cuatro Ciénegas, se construyé un darbol filogenético de la familia

Streptomycetaceae con 1,000 réplicas.
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Las secuencias de las actinobacterias que mostraron mayor afiliacion filogenética con
las aisladas de (IL) fueron seleccionadas para realizar un segundo y tercer arbol
filogenético por los métodos Neighbor-joining (NJ) y Maximum-likelihood (ML)
Tamura Nei [ + G con el programa Mega Version 7(Kumar, Stecher et al. 2016) con

1,000 réplicas.

Finalmente, con el objetivo de generar un andlisis filogenético mas robusto y de
mayor confiabilidad que diera un mayor soporte se construyé un cuatro darbol
filogenético con un grupo de 136 secuencias (73 de referencia y 41 cepas aisladas de
IL) recortadas a un tamafio de 1,074pb por el método Bayesiano, utilizando el
programa MrBayes v3.2.5 (Ronquist, Teslenko et al. 2012) con 10,000,000
generaciones Marcov Chain Monte Carlo (MCMC), utilizando el modelo evolutivo
GTR CG obtenido a partir del programa Topali v2 (Milne, Lindner et al. 2009) con
las siguientes especificaciones: nucomodel D 4 por 4 n corridas D 2, ncadenas D 4
con una frecuencia de muestras D 100. considerando un buen soporte nodal arriba

del 95%.

6.7. Ensayos antagonismo de doble capa

Se realizaron ensayos de antagonismo mediante ensayos de doble capa en cajas de
Petri tamafio 150 x 15 mm (Luo, Wang et al. 2013) modificado, las modificaciones
consistieron en los tiempos de incubacion de las actinobacterias, en nuestro caso se
esperd un tiempo de 5-7 dias a una temperatura de 27°C hasta que mostraron
esporulacidn, se emplearon puntas amarillas de micropipeta de un volumen de 20-
200ul, para generar el bocado usando la parte posterior. Para lo cual se utilizaron
cuatro medios de cultivo disefiados en nuestro laboratorio para inducir la produccion
de metabolitos secundarios con actividad antimicrobiana: M1 ([Por litro]: 0.5 g L-
asparagina, 0.5 g K2HPO4, 0.2 g MgS04.7H20, 0.01 g FeSO4.7H20, Manitol 0.5%,
Glicerol 1%, 15 g Agar bacteriol6gico); M2 ([Por litro]: 0.5 g L-asparagina, 0.5 g
K2HPO4, 0.2 g MgS04.7H20, 0.01 g FeSO4.7H20, Manitol 0.5%, Glicerol 1%, 25
g Sales marinas de Kent, 15 g Agar bacterioldgico); M3 ([Por litro]: Peptona 0.8%,
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Almidén 1%, 15 g Agar bacterioldgico); M4 ([Por litro]: Peptona 0.8%, Almidén
1%, 25 g de sales marinas de Kent, 15 g agar bacteriol6gico). los cuales fueron
inoculados con las actinobacterias aisladas previamente sembradas en medio AIM6,
utilizando sacabocados, los cuales se posicionaron de manera radial en los cuatro
medios de cultivo anteriormente mencionados, para ser incubados durante 7 dias a 27
°C, una vez transcurrido el tiempo de incubacion se generd una doble capa con agar
Mueller-Hinton previamente inoculado con Escherichia coli O157:H7,
Staphylococcus aureus y Candida albicans NIH 3172 (ATCC® 14053™), al 1% al
0.5 en escala de McFarland, utilizando como control positivo estreptomicina a una
concentracion de 100 pg/ml y Nistatina 50 pg/ml, segtn fuese el caso, después de
haber sido incubados 24h a 37 °C, el radio de los halos resultantes fueron medidos

comparados entre los cuatro medios de cultivo utilizados y registrados.

6.8. Produccion metabolitos secundarios

Las actinobacterias que produjeron halos de inhibicién més grandes en comparacion
al control positivo y en un mayor nimero de patégenos, fueron seleccionadas y
crecidas en medio ISP4 modificado e incubadas a 27 °C fueron monitoreadas de 5-7

dias hasta que presentaran esporulacion.

Con un sacabocados estéril, se obtuvo un volumen cilindrico del crecimiento en agar
de cada una de las actinobacterias ya esporuladas, fueron inoculadas en 150 ml de
medio de cultivo utilizando para cada actinobacteria el medio de cultivo que resulto
inducir la produccién de metabolitos secundarios con mayor actividad. M1([Por
litro]: 0.5 g L-asparagina, 0.5 g K2HPO4, 0.2 g MgS04.7H20, 0.01 g FeSO4.7H20,
Manitol 0.5%, Glicerol 1%); M2 ([Por litro]: 0.5 g L-asparagina, 0.5 g K2HPO4, 0.2
g MgS04.7H20, 0.01 g FeSO4.7H20, Manitol 0.5%, Glicerol 1%, 25 g Sales
marinas; M3 ([Por litro]: Peptona 0.8%, Almidén 1%); M4 ([Por litro]: Peptona
0.8%, Almidoén 1%, 25 g de sales marinas), se incubaron durante 10 dias a una
temperatura de 27°C con una agitaciéon de 135 rmp. Después de transcurrido el

tiempo de incubacion los medios de cultivo fueron centrifugados a 2800 rpm por 25
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minutos, el sobrenadante fue decantado y mezclado en proporcién 1/1 con acetato de
etilo, se mantuvo en agitacion por 24 horas a 20°C y 150 rpm en una incubadora
Thermo Scientific Max Q 8001, se recuper6 la fase orgdnica utilizando un embudo
de separacién y se eliminaron los restos acuosos en la muestra utilizando sales de

sulfato de sodio.

La fase orgénica previamente filtrada fue concentrada utilizando un rota evaporador
Yamato mod. RE8O1 con un bafio de agua a condiciones de 20 rpm, 225 hPa de
presion y 42°C., una vez concentrado se colocé en camara de gases a temperatura

ambiente durante 15 dias para eliminar los restos del solvente por completo.

6.9. Ensayo de viabilidad celular de los extractos crudos

Los extractos crudos que se obtuvieron a partir de los aislados que produjeron
metabolitos secundarios con actividad antimicrobiana se probaron en el siguiente
panel de células de céncer: adenocarcinoma mamario MCF-7 (ATCC® HTB-22™),
adenocarcinoma de colon Caco-2 (ATCC® HTB-37™), carcinoma en pulmén NCI-
H460 (ATCC® HTB-177™), melanoma maligno SK-MEL-28 (ATCC® HTB-
72™), adenocarcinoma en ovario OVCAR-3 (ATCC® HTB-161™), leucemia
mieldgena crénica K-562 (ATCC® CCL-243™), y células normales de Fibroblastos
de piel Detroit 548 (ATCC® CCL-116) como control.

Las células de mama, colon, pulmén, melanoma, sangre y fibroblastos se cultivaron
en el medio de cultivo DMEM (medio minimo esencial de Eagle modificado con
Dulbecco) adicionado con 10% de suero fetal bovino; las células de ovario con medio
RPMI (medio del instituto Roswell Park Memorial) adicionado con 10% de suero

fetal bovino.

La citotoxicidad de los extractos se determiné mediante el ensayo de MTT (Bromuro
de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-i1)-2,5-difeniltetrazolio) cuyo fundamento se basa en la
reduccién del compuesto del MTT por las deshidrogenasas mitocondriales de las

células viables a cristales de formazan. La cantidad de los cristales es directamente
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proporcional al niimero de células vivas. (Ehrich and Sharova 2001). Para los ensayos
se prepararon diluciones de los extractos crudos pesando 10 mg y se disolvieron en
100 pl de dimetilsulféxido (DMSO), obteniendo una concentracién inicial de 1000
ug/ml. Esta solucién se tomé como concentracion inicial para generar las siguientes:

20, 200, y 400 pg/ml utilizando Buffer de fosfatos (PBS).

Para medir la viabilidad mediante el ensayo de MTT (van Meerloo, Kaspers et al.
2011) estandarizado a las condiciones del laboratorio; se crecieron las células en
medio de cultivo DMEM con 10% de suero fetal bovino a una temperatura de 37 °C
con 5% de CO., hasta que alcanzaron un minimo de 80% de confluencia. Para
deshacer la monocapa formada, se retir6 el medio y se lavé la monocapa con 2 ml de
PBS, para posteriormente agregarle 1ml de tripsina 1x marca cellgrowth. Se incubd
( SANYO MCO-19AIC CO2 ) por no més de 15 minutos a una temperatura de 37
°C con 5% de COa, se le agregaron 2ml de cultivo DMEM para inhibir la funcién
enzimatica de la tripsina, se colectd el medio con las células y se centrifugd a 900
rpm por 6 minutos a 22°C en un tubo cénico estéril de 15 ml en una centrifuga
Eppendorf modelo 5010R. Se retiré el medio de cultivo y la pastilla celular se
resuspendié en 1ml de medio DMEM. Para confirmar el buen estado de las células,
se verificO su viabilidad realizdndoles tincioén con azul tripano, mediante un conteo
celular que se realizé utilizando cdmara de neubauer y un microscopio invertido
Olympus modelo IX71. EI porcentaje de viabilidad se calcul6é con la siguiente

formula:

) R Numero de células vivas (blancas)
Porcentaje de viabilidad = - - x 100
Numero de células totales

Una vez confirmada que la viabilidad fue mayor al 90%, se calcul6 el nimero de

células por mililitro por la siguiente formula:

Numero de celulas vivas ( blancas)
4

Namero de células/ul = < ) X 2 % 10,000/1,000
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Los ensayos se realizaron por triplicado en placas estériles de 96 pozos. El nimero
de células en cada pozo dependi6 de la linea celular utilizada. Para cancer de Mama
HTB-22: 4,000 células por pozo, colon HTB-37: 2,000 células, Pulmén HTB-177:
5,000, Melanoma HTB-72: 3,500, Ovario HTB-161: 30,000, K-562: medula 6sea
20,000 y Fibroblastos 4,000 células respectivamente a una concentracién de 20, 200,

400 pg/ml.

Siguiendo el criterio establecido por el Instituto Nacional del cédncer de Estados
Unidos (NCI) que considera un extracto crudo activo a concentraciones igual o
menores a 20 ug/ml (Skehan, Storeng et al. 1990, Bolk 2003) , fueron seleccionados
aquellos extractos que se encontraron en esos rangos, para ser fraccionados por
cromatografia flash en un sistema CombiFlash Rf + Lumen (Teledyne Technologies,
Inc., Lincoln, NE, EE. UU.) Usando columnas RediSep Rf Gold Si-gel (Teledyne
Technologies, Inc.). con cloroformo grado analitico, n-hexano, metanol, acetato de
etilo, acetonitrilo de calidad HPLC y agua, los cuales fueron adquiridos en J.T. Baker
(Avantor Performance Materials, Center Valley, PA, EE. UU.), realizado en el
departamento de farmacia de la facultad de ciencias quimicas de la Universidad
Auténoma de México. Las fracciones obtenidas fueron nuevamente probadas contra
las células de cancer de Mama HTB-22, Pulmén-HTB-177, Ovario, Colon,
Melanoma, Sangre y Fibroblastos en concentraciones de 0.1, 0.5, 1.25 y 2.5 pg/ml.
Como control positivo se utilizé el farmaco doxorrubicina en concentraciones de .5,

1,2,y 5 pug/ml. (Zytokil, PISA, México)

6.10. Determinacion de la concentracion media inhibitoria (ICso)

La determinacion y estimacion de la ICso de las fracciones se realizd con los
resultados obtenidos de la lectura de la absorbancia a una longitud de onda de 570nm
con un espectrofotometro Biotek Synergy 2, de los ensayos de MTT por triplicado

utilizando diferentes concentraciones (0.065, 0.03, 0.01, 0.007 y 0.003ug/ml) ,
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mediante una regresion lineal de cuatro pardmetros con el programa GraphPad Prism

7 (Sebaugh 2011).

Los valores de ICs obtenidos de las fracciones probadas en las diferentes células por
el ensayo de MTT fueron analizadas mediante un ANOVA de una sola via seguido
por la prueba de Tukey, con un porcentaje de confiabilidad del 95%, con el programa
GraphPad Prism 7 (Rubert Nogueira-Librelotto, Mitjans et al. 2011, Sebaugh 2011),

se compard el efecto de las fracciones en cada linea celular.

6.11. Identificacion compuestos bioactivos

Las fracciones que resultaron con la ICsp menores a 20 pg/ml, fueron seleccionadas
para su identificacion, sub-fraccionado las muestras mediante cromatografia liquida
de alta resolucién (HPLC) marca Waters con una bomba cuaternaria modelo 2535,
inyector automatico 2707, con detector de matriz de fotodiodos (PDA) 2998 y un
detector evaporativo de dispersion de luz (ELSD) 2424. Para posteriormente ser
procesados por una cromatografia de liquidos de ultra rendimiento, acoplado a un
espectrometro de masas en tindem de alta resolucién con matriz de fotodiodos
(UPLC-PDA-HRMS-MS/MS) Waters modelo ACQUITY UPLC. Siguiendo el

protocolo establecido por (A. Aparicio-Cuevas, Rivero-Cruz et al. 2017)
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7. RESULTADOS

7.1. Aislamiento selectivo de Actinobacterias

Como resultado del aislamiento selectivo de actinobacterias en las pozas del valle de
Cuatro Ciénegas, se obtuvieron 268 aislados (Tabla 8, Figura 10, Anexo 1), el 55%
de los aislados fueron de la Laguna intermedia del sistema Churince. El total de las
actinobacterias después de realizar comprobacién de que se tenian cultivos puros,
fueron crio preservadas por triplicado en glicerol a una concentraciéon de 50% a

temperaturas de - 20, -80 y -150°C.

Tabla 8. Numero de aislados totales por poza en los dos periodos de aislamiento.

LUGAR DE AISLAMIENTO NUMERO DE AISLADOS
Laguna Intermedia Churince 146
Pozas Rojas 22
Poza el Mojarral 31
Poza el Anteojo 21
Pozas Azules 25
Arqueano 11
Poza la Becerra 12

Nota. El nimero de asilados en la Laguna intermedia es mayor al compararlo con el
resto de las pozas debido a que este lugar fue el que mayor nimero de puntos de
muestreos cuenta (6) y se colectaron muestras durante todo el periodo de aislamiento.
El resto de las pozas solo se colectaron muestras en dos ocasiones.
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Figura 10. Porcentaje total de aislamiento de actinobacterias por poza en los dos
periodos de aislamiento

7.2. Aislamiento de actinobacterias por medio de cultivo

En la primera etapa del aislamiento primario (periodo 2014-2015) con la finalidad de
obtener la mayor diversidad de actinobacterias posible, se varié la fuente de carbono
generando nueve medios de cultivo, en los cuales se obtuvo una diferencia notable
en cuanto al porcentaje de actinobacterias aisladas (Fig. 11), siendo el medio AIM2
cuya fuente de carbono es la harina de soya en donde se obtuvo un mayor porcentaje
de aislados ( 33%), seguido del medio AIM3 en un 25 % el cual su componente
principal es quitina coloidal. Se puede observar claramente que el medio AIM9
compuesto por dcidos himicos y vitaminas, es este uno de los medios disefiados con

menor fuente de carbono en donde se obtuvo el menor nimero de aislados.
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:

Figura 11. Aislamiento total de actinobacterias por medio de cultivo en los dos
periodos de aislamiento

En las graficas (Figuras 12-18) se puede observar el porcentaje de asilados por medio
de cultivo utilizado en cada una de las pozas donde se realiz6 el muestreo, se puede
ver claramente que la laguna intermedia es en donde hubo crecimiento en ocho de los
nueve medios de cultivo utilizados. Resultando el medio AIM?2 en la mayoria de las
pozas el que presento mayor porcentaje de aislados, sin embargo, al comparar los
porcentajes de aislamiento entre las pozas muestreadas, existe variaciéon en el
porcentaje de aislamiento y los medios de cultivo, lo que nos sugiere un crecimiento
preferencial en diferentes fuentes de carbono dada por las condiciones que tiene cada

una de las pozas.

54



ATN] 504
AINMT 35%
AIN3 280y
AT 100e
AIMS T84
ATRG 404
ATMT 504
ATMS 384

I’/‘

Figura 12. Porcentajes de actinobacterias aisladas en la laguna intermedia del
sistema hidrolégico el Churince (LI) por medio de cultivo utilizados

ATRAT 36%
AIR3 9%
AThS 904
ATMS 2304
AILDG 2%
ATRS 1494

Figura 13. Porcentajes de actinobacterias aisladas de Pozas Rojas por medio de
cultivo utilizados.
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AIND 26%
AILED 1904
ALY 1904
AIMS 13%
ATNIG 20%%
ATAT 380

Figura 14. Porcentajes de actinobacterias aisladas de la poza el Mojarral por medio

de cultivo utilizados.

= AIRT 43%%
== ATRE 2900
= ATRS 14%

ATRT 14%%

Figura 15. Porcentajes de actinobacterias aisladas de poza el Anteojo por medio de

cultivo utilizados.
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AIND 484
AT 2803
AINY 28%
AINS 404
A6 3600

Figura 16. Porcentajes de actinobacterias aisladas de Pozas Azules por medio de
cultivo utilizados.

ATNS 2 18%%
ATAA3 Ré%%
AINGS 159%%
ATRG 2T%

Figura 17. Porcentajes de actinobacterias aisladas del Arqueano por medio de
cultivo utilizados.

57



o ATRAD 3004
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Figura 18. Porcentajes de actinobacterias aisladas de Poza Becerra por medio de
cultivo utilizados.

7.3. Aislamiento por punto de muestreo en la laguna intermedia sistema
hidrologico Churince

Para la laguna intermedia del sistema hidrolégico Churince se utilizaron seis puntos
de muestreo (Tabla 7). Podemos observar en la Fig. 19 que los puntos A 'y C son en
los que se obtuvo un mayor nimero de aislamientos, siendo el punto F el que presenta

un porcentaje considerablemente menor.

AN
— Bll%w
C13%
— D12%

El6%
— F43%

Figura 19. Porcentajes de actinobacterias aisladas por punto de muestreo en la
laguna intermedia del sistema hidrolégico el Churince (LI).
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Para la segunda etapa de aislamiento (2015-2016) se le realizo a las muestras diez
pretratamientos fisicos y quimicos con la finalidad de enriquecer el aislamiento de
géneros de actinobacterias “raros”. En la figura 20 podemos observar que el
pretratamiento en el cual se presenté un mayor porcentaje de crecimiento fue el H
(Sonicacién 10 minutos), siendo los pretratamientos E y J los que inhibieron en una
mayor proporcion el crecimiento. Cifras que se pueden observar a més detalle en la

tabla 9 y 10.

PiA g
B 15%
PiC 1%
PD 3ty
PE T4
PiF 4%
Pt 1%
PiH 554
Pl 4%

_—

%

Figura 20. Porcentajes de actinobacterias aisladas utilizando pretratamientos (Pt): A)
Fenol 1.5%, B) tetraciclina 50 pg/ml, C) 85 °C por 30 minutos, D) gentamicina 50
pug/ml E) ampicilina 50 ug/ml, F) 85°C por 30 minutos + tetraciclina 50 pg/ml, G)
fenol al 1.5% + ampicilina 50 ug/ml, H) sonicacién por 10 minutos, I) kanamicina
50 pg/ml, J) tetraciclina 50 pg/ml + sonicacién por 10 minutos durante el periodo
2015-2016.
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Tabla 9. Numero de actinobacterias aisladas por pretratamientos por poza. A) Fenol
1.5%, B) tetraciclina 50 pg/ml, C) 85 °C por 30 minutos, D) sonicacién por 10
minutos, E) ampicilina 50 pg/ml, F) 85°C por 30 minutos + tetraciclina 50 pg/ml,
G) fenol al 1.5% + ampicilina 50ug/ml, H) gentamicina 50 pg/ml I) Kanamicina 50

pg/ml, J) tetraciclina 50 pg/ml + sonicacién por 10 minutos.

NOMBRE DE LA POZA PRETRATAMIENTOS
A B C/ D E F|G H|I|]J
Laguna intermedia Churince | 3 13/ 2 | 0 0[O0 |0 48]0 |0
Pozas Rojas Oo/o0 /00|00 O 100
Poza El Mojarral Oo/o0/0,0/0]O0O O/ 100
Pozas Azules 512014 3 1,630
El Arqueano 110 2310110

Tabla 10. Resultados del aislamiento de actinobacterias con el uso de pretratamientos

por poza y por medio de cultivo utilizados.

POZA PRETRATAMIENTO AISLADO MEDIO DE
CULTIVO
LI C 641 AIM9
LI A 685 AIM2
LI A 695 AIM3
LI B 604 AIMS
LI B 608 AIMS
LI B 610 AIM3
LI B 614 AIM3
LI B 618 AIM3
LI B 620 AIM3
LI B 626 AIM3
LI B 647 AIMS
LI B 656 AIMS
LI B 658 AIMS
LI B 659 AIM3
LI B 673 AIM3
LI B 676 AIMS
LI C 655 AIM6
LI C 696 AIM9
LI H 602 AIM6
LI H 603 AIM6
LI H 605 AIM2
LI H 606 AIMS
LI H 607 AIM3
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POZA PRETRATAMIENTO AISLADO MEDIO DE
CULTIVO
LI H 612 AIM3
LI H 613 AIM3
LI H 615 AIMS
LI H 617 AIM3
LI H 619 AIM3
LI H 621 AIM3
LI H 622 AIM2
LI H 624 AIM3
LI H 627 AIM2
LI H 628 AIM3
LI H 630 AIM3
LI H 634 AIM2
LI H 636 AIM3
LI H 645 AIM2
LI H 646 AIM2
LI H 648 AIM3
LI H 649 AIM3
LI H 653 AIM3
LI H 654 AIM3
LI H 657 AIMS
LI H 660 AIM2
LI H 661 AIM2
LI H 662 AIM2
LI H 663 AIM2
LI H 664 AIM2
LI H 665 AIM3
LI H 666 AIM2
LI H 667 AIM6
LI H 669 AIM6
LI H 671 AIM3
LI H 672 AIMS
LI H 677 AIM9
LI H 678 AIMS
LI H 688 AIM2
LI H 689 AIM6
LI H 691 AIMS
LI H 698 AIM3
LI H 699 AIM6
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POZA PRETRATAMIENTO AISLADO MEDIO DE
CULTIVO
LI H 700 AIM3
LI H 701 AIMO
LI H 702 AIMS5
LI H 704 AIM6
LI H 690 AIM6
PR H 660 AIM2
MJ H 707 AIM3
PA A 631 AIM6
PA A 632 AIM4
PA A 638 AIM4
PA A 651 AIM4
PA A 705 AIM2
PA B 674 AIM6
PA B 679 AIM6
PA D 684 AIM3
PA E 640 AIM4
PA E 650 AIM4
PA E 630 AIM3
PA E 694 AIM4
PA F 670 AIM6
PA F 703 AIM6
PA F 706 AIM6
PA G 633 AIM4
PA H 609 AIM3
PA H 611 AIM3
PA H 616 AIM3
PA H 635 AIM3
PA H 675 AIM3
PA H 683 AIM6
PA I 637 AIM4
PA I 668 AIM6
PA I 697 AIM6
PAQ A 623 AIM2
PAQ B 687 AIM3
PAQ D 625 AIM3
PAQ D 629 AIM3
PAQ E 639 AIM4
PAQ E 652 AIM3
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POZA PRETRATAMIENTO AISLADO MEDIO DE

CULTIVO
PAQ E 682 AIM3
PAQ F 681 AIM6
PAQ H 693 AIM6
PAQ I 629 AIM6

7.4. Identificacion molecular de los aislados

Noventa y cinco aislados fueron secuenciados exitosamente de forma bidireccional
utilizando los oligonucledtidos universales para bacterias (27F y 1492 R) y los
especificos para el Phylum Actinobacteria (S-C-Act-235-a-S-20 y 23SR).
Lograndose identificar diez géneros diferentes, con porcentajes de identidad que
rondan del 98-100%, los cuales en su mayoria tienen afiliacién a actinobacterias de

origen marino. (Anexo 2).

El 78% de las actinobacterias secuenciadas fueron aisladas de la laguna intermedia
del sistema hidrolégico Churince, siendo Poza azul y el Arqueano de las cuales se

secuencié el menor porcentaje de actinobacterias (Figura 21).

N

AN

LI T8%
PR 3%
PALlW
MT5 by

PAQ L %
AN T

Figura 21. Porcentaje de las actinobacterias aisladas que fueron secuenciadas por
poza en los dos periodos de aislamiento.
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En cuanto a la diversidad de actinobacterias aisladas que fueron secuenciadas por

poza, se obtuvieron 10 géneros diferentes que corresponden a Streptomyces,

Nocardiopsis,  Blastococcus,

Microbacterium,

Micrococcus,

Glycomyces,

Verrucosispora, Arthrobacter, Kocuria, Modestobacter. En figura 22 y las tabla 11

se puede observar claramente que el género Streptomyces fue el mas abundante y el

unico que se aislo en todas las pozas.

\

Lrrepromyces 71 %
Nocardiopsis 18%
Blastecoceus 1%
Microbacrerinm 1%
Microceccns 1%
Glvcomyees 3%
Verrucosispora 1%
Arthrobacter 1%
Kocuria 1%
Modestabacrer 1%

Figura 22. Porcentajes del total de géneros aislados en las pozas.

Tabla 11. Numero de actinobacterias aisladas por género en cada una de las pozas.

LI AN MJ PAQ PR PA

Streptomyces 52 6 3 2 2 2
Glycomyces 1 1 1 - - -
Nocardiopisis 14 2 - - 2 -
Modestobacter - - 1 . - -
Arthrobacter 1 - - - - -
Kocuria 1 - - - - -
Microbacterium 1 - - - - -
Micrococcus 1 - - - - -
Blastococcus 1 - - - - -
Verrucosispora 1 - - - - -
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Particularmente para la LI se analiz6 la diversidad global de las cepas, el género
Streptomyces fue el mds abundante (73%), fue el unico género que se aisl6 de los 6
puntos de muestreo y se cultivé en 7 de los nueve medios de cultivo (Figura 23).

‘\.\\\\

Puntos de muestreo

N 2 Y 0 L\ b\l L\
Numero de actinobacterias aisladas Actinobacterias aisladas
- Streptomyces 73% - Nocardiopsis 19% - Glycomyces 1% - Verrucosisporaja;
(00 Arthrobacter 125 ([ Kocuria 125 0 miicrobacterium 12 () Blast 1% Micrococcus 2%

Figura 23. A) Diversidad de los géneros aislados en la LI, B) Grafica de barras que
presenta la diversidad aislada por punto de muestreo. C) Grafica que muestra la
diversidad aislada por medio de cultivo.

7.5. Analisis filogenético del total de las actinobacterias asiladas.

Con la finalidad de presentar la diversidad total de las actinobacterias aisladas se
realizé una cladograma circular por el método de Neighbor-joining (NJ) con
secuencias representativas de cada género aislado aunadas a las secuencias con las

que presentaron mayor afinidad filogenética en la base de datos del NCBI (Figura

24)
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Figura 24. Cladograma circular por el método de Neighbor-joining (NJ), representando
la diversidad de los géneros aislados de las pozas de Cuatro Ciénegas.
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7.6. Analisis filogenético de los géneros de Streptomyces asilados de la laguna
intermedia del sistema hidrolégico el Churince

Debido a que el género Streptomyces fue el mas abundante en la laguna intermedia
del sistema hidrolégico el Churince, se utilizaron las actinobacterias aisladas
pertenecientes a este género que se obtuvieron en muestreos durante el periodo 2012-
2013 y 2014-2016 para realizar un arbol filogenético de la familia Streptomycetaceae,
utilizando el gen del 16S ARNTr con el método de Neighbor-joining (NJ), con un set
de datos de 635 secuencias, el cual podemos observar en los archivos suplementarios
de (Arocha-Garza, Canales-Del Castillo et al. 2017) con la finalidad de confirmar la
relacion filogenética. Posteriormente se seleccionaron las especies de Streptomyces
mas cercanas a los aislados de Cuatro Ciénegas y se realizé un segundo arbol
filogenético con el método maximum likelihood (ML) con 1,000 réplicas, y un
tercero con el método Bayesiano con 10,000 generaciones. Finalmente se comparé y
se dio més confiabilidad a los clados (Figura 25), observando claramente como las
secuencias de Streptomyces aisladas de LI, forman seis clados monofiléticos y siete

clados con un solo miembro.

67



——— Streptacidiphilus oryzae
/ s ;

J
A _‘_r‘-l_ Streptacidiphiius rugosus
Streptacidiphilus albus
. --Kitasatospora kazusensis

Kitasatospora nligatensis
Kitasatospora paranensis
Kitasatospora atroaurantiaca
Kitasatospora terrestris
Kitasatospora sampliensis
Streptomyces fildesensis

P griseor:
Streptomyces indicus
Streptomyces pactum
Streptomyces kasugaensis
ST_612_D

ST_605_D

ST_e28_A

ST_671_D

P v
Streptomyces luteosporeus
Streptomyces orinoci
Streptomyces griseocarneus

sST_197_C [l
Streptomyces phaeofaciens
Streptomyces sundarbansensis
Streptomyces bacillaris
Streptomyces griseobrunneus
Streptomyces puniceus
Streptomyces californicus
ST_160_C
ST_163_C
ST_194_cC
ST_506_D
ST_195_C
Streptomyces anulatus
Streptomyces griseus_subsp._gr
Streptomyces flavdfuscus
Streptomyces argenteolus
ST_201_A
ST_193_B I
Streptomyces filamentosus
ST_47_A
Streptomyces nashvillensis
Streptomyces exfoliatus
ST_604_D
Streptomyces globosus
Streptomyces toxytricini

iy —

——— Streptomyces sponglae
B Streptomyces platensis
ST_30_¢
T_577_C
ST_169_F
ST_610_A
ST_eas_c
ST_676_A
ST_617_D
ST_619_D
ST_665_C
ST_565_A I
n ST_207_C

- 24 e 2
Streptomyces coeruleoprunus
Streptomyces fradiae

b

Streptomyces thermolilacinus
Streptomyces sulfonofaciens
Streptomyces deserti
Streptomyces bullii

Streptomyces hebeiensis
_|—_|_— P i
ST_627_E

ST_186_F
sST_123_C
Streptomyces olivaceus
ST_209_E
ST_403_D
ST_409_C

Streptomyces alboflavus
Streptomyces variegatus
ST_699_E
Streptomyces anthocyanicus
Streptomyces coelescens
Streptomyces odorifer
Streptomyces felleus
Streptomyces albidoflavus
Streptomyces coelicolor

B ST_407_F
ST_53_A

ST_26_A niv
Streptomyces mutabilis
ST_580_B

Streptomyces vinaceusdrappus
Streptomyces rochei

ST_602_E v
Streptomyces plicatus
Streptomyces viridosporus

P /P

P P
ST_649_E
ST_698_E
Streptomyces xinghalensis

Streptomyces tateyamensis
Streptomyces yanglinensis
Streptomyces antioxidans
Streptomyces marinus
Streptomyces haliclonae s
ST_695_C LA
Streptomyces nanshensis

P P 2N
Streptomyces artemisiae
Streptomyces iconiensis
Streptomyces hoynatensis
Streptomyces atacamensis
Streptomyces glaucosporus
Streptomyces megasporus
ST_S500_A nvii
Streptomyces smyrnaeus
Streptomyces cacaoi_subsp._cac
Streptomyces almquistii
Streptomyces rangoonensis
Streptomyces flocculus

us

0.0

68



Figura 25. Arbol filogenético del género Streptomyces basado en el gen 16S ARNr
(1,074pb) de las secuencias aisladas de LI ademds de las especies mds cercanas. Los
valores de los soportes del drbol para maximum likelihood (ML) en el rango de 0.7-1
fueron marcados con circulos negros. El soporte de los nodos para el andlisis Bayesiano
en los rangos de 0.95-1 fueron marcados con tridngulos rojos y para Neighbor-joining
(NJ) en rangos de 0.6-1 en cuadrados azules.

Las Streptomyces que conformaron los clados unicos de IL fueron comparadas
morfolégicamente para confirmar que se tratan de especies diferentes, lo que

podemos observar en la figura 26.

i ii iv v vi vii Clado I

ST 197 ST 30 ST 26 ST 602 ST 695 ST 500 ST 160 ST 163 ST 194 ST 506

Clado 11 Clado I1I Clado IV
ST 201 ST 193 ST 612 ST 628 ST 577 ST ST 648 ST 617 ST 665

Clado V CladoVl
ST 565 ST 207 ST 186 ST 123 ST 209

Figura 26. Diversidad morfoldgica de los aislados que se agrupan dentro de los
clados tnicos y clados monofiléticos en la Filogenia de Streptomyces (Figura 25).
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7.7. Ensayos de antagonismo

Ciento treinta y seis actinomicetos fueron probados en ensayo de doble capa contra
E. coliol57H:7, C. albicans, S. aureus, cuyos resultados de medicién en centimetros
de radio, se pueden observar en la Tabla anexo 3. De estos aislados,
aproximadamente el 50% de las actinobacterias presentaron actividad inhibitoria para
uno o mds de los patégenos. En el diagrama de Venn de la figura 27 se presenta de
forma resumida el nimero de actinobacterias con actividad antagénica en uno o mas
patégenos. Un ejemplo de los resultados del ensayo de doble capa en cada uno de los

patégenos es mostrado en la Figura 28.

Candida albioan:
ATCC 14053

Figura 27. Diagrama de Venn que muestra los resultados de antagonismo de las
actinobacterias probadas contra E. coli 0157H:7, C. albicans y S. aureus.
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Figura 28. Ejemplo de ensayo de doble capa para identificar antagonismo de las
actinobacterias A) E. coli 0l157H:7, B) C. albicans, C) S. aureus. Se utilizd
estreptomicina (St) y Nistatina (Nis) como control positivo.

7.8. Ensayos de citotoxicidad

Quince actinobacterias fueron seleccionadas para la produccién de metabolitos
secundarios en liquido, basdndonos en los resultados de los halos de inhibicién en los
ensayos de doble capa contra uno o mds patégenos, ademds de la presencia de
pigmento en su crecimiento. Las actinobacterias fueron inoculadas para su
crecimiento en el medio de cultivo en el cual en el ensayo de doble capa presentaron

un mayor halo de inhibicion.

Los extractos crudos que se obtuvieron utilizando acetato de etilo como solvente
orgdnico, fueron diluidos en buffer de fosfatos al 1x a las siguientes concentraciones:
20, 200, y 400 ng/ml y probados contra células de cancer de Colon HTB-38 y Mama

HTB-81. Los resultados pueden ser observados en la tabla 12.
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Tabla 12. Resultados de la ICso aproximada en pg/ml del escrutinio preliminar de
diez extractos crudos obtenidos de las actinobacterias que produjeron halos de
inhibicién en el ensayo de doble capa.

CEPA No COLON HTB-38 MAMA HTB-22
106 125 120
193 95 110
194 100 150
403 250 200
408 240 200
410 120 140
514 400 250
515 650 400
518 200 175
567 220 110

Debido a que ninguno de los diez extractos probados redujo la viabilidad celular en
un 50% al cancer de colon HTB-81 y mama HTB-22 a una concentracién menor o
igual a 20ug/ ml, que es considerada por el NCI como extracto activo, se
seleccionaron 2 extractos provenientes de dos cepas de Streptomyces (PR33 Y PR35)
previamente probados y reportados por (Reséndez 2017, Vilchis-Marquez 2017) con
una ICso en céncer de pulmon < a 6pg/ml y en mama < 20 ug/ml, para fraccionarlos
por cromatografia flash y probarlos en un panel mas amplio de células de cancer:
colon CACO, HTB-37, Melanoma HTB-72, Mama HTB -22, Pulmén HTB-177,
Leucemia K-562 CCL-243, Ovario HTB-161, Fibroblastos control.

Como resultado del fraccionamiento por cromatografia flash, se obtuvieron ocho
fracciones, las cuales fueron probadas en las lineas celulares de cincer de mama y
pulmén.  Unicamente 2 fracciones de cada extracto pertenecientes a las
actinobacterias PR 33 Y PR 35 presentaron actividad menor a 20 pg/ml. Las dos
fracciones activas pertenecientes a cada extracto fueron seleccionados para
determinar ICsp en un mayor nimero de células tumorales, cuyos resultados se

muestran en latabla 13 y 14.
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Tabla 13. Resultados de ICsoen pg/ml de las fracciones obtenidas del extracto de
acetato de etilo en lineas tumorales, utilizando células de fibroblastos como control.

LINEA PR33-F6 PR33-F7 PR35-F5 PR35-F6 Doxo
HTB- 0.201 0.045 0.069 0.026 0.924
72 +0.018* +0.0064 +0.0064 +0.0054 +0.140"
HTB- 0.034 0.087 0.013 0.062 0.757
37 +0.003* +0.0074 +0.0014 +0.0054 +0.0525
HTB- 0.023 0.005 0.034 0.010 0.669
22 +0.0034 +0.0014 +0.0054 +0.0074 +0.1638
HTB- 0.405 0.586 0.263 0.245 0.827 +
177 +0.0124 +0.0814 +0.0434 +0.0334 0.241B
K-562 0.019 0.007 0.013 0.003 3.253
+0.0024 +0.0024 +0.0014 +0.0014 +0.350"8
HTB- - - - - 225.6
161 +18.33
FB - - - - 1.208
+0.289

Letras diferentes representan diferencias estadisticamente significativas
determinadas por ANOVA de una via (p < 0.05, seguida por la prueba de Tukey.
(Doxo: doxorrubicina, F: fraccién, FB: fibroblastos)

Debido a que las concentraciones a las que fueron preparadas las fracciones no
cruzaron el limite en la concentracidn inhibitoria 50, en células de cancer de Ovario
y fibroblastos y el stock original se agotd, se realiz6 una estimacién mediante el
programa estadistico GraphPad Prism 7, mediante una regresion no lineal de cuatro

parametros , la cual se puede observar en la tabla 14.

Tabla 14. Resultados de la estimacién de IC50 en pug/ml de las fracciones obtenidas
del extracto de acetato de etilo en la linea celular de cdncer de Ovario (HTB-161) y
Fibroblastos

LINEA PR33-F6 PR33-F7 PR35-F5 PR35-F6
HTB-161 4.553 2.221 5.491 2.457
FB 13.36 1954 250.5 125.1

F: fraccién
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La identificacion de los compuestos activos presentes en las fracciones (PR33 F6, PR
33 F7, PR35 F5 y PR35 F6) se llevo a cabo utilizando cromatografia liquida de alta
resolucion (HPLC) y posteriormente cromatografia de liquidos de ultra rendimiento,
acoplado a masas UPLC-PDA-HRMS-MS/MS, dando como resultado la
identificacion de una mezcla de compuestos activos pertenecientes a la familia de las

Actinomicinas, los resultados mas detallados se muestran en la tabla 14. (anexo 4).

Tabla 15. Resultado de la identificacion de los componentes de las fracciones
PR33-F6, PR 33-F7, PR35-F5 y PR35-F6

FRACCION COMPUESTOS
PR33-F6 Actinomicina D
Actinomicina X2
PR33-F7 Actinomicina D

Actinomicina X2
Actinomicina X0b

PR35-F5 Actinomicina D
Actinomicina X2
PR35-F6 Actinomicina D

Actinomicina X2
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8. DISCUSION

8.1. Aislamiento y analisis de diversidad de actinobacterias.

Nueve medios de cultivo selectivos para actinobacterias fueron disefiados con
variaciones principales en su fuente de carbono y nitrégeno, con la finalidad de lograr
la mayor cantidad de aislados en las diferentes pozas donde se realiz6 muestreo,
durante los dos periodos de colecta (2014-2015 y 2015-2016), en el primer periodo
de aislamiento (2014-2015) se obtuvieron mds de 250 asilados presuntamente
pertenecientes al Phylum de las actinobacterias, 165 de ellas, fueron seleccionadas
para su preservacion, después del escrutinio realizado con base en la tincion de Gram,
(se seleccionaron todos aquellos microrganismos que resultaron Gram-positivos y no

presentaron formacién de endosporas).

Para la segunda etapa de aislamiento (2015-2016) se utilizaron los mismos medios
de cultivo, pero en esta ocasion se afiadieron pretratamientos para hacer ain mas
selectivo el aislamiento dirigido a actinobacterias “raras”, de este aislamiento después
de realizar el escrutinio se obtuvieron 103 presuntas actinobacterias. Resultando en
un total de 268 actinobacterias morfolégicamente diversas. De las cuales el 55 %
fueron aisladas de la laguna intermedia del sistema hidrolégico el Churince (Figura
10), esto debido a que el nimero de esfuerzos de muestreo fue mayor en este sitio
que en las otras pozas (> 6 muestreos vs 2 en el resto), ademds de que en esta laguna
se colectaron muestras en seis puntos, a diferencia del resto de las pozas los cuales
solo se colecto de un solo punto de muestreo. Sin embargo, es posible también que el
sistema Churince fuese particularmente diverso, como lo indican los metagenomas
comparados de este sitio (De Anda, Zapata-Pefiasco et al. 2018) con los de pozas
rojas y pozas azules (Bonilla-Rosso, Peimbert et al. 2012, Peimbert, Alcaraz et al.
2012), asi como el estudio de diversidad del sistema Churince (Souza, Eguiarte et al.

2018).

Al analizar el numero de aislados por medio de cultivo, no se observa una correlacion

en el nimero de asilados con el tipo de medio de cultivo utilizado en el total de las
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pozas, si bien en la mayoria de las pozas (LI, PR, MJ, AN) el medio AIM2 fue en el
que se obtuvo el mayor nimero de asilados se observa una variacién en el resto de
ellas, donde en Poza azul el medio de cultivo més exitoso en el aislamiento fue el
AIMS6, en Arqueano y Poza Becerra el AIM3, esto sin duda se debe a la adaptacion
que tienen los microrganismos a las condiciones limnolégicas que tiene cada una de
las pozas, pues como ha sido ampliamente descrito en los dltimos 18 afios cada
sistema acudtico de CC posee caracteristicas muy distintas que han sido ampliamente
correlacionadas con la especiacion y niveles de endemismo que poseen (Souza,

Eguiarte et al. 2008, Pajares, Bonilla-Rosso et al. 2012).

Un punto de interés a resaltar es la gran morfodiversidad de Actinobacterias
encontrada en un sitio como Churince, ya reportado pobre en fésforo y nitrogeno, y
en general, materia orgdnica (Figura 26). Solamente dentro de los linajes de
Streptomyces que sugieren endemismo (figura 25), en el que los aislados mads
cercanos podrian sugerir cercania o relacion fenotipica, la diversidad morfolégica
micro y macroscopica, resalta incluso dentro de los individuos que se agrupan en un
mismo clado monofilético. Estos resultados de gran diversidad cultivable de
actinobacterias, son comparables con esfuerzos de aislamiento de éste Phylum pero
de otras regiones que si son ricas en nutrientes como sedimentos marinos (Prieto-
Davo, Villarreal-Gomez et al. 2013, Yuan, Yu et al. 2014, Claverias, Undabarrena et
al. 2015, Kuang, Li et al. 2015, Chen, Zhang et al. 2016, Mahmoud and Kalendar
2016, Undabarrena, Beltrametti et al. 2016, Alapati and Savithri 2017, Dhakal,
Pokhrel et al. 2017, Hassan and Lateef Shaikh 2017, Ng and Yuan Annie Tan 2018,
Rajagopal and Kannan 2018). Y, sobre todo, es pertinente resaltar que la
morfodiversidad de actinobacterias aisladas en este trabajo es mucho mayor que la
recuperada en sitios extremos por sus condiciones abidticas (Okoro, Brown et al.
2009, Liu, Salam et al. 2016, Castro, Nouioui et al. 2018, Goodfellow, Nouioui et al.
2018) o por baja cantidad de nutrientes (Coombs and Franco 2003, Trujillo, Riesco
et al. 2015, Jiang, Tuo et al. 2018).

En cuanto a los microrganismos cultivados por punto de muestreo en IL, el mayor

numero de aislados se obtuvo de los puntos A 'y C con un 23% seguido de manera

76



muy cercana con el 22 % por el punto D. Las diferencias que se presentan en el
aislamiento en los 6 puntos (Figura 19) posiblemente fue ocasionada debido a las
fluctuaciones en la cantidad de agua que tuvo la laguna durante los periodos de
muestreo, los puntos A y C fueron los que durante los dos periodos de muestreo en
la mayoria de las ocasiones tuvieron agua o mas humedad a diferencia del resto. Es
posible plantear que, con esos cambios de humedad, se gener6 un gradiente de sales
cambiando considerablemente el pH, ocasionando una variacion en la poblacién de
actinobacterias, las cuales se sabe que son sensibles a la perturbacién del ecosistema

(Pajares, Eguiarte et al. 2013, Pajares, Souza et al. 2015).

Para la segunda etapa de aislamiento, el 55% de las actinobacterias morfol6gicamente
distintas se obtuvieron con el pretratamiento H (Figura 20, Tabla 9 y 10), este
resultado puede ocasionar varios supuestos, si solo se analizan los nimeros, podria
indicarnos que la sonicacién es menos selectiva para el cultivo de actinobacterias
“raras”, si bien el numero de morfologias coloniales fue variable, estas fueron
detectadas anteriormente en medios de cultivo sin pretratamientos. La ocurrencia en
el aislamiento de actinobacterias “ raras “ en la mayoria de las ocasiones es menor
al 5% al compararla con el género Streptomyces (Bredholt, A Galatenko et al. 2007,
Tiwari and K Gupta 2011),

Por otra parte, el tratamiento que generé una mayor astringencia en el nimero de
aislados fue el PtG ( fenol 1.5% + ampicilina 50 pg/ml), dandonos indicios que
probablemente las actinobacterias que resistieron a este pretratamiento quimico
pudiesen pertenecer al género Micromonospora o Microbispora , reconocida por
soportar esas concentraciones de fenol (Hayakawa, Sadakata et al. 1991, Istianto,
Setyo Adji Koesoemowidodo et al. 2012) y producir antibidticos del tipo B-
lactamicos (Noor Hidayati, Lestari et al. 2013) por lo cual tengan probablemente una
resistencia natural ese tipo de antibidticos. Sin embargo, es fundamental secuenciar

a los aislados obtenidos mediante este medio para confirmar lo antes mencionado.

Como resultado de la identificaciéon molecular, inicamente se lograron secuenciar de
manera exitosa de forma bidireccional por medio del gen 16S ARNr , 95

actinobacterias, esto debido la dificultad que genera el alto contenido de G + C en
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su genoma al momento de la secuenciacién (Kieleczawa 2006), de las cuales el 78
% de las secuencias pertenecen a la Laguna intermedia. Aunque el nimero de
secuencias obtenidas es baja en comparacién con el nimero de actinobacterias
asiladas, fuimos capaces de identificar, nueve géneros pertenecientes al orden de los
Actinomycetales (Streptomyces, Nocardiopsis, Blastococcus, Microbacterium,
Micrococcus, Glycomyces, Verrucosispora, Arthrobacter, Kocuria,) y uno al orden
de Geodermdfilos (Modestobacter); nueve de los diez géneros de actinobacterias
cultivadas en este estudio hasta este momento, fueron obtenidas de la Laguna
intermedia del sistema hidrolégico el Churince, lo cual no nos toma por sorpresa,
dado que en estudios realizaos con tags del gen 16S ARNr por Illumina (Souza,
Eguiarte et al. 2018)se observo que las actinobacterias son el linaje mdés abundante
en el agua de LI con presencia notable de los géneros Streptomyces, Yaniella,
Arthrobacter, Trueperella, asi como actinobacterias no cultivables estrechamente
relacionadas con  PeM15 de origen marino, el cual es muy sensible al
enriquecimiento por nutrientes (comunicacion personal con Valeria Souza), 1o que
nos demuestra una vez mas, la extensa diversidad de actinobacterias * raras” que
pueden ser cultivados en las pozas de CC (Figura 24) comparable aislamientos
realizados en ambientes marinos (Cumsille, Undabarrena et al. 2017, Kannan,

Sivaperumal et al. 2018), figura 22 y tabla 11.

El 71% de las actinobacterias que fueron secuenciadas en el total de las pozas donde
se colectaron muestras, pertenecen al género Streptomyces ( Figura 22 , Tabla 11),
dando por sentado la ubicuidad del género, el cual ha sido aislado en suelo hasta
ambientes extremos como ventas hidrotermales, desiertos, entre otros (Santhanam,

Rong et al. 2013, Shi, Pan et al. 2017).

En la Laguna intermedia (LI), fue sin duda el género mds abundante (73%) y el tinico
que se aisl6 en los 6 puntos de muestreo, fue posible aislarlo en 6 de los 7 medios de
cultivo utilizados en esa poza. (Figura 23). Al comparar nuestro aislamiento, con un
estudio realizado en el LI en el afio 2010, el cual se basdé en bacterias
termorresistentes cultivadas en agar marino, se puede observar Unicamente el

aislamiento de miembros del suborden de las Micrococcineae y la “gran ausencia”
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de Streptomyces, esto debido a que las esporas de este género no resisten altas
temperaturas (S.D. Taptykova 1969, Cerritos, Eguiarte et al. 2011). Resalta también
que en el medio de cultivo AIM9 (4cidos himicos), no se aisl ninguna colonia con
morfologias caracteristicas del género Streptomyces, lo que nos podria indicar que
podria ser utilizado para el aislamiento dirigido a actinobacterias “raras” como el

género Blastococcus.

8.2. Analisis filogenético del género Streptomyces aislados de la LI.

Como era de esperarse, por estudios previos en CC en los cuales se encontraron
micrroganismos endémicos (Alcaraz, Olmedo et al. 2008, Rebollar, Avitia et al.
2012), en este estudio encontramos 32 unidades taxondmicas operacionales (OTU’s)
para el género Streptomyces, las cuales estan localizadas en seis clados monofiléticos
y siete clados de un solo miembro, en una filogenia con buenos soportes nodales,
realizada con miembros de la familia Streptomycetaceae como primer escrutinio y
finalmente, con miembros del género Streptomyces. Esto demuestra que en nuestro
aislamiento existe endemismo, en un género que es conocido por ser cosmopolita
(Ait Barka, Vatsa et al. 2015). Aunque los datos obtenidos no representan limitacion
de dispersion per se, este tipo de agrupamientos filogenéticos que se dio en los OTU’s
pertenecientes a las secuencias de la LI y la distancia filogenética entre el resto de las
secuencias de las especies reportadas en el resto del mundo, utilizadas en nuestra
filogenia (Figura 25) y en el archivo suplementario No. 2 (Arocha-Garza, Canales-
Del Castillo et al. 2017), pudiese estar relacionada con la migracién limitada para
dentro y fuera de las pozas del valle de CC. Al observar los clados que forman los
aislados de la LI a lo largo de las filogenias ( Figura 25) y archivo suplementario No
2 (Arocha-Garza, Canales-Del Castillo et al. 2017), se podria pensar que los OTU’s
estan estrechamente relacionados entre ellos o que pudiesen ser uno mismo, las
morfologias presentadas en la figura 26 reflejan una muy clara singularidad de cada
uno de los miembros de los clados , asi como una divergencia con lo conocido,

sugiriendo radiaciones locales, igual que lo que ha ocurrido con Bacillus, género que
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demuestra el “mundo perdido” en Cuatro Ciénegas (Moreno-Letelier, Souza et al.

2018).

8.3. Ensayos de antagonismo

De las 136 actinobacterias esporuladas que se probaron en el ensayo de doble capa
para identificar la produccién de metabolitos secundarios con potencial para inhibir
el crecimiento de E. coli O157H:7, C. albicans ATCC 14053 y S. aureus, el 50 %
presentd actividad contra al menos uno de los patégenos anteriormente mencionados,
en alguno de los medios de cultivo de induccion utilizados. reportan en su estudio de
ailsamiento de actinobacterias de origen marino con potencial antimicrobiano, que
el 38% de sus aislados presentaron actividad contra Staphylococcus aureus, Proteus
vulgaris, Escherichia coli, Candida albicans, entre otros; por otro lado Yuan, Yu et
al. (2014), lograron identificar que el 36% de sus aislados tienen actividad contra
Bacillus subtilis, Candida albicans, E. coli. En otro reporte reciente, el 6% de los
aislados (Alapati and Savithri 2017) fueron positivos contra S. aureus y C. albicans.
Al comparar los resultados obtenidos en nuestro trabajo, resalta que en un mayor
porcentaje nuestros aislados presentan actividad antimicrobiana en al menos uno de
los cuatro medios de cultivos utilizados, ademds de que el tamafo de los halos de
inhibicion son en promedio una orden de magnitud mdas grandes que los trabajos
anteriormente mencionados (anexo 3). Es posible que ésta sea la razén de por qué
Cuatro Ciénegas es Unico, ya que sus comunidades microbianas son recalcitrantes a

la invasion de especies “forasteras” (Perez-Gutierrez, Lopez-Ramirez et al. 2013).

El 7% de las actinobacterias producen metabolitos secundarios con actividad
inhibitoria contra bacterias Gram-negativas, Gram-positivas y hongos, lo que nos
pudiese indicar que estan produciendo antimicrobianos de amplio espectro. En el
anexo 3 podemos observar que la produccion de metabolitos secundarios con
actividad antimicrobiana varia confrome al tipo de medio de induccién utilizado.

Alapati and Savithri (2017) sefialan que el cambio de fuentes de carbono y
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concentracion de sales influencian en gran medida la produccién de metabolitos

secundarios bioactivos, lo que concuerda con los resultados que obtuvimos.

Este ensayo formé parte del escrutinio preliminar para la seleccién de cepas y su
medio de cultivo idéneo para la produccién y extraccion de metabolitos secundarios
con acetato de etilo para probar su citotoxicidad en diferentes lineas celulares de
cancer, pues se sabe que las actinobacterias pueden producir metabolitos bioactivos
denominados ‘““antibidticos antitumorales” (Maskey 2003), que por su toxicidad se
dejaron de usar como antibidticos y se comenzaron a utilizar como antitumorales,
como es el caso de la doxorrubicina y las actinomicinas, los cuales son las
quimioterapias producidas por actinobacterias con actividad antitumoral de mas
amplio espectro actualmente utilizas producidas por el género Streptomyces (Wang,
Tian et al. 2018). Recientemente con el auge en la bioprospeccién de actinobacterias
marinas, se han descubierto compuestos bioactivos con actividad dual como: las
marinomicinas, marinopirroles producidos por diferentes cepas de Streptomyces y
la salinosporamida A por Salinispora pacifica ( primer candidato a fase clinica). Este
género ha sido revelador en los dltimos afios por el alto nimero de compuestos
bioactivos que produce. (A M Gulder and S Moore 2009, Subramani and Aalbersberg
2012, Dhakal, Pokhrel et al. 2017).

8.4. Actividad citotoxica, identificacion y determinacion estructural de los

componentes de los extractos de actinobacterias aisladas de CC.

El céncer es una enfermedad sumamente compleja, que se caracteriza por la
proliferacién descontrolada de células a una tasa mas elevada que las células
normales, por lo cual se buscan tratamientos que detengan los ciclos celulares o
induzcan la muerte de las células cancerosas utilizando compuestos citotoxicos. En
nuestros experimentos realizados in vitro, inicialmente se probaron 10 extractos
producidos por actinobacterias ailsadas de CC, los cuales no presentaron actividad
citotoxica significativa respecto al parametro establecido por el Insituto Nacional del

Céancer de Estados Unidos (NCI); el cual establece que un extracto natural es
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considerado activo si su ICsg es igual o menor a 20ug/ml, moderadamente activo de
20 a 100pg/ml e inactivo >100ug/ml (Skehan, Storeng et al. 1990, Bolk 2003). Por
lo cual se seleccionaron dos extractos provenientes de cepas de Streptomyces ( PR33
y PR35) aisladas de pozas rojas, pertenecientes a la coleccion del cepario de nuestro
laboratorio, y del que ya se tenian resultados preliminares en el que alcanzaron una
ICso menor a 20pg/ml en células de cancer de mama ( HTB-22) y pulmén (HTB-
177). Dos fracciones de cada extracto presentaron actividad citotdxica significativa
en las células donde se realiz6 el escrutinio inicial, por lo cual fueron seleccionadas
para ampliar el panel de células cancerosas con la finalidad de determinar si las

fracciones tenian actividad citotéxica de amplio espectro.

En la tabla 13, podemos observar la concentracion inhibitoria media (ICso) de las
cuatro fracciones probadas, las cuales mostraron mayor actividad citotéxica en
comparacion a la  doxorrubicina utilizada como control, resultados que son
sustentados identificando que los tratamientos presentan diferencias significativas en
comparacion al control positivo por un andlisis estadistico mediante un ANOVA de

una sola via seguido por la prueba de Tukey.

Sin embargo, no fue posible determinar la ICso, en el total del panel de células
probadas debido al rendimiento obtenido en la separaciéon por UPLC, por lo cual en
las células de céncer de ovario y fibroblastos fue estimada por el programa estadistico
GraphPad Prism 7 (Sebaugh 2011) arrojando datos confiables (Sebaugh 2011). Al
analizar los resultados de las concentracidnes inhibitorias medias de forma global, se
puede observar claramente que los compuestos de las cuatro fracciones se pueden
considerar activas en el panel de células de céncer e inactivas en células sanas
(fibroblastos) en tres de las fracciones ( PR 33-F7, PR35-F5 y PR35-F6) y tinicamente
activa en la fraccion PR33-F6. Las variaciones en las concentraciones inhibitorias
medias de la misma fraccion en difrentes lineas célulares se dan por que las células
cancerosas poseen diferencias en su composicién genética, lo que puede ocasionar
cambios notables en la susceptibilidad al mismo agente citotéxico (Hanahan and

Weinberg 2011).
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La separacion de los componentes de las fracciones bioactivas fue por cromatografia
liquida de alta resolucion (HPLC), posteriormente fueron enviadas a una
cromatografia liquida de ultra rendimiento acoplado a un espectrometro de masas
UPLC-PDA-HRMS-MS/MS para la identficacion y determinacidn estructural de los
compuestos (anexo 4). Los componentes principales de las cuatro fracciones
analizadas resultaron pertenecer a la familia de las Actinomicinas; las fracciones PR
33-F6, PR 35-F5, PR35-F6 contienen la mezcla de Actinomicina D y Actinomicina
X2, mientras que la fraccion PR33-F7 esta compuesta por tres componentes:
Actinomicina D, Actinomicina X2 y Actinomicina X0Ob, que son compuestos
reportados con anterioridad producidos por cepas del género Streptomyces.(Foster

and Katz 1981, Praveen, Tripathi et al. 2008, Wang, Wang et al. 2017)

Los compuestos pertenecientes a las familias de las Actiomicinas han sido estudiados
para su uso como quimioterapia en el tratamiento de diferentes lineas celulares de
céncer, en estudios realizados por (Chen, Chen et al. 2011, Cibi and Nair 2016) en
células de cancer de mama HTB-22 se determinaron valores de ICso que rondan de 1-
31 pg/ml después de exponer las células a la Actinomicina D durante 48 y 72 horas.
Por otra parte, en células de Pulmén (HTB-177), la concentracién inhibitoria media
del compuesto Actinomicina D en células tratadas por 72h fue de 2.6 + 1.6 (Chen,
Chen et al. 2011), en células de colon ( HTB-37) la ICsp fue determinada en 0.1 pg/ml
en 24h, (Alam, Najumus Saqib et al. 2015) en células de sangre de 0.003 pg/ml
después de 24 horas de exposicion (Sugawara, Iwahashi et al. 1991) y en células de
cancer de piel HTB-72 de 2 pg/ml a las 24h (Sheridan, Brumatti et al. 2008). Al
comparar dichos resultados con los obtenidos en nuestro estudio, podemos observar
que en la mayoria de las ocasiones las concentraciénes inhibitorias medias que

determinamos fueron menores a las previamente reportadas.

Las células de cancer de ovario HTB-161 (considerada dentro del panel de células

cancerosas multidrogoresistentes) (McDermott, Eustace et al. 2014, Sakhare, G Rao
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et al. 2014), tratadas con doxorrubicina como control positivo, observamos que no
habfa actividad citotdxica activa, similar a lo reportado por (Hamilton, C Young et
al. 1983, Teng, Wang et al. 2013). A pesar de su alta resistencia a compuestos
citotoxicos, la ICso estimada de las fracciones de los extractos de las actinobacterias
aisladas de CC fueron de no mas de 6 ug/ml. A la fecha, dentro de nuestro
conocimiento y alcance de busqueda, sabemos y se ha reportado que compuestos
como Pterocidina, Adriamicina y Mansouramicina A (Hamilton, C Young et al. 1983,
Golinska, Wypij et al. 2015, Gomathi and Gothandam 2016), producidos por
diferentes géneros de actinobacterias, presentan actividad citotdxica activa y
moderadamente activa, basdndonos en los indices del NCI, sin embargo no se ha
encontrado informes de actividad citotoxica de Actinomicinas contra células de
cancer de Ovario HTB-161, haciendo de este un primer reporte del efecto citotéxico

de dichos compuestos contra esta linea celular.

Son muy notorios los resultados reportados en la tabla 13, si se compara el indice de
citotoxicicdad mediante las concentraciones inhibitorias medias entre las fracciones
obtenidas de los metabolitos secundarios producidos por actinobacterias de CC y el
control positivo utilizado (Doxorrubicina). A pesar de que dicho compuesto es una
de las quimioterapias comunmente utilizadas en el tratamiento contra diferentes
lineas celulares tumorales (Mitra, Dixit et al. 2001, Sadeghi-Aliabadi, Mozaffari et
al. 2013, Alves, Magarkar et al. 2017), entre ellas el panel de células que fue utilizado
en nuestro estudio (Hamilton, C Young et al. 1983, Pesic, Markovic et al. 2006, Diao,
Li et al. 2011), fue necesario utilizar concentraciones diez veces mas elevadas de
doxorubicina, comparada con las concentraciones de las fracciones de nuestro estudio
para inhibir el 50% de las células tratadas. Los compuestos de la familia de las
Actinomicinas, cuyo alto efecto citotéxico, a los pocos minutos de haber sido
aplicado, ha sido repotado en diferentes tipos de cancer, como el tumor de Wilms,
sarcoma de Ewing, rabdomiosarcoma, cancer testicular, tumores trofobldsticos,
mesenquimales, entre otros (Srinivas and S. Freiha 1999, Veal, Errington et al. 2003,
Bensaude 2011, S Dome, Graf et al. 2015, Cowell, Zimmerman et al. 2016), a

diferencia de la doxorrubicina cuya accidn citotéxica inicia a las horas después de
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haber sido aplicada (Chen, Chen et al. 2011, Cibi and Nair 2016). Siguiendo lo que
sugieren los resultados de nuestro estudio, las Actinomicinas podrian ser utilizadas
para tratar células tumorales con altas tasas de proliferacion celular como

osteosarcomas, enuroblastomas, entre otros. (Lu, Wang et al. 2015, Cortés, R. Veiga

et al. 2016).

Al comparar el efecto de la viabilidad celular con células normales, la doxorrubicina
resultd ser un orden de magnitud mas citotoxica para los fibroblastos respecto a las
fracciones PR33-F6, PR 33-F7, PR35-F5 y PR35-F6, en donde tres de ellas ( PR 33-
F7, PR35-F5 y PR35-F6) se encuentran en la categoria de citotoxicidad inactiva
segtn los pardmetros del Instituto Nacional del cancer de Estados unidos. Por lo que
la elevada actividad citotoxica de la doxorrubicina no selectiva contra células
cancerosas esta claramente correlacionada con los efectos secundarios que tienen
los pacientes que la utilizan por al necesitar mayores dosis de este compuesto para
generar apoptosis en las células cancerosas ( Tabla 13) que genera dafios celulares
generalizados en los pacientes tratados. (J Steinherz, G Steinherz et al. 1991, Longhi,
Ferrari et al. 2007, F. Thorn, Oshiro et al. 2011). La clara selectiviad en los efectos
citotoxicos que observamos en este estudio en las actinomicinas producidas por las
actinobacterias de CC, la cual no es detectada en la doxorrubicina en las células de
fibroblastos utilizadas como control, abre las posibilidades para el resurgimiento de
nuevos estudios del uso de las Actinomicinas para tratar las lineas celulares
cancerosas de mama (MCF-7 ), colon (Caco-2), melanoma (SK-MEL-28) ovario
(OVCAR-3) y sangre K-562, muy seguramente ocasionada por las tasas de division
celular alteradas por las variaciones genéticas causadas por mutaciones en su ADN,
que hace que no respondan normalmente a las sefiales de control de
crecimiento.(Clurman and Roberts 1995, Xuereb and Blundell 2008), y al llegar la
quimioterapia al torrente sanguineo las células que se estan dividiendo en una tasa
mas rdpida a lo normal, consecuentemente absorberdn mayor cantidad del
tratamiento.(Alfarouk, Stock et al. 2015).

A pesar de la selectividad citotéxica que presentan los compuestos de la familia de

las antracilinas, es de resaltar que en la base de datos de resistencia a los
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medicamentos contra el cidncer (Cancer DR), que engloba mas de 148 compuestos
antitumorales probados en 952 lineas celulares, no existen a la fecha reportes de la
actividad in vitro de compuestos pertenecientes a la familia de las actinomicinas en
las lineas celulares tumorales que fueron probadas en el presente estudio (Kumar,
Chaudhary et al. 2013), haciendo a nuestro estudio, el primer reporte de

actinomicinas en éstas lineas celulares.

Por otra parte, el efecto citotéxico de las fracciones probadas fue evidente a las 24
horas de exposicion, esto probablemente a la sinergia que puede presentarse entre los
diferentes tipos de Actinomicinas y que estan presentes en las fracciones, existen
pruebas en las que se ha demostrado que, una forma de mejorar la actividad citotoxica
de las quimioterapias, es mezclando compuestos que al hacer sinergia aumenten su
potencial ciotéxico (E Olberding, Wang et al. 2010), explicando de esta manera por
qué las concentraciones ihnibitorias medias reportadas en nuestro estudio son tan
bajas en comparaciéon a lo anteriormente reportado en estudios realizados con

Actinomicinas.

Dentro de nuestro conocimiento este es el primer estudio de bioprospeccion para la
busqueda de actinobacterias productoras de metabolitos secundarios con actividad
antitumoral aisladas de las pozas de Cuatro Ciénegas, Coahuila y a pesar del alto
grado de endemismo para este linaje reportado en el valle (Moreno-Letelier, Souza
et al. 2018), en un inicio sugeria una alta probabilidad de evitar la redundancia en la
produccion, aislamiento e identificacion de metabolitos secundarios bioactivos,
prometedores para el tratamiento contra el cancer, en este escrutinio inicial en donde
se probaron doce aislados de una coleeciéon de més de cuatrocientas actinobacterias,
a la fecha solamente se han identificado compuestos pertenecientes a la familia de las
Actinomicinas, los cuales pertenecen a la lista de los compuestos mas estudiados y

utilizados contra el cancer.

Esto no deberia desestimar el potencial ni el valor de la biodiversidad cultivable de

nuestra coleccion, ya que el andlisis por 16S ha dejado claro que existen de hecho,
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organismos endémicos. Sin embargo, en aras de aislar compuestos bioactivos que no

hayan sido previamente reportados, es necesario ampliar el escrutinio exploratorio en

nuestra coleccién de actinobacterias, tal vez modificando nuestras estrategias de
busqueda, entre las que podemos sugerir:

1) Completar los ensayos de antagonismo y citotoxicidad a los metabolitos
secundarios producidos por las actinobacterias que despues de los analisis
filogenéticos que se llevaron a cabo en este estudio, conformaron clados tnicos
(Figura 25), ddndonos un indicio de su endemismo.

2) Aplicar técnicas cromatograficas de alta resolucion directamente de los
compuestos excretados en una fermentacion, para la identificacién de compuestos
que no hayan sido previamente reportados y puedan ser “novedosos” (no
previamente reportados) y puedan entrar en el “pipe-line” de investigacién como
posible tratamiento contra diferentes lineas tumorales, evitando asi la
redundancia (Reitzel, Dalsgaard et al. 2012, Yang, Liang et al. 2014).

3) Hacer uso de las herramientas de la mineria gendmica para la busqueda de
arreglos o clusters de genes que codifican para la sintesis de metabolitos
secundarios como NRPS y PKS, compuestos con actividad citotoxica y
posteriormente, optimizando la fermentacién para su produccién natural o
héterologa (Khan, Komaki et al. 2011, Paulus, Rebets et al. 2017, Hu, Chen et al.
2018).

Este trabajo, demuestra sin ambigiiedades que el potencial farmacéutico codificado
por la biodiversidad microbiana dentro del Phylum Actinobacteria cultivable de
Cuatro Ciénegas, Coahuila, es inconmesurable. Esto no es dificil de entender, si se
reflexiona acerca del modelo de evolucion propuesto para la diversidad bioldgica
encontrada en este sistema hidrologico, que ha sido propuesto como una “burbuja”
evolutiva que se separd afos atrds, del resto de los seres vivos del planeta en la
historia evolutiva, por sus condiciones geoldgicas y geogréficas (Moreno-Letelier,

Souza et al. 2018) , en el que se han encontrado linajes ancestrales de Bacillus.
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Queda ademads de manifiesto que, mas all4 de la zona del Churince, hay una variada
inmensidad de ambientes y nichos resguardados en cada poza de este Valle, que ain
guarda “secretos” en su microbiodiversidad. Seran necesarios esfuerzos coordinados
de colaboracién con diversas disciplinas de la Ciencia y de diversos grupos de
investigacion, para aspirar a una buisqueda eficiente de las diferentes aplicaciones que
pueden vislumbrarse, tan solo de la diversa coleccién microbiana obtenida en este
esfuerzo de investigacion, y asi seguir generando valor y resguardando a la

biodiversidad del noreste de México.

Para que la aplicacion, transferencia y posible explotacion de los recursos bioldgicos-
genéticos de los microorganismos de Cuatro Ciénegas, ocurra de forma sostenible,
genere beneficios justos y equitativos, y ademds sirva para construir consciencia
acerca de la gran necesidad de conservacién del Area Natural Protegida, es
indispensable que la presente investigacion esté enmarcada en la regulacion
internacional que nuestro pais ha firmado y ratificado en el 2016 (CONABIO 2018)

en el protocolo de Nagoya.

A pesar de que actualmente se han dictaminado leyes, normas y tratados
internacionales cuya finalidad es evitar la biopirateria (Rabitz 2015), la comunidad
cientifica no ha estado exenta de cometer este grave error, explotando recursos
genéticos de paises megadiversos, generando beneficios para unos pocos, sin
compartirlos con sus pobladores, tal es el caso del compuesto 29-desmetil rapamicina
utilizado como inmunosupersor y antifungico producido por una cepa del genero
Streptomyces asilada en Gambia, de la cual no existe registro alguno en el que se
haya compartido los beneficios de la comerzializacion del producto con esa region

(Pambazuka 2010).

Sin embargo, también existen experiencias y casos de éxito de la aplicacion de los
acuerdos de participacion justa y equitativa de los beneficios de la bioprospeccion
microbiana en otros paises. Desafortunadamente, no es el caso de México, en el que

a la fecha, y en lo que resulta de nuestra investigacién y conocimiento, no
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encontramos registro de algin caso de comercializacién exitosa de algin producto
natural microbiano de origen mexicano en el que se haya dado acceso y compartido
el beneficio econémico con la comunidad. El reto para el presente trabajo, es pues,
aprender de lecciones de otros paises que han logrado llevar a cabo trabajos de
bioprospeccion y la transferencia total de la tecnologia siguiendo los compromisos y

acuerdo del Tratado.

El caso mas exitoso en el que actualmente el sitio de origen del recurso biolégico ya
recibe parte de las regalias del valor comercial de un producto es la pseudopterosina,
extraida del coral suave Pseudopterogorgia elisabethae, colectada de las Bahamas.
Orginalmente fue patentada por investigadores de la Universidad de California y
después de muchos afios de negociaciones e implementando las regulaciones del
protocolo de Nagoya, parte de las ganancias generadas del uso del extracto del coral
por multiples compaifiias cosmeticas han sido transferidos al gobierno de las Bahamas

para la conservacion, manejo de recursos y educacion (Vivas-Eugui and Hartmut

2018).

Otro ejemplo de un caso de éxito por buenas précticas en la aplicacién del protocolo
de Nagoya, es el proyecto del uso sostenible de la biodiversidad de Papua Nueva
Guinea, en el que el grupo cooperativo internacional de biodiversidad (ICBG) en
colaboraciéon con la Universidad de Papua Nueva Guinea, Universidad de Utah y
Minesota, actualmente realizan estudios de bioprospecicon enfocados en el
descubrimiento de productos para el tratamiento contra el VIH y tuberculosis, entre
otras cosas, apoyando a la educacién de jovenes de la region, generando empleos con
la instalacién de institutos de investigacion y apoyando en la conservacion de la

biodiversidad del lugar (Robinson 2014).

En America Latina también hay antecedentes exitosos de acceso y participacion de
beneficios. Por ejemplo, en Colombia se han realizado esfuerzos de aislamiento de
bacterias pertenecientes al género Lactococcus sp. para la obtencién de enzimas y

produccién de biopolimeros por la Universidad de Colombia, lo cual hasta el
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momento ha generado beneficios no monetarios entre los que se encuentran la
generacion de un banco de cepas que sea de acceso para diferentes instituciones del
pais, la organizacién de congresos que ayuden a la divulgacién de la impotancia de
la conservacion de la biodiversidad y sus usos biotecnolégicos, con la premisa de que
al momento en que se llegue a comercializar algun producto derivado de los esfuerzos
de bioprospeccion un 10% de las ganancias netas seran utilizados para la educacién

y conservacion (Rios 2013).

Finalmente uno de los proyectos mas ambiciosos de latinoamérica, es el caso del
estudio de bioprospeccion realizado en las 171 dreas naturales protegidas de Costa
Rica realizado por el Instituto Nacional de la Biodiversidad de Costa Rica en
colaboracion con la Universidad de Harvard, Universidad de Michigan, el Instituto
Nacional de la Salud (NHI), entre otros, cuyos enfoques son salud, agricultura y
energia mediante el aislamiento de plantas y micrrorganismos entre los que se
encuentran actinobacterias, cianobacterias, hongos y liquenes. El beneficio que
actualmente se ha generado a partir de dicha colaboracién es la generacion de una
base de datos que integra la biodiversidad biodiversidad de Costa Rica, Congresos de
educacion ambiental, distribucion de libros sbre biodiversidad en las escuelas rurales
del pais, capacitacion a investigadores, generacion de empleos y apoyos para la
conservaciéon de areas naturales. Todo lo anterior, se ha desarrollado con el
compromiso de que al momento de generarse algun producto relacionado con la salud
humana, los precios de este seran subsidiados para que los ciudadanos de Costa Rica

puedan tener facil acceso (Rios 2013).

A pesar de que a la fecha en Cuatro Ciénegas los resultados obtenidos en los
estudios de bioprospeccion que se han realizado no han generado ganancias
monetarias, la comunidad ya ha obtenido grandes beneficios al convertirse en un area
de investigacion de interés a nivel mundial. Se ha formado una red de cientificos que
liderados por investigaores de la Universidad Nacional Auténoma de México (Dra.
Valeria Souza Saldivar y Dr. Luis Eguiarte), asi como colaboradores del Centro de

Investigacion y de Estudios Avanzados del Instituto Politecnico Nacional
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(CINVESTAV) (Dra Gabriela Olmedo Alvarez), han realizado congresos como el
IIT Congreso de Bioquimica y Biologia Molecular de Bacterias, simposios de
conservacion, y han gestionado becas para alumnos de bachillerato asi como el
equipamiento y funcionamiento del primer laboratorio de biologia molecular en
centro de estudios medios superiores del pais instalado en el CBTa No.22, con la
finalidad de que los alumnos del plantel se conviertan en los agentes directamente
involucrados en la busqueda de los recursos genéticos, que ayuden a generar
productos de valor agregado para que en un futuro cercano sean comercializados y

generen beneficios a la comunidad.

El principal interés del grupo de investigacion del que forma los integrantes del
presente trabajo, es la participacion de los recursos econdmicos para apoyar a la
consevacion del valle de Cuatro Ciénegas de manera sostenible, con la esperanza de
convertirse asi en el primer caso de éxito en nuestro pais que habrda seguido los
lineamientos establecidos en el ptotocolo de Nagoya, y sea utilizado como modeloa
seguir para reproducirlo en otros esfuerzos de bioprospeccion en el megadiverso

territorio Nacional.

En cuanto a los esfuerzos de Conservacion del Valle de Cuatro Ciénegas, es urgente
no esperar a que los recursos econdmicos fluyan a partir de los posibles productos
biotecnoldgicos generados de la coleccion obtenida en el presente trabajo. Es urgente
llamar la atencién de quienes toman decisiones en el pais, con resultados como los
nuestros que hagan evidente la gran diversidad y endemismo, asi como el potencial
valor econdémico de la microbiodiversidad de éstas pozas, que actualmente estidn

siendo amenazadas por las fluctuaciones en los niveles de agua en el valle.

La explotacion del acuifero es una lamentable realidad, debido al drenado artifical
de las pozas generado por canales abiertos que datan de hace mas de un sigloy que
se continuaron construyendo hasta mediados de los afios 60°s, recorriendo mds de
65 kilometros para proveer de agua a comunidades entre las que se encuentran La

madrid, Sacramento, San Buenaventura y Nadadores Coahuila, y hasta la fecha la
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comisién nacional del agua (CONAGUA), mediante una publicacion en en el diario
oficial de la federacion senala que se extraen en promedio 2,503 litros de agua por
segundo dando un volumen del orden de 99.5 millones de metros ctbicos anuales

mediante de seis canales artificiales mostrados a continuacion:

Tabla 16. Extraccion de agua en canales artificiales de las pozas de Cuatro
Ciénegas

CANAL Afio de Longitud CAUDAL  Superficie = OBSERVACIONES
construccion  del canal capacidad de riego en
en maxima de  hectareas
kilometros conducciéon
en litros
por
segundo
(IMTA-04)
Santa 1966 54.6 220-320 600 Caudal conducido
Tecla a zonas
Saca 1902 65 800-1300 1500 agricolas de aguas
Salada abajo.
La Becerra 1966 57.2 580-645 400-500 Caudal utilizado en
El Venado 1969 9.9 66-98 100 oo
riego en Cuatro
Antiguos Sin Sin 30-80 100 Ciénegas
Mineros Informaciéon  Informacién
del
Norte
Julio Sin Sin 40-60 Sin
Arredondo Informacién Informacién Informacion

Fuente: (Tamargo 2008)

Estos datos demuestran que unicamente una cuarta parte (17.8 millones de metros
cubicos anuales) del agua total extraida de los mantos acuiferos, son utilizados para
la agricutura en Cuatro Ciénegas, mientras que casi las tres cuartas partes restantes
(81.7 millones de metros cibicos anuales) son conducidos a las zonas aledafias de

gran actividad agricola.

Relacionado con los datos anteriores, resulta muy alarmante para nuestro grupo de
investigacién encontrar actualmente seca la Laguna Intermedia del Churince, sitio

principal del muestreo del presente trabajo, y del que se han reportado endemismos
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microbianos e importantes estudios ecoldgicos (Escalante, Eguiarte et al. 2008,
Rebollar, Avitia et al. 2012, Rodriguez-Verdugo, Souza et al. 2012, Velez, Gasca-
Pineda et al. 2016, Arocha-Garza, Canales-Del Castillo et al. 2017, Lopez-Lozano,
Pajares et al. 2018). Existen reportes de que la laguna intermedia del sistema
hidrolégico del Churince, ha estado seca con anterioridad en los afios 1964-1968 y
también ha tenido periodos de recuperacién (2003-2004) (Tamargo 2008). Los
estudios sobre la resiliencia de las comunidades microbianas y la respuesta a las
perturbaciones causadas por la actividad humana (De Anda, Zapata-Pefiasco et al.
2018, Loépez-Lozano, Pajares et al. 2018), aunado a los reportes de fluctuaciones
histéricas del agua en la zona, nos hacen pensar que el futuro del acuifero no esta
perdido, siempre y cuando se tomen decisiones urgentes y necesarias para evitar su
sobreexplotacion, en donde casi el 75% del agua que se drena con los canales de
Cuatro Ciénegas se utiliza para précticas agricolas fuera de este Valle. Sélo asi se
podré evitar continuar dafiando el acuifero de este oasis, y su valiosa y amenazada

biodiversidad.
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9. CONCLUSIONES

Este trabajo forma parte del primer esfuerzo de andlisis de la diversidad y
bioprospecciéon de actinobacterias meséfilas cultibables de las pozas de Cuatro
Ciénegas, Coahuila, en el cual comprobamos que existe una amplia diversidad de
bacterias cultivables pertenecientes a este Phylum. Los hallazgos realizados hasta el
momento sugieren endemismo en las actinobacterias pertenecientes al género
Streptomyces, cuya robustez metabdlica les ha permitido adaptarse a las condiciones
oligotréficas de la zona, lo que representa una gran posibliad de ailsar metabolitos
secundarios bioactivos contra patdgenos humanos y diferentes lineas de células
tumorales que no hayan sido anteriormente reportados, que puedan ser utilizados en
un futuro como tratamientos.

El estudio de bioprospeccion del presente trabajo nos permiten que concluir que el
50% de los aislados obtenidos, muestran actividad al menos contra uno de los
patogenos evaluados. Ademads, las filogenias de las actinobacterias aisladas y
secuenciadas, muestran linajes tinicos de Cuatro Ciénegas.

Para dar valor a la biodiversidad de la zona a través de la bisqueda de recursos
genéticos con potencial biotecnoldgico, serd necesario concertar colaboraciones de
diferentes areas para lograr el objetivo de encontrar microorganismos no redundantes,
como por ejemplo, utilizar diferentes técnicas entre las que se encuentran las cultivo-

dependientes y de mineria genémica de la coleccion obtenida en este reporte.
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10. PERSPECTIVAS

Basandonos en el hecho de que las actinobacterias tienen la capacidad de producir
multiples metabolitos secundarios bioactivos dependiendo las condiciones de
fermentacion en las que se encuentren, se podrian realizar estudios de mineria
gendmica de las cepas de Streptomyces (PR33 y PR35) con la finalidad de encontrar
clusters de genes que pudiesen estar relaccionados en la produccién de metabolitos
secundarios bioactivos que no hayan sido anteriormente reportados y que tal vez esten
silenciados por las condiciones de cultvo. Lograr identificar dichos clusters y sus
promotores permitiria modificar las condiciones de la fermentacion para inducir la

produccién de dichos compuestos.

Como primer trabajo en la bioprospeccion de acinobacterias con potencial antibidtico
y antitumoral aisladas de las pozas de Cuatro Ciénegas, Coahuila, se realiz6 un
escrutinio de manera exploratoria. En los siguientes trabajos es recomendable realizar
una seleccion previa de las actinobacterias que se incluirdn en los ensayos de
antagonismo y citotoxicidad, apoydndose por ejemplo, en los andlisis filogenéticos
realizados en esta investigacion, en la cual reportamos signos claros de endemismo o
a su vez en las cepas que después de la secuenciacion del gen 16S ARNr resultaron
pertenecer a los géneros denominados como “raros”. Con el objetivo de evitar la

redundancia en los compuestos bioactivos.
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ABSTRACT

The phylum Actinobacteria constitutes one of the largest and anciently divergent phyla
within the Bacteria domain. Actinobacterial diversity has been thoroughly researched
in various environments due to its unique biotechnological potential. Such studies
have focused mostly on soil communities, but more recently marine and extreme
environments have also been explored, finding rare taxa and demonstrating dispersal
limitation and biogeographic patterns for Streptomyces. To test the distribution of
Actinobacteria populations on a small scale, we chose the extremely oligotrophic and
bindiverse Cuatro Cienegas Basin (CCB), an endangered oasis in the Chihwahuan desert
to assess the diversity and uniqueness of Actinobacteria in the Churince Systemn with
1 culture-dependent approach over a period of three years, using nine selective media.
The 165 rDNA of putative Actinobacteria were sequenced using both bacteria universal
and phylum-specific primer pairs. Phylogenetic reconstructions were performed to

analyze OTUs clustering and taxonomic identification of the isolates in an evolutionary

context, using validated type species of Strepromrpres from previously phylogenies
a5 a reference. Rarefaction analysis for total Actinobacteria and for Streptomyces

Submined I3 Decerber 2016 isolates were performed to estimate species’” richness in the intermediate lagoon (IL)
m S in the oligntrophic Churince system. & total of 350 morphologically and nutritionally

T diverse isolates were successfully cultured and characterized as members of the Phylum
Corrasponding authar

Susana De la Torre-Lavala,
susana delatorrervi@uanl.edu mx

Actinobacteria. A total of 105 from the total isolates were successfully suboultured,
processed for DMA extraction and 165-rDN A sequenced. All strains belong to the order
Actinomycetales, encompassing 11 genera of Actinobacteria; the genus Srreprowmyoes

ﬁfﬁf&ﬁ;f was found to be the most abundant taxa in all the media tested throughout the 3-

Addniond | o and year sampling period. Phylogenetic analysis of our isolates and another 667 reference

Diaclaraions. can be found on strains of the family Streptomycetaceae shows that our isolation effort produced 38

page 14 unique OTUs in six new monophyletic clades. This high biodiversity and uniqueness

DO 10771 Fipeeri 3247 of Actinobacteria in an extreme oligotrophic environment, which has previously been
reported for its diversity and endemicity, is a suggestive sign of microbial biogeography

ﬁfﬂwﬁggmﬂ 2 of Actinobacteria and it also represents an invaluable source of biclogical material for

i z future ecological and bioprospecting studies.
Désmbuad undar
Creave Commons CC-BY 4.0

110



Chapter 9 )
Bioprospecting in Cuatro Cienegas: A Set o=

L e 1

of Open Possibilities to Save the Ecosystem

Héctor Arocha-Garzs, Hamlet Avilés- Armaut, Nahui Olin Medins-Chéver,
Muario Figuerna, Valeria Souzns, and Susana De Is Torre-Favala

Abstract The onigue and untapped microbiclogical diversity of the Caatro
Cienegas Basin needs to be saved from the overexploitation of the aguifer by unsos-
tninable agriculiural practices. Considering the great value of the biodiversity
enchosed in this valley, as & proup we decided to change the fiture of the area. Lo
slaf evolving from & poos agricaltuml site; to a fomre botech hub, whers high
schood students would be the “first to open Lhe treasune box™ of the biolechnological
potential. By following the Magoyu treaty, we can create value for their biodiversity
nnd retum to thedir commuonity the necessury resources for education and susininabie
development io alleviate poverty. But before setting students into the search, we
needed to see if the dream wus possible. We all knew thal Actinobacteria were the
obvicas first suspect due to the lorge diversity of secondsry metabolites thal this
lineage of bactena has been repodted o prodoce. Through oor research, we have
found an emormous “hidden potential ™ solutions that range from new antibiotics.
anfifungals, cancer antagonists, energy potential by degrading cellulose. and sos-
tninnble agriculture possibilities with probiotics plus o series of untapped possibili-
ties in methanogens and halophilic Archaea. This is just the beginning of o
children-driven revolution. We hope that this potentinl is channeled to a betier soci-
ety, toa university in the local twwn wherne the biotoch potential is directly explored
nnd exploied by the owners of the land.
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ANEXO 1

No Poza Punto Medio  Pretratamiento  Fecha
aislado Muestreo cultivo
160 LI C AIM2 N/A Oct-14
161 LI A AIM2 N/A Oct-14
162 LI C AIM2 N/A Oct-14
163 LI C AIM2 N/A Oct-14
164 LI B AIM2 N/A Oct-14
165 LI A AIM2 N/A Oct-14
166 LI D AIM2 N/A Oct-14
167 LI B AIM2 N/A Oct-14
168 LI A AIM2 N/A Oct-14
169 LI F AIM3 N/A Oct-14
170 LI F AIM2 N/A Oct-14
171 LI E AIM2 N/A Oct-14
179 AN N/A AIM2 N/A Ene-15
180 AN N/A AIM3 N/A Ene-15
182 AN N/A AIM4 N/A Ene-15
183 AN N/A AIM3 N/A Ene-15
184 AN N/A AIM3 N/A Ene-15
185 LI A AIM2 N/A Oct-14
186 LI F AIM2 N/A Ene-15
187 LI C AIM4 N/A Ene-15
188 LI A AIM7 N/A Ene-15
189 LI C AIM3 N/A Ene-15
190 LI A AIM7 N/A Ene-15
191 LI B AIM4 N/A Ene-15
192 LI E AIM4 N/A Ene-15
193 LI B AIM4 N/A Ene-15
194 LI C AIM2 N/A Ene-15
195 LI C AIM2 N/A Ene-15
196 LI E AIM4 N/A Feb-15
197 LI C AIM4 N/A Feb-15
198 LI F AIM2 N/A Feb-15
199 LI B AIM2 N/A Feb-15
200 LI A AIM2 N/A Feb-15
201 LI A AIM2 N/A Feb-15
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No Poza Punto Medio  Pretratamiento  Fecha
aislado Muestreo cultivo
202 LI C AIM2 N/A Feb-15
203 LI F AIM2 N/A Feb-15
204 LI D AIM2 N/A Feb-15
205 LI C AIM2 N/A Feb-15
206 LI E AIMA4 N/A Feb-15
207 LI C AIM2 N/A Feb-15
208 LI E AIM4 N/A Feb-15
209 LI E AIM2 N/A Feb-15
210 MJ N/A AIM2 N/A Feb-15
211 LI E AIM2 N/A Feb-15
212 MJ N/A AIM2 N/A Feb-15
213 MJ N/A AIM?2 N/A Feb-15
214 MJ N/A AIM2 N/A Feb-15
215 MJ N/A AIM3 N/A Feb-15
217 MJ N/A AIMA4 N/A Feb-15
220 MJ N/A AIM2 N/A Feb-15
221 LI C AIM3 N/A Feb-15
222 LI B AIM3 N/A Feb-15
223 LI C AIM3 N/A Feb-15
224 LI C AIM3 N/A Feb-15
230 LI C AIM2 N/A Feb-15
231 LI A AIM2 N/A Feb-15
232 LI A AIM7 N/A Feb-15
233 LI B AIM4 N/A Feb-15
234 LI E AIMA4 N/A Feb-15
235 LI B AIMA4 N/A Feb-15
236 LI A AIM4 N/A Feb-15
237 LI A AIM3 N/A Feb-15
238 MIJ N/A AIM2 N/A Feb-15
400 LI C AIM3 N/A Feb-15
401 LI D AIM2 N/A Feb-15
403 LI D AIM?2 N/A Feb-15
406 LI E AIM3 N/A Feb-15
407 LI F AIMA4 N/A Feb-15
408 MJ N/A AIM?2 N/A Feb-15
409 LI C AIM?2 N/A Feb-15
410 LI A AIM2 N/A Feb-15
440 LI A AIM2 N/A Feb-15
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No Poza Punto Medio  Pretratamiento  Fecha
aislado Muestreo cultivo
500 LI A AIM7 N/A Feb-15
501 LI C AIM7 N/A Feb-15
506 LI D AIM2 N/A Feb-15
507 LI C AIM2 N/A Feb-15
510 AN N/A AIM2 N/A Feb-15
511 AN N/A AIM2 N/A Feb-15
512 AN N/A AIM7 N/A Feb-15
513 MJ N/A AIM7 N/A Feb-15
514 AN N/A AIM2 N/A Feb-15
516 LI B AIM2 N/A Feb-15
517 AN N/A AIM7 N/A Feb-15
518 AN N/A AIM2 N/A Feb-15
519 AN N/A AIM7 N/A Feb-15
530 LI C AIM2 N/A Feb-15
561 PR N/A AIM?2 N/A Feb-15
562 AN N/A AIM2 N/A Jul-15
563 LI C AIM3 N/A Feb-15
564 LI C AIM3 N/A Feb-15
565 LI A AIM7 N/A Feb-15
566 LI A AIM2 N/A Feb-15
567 LI E AIMA4 N/A Feb-15
568 PR N/A AIM2 N/A Jul-15
570 PR N/A AIM2 N/A Jul-15
571 PR N/A AIM2 N/A Jul-15
572 PR N/A AIM2 N/A Jul-15
573 PR N/A AIM2 N/A Jul-15
574 PR N/A AIM2 N/A Jul-15
575 LI A AIM2 N/A Jul-15
576 LI C AIM2 N/A Jul-15
577 LI C AIM2 N/A Jul-15
578 LI A AIM7 N/A Jul-15
579 LI C AIM3 N/A Jul-15
580 LI B AIM3 N/A Jul-15
581 LI A AIM2 N/A Jul-15
582 PR N/A AIM?2 N/A Jul-15
583 MJ N/A AIM4 N/A Jul-15
584 MJ N/A AIM3 N/A Jul-15
585 LI A AIM7 N/A Jul-15
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No Poza Punto Medio  Pretratamiento  Fecha
aislado Muestreo cultivo
586 PR N/A AIM4 N/A Jul-15
587 PR N/A AIMA4 N/A Jul-15
588 MJ N/A AIM3 N/A Jul-15
589 PR N/A AIM2 N/A Jul-15
590 MJ N/A AIM3 N/A Jul-15
591 MJ N/A AIM3 N/A Jul-15
592 MJ N/A AIM2 N/A Jul-15
593 LI C AIM2 N/A Jul-15
594 PR N/A AIM2 N/A Jul-15
595 LI C AIM4 N/A Jul-15
596 LI C AIM2 N/A Jul-15
601 LI E AIM?2 N/A Jul-15
602 LI E AIM6 PtH Abr-16
603 LI D AIM6 PtH Abr-16
604 LI D AIMS PtB Abr-16
605 LI D AIM2 PtH Abr-16
606 LI C AIMS PtH Abr-16
607 LI D AIM3 PtH Abr-16
608 LI D AIMS PtB Abr-16
609 PA N/A AIM3 PtH Abr-16
610 LI A AIM3 PtB Abr-16
611 PA N/A AIM3 PtH Abr-16
612 LI D AIM3 PtH Abr-16
613 LI D AIM3 PtH Abr-16
614 LI B AIM3 PtB Abr-16
615 LI E AIMS PtH Abr-16
616 PA N/A AIM3 PtH Abr-16
617 LI D AIM3 PtH Abr-16
618 LI D AIM3 PtB Abr-16
619 LI D AIM3 PtH Abr-16
620 LI D AIM3 PtB Abr-16
621 LI A AIM3 PtH Abr-16
622 LI D AIM2 PtH Abr-16
623 PAQ N/A AIM2 PtA Abr-16
624 LI C AIM3 PtH Abr-16
625 PAQ N/A AIM3 PtD Abr-16
626 LI B AIM3 PtB Abr-16
627 LI E AIM2 PtH Abr-16
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No Poza Punto Medio  Pretratamiento  Fecha
aislado Muestreo cultivo
628 LI D AIM3 PtH Abr-16
629 PAQ N/A AIM3 PtD Abr-16
630 LI D AIM3 PtH Abr-16
631 PA N/A AIM6 PtA Abr-16
632 PA N/A AIMA4 PtA Abr-16
633 PA N/A AIM4 PtG Abr-16
634 LI D AIM2 PtH Abr-16
635 PA N/A AIM3 PtH Abr-16
636 LI B AIM3 PtH Abr-16
637 PA N/A AIM4 PtI Abr-16
638 PA N/A AIMS PtA Abr-16
639 PAQ N/A AIMA4 PtE Abr-16
640 PA N/A AIM4 PtE Abr-16
641 LI B AIMO9 PtA Abr-16
645 LI E AIM?2 PtH Abr-16
646 LI A AIM2 PtH Abr-16
647 LI D AIMS PtB Abr-16
648 LI C AIM3 PtH Abr-16
649 LI E AIM3 PtH Abr-16
650 PA N/A AIM4 PtE Abr-16
651 PA N/A AIMA4 PtA Abr-16
653 LI D AIM3 PtH Abr-16
654 LI D AIM3 PtH Abr-16
655 LI D AIM6 PtC Abr-16
656 LI A AIMS PtB Abr-16
657 LI B AIMS PtH Abr-16
658 LI A AIMS PtB Abr-16
659 LI A AIM3 PtB Abr-16
660 PR N/A AIM2 N/A Oct-16
661 LI A AIM2 PtH Abr-16
662 LI B AIM2 PtH Abr-16
663 LI C AIM?2 PtH Abr-16
664 LI a AIM2 PtH Abr-16
665 LI C AIM3 PtH Abr-16
666 LI C AIM?2 PtH Abr-16
667 LI B AIM6 PtH Abr-16
668 PA N/A AIM6 PtI Abr-16
669 LI E AIM6 PtH Abr-16
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No Poza Punto Medio  Pretratamiento  Fecha
aislado Muestreo cultivo
670 PA N/A AIM6 PtF Abr-16
671 LI D AIM3 PtH Abr-16
672 LI D AIMS PtH Abr-16
673 LI D AIM3 PtB Abr-16
674 PA N/A AIM6 PtB Abr-16
675 PA N/A AIM3 PtH Abr-16
676 LI A AIMS PtB Abr-16
677 LI D AIMO PtH Abr-16
678 LI D AIMS PtH Abr-16
679 PA N/A AIM6 PtB Abr-16
680 PA N/A AIM3 PtE Abr-16
681 PAQ N/A AIM6 PtF Abr-16
683 PA N/A AIM6 PtH Abr-16
684 PA N/A AIM3 PtD Abr-16
685 LI a AIM?2 PtA Abr-16
686 PAQ N/A AIM6 PtH Abr-16
687 PAQ N/A AIM3 PtB Abr-16
688 LI A AIM?2 PtH Abr-16
689 LI E AIM6 PtH Abr-16
690 AN A AIM6 PtH Ene-15
691 LI D AIMS PtH Abr-16
692 PAQ N/A AIM3 PtI Abr-16
693 PAQ N/A AIM6 PtH Abr-16
694 PA N/A AIM4 PtE Abr-16
695 LI c AIM3 PtA Abr-16
696 LI E AIMO PtC Abr-16
697 PA N/A AIM6 PtI Abr-16
698 AN E AIM3 PtH Ene-15
699 AN E AIM6 PtH Ene-15
700 AN D AIM3 PtH Ene-15
701 AN E AIMO9 PtH Ene-15
702 AN E AIMS5S PtH Ene-15
703 PA N/A AIM6 PtF Abr-16
704 AN E AIM6 PtH Ene-15
705 PA N/A AIM?2 PtA Abr-16
706 PA N/A AIM6 PtF Abr-16
707 MJ N/A AIM3 PtH Oct-16
708 PR N/A AIMS N/A Oct-16
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No Poza Punto Medio  Pretratamiento  Fecha
aislado Muestreo cultivo
709 MJ N/A AIM6 N/A Oct-16
710 PR N/A AIM3 N/A Oct-16
711 PB N/A AIMS N/A Oct-16
712 MJ N/A AIM6 N/A Oct-16
713 PB N/A AIMS N/A Oct-16
714 PB N/A AIMS N/A Oct-16
715 MJ N/A AIM6 N/A Oct-16
716 MJ N/A AIM4 N/A Oct-16
717 PB N/A AIMS N/A Oct-16
718 PR N/A AIM6 N/A Oct-16
719 PR N/A AIMS N/A Oct-16
720 MJ N/A AIMS N/A Oct-16
721 MJ N/A AIMS N/A Oct-16
722 PR N/A AIMS N/A Oct-16
723 PR N/A AIMS N/A Oct-16
724 PB N/A AIM2 N/A Oct-16
725 MJ N/A AIM6 N/A Oct-16
726 MJ N/A AIM6 N/A Oct-16
727 PR N/A AIM6 N/A Oct-16
728 PB N/A AIMS N/A Oct-16
729 PR N/A AIMS5 N/A Oct-16
730 MIJ N/A AIM6 N/A Oct-16
731 MJ N/A AIM4 N/A Oct-16
732 PB N/A AIM2 N/A Oct-16
733 MIJ N/A AIMS5 N/A Oct-16
734 MJ N/A AIMS5 N/A Oct-16
735 MJ N/A AIM4 PtI Oct-16
736 PR N/A AIM3 N/A Oct-16
737 PB N/A AIMA4 N/A Oct-16
738 PB N/A AIMS N/A Oct-16
739 MJ N/A AIM4 N/A Oct-16
741 PB N/A AIM?2 N/A Oct-16
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ANEXO 2

Tabla 17. Porcentajes de identidad y afiliacion mediante la secuenciacion del gen 16S ARNr de las actinobacterias de CC.

Aislado Lugar Punto No Acceso Tamaiio Cepa No Acceso  Porcentaje Lugar
aislamiento Muestreo (Pb) identidad aislamiento
160 LI C KY436759 1349 Streptomyces KP718510 100 Sedimento
bacillaris marino mar
amarillo
163 LI C KY436761 1339 Streptomyces KP718510 99 Sedimentos
bacillaris de manglar
de
Tailandia
164 LI B KY435370 1312 Nocardiopsis sp. KC856806 99 Ascidias
marinas
169 LI F KY436828 1257 Streptomyces sp. KM678018 99 Sedimentos
de manglar
de
Tailandia
171 LI E KY436897 504 Streptomyces sp. KM678018 99 Sediento de
manglar
172 AN - - - Streptomyces NR_025870.2 99 Suelo
sampsonii agricola
173 AN - - - Streptomyces NR 134201.1 99 Lago saldo
smyrnaeus
175 AN - - - Streptomyces oryzae  NR_146025.1 99 Planta de
arroz
178 AN - - - Streptomyces NR 116096.1 100 -
litmocidini
179 AN - - - Streptomyces fabae ~ NR _145617.1 100 Rizosfera
180 AN - - - Glycomyces NR 044432.1 100 Rizosfera
endophyticus
183 AN - - - Streptomyces NR 042689.1 98 -
specialis
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Aislado Lugar Punto No Acceso Tamaiio Cepa No Acceso  Porcentaje Lugar
aislamiento Muestreo (Pb) identidad aislamiento
185 LI E KY436896 311 Streptomyces sp. KU681239 99 Suelo
salino-
alcalino
186 LI F KY436829 1346 Streptomyces pactum CP016795 100 -
187 LI C KY327799 1302 Micrococcus sp. KX289492 100 Suelo
189 LI C KY436900 584 Streptomyces sp. KU173818 99 Sedimento
marino
190 LI A KY436901 714 Streptomyces sp. JF950284 100 Sedimento
marino
192 LI E KY435442 1397 Nocardiopsis sp. KM886159 99 Esponjas
marinas
193 LI B KY436902 1351 Streptomyces sp. AB841031 99 Rizosfera
de arroz
194 LI C KY440400 1450 Streptomyces KP718510 99 Sedimento
bacillaris marino mar
Amarillo
195 LI C KY440399 1089 Streptomyces sp. DQ448731 99 Sedimento
marino
196 LI E KY440748 571 Streptomyces sp. KM678018 99 Sedimento
de manglar
197 LI C KY440747 1337 Streptomyces KP718510 100 Sedimento
bacillaris marino mar
amarillo
198 LI F KY434635 1306 Kocuria rhizophila KT387335 99 Efluente de
mariscos
199 LI B KY434186 1314 Arthrobacter sp. KJ679354 99 Suelo
salino
200 LI A KY435441 723 Nocardiopsis sp. KF543081 100 Agua
salada
201 LI A KY440957 1371 Streptomyces sp. AB841031 99 Rizosfera
de arroz
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Aislado Lugar Punto No Acceso Tamaiio Cepa No Acceso  Porcentaje Lugar
aislamiento Muestreo (Pb) identidad aislamiento
203 LI F KY441103 577 Streptomyces KX013537 99 Planta
cavourensis medicinal
204 LI D KY435443 1320 Nocardiopsis sp. EU384273 99 Suelo
207 LI C KY441411 1358 Streptomyces sp. KM678018 99 Sedimento
de manglar
en
Tailandia
208 LI E KY435453 1383 Nocardiopsis sp. KM886159 99 Mar sur de
China
209 LI E KY441440 1099 Streptomyces sp. KY015003 100 Esponjas
marinas
212 M - - - Streptomyces NR 125444.1 99 -
thermolilacinus
213 MJ - - - Streptomyces NR 041146.1 100 -
bacillaris
214 M - - - Streptomyces NR 112581.1 100 -
olivaceus
215 M - - - Modestobacter NR_109643.1 99 Raiz de la
roseus planta
haléfita
salicornia
217 MJ - - - Glycomyces NR 109641.1 98 Costa
phytohabitans haléfita
Jiangsu
221 LI C KY435834 1314 Nocardiopsis sp. KM886159 99 Esponjas
marinas
223 LI C KY435836 1339 Nocardiopsis sp. KM886159 100 Esponjas
marinas
230 LI C KY441439 623 Streptomyces sp JF950272 99 Sedimento
marino
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Aislado Lugar Punto No Acceso Tamaiio Cepa No Acceso  Porcentaje Lugar
aislamiento Muestreo (Pb) identidad aislamiento
232 LI A KY435504 1320 Nocardiopsis KC493994 99 Rio
dassonvillei Amarillo
regién
Delta
233 LI B KY434326 1260 Glycomyces sp. JQ819254 99 Costa
haléfita
235 LI B KY441441 902 Streptomyces sp. KY015026 99 Esponjas
marinas
236 LI A KY435833 1314 Nocardiopsis sp. KM886159 99 Esponjas
marinas
237 LI A KY435835 1300 Nocardiopsis sp. KM886159 100 Esponjas
marinas
401 LI D KY435832 1314 Nocardiopsis sp. KM886159 99 Esponjas
marinas
403 LI D KY441444 1336 Streptomyces pactum CP016795 100 -
407 LI F KY441443 1310 Streptomyces sp. KX863512 100 Suelo de
pradera
409 LI C KY441450 1342 Streptomyces pactum CP016795 100 -
500 LI A KY441451 1275 Streptomyces sp. KX279526 99 Agua del
lago
Fetzara
506 LI D KY441463 1359 Streptomyces KP718510 100 Sedimento
bacillaris marino mar
amarillo
516 LI B KY445386 281 Streptomyces pactum KY120281 100 Muestra de
agua
Antértida
517 AN - - - Nocardiopsis NR 074635.1 99 -
dassonvillei
519 AN - - - Nocardiopsis NR _074635.1 99 -
dassonvillei
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Aislado Lugar Punto No Acceso Tamafio Cepa No Acceso  Porcentaje Lugar
aislamiento  Muestreo (Pb) identidad aislamiento
565 LI A KY445387 1333 Streptomyces sp. KM678018 99 Sedimento
de manglar
568 PR - - - Streptomyces NR 126175.1 99 -
chumphonensis
570 PR - - - Nocardiopsis NR 112743.1 99 -
dassonvillei
577 LI C KY445388 1240 Streptomyces sp. KM678018 99 Sedimento
de manglar
579 LI C KY434330 764 Microbacterium sp. KY007183 100 Suelo de
pradera
580 LI B KY445389 1328 Streptomyces sp. KM590925 100 Sedimento
589 PR - - - Streptomyces NR 126175.1 99 -
chumphonensis
602 LI E KY445917 1008 Streptomyces sp. KY203671 100 -
604 LI D KY445916 1337 Streptomyces sp. KC856860 100 Ascidias
marinas
605 LI D KY445918 1301 Streptomyces sp. LC073309 99 Rizosfera
606 LI C - - Streptomyces NR 112291.1 99 -
toxytricini
610 LI A KY452454 1347 Streptomyces sp. KM678018 100 Sedimentos
de manglar
612 LI D KY445919 1097 Streptomyces sp. KM?229361 99 Suelo de
bosque
614 LI B KY435618 392 Nocardiopsis sp. KU535898 99 Desierto de
india
616 PA - - Streptomyces NR 112566.1 98 Suelo
panacagri
617 LI D KY445920 1347 Streptomyces sp. KM678018 100 Sedimento
de manglar
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Aislado Lugar Punto No Acceso Tamaiio Cepa No Acceso  Porcentaje Lugar
aislamiento Muestreo (Pb) identidad aislamiento
619 LI D KY445921 1099 Streptomyces sp. KM678018 99 Sedimento
de manglar
627 LI E KY445934 1197 Streptomyces sp. HQ873930 99 Sedimento
marino mar
de Cortez
628 LI D KY445932 1287 Streptomyces sp. LC073309 99 Rizosfera
629 PAQ - - Streptomyces palmae NR_152026.1 98 Rizosfera
630 LI D KY445935 474 Streptomyces KP209441 99 Planta
rhizosphaericus
633 PA - - Streptomyces NR _112566.1 98 -
panacagri
636 LI B KY508961 304 Streptomyces sp. KY465886 100 -
648 LI C KY451834 1094 Streptomyces sp. KM678018 99 Sedimento
de manglar
649 LI E KY452026 1314 Streptomyces sp. JX007976 99 Esponjas
marinas
653 LI D KY452455 1055 Streptomyces EF418611 99 -
viridogenes
655 LI D KY327806 1299 Verrucosispora sp KU382350 99 lagos de
. crater
663 LI C KY435617 566 Nocardiopsis sp. AB609587 99 Sedimento
marino
profundo
665 LI C KY453992 1045 Streptomyces sp. KM678018.1 100 Sedimento
de manglar
667 LI B KY435620 1223 Nocardiopsis KUS535898 99 Hoja
flavescens
671 LI D KY453993 1292 Streptomyces sp KT581316 99 Rizosfera
673 LI D KY453994 1221 Streptomyces sp. KM678018 99 Sedimento
de manglar
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Aislado Lugar Punto No Acceso Tamaiio Cepa No Acceso  Porcentaje Lugar
aislamiento Muestreo (Pb) identidad aislamiento
676 LI A KY453995 1319 Streptomyces sp. KM678018 100 Sedimento
de manglar
678 LI D KY457841 286 Streptomyces KU214677 99 -
novaecaesareae
681 PAQ - - - Streptomyces tendae  NR_025871.2 100 Cultivo de
papa
685 LI A KY434663 578 Micrococcus KX792238 100 Rizosfera
yunnanensis de cerezo
695 LI C KY453996 1301 Streptomyces sp. EU214931 99 Sedimento
marino
696 LI E KY434185 1299 Blastococcus sp. DQ448697 99 Sedimento
marino
698 LI E KY454014 1306 Streptomyces sp. JX007976 99 Esponjas
marinas
699 LI E KY454013 1258 Streptomyces KU973994 99 Raiz
violaceochromogenes
700 LI D KY454015 1151 Streptomyces sp. KM229361 99 Suelo de
bosque
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ANEXO 3

Tabla 18. Medida de radio en centimetros de halos de inhibicién de ensayos doble capa.

Cepa/ S. aureus C. albicans E. coli O157H:7

aislado

M1 M2 M3 M4 M1 M2 M3 M4 M1 M2 M3 M4
4 0 0 0 0 0 3.0 2.0 0 0 0 0 0
5 0 0 0 0 3.0 0 0 0 0 0 0 0
6 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
7 0 0 0 0 3.0 5 0 0 0 0 0 0
10 0 0 0 0 0 0 0 3.0 0 0 0 0
11 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
12 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
13 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
15 0 0 0 0 4.4 6.2 0 2.0 0 0 0 4.7
18 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
30 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
31 0 0 0 0 0 0 4 0 0 0 0 4.5
36 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
53 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
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Cepa/ S. aureus C. albicans E. coli O157H:7
aislado

M1 M2 M3 M4 M1 M2 M3 M4 M1 M2 M3 M4
106 0 0 0 0 6.0 9.0 2.5 2.5 3.5 2.0 4.0 3.5
123 0 0 0 0 0 0 0 3.0 0 0 3.5 0
160 0 0 0 0 0 0 3 3.0 0 0 0 0
161 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
162 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
163 0 0 0 0 3.0 0 4.4 4.0 0 1.5 0 0
164 0 0 0 0 0 0 3.5 0 1.3 0.3 0 0
167 0 0 0 0 0 0 2.0 0 0 0 0 1.5
170 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
172 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
173 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
177 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
178 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
179 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
180 3 0 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0
182 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
183 0 0 2.1 0 2.5 0 2.8 0 0 0 0.3 0
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Cepa/ S. aureus C. albicans E. coli O157H:7
aislado

M1 M2 M3 M4 M1 M2 M3 M4 M1 M2 M3 M4
184 0 0 0 0 0.7 0 0 0 0 0 0 0
186 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 3.5
191 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
192 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
193 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
194 0 0 0 0 2 0 0 0 0 0 0 0
195 8.4 5 9.4 8.6 0 0 0 0 2 0 0 3
197 0 0 0 0 2.2 0 0 3 0 0 0 0
200 0 0 0 0 0 0 3 2 0 0 0 0
201 3.4 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
206 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
207 0 0 0 0 2.5 5 0 0 1.8 0 0 0
209 0 0 0 0 0 0 0.8 0 0 0 0 0
210 0 0 0 0 1.4 0 1.3 0 0 0 0 0
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Cepa/ S. aureus C. albicans E. coli O157H:7
aislado
M1 M2 M3 M4 M1 M2 M3 M4 M1 M2 M3 M4
211 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
213 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
214 0 0 0 0 0.5 0 0 0 0 0 0 0
217 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
221 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
222 0 0 0 0 1.5 0 0 0 0 0 0 0
224 0 0 0 0 0 0 0.4 0 0 0 0 0
231 2.3 0 0 0 1.2 0 1.3 0 0 0 0 0
232 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 2.5 0
236 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
237 2.0 0 0 0 0 24 4.0 0 0 0 0 0
238 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
400 0 0 0 0 0 0 2.5 0 0 0 0 0
401 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
403 0 0 0 0 0.6 0 0 0 0 0 0 0
407 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
408 2 0 7.5 7.5 0 0 5.0 0 0 3.5 0 0
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Cepa/ S. aureus C. albicans E. coli O157H:7
aislado
M1 M2 M3 M4 M1 M2 M3 M4 M1 M2 M3 M4
409 0 0 0 0 4.0 2 24 6.0 0 0 0 0
410 0 0 0 0 1.0 0 25 0 0 0 0 0
440 0 0 1.7 0 0 0 0 0 0 0 0 0
500 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
506 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
510 0.6 0 1.5 0 0 0 1.2 0 0 0 2.0 0
511 0 0 0 0 8.0 7.5 0 0 0 0 0 0
512 0 0 0 0 6.0 0 0 1.0 0 0 0 0
513 0 0 0 0 0 1.4 50 4.0 0 0 0 0
514 0 0 4.0 5.0 2.2 5.0 3.0 0 0 6.0 0 0
516 0.7 0 1.7 0 0 0 30 40 0 0 2.0 0
518 34 0 53 0 42 0 52 0 0 0 0.5 0
519 0 0 0 0 0 0 2.0 0 0 0 0 0
561 0 0 0 0 1.5 0 2.0 0 0 0 0 0
562 0 0 0 0 0 0 1.2 0 0 0 0 0
563 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
566 1.1 0 0 0 1.7 0 0.4 0 0 0 0 0
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Cepa/ S. aureus C. albicans E. coli O157H:7
aislado
M1 M2 M3 M4 M1 M2 M3 M4 M1 M2 M3 M4

567 3.1 0 4.2 0 22 0 4.5 0 0 0 0 0
571 2.6 0 0.4 0 0 0 5 0 0 0 0 0
572 0 0 2.1 0 2.8 0 0 0 0 0 0 0
574 0 0 0.4 0 0 0 0 0 0 0 0 0
575 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
576 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
577 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
578 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
579 0 0 0 0 25 0 0 0 0 0 0 0
580 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
582 1.3 0 39 0 5.6 0 5.7 0 0 0 0 0
583 0 0 0 0 0 0 35 0 0 0 0 0
587 0 0 0 0 0 0 24 0 0 0 0 0
590 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
593 2.5 0 0 0 1.6 0 1.8 0 0 0 0 0
595 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
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Cepa/ S. aureus C. albicans E. coli O157H:7
aislado
M1 M2 M3 M4 M1 M2 M3 M4 M1 M2 M3 M4
601 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
607 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
609 0.2 0 0.1 0 14 0 4 0 0 0 0 0
612 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
613 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
618 53 0 5.4 0 5.5 0 5.6 0 0 0 0 0
622 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
623 0 0 2.1 0 1.7 0 0.5 0 0 0 0 0
634 0 0 0 0 0 0 6.0 0 0 0 0 0
636 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
640 0 0 0 0 3.0 0 0 0 0 0 0 0
641 0 0 0.9 0 0 0 0 0 0 0 0 0
648 0 0 0 0 2.5 0 1.7 0 0 0 0 0
650 0 0 1.6 0 0 0 0 0 0 0 0 0
653 0 0 0.6 0 0 0 4.0 0 0 0 0 0
653 0 0 0.5 0 0 0 0 0 0 0 0 0
656 0 0 0 0 0 0 1.2 0 0 0 0 0
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Cepa/ S. aureus C. albicans E. coli O157H:7
aislado
M1 M2 M3 M4 M1 M2 M3 M4 M1 M2 M3 M4
659 2.7 0 25 0 3.1 0 2.3 0 0 0 0 0
665 0 0 0 0 1.5 0 1.4 0 0 0 0 0
667 0 0 0 0 3.0 0 2.0 0 0 0 0 0
669 0 0 0 0 0 0 0.5 0 0 0 0 0
670 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
672 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
674 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
676 0 0 0 0 0 0 1.5 0 0 0 0 0
677 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
678 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
681 0.1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
699 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
702 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
703 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
730 0 0 24 0 0 0 0 0 0 0 0 0
731 0 0 0.2 0 0 0 0 0 0 0 0 0
737 0 0 0.6 0 0 0 0 0 0 0 0 0
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Cepa/ S. aureus C. albicans E. coli O157H:7
aislado
MI M2 M3 M4 M1 M2 M3 M4 M1 M2 M3 M4

741 2.8 0 2.6 0 0 0 0 0 0 0 0 0
742 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
744 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
666 0 0 0.6 0 0 0 1.0 0 0 0 2.0 0
668 0.6 0 1.5 0 0 0 1.5 0 0 0 1.7 0
698 0 0 1.6 0 0 0 2.0 0 0 0 1.7 0
700 0.7 0 0.6 0 0 0 24 0 0 0 1.5 0

Medios de cultivo : M1,M2 M3. M4
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ANEXO 4
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Figura 29. Perfil cromatografico de la fracciéon PR33-F6 realizado por HPLC

135



ELSD
7000 0
00,00
00 00
700,00
0.0
F 5000
40000
200,00
=000
1000
000
omo | 200 400 B0 Bbo 10000 2’00 Joo | 1Emo B0 | 2000 | 2200 2400 | SEO0 | PEDO | 3000 | 2200
M
v oo
s
| l eSS
an0.00] ! -
E
c 3 15
F00.00H
sy
200,004 5 . ; s -
0.00 1500 20,00 265 10 30.00 LB
Minutes
L
LB
Sodon  zsion 400 LS00
1 10}
o]
o5z
0.5r] 2415
2 a0
030
LS
T T T T T T
5.00 1003 15,00 20,050 2500 30,00
WMinuiss T
o]
T T T T T T
so0ce SS000 0 SOQO0.  SSO00 0 40000 4500
e

Figura 30. Perfil cromatogréfico de la fraccién PR33-F7 realizado por HPLC
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Figura 31. Perfil cromatogréfico de la fraccién PR35-F5 realizado por HPLC
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Figura 32. Perfil cromatografico de la fracciéon PR35-F6 realizado por HPLC
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Columna; BEH C18 (2.1 = 30 mm, 1.7 um), Waters
Temperaiura de |la columna: £0°C

Muestra: 0.2 mg/ml disuslta en Dioxano-MaOH (1:1)
Volumen de impeccion: Sul

Sistema de elucidn:
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Figura 33. Anélisis por UPLC-PDA-HRMS-MS/MS: del extracto crudo de la cepa de Streptomyces PR33
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Figura 34. Anélisis por UPLC-PDA-HRMS-MS/MS: del extracto crudo de la cepa de
Streptomyces PR33
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Figura 35. Andlisis por UPLC-PDA-HRMS-MS/MS: del extracto crudo de la cepa
de Streptomyces PR33
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TIC and PDA

CoWse s\ mEprasn FIZ01E7-15014 AM
AT 0.0 - 1001
£ car HL:
100 n e t:Ea

! 5 543 742
™ rrrrrrrrer e T 1 | BN I B N B R B R S B R R B N B e |
a 1 Z2 3 7 B g i
Tima: {miln]
UV 5.22 min
prAsn| $EIES AT- 522 AV-1 M- 2MES micrmall
- 2200743
III|

g B N H"\I
- 2053478 | \
: - | \
3 I \
3 4 )
3
2

N
o
=
=
=
an
iz
v
£
"
&
@
8
3
&
2
0
E
1%

e 3013456 338355

T r1T rr1T 1T rrrprrrrr1rrrJrrrrp1i17m 17117 17T T1T T 1T T T
200 220 240 250 280 300 3z 34D 350 38 400 £20 440 450 480 500
wavgdength (nm)
UV 5.81 min
e3Snl #7001 AT: 65091 AV:1 ML 4DEES miomAl
2176840
- =
n s ‘-\_
|"' \
3 g |I|| \
i
5 I”
3 A
] III.-".-'
% £ Ih" maf:ec_iﬂm
L - _,_r"'f
- -\-\H\-\_\_ B ) o
— 4pipn HEAIEE o~ .
T T 1T T T T T T T T 1T T T T [T T T7T I rr 7 rrrr1r1r 1 [ 1rr 1T 1 7T T T 1rrrrrrr 7 17rrr1r1r1r1r 17 1rrr17rrri
200 220 240 250 280 300 azg 340 30 380 400 &20 440 450 4B0 500
wavgdength nm)

Figura 36. Andlisis por UPLC-PDA-HRMS-MS/MS: del extracto crudo de la cepa de
Streptomyces PR35
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Figura 37. Andlisis por UPLC-PDA-HRMS-MS/MS: del extracto crudo de la cepa de
Streptomyces PR35
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Actinomycin Dz Ry=CH2
Actinomycin X2: R;=C0O
Actinomycin Xgg: R = CHOH

La sefal con un iempo de retencion de 5.24 min corresponde al compuesto:
Actinomycin Xgp

Chemical Formula: CaaHggMNy2047

Exact Mass: 1270.6234

miz 12716288 [M+H]'. Calc. for CazHaph 120y, -0.6 ppm, IDH 26

La sefial con un iempo de retencion de 5.90 min corresponde a la mezcla de compuesios:
Actinomycin D

Chemical Formula: CaaHgaMNa204s

Exact Mass, 1254 6285

iz 12656530 [M+H]", Cale. for CazbhMN 12045, -0.6 ppm, IDH 26

Actinomycin X2

Chemical Formula: CaaHaaM 207

Exact Mass: 12686077

miz 1289.8138 [M+H]*, Calc. for CgabhsM 2047, - 1.0 ppm, IDH 27

Figura 38. Resumen resultados del andlisis por UPLC-PDA-HRMS-MS/MS de
las fracciones de los extractos de las cepas PR33 y PR35
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