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GLOSARIO

Actividad bioldgica o bioactividad: Efecto benéfico o adverso de una sustancia
sobre un organismo vivo.

Antagonismo: Interaccidn entre organismos o sustancias que causa la perdida de
actividad de cada uno de ellos.

Antibidticos: Sustancia quimica producida por un ser vivo o0 derivada
sintéticamente que mata o inhibe el crecimiento de ciertas clases de
microorganismos sensibles.

Bioactivos: Sustancias que tiene algun efecto sobre un organismo vivo, tejido o
célula.

Cepa: En microbiologia, conjunto de virus, bacterias u hongos que poseen la
misma composicion genética.

Gram positiva: Célula procariota cuya pared celular estd compuesta basicamente
por peptidoglicano y que carece de membrana externa.

Halo: Zona alrededor de un disco o area impregnada con la sustancia activa en la
gue no se produce crecimiento bacteriano.

Metabolito secundario: Compuesto organico sintetizado por el organismo que no
tiene un rol directo en el crecimiento o reproduccion de este, pero que pueden
brindar ventaja competitiva.

Resistencia a los antimicrobianos: La resistencia a los antimicrobianos es el
fendbmeno por el cual un microorganismo deja de ser afectado por un
antimicrobiano al que anteriormente era sensible. Es consecuencia de la
capacidad de ciertos microorganismos (por ejemplo, bacterias y virus) de
neutralizar el efecto de los medicamentos, como los antibidticos. La resistencia
surge por la mutaciéon del microorganismo o por la adquisicion del gen de

resistencia.



ABREVIATURAS
ATCC: American Type Culture Collection

CMI: Concentracion minima inhibitoria

CCF: Cromatografia en capa fina

CLSI: Clinical and Laboratory Standards Institute

DCM: Diclorometano

DMSO: Dimetilsulféxido

EtOAc: Acetato de etilo

EtOH: Etanol

GNPS: The Global Natural Products Social Molecular Networking

GYM: Glucosa levadura y malta

MS: Espectrometria de masas
RMN: Resonancia magnética nuclear

Rf: Factor de retencion

SYP: Almidon levadura y peptona

UFC: Unidades formadoras de colonias

VPC: Volumen de paquete celular
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RESUMEN

Dentro del grupo de las actinobacterias, el género Salinispora presenta interés
biotecnoldgico al ser una fuente importante de antibidticos frente a cepas
patdgenas de importancia clinica. Actualmente existe una problemética en el
sector salud debido a la resistencia de microorganismos patégenos a los
antibidticos actuales, lo que motiva la busqueda de bacterias productoras de
metabolitos con potencial antibacteriano. Una alternativa para que la produccion
de compuestos antibacterianos a partir de microorganismos sea mas eficiente,
implica la busqueda de diferentes condiciones de cultivo (variaciones en salinidad,
nutrientes, entre otros). En el caso del género Salinispora, al ser una bacteria
marina obligada, la salinidad es un factor crucial para su crecimiento y por otro
lado, se ha observado que a lo largo de su ciclo de vida, la produccion de
compuestos se modifica. Por lo que el presente trabajo tiene como objetivo,
evaluar el efecto de diferentes condiciones de cultivo de S. arenicola (cepa PA-Sa-
337-2) en el crecimiento y la actividad antibacteriana frente a bacterias patogenas.
Para el desarrollo del trabajo se evaluaron diferentes condiciones, dos medios de
cultivo GYM y SYP que difieren en la fuente de carbono (glucosa, almiddn),
nitrogeno (malta y peptona), asi como diferentes concentraciones de salinidad
(2.5, 3.5y 4.5 %) y tiempos de cultivo (7, 14, 21, 28 y 35 dias). Los resultados
mostraron variaciones tanto en el crecimiento como en la actividad antibacteriana
dependiendo de la condicién evaluada. EI mayor crecimiento de S. arenicola se
obtuvo con el medio GYM (Glucosa, levadura, malta) a una salinidad de 3.5% con
fases de desarrollo bien definidas, pero baja actividad frente a las bacterias
patégenas. Mientras que cuando las condiciones no favorecieron el crecimiento de
S. arenicola, se incrementd la actividad antibacteriana. De tal manera que las
condiciones de crecimiento en GYM con 2.5% de salinidad y SYP con 4.5%
propiciaron la mayor actividad (MIC=1.52 ug/ml) con un tiempo de cultivo de 21
dias. El analisis preliminar de las fracciones de los extractos mas activos mostro

por de-replicacion la presencia de los compuestos uracilo y acido fenilacetico.

Palabras clave: Estrés salino, Extractos, Salinispora, Staphylococcus



ABSTRACT

Within the group of actinobacteria, the genus Salinispora has a biotechnological
interest as it is an important source of antibiotics against pathogenic strains of
clinical importance. Currently there is a problem in the health sector due to the
resistance of pathogenic microorganisms to current antibiotics, which motivates the
search for bacteria that produce metabolites with antibacterial potential. An
alternative for the production of antibacterial compounds from microorganisms is
more efficient, involves the search of different culture conditions (variations in
salinity, nutrients, among others). In the case of the genus Salinispora, being an
obligate marine bacterium, salinity is a crucial factor for its growth and on the other
hand, it has been observed that throughout its life cycle, the production of
compounds is modified. Therefore, the objective of this work is to evaluate the
effect of different culture conditions of S. arenicola (strain PA-Sa-33'-2) on the
growth and antibacterial activity against pathogenic bacteria. For the development
of the work, different conditions were evaluated, two GYM and SYP culture media
that differ in the carbon source (glucose, starch), nitrogen (malt and peptone), as
well as different salinity concentration (2.5, 3.5 and 4.5%). ) and culture times (7,
14, 21, 28 and 35 days). The results showed variations in both growth and
antibacterial activity depending on the condition evaluated. The highest growth of
S. arenicola was obtained with GYM medium (Glucose, yeast, malt) at a salinity of
3.5% with well-defined development phases, but low activity against pathogenic
bacteria. While when conditions did not favor the growth of S. arenicola,
antibacterial activity increased. In such a way that the conditions of growth in GYM
with 2.5% of salinity and SYP with 4.5% led to the highest activity (MIC = 1.52
pg/ml) with a culture time of 21 days. The preliminary analysis of the fractions of
the most active extracts showed by de-replication the presence of the compounds

uracil and phenylacetic acid.

Key words: Extracts, Saline stress, Salinispora, Staphylococcus



1. INTRODUCCION

Las actinobacterias se caracterizan por ser un grupo de microorganismos
prometedores como productores potenciales de compuestos bioactivos, tales
como antibidticos, antitumorales e inmunosupresores (ifiiguez-Martinez et al.,
2016). Las capacidades metabdlicas vy fisiol6gicas que poseen les permiten no
s6lo habitar ambientes extremos, sino también producir compuestos con diversas
actividades farmacolégicas (Jensen & Fenical, 1994; Magarvey et al., 2004;
Fenical & Jensen, 2007; Ledn et al., 2007).

Los miembros del género Salinispora son actinobacterias marinas obligadas,
aisladas de sedimentos marinos tropicales y subtropicales. La secuenciacion de
algunos genomas de este género mostré6 que un amplio porcentaje es utilizado
para el proceso de biosintesis de metabolitos secundarios (Duncan et al., 2015;
Maldonado et al., 2005). De las tres especies descritas para este género,
Salinispora arenicola, es la mas abundante y ampliamente distribuida (Mincer et
al., 2002; Maldonado et al., 2009).

A partir de cepas de S. arenicola se han identificado una diversidad de
compuestos, incluyendo al grupo de potentes antibioticos de la clase de la
rifamicina, compuestos actualmente comercializados (Bose et al., 2014). Con la
finalidad de incrementar u optimizar la produccién de metabolitos bioactivos,
diversos trabajos han modificado el efecto que tienen las condiciones de cultivo y
tiempos de cosecha (Ma et al., 2008; Ng et al., 2014). Para el caso especifico de
S. arenicola, al ser una especie marina obligada, requiere de un medio salino para
su desarrollo. Modificaciones en la concentracion de la salinidad durante el cultivo,
originan cambios en la produccion de antibioticos (Ng et al., 2014). Otro aspecto a
considera, es la relacion entre el ciclo de vida de la especie y la produccion de
metabolitos secundarios. En cepas de S. arenicola asociadas a esponjas, se
observé que la mayor produccion de compuestos del tipo de las rifamicinas se

producia después de 32 dias de cultivo (Ng et al., 2013).



Para la optimizacion del medio de cultivo en la produccion de antibitticos, los
nutrientes son un factor importante de analizar. En actinobacterias, dos tipos de
medio ampliamente utilizados son el: SYP, que contiene almidén, levadura y
peptona (Ng et al.,, 2013; Ng et al.,, 2014) y el GYM, formulado con glucosa,
extracto de levadura y extracto de malta (Schneemann et al., 2010; Kurtboke et al.,
2015).

Estudios previos de la actividad antibacteriana de cepas de S. arenicola aisladas
de sedimento de Punta Arena de La Ventana, B.C.S., dentro del Golfo de
California, mostraron actividad antibacteriana (datos sin publicar). Por lo que la
finalidad del presente trabajo fue determinar las condiciones de cultivo (salinidad,
nutrientes y tiempo de cultivo) que permitan el crecimiento de la cepa de S.
arenicola PA-Sa-33"-2, e incrementen su actividad antibacteriana frente a cepas
resistentes de S. epidermidis y S. aureus, unos de los patdégenos con mayor
importancia epidemioldgica en hospitales debido a las altas tasas de morbilidad y

mortalidad que presentan (Bafos et al., 2015).

2. ANTECEDENTES

2.1 Condiciones de cultivo de Salinispora

En experimentos realizados para la optimizacion de medios de cultivo utilizando
glucosa como fuente de carbono se ha observado que se obtiene una mayor
biomasa en presencia de concentraciones bajas de esta fuente de carbono
(Ferreira- Torres et al., 2012). Por otra parte, en presencia de altas cantidades de
glucosa o moléculas complejas, se puede observar una disminucion en la
biomasa, lo cual posiblemente se deba a una represion catabdlica (Van Keulen et
al., 2011).

Ferreira-Torres (2012) observé diferencias significativas al determinar la fuente de
carbono adecuada para la mayor produccion de biomasa en la actinobacteria

Thermobifida sp. MCR24, al comparar glucosa, galactosa, manosa, inositol,



sorbitol, adonitol, dulcitol, manitol, maltosa, sacarosa, trehalosa, celobiosa,
lactosa, arabinosa, xilosa, ramnosa, fructosa, citrato, urea y esculina, obteniendo
la méxima produccién con sacarosa como fuente de carbono, y este sustrato al ser
un dimero formado por glucosa y fructosa, requiere de la actividad enzimética
para su hidrdlisis para que se puedan asimilar los monémeros. Por otro lado, en la
produccién de biomasa de Streptomyces sp. MCR9 se encontré que la celobiosa
como fuente de carbono registr6 la maxima produccién de biomasa (Ferreira-
Torres et al., 2012).

En el aislamiento de actinobacterias marinas en Bahia de los Santos, Baja
California Sur, México, se utilizé el medio GYM (glucosa- extracto de levadura y
malta). Esta fuente de nutrientes favorecié el crecimiento de sesenta y cinco
aislamientos que se asemejan a las caracteristicas morfoldgicas tipicas de los
miembros de la familia Micromonosporaceae, a saber, los géneros
Micromonospora, Verrucosispora y Salinispora (Becerril-Espinosa et al., 2013).

Por otro lado, se han realizado trabajos enfocados en la optimizacion del cultivo de
Salinispora, Tsueng & Lam en el 2010, en donde reportaron que las tres especies
de Salinispora, S. arenicola, S. tropica y S. pacifica, requieren magnesio y calcio
para su crecimiento. S. pacifica presento el requisito de crecimiento mas estricto
para estos iones. La interaccion entre estos dos iones mejord el crecimiento de
Salinispora. Se demostro que el aporte de sodio para propiciar el crecimiento de
Salinispora no fue exclusivo, ya que las tres especies de Salinispora pueden usar
potasio o litio como reemplazo del sodio para su crecimiento. El litio a pesar de
gue puede sustituir al sodio es mas toxico para S. arenicola que para S. tropica y
S. pacifica (Tsueng & Lam, 2010). Usando medios basados en cloruro de sodio y
de litio, resultdé que Salinispora tiene un requisito de crecimiento para iones
divalentes como magnesio y calcio. S. arenicola tiene requerimientos fuerza i6nica
menor que S. tropica y S. pacifica.

Otros estudios se han enfocado en la variacion de la fuente de carbono y
nitrégeno, asi como en la respuesta al estrés salino en los medios de cultivo para
el crecimiento de Salinispora. Recientemente se ha investigado el efecto de la

salinidad en relacion directa con el crecimiento de S. arenicola. Ng et al. (2014)



evaluaron el efecto de la salinidad en la produccion de biomasa en S. arenicola,
utilizando sal marina artificial, NaCl y K* en medio SYP, determinaron el VPC
después de 43 dias de cultivo en cada una de las condiciones, concluyendo que el
crecimiento maximo se presentd en un estrés salino con 1% NaCl con un 3.25%
VPC

2.2 La actividad antibacteriana del genero Salinispora
Las cepas del género Salinispora han mostrado actividad antitumoral y antibiética
(Fenical & Jensen, 2007). Se ha descrito el cultivo de mas de 100 cepas de
Salinispora spp. reportando que méas del 80% inhibieron el crecimiento de células
tumorales humanas, y que el 35% mostr6 propiedades antimicrobianas hacia
patdgenos humanos,como Candida albicans resistente a anfotericina vy
Eterococcus faecium resistente a vancomicina. Por lo que las cepas de Salinispora
resulta ser una fuente de nuevas entidades quimicas (Mincer et al., 2002). Asolkar
et al. (2010) probaron extractos crudos de Salinispora, mostrando actividad contra

Staphylococcus resistente a la rifampicina y a la meticilina.

Se han evaluado actinobacterias de sedimentos marinos del Golfo de California,
como fuentes de cepas bioactivas potenciales. Se aislaron 235 cepas de
actinobacterias de los sedimentos de Bahia Concepcion y Bahia de Los Angeles,
México, con base en su morfologia y secuenciacion del gen 16S del ARNr. Las
cepas se clasificaron como Streptomyces, Micromonospora y Salinispora, se
obtuvieron extractos organicos de los cuales tres mostraron actividad antibiotica
contra Staphylococcus aureus, que es resistente a la meticilina (Torres-Beltran et
al.,, 2012). De acuerdo con el analisis filogenético de 136 cepas aisladas de
sedimento colectadas en el Golfo de California se identificaron ocho géneros:
Actinomadura, Salinispora, Micromonospora, Nocardiopsis, Nonomuraea,
Saccharomonospora, Streptomyces y Verrucosispora, de estas cepas se
obtuvieron 302 extractos organicos de los cuales el 65.23% resulté con actividad
antibidtica contra Pseudomona aeuroginosa y Proteus vulgaris (Becerril-Espinosa,
2011; Becerril-Espinosa et al., 2013).



En un estudio realizado por Cardoso y colaboradores (2015) en el Parque
Nacional Bahia de Loreto en el Golfo de California, encontraron actividad
citotoxica en el 40% de las cepas probadas mediante ensayos in vitro. Mientras
gue de la actividad antibacteriana en el 71% de las cepas evaluadas frente a
P.aeruginosa, Proteus vulgaris y Staphylococcus resistente a la rifampicina y a la

meticilina.

2.3 Compuestos con actividad antibacteriana
En un esfuerzo por descubrir nuevos antibiéticos, se han logrado identificar y aislar
nuevos compuestos bioactivos como agentes antibacterianos frente a cepas de
patdgenos resistentes, como es el caso de salinisporamicina y arenimicina
(Matsuda et al., 2009; Asolkar et al., 2010). Por otro lado, Arenicolido A fue
identificado y probado en un ensayo antimicrobiano utilizando S. aureus
multidrogo resistente y E. faecium resistente a la vancomicina (Williams et al.
2007). Los metabolitos secundarios reportados para el género Salinispora se
presentan en la Tabla 1. La arenimicina es un antibiético nuevo que pertenece a la
clase de benzo(o) naftaleno-quinona producida por S. arenicola (Asolkar et al.
2010), tiene actividad antibacteriana contra S. aureus resistente a la rifampicina y
la meticilina y exhibe potente actividad contra otros patégenos Gram positivos de
humanos. Por otra parte, el estudio puntual en la produccion de compuestos
bioactivos de S. arenicola ha sido ampliamente estudiado, como realizado por Ng
et al. (2014) donde reportan una mayor produccién de rifamicinas cuando se

somete a un estrés salino.



Tabla 1. Metabolitos secundarios reportados en el género Salinispora spp.
Tomado y modificado de Jensen et al. (2015).

No. Especie Compuesto Formula Masa Origen Actividad
Molecular Atomica biosintético

1 S. tropica Salinosporamida A C15H20CINO4 313.777 PKS-NRPS Proteosoma

2 S. tropica Esporolida A C24H23ClO12 538.885 ePKS Transcriptasa
Reversa

3 S. tropica Salinilactam C2gH39NOs 469.613 Tipo | PKS ND

4 S. tropica Sioxantina CaHs207 726.9803  Terpeno ND

5 S. tropica Antiprotealida C12H18CINO4 275.729 PKS-NRPS Proteosoma

6 S. pacifica Pacificanona A C2oH3403 322.482 Tipo PKS ND

7 S. pacifica Salinipirona Ay B C17H2404 292.37 Tipo | PKS ND

8 S. pacifica Cianosporosida A C21H20CINos 417.8396 PKSe ND

9 S. pacifica Lomaiviticina A CesHgoNsO24 417.8396  Tipo Il PKS Citotoxica (ADN)

10 S. pacifica Enterocina C22H20010 444.388 Tipo Il PKS Antibiotica

11 S. arenicola Salinicetal A C22H37Nos 395.267 Tipo | PKS Ornitina
Descarboxilasa

12 S. arenicola Arenicolida A Ca5H72012 805.046 Tipo | PKS ND

13 S. arenicola Saliniguinona A-F C23H1607 404.369 Tipo Il PKS Citotéxica

14 S. arenicola Ciclomarin A Cs6Hg2NgO11 1043.297 NRPS Anti-inflamatoria

15 S. arenicola Ciclomarazina C23H31N303 397.510 NRPS ND

16 S. arenicola Arenimicina C33H33NOu14 667.613 NRPS Antibictica

17 S. arenicola Arenamida A C3Hs7Ns07 671.867 Tipo Il PKS Anti_inflamatoria
(NFkB)

18 S. arenicola Estaurosporinas C2sH26N403 466.531 Alcaloide Proteina quinasa

19 S. arenicola Isopimara-8,15- CyoH320 288.467 Terpeno ND

dien-19-ol

20 S. arenicola Rifamicina B C39HagNO14 755.805 Tipo | PKS ARN Polimerasa

21 S. arenicola Mevinolina C24H3605 404.540 PKS HMG-CoA
Reductasa

22 St, Sa, Sp Desferrioxamina B Co5H4gNsOs 560.684 NRPS Quelante del
hierro

23 St, Sa,Sp Limphostina C16H14N403 310.307 NRPS-PKS Inmunosupresor




3. JUSTIFICACION

Las infecciones por microorganismos multi-resitentes tienen una prevalencia
comun a través de los afios en la historia clinica, donde Staphylococcus es uno de
los géneros de patdgenos con mayor predominio. En México entre el 5% y el 10%
de los pacientes que ingresan a hospitales contraen una o mas infecciones (OMS,
2017), llegando a provocar una tasa de mortalidad del 25.15% una vez que se ha
contraido alguna infeccion (Lopez-Herrera et al., 2012).

Los trabajos de investigacion indican que solo el descubrimiento de compuestos
gue inhiban dianas desconocidas 0 nunca abordadas puede satisfacer los
requerimientos de antimicrobianos, al menos a mediano plazo. Se sabe que el
estrés salino causa cambios importantes en el metabolismo primario y secundario
de células bacterianas, incluso bacterias marinas (Kempf y Bremer, 1998). Por
otro lado, se ha reportado que la disponibilidad de carbono, nitrogeno y
micronutrientes, estimulan la actividad enzimatica, dependiendo de la naturaleza
del sustrato, promoviendo la sintesis de metabolitos bioactivos (Gill et al., 2003;
Xiong et al.,, 2008). Sin embargo, existe una falta de conocimiento sobre los
requerimientos de las actinobacterias marinas con respecto a la fuerza ionica y la
fuente de nutrientes para su cultivo y esto dificulta la optimizacion de las
condiciones de crecimiento para los programas de aplicaciones biofarmaceuticas
(Tsueng y Lam, 2010). Trabajos realizados en B.C.S., México, donde se aislaron
cepas de Salinispora arenicola han mostrado que presentan actividad frente a
Staphylococcus aureus y S. epidermidis, por lo que resulta de interés identificar las
condiciones de cultivo que permitan la mayor produccion de compuestos

antimicrobianos frente a las cepas patdgenas antes mencionadas.



4. HIPOTESIS

¢,Qué condiciones de cultivo (salinidad, nutrientes, tiempo de cosecha) se deben
considerar para tener un mejor crecimiento de Salinispora arenicola, que propicie
mayor produccion de metabolitos antibacterianos frente a cepas de bacterias
patdgenas resistentes?

Al proporcionar un medio de cultivo adecuado para el crecimiento de Salinispora
arenicola (cepa PA-Sa-33"-2), el estrés salino inducird una mayor produccién de

metabolitos activos contra Staphyloccocus aureus y S. epidermidis.

5. OBJETIVOS

5.1 General

Evaluar el efecto de diferentes condiciones de cultivo en el crecimiento y la
actividad antibacteriana de Salinispora arenicola frente a bacterias patogenas

resistentes

5.2 Particulares

1. Evaluar el efecto de dos medios de cultivo suplementados con diferentes

salinidades en el crecimiento de S. arenicola.

2. Evaluar la actividad antibacteriana de S. arenicola bajo las diferentes
condiciones de cultivo frente a cepas resistentes de Staphylococcus aureus

y S. epidermidis.

3. Realizar un analisis preliminar del perfil quimico de extractos mas activos

de S. arenicola.
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1 Microorganismos

Salinispora arenicola

La cepa de S. arenicola PA-Sa-33"-2, fue previamente aislada de sedimento
marino de Punta Arena de La Ventana, B.C.S., dentro del Golfo de California (Lat.
24°03°40"'N y Long. 109°49'52"W) de acuerdo al método de Mincer et al., 2002,
en colaboracion con la Dra. Erika T. Quintana Cano de la Escuela Nacional de
Ciencias Biologicas del IPN. Para su reactivacion se cultivo en placas de Petri con
medio GYM (extracto de levadura, glucosa y malta), y se incubdé a 30°C en

condiciones aerobicas.

Staphylococcus aureus y S. epidermidis

Las cepas patogenas que se evaluaron pertenecen a la Coleccidon Americana de
Cultivos, por sus siglas en ingles ATCC. Staphylococcus aureus con clave
ATCCBAA-42 y S. epidermidis con clave ATCC-1222. Ambas cepas fueron
mantenidas en placa de Petri con medio TSA a 4°C, para su reactivacion fueron
cultivadas en placas de Petri con medio Mueller-Hilton e incubadas por 24 h a
35°C.

6.2 Condiciones de cultivo y determinacion de la curva de crecimiento de S.
arenicola

La cepa de S. arenicola fue sembrada en placa de agar marino, colocando 30 uL
del cultivo fresco e incubandola durante 7 dias a 30°C. Posteriormente, en
condiciones estériles se transfirié a caldo GYM en matraz de 250 ml. El cultivo se
colocd en agitacion durante 5 dias a 30°C y 150 rpm, este crecimiento fue
considerado como “pre-inoculo”.

La evaluacion del crecimiento de S. arenicola, se llevd a cabo en diferentes

medios de cultivo que difieren en la fuente de carbono y nitrégeno, GYM (extracto
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de levadura, glucosa y malta) y SYP (almiddn, extracto de levadura y peptona).
Estos a su vez con diferente salinidad, GYM-agua marina, GYM-2.5%, GYM-4.5
%, SYP-agua marina, SYP-2.5 % ySYP-4.5%. El escalamiento se realizd
afadiendo 1 ml del pre-cultivo a 200 ml de caldo fresco, con cada una de las
condiciones a evaluar a 30°C, manteniendo una agitacion constante a 150 rpm.
Para la determinacién de UFC/ml se tomé un 1 ml del pre-cultivo, se realizaron
diluciones seriadas y se sembrd en agar marino. La carga bacteriana se determiné
al cabo de siete dias de incubacion a 30° C. El crecimiento se determiné tomando
una muestra de 5 ml del cultivo cada tres o cuatro dias durante 47 dias, la
biomasa fue recuperada por centrifugacion a 4,000 g durante 10 min. El
crecimiento del cultivo se calcul6 y fue expresado como porcentaje usando la
siguiente formula: volumen de paquete celular / volumen de cultivo x 100% (Ng et
al., 2014).

6.3 Adaptacion de S. arenicola al estrés salino

En la evaluacion del crecimiento y desarrollo de la cepa bajo condiciones de
cultivo de estrés salino, se realiz6 una adaptacion celular, tomando 40 mg de
biomasa celular del pre-cultivo a los 14 dias. Esta biomasa fue inoculada
nuevamente en 50 ml de caldo con la condicion a evaluar, 2.5% o0 4.5% de
salinidad. A los 5 dias de crecimiento se realiz6 el escalamiento tomando 1 ml del
pre-cultivo en 200 ml de caldo a 30° C y manteniendo en agitacién constante 150

rpm.

6.4 Obtencion de extractos organicos

Para la obtencion de los extractos se realizdé una extraccion liquido-liquido. Para
ello se tomaron 90 ml del cultivo después de 7, 14, 21, 28 y 35 dias de incubacion,
se le adicionaron 90 ml de acetato de etilo con un tiempo de contacto de 90 min.
Posteriormente se separ6 la fase organica y la fase acuosa se sometié dos veces
mas al mismo proceso. Por ultimo, las fases organicas obtenidas fueron unidas y

concentradas a presion reducida en un rotaevaporador a 36°C hasta sequedad.
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Los extractos se pesaron para obtener su rendimiento y se mantuvieron a -20 °C

hasta su uso (Cartuche-Flores, 2013).

6.5 Andlisis preliminar del perfil de compuestos de extractos de S. arenicola

Se realiz6 un analisis preliminar en CCF en fase normal y fase reversa, con un
sistema de elucion de CHxCl>:MeOH (85:15) y MeOH:acetona:H>O (6:1:3)

respectivamente.

Para determinar la naturaleza estructural y conocer sus constituyentes
biol6gicamente activos se realiz6 la técnica del tamizaje quimico para determinar
la presencia o ausencia de los principales grupos de metabolitos con la utilizacion
de diferentes reveladores, una vez revelados se observaron bajo diversos criterios
de acuerdo al andlisis (Tabla 2) (Harborne, J. B, 1998).

Tabla 2. Reveladores empleados para la deteccion de compuestos quimicos

Nucleo Fitoquimico Revelador

Alcaloides Dragendorff
Triterpenos y /o esteroles Lieberman-Burchard

Fenoles y taninos FeCl; al 5% en HCI0.5 N
Flavonoides AIClz al 1% en EtOH
Cumarinas KOH al 10% en EtOH
Saponinas H.SO, al 10% en EtOH + vainillina 8%
Aminoécidos Ninhidrina
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Interpretacion:

Alcaloides. Se observo la placa en UV, la prueba es tomada como positiva

al observar coloraciones rojas o naranjas.

Triterpenos y/o esteroles. Calentar la placa a 85-90°C por 10 min.
Observar a simple vista el cambio de coloracién. Un color azul o verde es
positivo para esteroles insaturados. Un color rojo, rosado o violeta indica la
presencia de triterpenos insaturados y un color amarillo palido indico la
presencia de esteroles o triterpenos saturados.

Fenoles y taninos. Calentar la placa a temperatura de 110°C hasta
observar manchas oscuras, grises o negras y observar a longitud de onda
254 y 260 nm. Un color rojo indica presencia de fenoles y una coloracion

azul la presencia de taninos.
Flavonoides. Se observo la placa bajo UV a una longitud de 360 nm. La
prueba se considero positiva al observar una fluorescencia amarilla, rosa o

azul.

Cumarinas. Se observo la placa bajo UV a 365 nm, la prueba se considero

positiva al observar fluorescencia azul.

Saponinas. La prueba se considerd positiva al observar manchas color

rosas, violetas o amarillas.

Aminoacidos. La prueba se consideré positiva al observar coloraciones

azules o moradas.
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6.6 Bioensayos de actividad antimicrobiana

Para evaluar la bioactividad de la cepa de Salinispora arenicola se realizaron
ensayos in vitro frente Staphylococcus aureus (ATCCBAA-42) y S. epidermidis
(ATCC-1222).

Para los bioensayos las cepas patdgenas se sembraron en medio TSA, y se
incubaron por 24 h a 35° C. Posteriormente se preparé una suspension con las
cepas patodgenas (solucién salina 0.8 %) y se ajusto a una densidad Optica
DOsssnm=1 (concentracion aproximada de 1x108 cel/ml). Se tom6 una alicuota de
100 uL y se realizdé una siembra masiva con un hisopo estéril en placas con agar

Mueller-Hinton.

En el caso de los extractos se utilizaron sensidiscos impregnados con 100 y 250
Mg de extracto. Para lo cual se prepard una dilucion de los extractos a una
concentracion conocida para obtener una concentracion final de 100 y 250 por pg
disco. Los discos se dejaron secar. Se prepararon controles de disolvente donde
se colocd solo el disolvente con el que se disolvid el extracto y como control
positivo se utilizé ampicilina 25 pg/ml. Se observaron y midieron los halos de
inhibicién a las 24 h de cultivo. Todos los bioensayos se realizaron por triplicado.
Los extractos que resultaron mas activos fueron sometidos a fraccionamiento,

evaluando las fracciones obtenidas.

6.7 Concentracion minima inhibitoria de los extractos

Se evaluo la actividad antibacteriana de los extractos mas activos de S. arenicola,
frente a las cepas patdégenas Staphylococcus aureus y S. epidermidis utilizando el
método de microdilucion en caldo (Tinh et al., 2016). Para esto, se prepararon
cultivos de 24 h de las cepas patdgenas ajustados con solucién salina a una
DOsgsnm de 1, para obtener una concentracion de 1 x 108 cel/ml. En placas de 96
pozos se agregaron 20 UL de la suspension de S. aureus y S. epidermidis, 20 uL
de las diferentes concentraciones de los extractos obtenidos (Fig. 1), y 160 ul de
medio Mueller-Hilton en un lector de microplaca TECAN linea infinite M 1000 PRO.

Como control positivo se utilizd el antibiético gentamicina a una concentracion de
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10 pg/ul, mientras que como control negativo se utilizo el disolvente que se usoé
para diluir los extractos DMSO al 5 % con la suspension de las cepas patdgenas.

S. aureus S. epidermidis

S. aureus S. epidermidis

Figura 1. Bioensayo de evaluacion de la minima concentracion inhibitoria (CMI) en microplaca de
los extractos A) GYM-21dias/2.5%. B) CMI del extracto SYP-21 dias/4.5%. Diluciones (A) (ug/ml):
(2): 50; (2): 25; (3): 12.5; (4): 6.25; (5): 1.5. Diluciones (B) (ug/ml): (1): 200; (2): 100; (3): 50; (4): 25;
(5): 12.5. Cna: control de crecimiento microbiano S. aureus. Cne: control de crecimiento microbiano
S. epidermidis. Cp: control positivo de inhibicién por gentamicina (10 pg/ml).

6.8 Fraccionamiento e identificacion de compuestos mediante técnicas de
replicacion (*H-RMN) de S. arenicola

Se realiz6 un primer fraccionamiento liquido-liquido de los extractos de S.
arenicola que presentaron una mayor actividad, a través de un gradiente de
polaridad creciente. El extracto crudo se disolvio en 50 mL agua con 10 % de
MeOH, posteriormente se comenzo6 con el fraccionamiento con 50 mL de hexano
(n=3, 50 ml). La fase de hexano se concentré a presion reducida para dar lugar a
la primera fraccion (Hex). La fase acuosa fue nuevamente con agua: MeOH al 35
% y diclorometano (n=3, 50 ml), se concentrd la fase organica de diclorometano
para dar lugar a la segunda fraccion (DCM). La fase acuosa restante se concentro
para eliminar el metanol y posteriormente se realiz6 la separacién liquido-liquido

con acetato de etilo (n=3, 50 ml). Las dos fases restantes, acuosa y acetato de
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etilo se concentraron a presion reducida para dar lugar a las fracciones de AcOEt
y H20.

Las fracciones donde se obtuvo mayor rendimiento se sometieron a cromatografia
en fase reversa siguiendo la metodologia descrita por Blunt et al. (1987). La fase
estacionaria utilizada fue gel de silice 100 C18 (0.040- 0.063 mm, 230-400 mesh
ASTM) (Fluka, 60758). Cada uno de los extractos fue incorporado a la columna
adsorbido en el mismo gel de silice. Como fase mdvil se utilizaron 20 ml de la
mezcla de agua y metanol con gradiente de polaridad, MeOH al 100%. Se
obtuvieron 8 fracciones.

El curso de cromatografia se monitored con un andlisis en cromatografia de capa
fina (TLC) para identificar el perfil de compuestos de los extractos se emplearon
cromatoplacas (20x20 cm) de silicagel 60 F254 con base de aluminio (Merck,
105554).

Para el revelado de la CCF se utilizd Oleum pulverizado con una disolucion
H2SO4:H20:AcOH (1:4:20) y posteriormente se calentd. La deteccion por
fluorescencia se realizé empleando una lampara UV Vilbert Lourmat a una longitud
de onda de 254 nm.

Para identificar sefiales de posibles compuestos se realizaron espectros de
Resonancia Magnética Nuclear (RMN) en los espectrometros Bruker Avance 400
(400 MHz) para 'H-RMN y Bruker AMX 500 para 'H-RMN (500 MHz) *C-RMN
(125.7 MHz). Para la adquisicion de los datos fue empleado cloroformo deuterado
como disolvente y cloroformo como patrén de referencia interna (dn 7.25 ppm; &c
77.0 ppm) o metanol deuterado y metanol como patrén de referencia (dn 3.31
ppm; &c 49.86 ppm). Los valores de desplazamiento quimico (8) se expresan en
partes por millon (ppm), en relacién al disolvente empleado como referencia

interna.

La informacién espectroscépica fue procesada utilizando el programa
MestReNova (version 11.0), Mestrelab Research S. L. 2017, y comparados con la

literatura.
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7. RESULTADOS

7.1 Curva de crecimiento de S. arenicola en diferentes medios de cultivo

Para la evaluacion del crecimiento de S. arenicola, se realiz6 un pre-cultivo para
determinar el nimero de unidades formadoras de colonias al inicio de la curva de
crecimiento. Se obtuvo un valor de 4.6 x10* UFC /mL como carga bacteriana con
el que se inici6 el escalado. Se observaron colonias caracteristicas de S.
arenicola, de color naranja brillante y con bordes enteros en forma circular y con
una elevacion plana, dicha morfologia se aprecié al cabo de los siete dias de

incubacion (Fig. 2).

Figura. 2. Morfologia de Salinispora arenicola cepa PA-Sa-33"-2.

La determinacion de la curva de crecimiento bajo diferentes condiciones de
salinidad en medio GYM se llevo a cabo durante 42 dias, con toma de muestra
cada 3-4 dias por medio del volumen del paquete celular (VPC%) (Fig. 3). Durante
los primeros 7 dias de cultivo, las células se encuentran en fase de adaptacion y el
comportamiento es similar en las diferentes salinidades, posteriormente el
crecimiento se ve modificado por el estrés salino. En las salinidades de 2.5y 4.5
% se observan condiciones similares, con una fase exponencial entre los 8 y 17
dias, iniciando posteriormente la fase estacionaria. Los valores de biomasa (VPC)
fueron practicamente la mitad de lo obtenido con la salinidad intermedia (3.5%).
Con esta condicion de salinidad la fase exponencial es mas larga y la fase
estacionaria inicia hasta los 32 dias (Fig. 3). El crecimiento evaluando la fuente de

carbono y nitrégeno tiene un cambio significativo, al suplementar con medio SYP
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(Fig. 4). Existe una mayor fluctuacion en las etapas de crecimiento, observando de

la misma manera que a una salinidad de 3.5% existe un mayor volumen de

paquete celular.
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Figura. 3 Curva de crecimiento de S. arenicola, cultivada en medio GYM a diferentes salinidades
2.5,3.5y 4.5%.
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Figura. 4 Curva de crecimiento de S. arenicola cultivada en medio SYP a diferentes salinidades
2.5,3.5y 4.5%.

Al comparar la biomasa final obtenida de S. arenicola en los dos medios de cultivo
y en las diferentes salinidades (Fig. 5) se observé que la mayor biomasa (7.1 % de
VPC) se obtiene en el medio GYM con 3.5% de salinidad. Con el medio SYP las

mayores biomasas (3.6 % de VPC) se obtuvieron con salinidades de 2.5y 3.5 %.

g -
8 -
7 4
~ 6 1
g ]
g 4
> 40
2
1 -
0 1
25% 35% 45 %
Salinidad
BGYM BSYP

Figura. 5 Efecto de dos medios de cultivo y diferentes salinidades en el crecimiento de S. arenicola
a los 43 dias de cultivo. Valores promedio y desviacion estandar.
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7.2 Caracterizacion de extractos orgéanicos

En la Tabla 3 se observan los pesos obtenidos de los diferentes extractos

conforme al tiempo de cultivo y la condicion de cultivo evaluada.

En el caso de los extractos obtenidos de la cepa cultivada en los diferentes
tratamientos en medio GYM, el peso aumenta conforme con la edad del cultivo y
el mayor rendimiento se obtuvo con la salinidad de 3.5%, lo cual parece tener una

relacion con la biomasa obtenida.

Los extractos obtenidos de la cepa cultivada en los diferentes tratamientos en
medio SYP, el peso no parece tener una relacion con la biomasa obtenida, de
hecho, los extractos a los 35 dias de cultivo a las salinidades de 2.5 y 4.5%
presentaron un mayor rendimiento a los obtenidos de medio GYM aun cuando la

biomasa fue menor.

Tabla 3. Obtencion de extractos de S. arenicola bajo diferentes condiciones de cultivo.

Peso de extractos (mg)

. 25% 3.5% 45%
Tiempo de

cultivo GYM SYP GYM SYP GYM SYP

(dias)
7 3.0 6.4 10.3 3.7 4.4 4.9
14 8.6 12.1 16.5 11.2 6.9 7.4
21 8.6 7.8 17.7 9.5 11.1 10 4
28 11.4 7.1 24.1 16.8 14.8 6.5
35 12.3 14.8 25.5 18.7 14. 8 16.9
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Rf=0.5
Rf=0.4

Rf=10.2

Rf=0.1

Rf=0.6
Rf=0.5

Rf=0.3

Figura 6. Cromatografia en capa fina de los extractos de S. arenicola, en diferentes dias de cultivo,
tres salinidades (2.5% en azul, 3.5% en rojo y 4.5% en verde) y dos medios de cultivo, (A) GYM y
(B) SYP. Rf = Factor de retencion.

Un andlisis preliminar de los extractos en cromatografia en capa fina de todas las
condiciones evaluadas mostro variaciones en el perfil de metabolitos (Fig. 6). En
los extractos del medio GYM se observaron sefiales de compuestos que se
presentan en todos los extractos con factor de retencién (Rf) de 0.5, sefiales de
compuestos con Rf de 0.3 y 0.6 que solo se presentan en la salinidad de 3.5 %
(Fig. 6 A). Por otra parte, en los extractos del medio SYP algunas sefales de
compuestos se comparten como Rf de 0.4, también se puede observar que
algunas sefales de compuestos se presentan en las diferentes salinidades como
Rf de 0.1y 0.2 en el dia 7 y 28, y la sefial del compuesto con Rf de 0.5 que se

observa solo en la salinidad de 3.5 % (Fig. 6 B).
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7.3 Actividad antibacteriana de los extractos de S. arenicola frente a

bacterias patdgenas.

En la evaluacion de la actividad antibacteriana de S. arenicola bajo las diferentes
condiciones de cultivo, se analizaron un total de 30 extractos frente a las cepas
resistentes de S. aureus (ATCCBAA-42) y S. epidermidis (ATCC-12228). Se
realizé una prueba de susceptibilidad a otros antibiéticos, interpretada bajo las
normas establecidas por Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) (Tabla
4). El control negativo que fue el disolvente utilizado en los extractos en todos los

ensayos, no presenté actividad en ninguno de los ensayos realizados.

Tabla 4. Susceptibilidad de S. aureus (ATCCBAA-42) y S. epidermidis (ATCC-12228), a diversos
antibidticos.

Halo de inhibicion (mm)

Antibioticos Concentracion S. aureus 5. epidermidis Interpretacion
1 Gentamicina 10 ug 23 mm 24 mm Susceptible
2 Kanamicina 30 ug 25 mm 23 mm Susceptible
3 Cloranfenicol 30 ug 32 mm 27 mm Susceptible
4 Estreptomicina 25 pg 19 mm 18 mm Intermedia
5 Ampicilina 25 pg 0 mm 0 mm Resistente
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Figura 7. Actividad antibacteriana de los extractos de S. arenicola obtenidos en (A) medio GYM y
(B) medio SYP bajo diferentes condiciones de cultivo frente a S. aureus, a una concentracion de
100 pg. Valores promedios y desviacion estandar.
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Figura 8. Actividad antibacteriana de los extractos de S. arenicola obtenidos en (A) medio GYM y
(B) medio SYP bajo diferentes condiciones de cultivo frente a S. aureus, a una concentracion de
250 pg. Valores promedios y desviacion estandar.
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Actividad de los extractos en las diferentes salinidades en medio SYP

En el medio SYP al igual que con el medio GYM, la mayor actividad antibacteriana
se presentd a los 21 dias de cultivo frente a las dos cepas. Con respecto a la
salinidad, la mayor actividad se observé con el tratamiento de 4.5%. Frente a S.
aureus se observaron halos de inhibicibn de 25.3+1.5 y 25.7+0.5 mm a una
concentracion de 100 y 250 ug, respectivamente, similares a los observados frente
a S. epidermidis (Figs. 6-9).
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Figura 9. Actividad antibacteriana de los extractos de S. arenicola obtenidos en (A) medio GYM y
(B) medio SYP bajo diferentes condiciones de cultivo frente a S. epidermidis, a una concentracion
de 100 pg. Valores promedios y desviacion estandar.
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Figura 10. Actividad antibacteriana de los extractos de S. arenicola obtenidos en (A) medio GYM
y (B) medio SYP bajo diferentes condiciones de cultivo frente a S. epidermidis, a una concentracién
de 250 pg. Valores promedios y desviacion estandar

27



En la figura 11 se observan los halos de inhibicion obtenidos con los extractos mas
activos (Medio GYM-2.5 % de salinidad) y medio SYP-4.5 % de salinidad) frente a

S. aureus y S. epidermidis.

A partir de los extractos que presentaron la mejor actividad se determiné la
concentracion minima inhibitoria MIC en cepas patdgenas (Tabla 5). Los
resultados indican que el extracto obtenido con el medio SYP a una salinidad de

4.5% fue el que presenté la mayor actividad con una MIC de 1.52 ug/ml.

A) B)

Figura 11. Halos de inhibicion de los extractos mas activos de S. arenicola. Medio GYM
(2.5 %) y medio SYP (4.5 %) frente a A) Staphylococcus aureus y B) S. epidermidis.

Tabla 5. Concentracion minima inhibitoria (CMI) de los extractos mas activos de
Salinispora arenicola.

Extracto CMI (ug/ml)
S. aureus S. epidermidis
GYM-21dias/2.5% salinidad 12.5 12.5
SYP-21 dias/4.5% salinidad 1.52 1.52
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7. 4 Estructura quimica de los extractos con mayor actividad
antibacteriana de S. arenicola

La identificacion cualitativa de los diferentes tipos de compuestos presentes en los
extractos se realizé utilizando la técnica del tamizaje quimico (Harborne, 1998).
Mediante el uso de cromatografia en capa fina (CCF), las placas fueron evaluadas
con diferentes reveladores (Tabla 2) para identificar la presencia de los principales
componentes (Tabla 6).

Tabla 6. Andlisis preliminar del perfil de metabolitos de los extractos de S. arenicola, bajo
las condiciones que presentaron mayor actividad antibacteriana. (+) Prueba positiva.

Extractos de S. arenicola

GYM-2.5% SYP-45%

Compuesto quimico 7114 |21 | 28 |3 |7 |14 |21 |28 | 35
Alcaloides
Triterpenos y/o
esteroles
Fenoles y taninos + +
Flavonoides. + + + | + + + +
Cumarinas + + + + + |+ + + +
Saponinas + + + |+ + + +
Aminoéacidos + +

Se realiz6 el fraccionamiento de los extractos de 21 dias de cultivo en las
condiciones de GYM- 2.5% y SYP- 4.5% (Tabla 7) ya que presentaron la mayor
actividad frente las cepas patdgenas S. aureus (ATCCBAA-42) y S. epidermidis
(ATCC-12228). Se obtuvieron cuatro fracciones de cada extracto. Obteniendo

mayor recuperacion al utilizar como solvente diclorometano y H2O.
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Tabla 7. Fraccionamiento de los extractos de 21 dias de cultivo de S. arenicola en
diferentes condiciones.

Biomasa en fracciones obtenidas (mg)

Fraccién GYM - Sal. 2.5% SYP- Sal. 4.5%
Hexano 1.0 4.8
Diclorometano 55 19.3
Acetato de etilo 2.5 8.4
H,O 54 16.9

Se realiz6 una purificacion usando como fase estacionaria gel de silice 100 C-18,
comenzando con la incorporacién de la “cabeza” de la columna constituida por el
extracto a purificar adsorbido en el mismo gel de silice. Como resultado de esta
purificacion se identificaron dos productos mayoritarios en los extractos y
fracciones analizadas, los datos de 1H (Tabla. 8) confirmaron el primer producto

identificado como acido fenilacético.

En el espectro de 'H-RMN en CDCI; de la fraccion de DCM del extracto GYM-
salinidad 2.5%, se observan las sefiales de un compuesto mayoritario (Figs. 12),
gue presenta una sefial a dH 3.66 ppm, singlete (s), que corresponde a dos
protones metilénicos y un grupo de senales entre &y 7.25 y 7.36 ppm, multiplete
(m), que corresponden a cinco protones aromaticos. La comparacion de estos
datos espectroscopicos con los publicados previamente por Morrow et al. (1998) y
Leggio et al. 2012. permitié establecer la estructura del compuesto mayoritario

acido fenilacético (1) (Tabla 8).

HO
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Tabla 8. Desplazamiento de 'H RMN de &cido fenilacético en CDCls. Valores de referencia de
acuerdo con los datos espectroscopicos de Leggio et al. 2012.

Fraccion Referencia
# GYM- salinidad

2.5%/ DCM oH

&H

1 — —
2 3.66 (s) 3.67 (s)
3 . .
4 7.25 (m) 7.29 (m)
5 7.36 (m) 7.41 (m)
6 7.25 (m) 7.29 (m)
7 7.36 (m) 7.41 (m)
8 7.25 (m) 7.29 (m)

T —T
7.26 7.22

e
00 95 80 85 80 75 70 &5 &0 55 f.c- 45 40 35 30 25 Z0 L L0 05 OO
ppm)

Figura 12. Espectro de H-RMN de la fraccién de DCM del extracto GYM- salinidad 2.5% en
CDCI; donde se observan desplazamientos quimicos caracteristicos del compuesto &cido
fenilacético (1).
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El espectro de RMN de H en CDsOD de la fraccion SYP- salinidad 4.5%/H20
(Fig. 13), mostr6 sefiales con un desplazamient quimico de ©&n 5.61
corresponden a un doblete (d), J = 145 Hz) y 4 7.40 (d, J = 14.5 Hz), al
comparar con la literatura (Rathnayake et al., 2018) se logré identificar la
presencia del compuesto uracilo (2) como compuesto mayoritario en esta

fraccion (Tabla. 9).

NH

Tabla 9. Desplazamiento de *H RMN de uracilo en CDsOD. Valores de referencia de acuerdo con

los datos espectroscépicos de Rathnayake et al. 2018

Fraccion Referencia
#  SYP-salinidad Rathnayake et al.
4.5%/MH20 2018
&H 6H
1 - _
2 - _
3 - i
4 . -
5 5.61 (d) 5.61 (d)
6 7.40 (d) 7.39 (d)
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Figura 13. Espectro de H-RMN de la fraccion SYP- salinidad 4.5%/H.O en CD:OD donde se
observan desplazamientos quimicos caracteristicos del compuesto uracilo (2).
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8. DISCUSION

Las actinobacterias marinas han sido reconocidas como una fuente importante de
compuestos bioactivos (Ifiiguez-Martinez et al., 2016). El enfoque metabdlico se
ha utilizado para caracterizar la variacion en la produccion de metabolitos
secundarios cuando los cultivos se someten a diferentes condiciones. La
optimizacion de la condicion de cultivo es un proceso critico para explotar la
capacidad total de las cepas (Xiong et al., 2008). En el presente estudio se evalué
el efecto de dos diferentes medios de cultivo que difieren en la fuente de carbono y
nitrégeno, asi como cambios en la concentracion de salinidad y dias de cultivo,
este efecto fue analizado a través de la actividad antibacteriana frente a dos cepas
de bacterias patégenas de importancia clinica.

Para estas bacterias filamentosas, se han reportado numerosos medios de cultivo
gue tienen en su composicion almidon, glucosa y fuentes inorganicas de
nitrogeno. Estos microorganismos son capaces de degradar una gran variedad de
sustratos dependiendo de su naturaleza, sus estructuras simples y complejas, que
implican un uso selectivo de la fuente de carbono, por lo cual, se utilizan azlcares
y fuentes orgéanicas de nitrégeno (Waksman, 1950). En investigaciones realizadas
con actinobacterias para produccion de metabolitos de interés, se utiliza glucosa o
moléculas complejas como fuente de carbono y fuentes organicas de nitrogeno
como peptona o extracto de levadura que contienen una alta carga proteica para
una mayor concentracion de metabolitos bioactivos (Waksman, 1950; Ferreira-
Torres et al., 2012). En esta investigacion se utilizaron dos medios de cultivo, SYP
conformado por almidon, extracto de levadura y peptona, el cual ha sido
ampliamente utilizado para el crecimiento de S. arenicola (Ng et al., 2013; Ng et
al., 2014) y el medio GYM, que contiene glucosa, levadura y malta, utilizado en el
crecimiento de otras actinobacterias (Schneemann et al., 2010; Kurtbdke et al.,
2015). La comparaciéon de estos dos medios en cuanto al crecimiento de S.
arenicola solo dio lugar a diferencias significativas, en la condicién de salinidad de
35% (agua de mar). El mayor crecimiento se obtuvo al utilizar medio GYM (3.5%
salinidad) dando lugar a un Porcentaje del volumen de paquete celular (PVC) de

7.5%. Mientras que con el medio SYP se obtuvo un crecimiento de PVC de 3.5%,
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lo que concuerda con el trabajo de Ng et al. (2014), que reportan un valor de PVC
de 3.25% en medio SYP con 1% de NaCl.

El uso de la glucosa como fuente de carbono en medios de cultivo promueve el
incremento de biomasa, aln cuando se utilice en bajas concentraciones (Ferreira-
Torres et al., 2012). Para el caso de la cepa S. arenicola, de acuerdo a los
resultados obtenidos en este trabajo, en condiciones de salinidad de 3.5% (agua
de mar) la utilizacion de glucosa promueve el crecimiento de S. arenicola
practicamente al doble. Sin embargo, en las otras condiciones de salinidad (2,5 y
4.5%) no se observan diferencias al utilizar glucosa o almidén como fuente de
carbono y al parecer es la concentracion de la salinidad la que tiene el mayor
efecto en la biomasa obtenida.

El conocimiento sobre los requisitos de crecimiento de las actinobacterias Gram
positivas marinas con respecto a la fuerza ionica en los medios de cultivo resultan
interesante para el estudio y busqueda de compuestos bioactivos. Alun son pocos
los estudios sobre los requisitos de crecimiento de las actinobacterias tanto para

su aislamiento como para su posterior cultivo (Ng et al., 2014).

Para evaluar la importancia de la fuerza idnica en el medio de cultivo para el
crecimiento y actividad de S. arenicola, se utilizé agua de mar (3.5%), agua de mar
diluida hasta obtener una salinidad de 2.5% y agua de mar adicionando con NacCl
para obtener una salinidad de 4.5%. En las tres diferentes concentraciones se
logro el crecimiento de S. arenicola, y la morfologia de la cepa presento
caracteristicas morfolégicas propias de la especie, color amarillo palido en los
primeros dias de crecimiento y posteriormente color naranja brillante, después de
7 dias de incubacion (Maldonado et al., 2005; Mincer et al., 2005; Ng et al., 2014).
La cepa de S. arenicola estudiada pudo crecer a bajas salinidades, ya
anteriormente se ha descrito S. arenicola tiene los menores requerimientos de
iones para su crecimiento inicial, creciendo en conductividades menores con
respecto a S. tropica y S. pacifica (Tsueng & Lam, 2010).

Estos factores tales como medio de cultivo, proceso de fermentacion,

concentracion del agua de mar, pH y periodos de incubacién resultan imperativos
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de determinar en cada cepa para lograr la mayor produccién de metabolitos
antibacterianos de interés (Djini et al., 2010). Por otro lado, la disponibilidad de
micronutrientes, carbono y nitrégeno también estimulan la actividad enzimética,
promoviendo la sintesis de metabolitos bioactivos (Gill et al., 2003). En una
revision que se enfoca en las estructuras quimicas reportadas con referencia a sus
actividades bioldgicas y a través de la aplicacion de estudios gendmicos que se
enfocaron en grupos de genes biosintéticos especificos. Estudios de
secuenciacion del género Salinispora, mostraron que un amplio porcentaje de los
genes descritos, son utilizados para el proceso de sintesis de metabolitos
secundarios (Duncan et al., 2015). Los estudios de las secuencias gendmicas de
Salinispora revelaron una abundancia de policétido sintasa (PKS) y péptidos no
ribosémicos péptido sintetasa (NRPS) (Udwary et al., 2007).

Este género ha demostrado ser una fuente de compuestos con diversidad
guimica, como es el caso de la sintesis de compuestos organohalogenados,
donde la incorporacion de un atomo de un halégeno en una molécula puede
resultar o mejorar una actividad biologica, también se conoce que en este género
existe particularmente una correlacion entre las especies y la clase de los
compuestos producidos (Fenical & Jensen, 2007). En un estudio preliminar del
perfil de compuestos quimicos para Salinispora arenicola (cepa PA-Sa-33"-2) se
hicieron presentes compuestos con naturaleza de fenoles, taninos, flavonoides,
cumarinas, saponinas, y aminoacidos. Por otro lado, también se ha reportado el
grupo de terpenos para este género, especificamente se ha descrito la produccion
de carotenoides, como rasgo fenotipico en el desarrollo vegetativo de la bacteria
(Richter et al., 2014), demostrando que el patrén gendmico de biosintesis de los
carotenoides se conserva en todo el género (Jensen et al., 2015). Este conjunto
de genes identificados en Salinispora coincide con los encontrados en miembros
del género Streptomyces (Takano et al ., 2005). Silva-Lacerda et al., 2015 también
reporta para el género Streptomyces triterpenos y flavonoides, estos Ultimos

también se lograron identificar en Salinispora arenicola (cepa PA-Sa-33"-2).
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En las pruebas de actividad antimicrobiana de los diferentes extractos de S.
arenicola de las diferentes condiciones frente a las cepas patégenas de referencia
S. aureus ATCCBAA-42 y S. epidermidis ATCC-12228, la actividad antibacteriana
conforme al paso del tiempo de cultivo fue aumentando. Los extractos de los dias
7 y 14 mostraron actividad, sin embargo, los extractos de los dias 21 y 28 fueron
las que presentaron la mayor actividad frente a las cepas patégenas, de las cuales
S. epidermidis ATCC-12228 resultd ser més sensible a los extractos. La mayor
actividad antibacteriana frente a frente S. aureus y S. epidermidis se presento
utilizando medio SYP, con halos de inhibicién de 25.7+0.5 mm y 25.3+1.5 mm en
una salinidad de 4.5% y 2.5% al cabo de 21 dias respectivamente, utilizando una
concentracion de 100 pg. Ng et al. (2014) mencionan que las condiciones de
crecimiento bajas en sodio contribuyeron al menos a un aumento doble en la
produccion de rifamicina, observando a los 16 dias se detecta este metabolito
secundario, obteniendo la mayor concentracion a los 38 dias. Cepas aisladas de
sedimentos marinos del Golfo de California mostraron actividad antibidtica contra
S. aureus resistente a la meticilina (Torres-Beltran et al., 2012). Asolkar et al.
(2010) de igual manera evaluaron extractos crudos de S. arenicola aislada de la
Isla Gran Bahama en el Océano Atlantico tropical, seis de los extractos evaluados
mostraron una actividad biolégica prometedora contra S. aureus resistente a la
rifampicina y a la meticilina con una concentracion minina inhibitoria de 1.06 pg/ml.
iRiguez-Martinez et al. (2016) también reportan una actividad positiva de cepas de
Salinispora contra la bacteria Klebsiella pneumoniae y S. aureus con una minima
concentracion inhibitoria < 100 pg/ml para ambos microorganismos. En
comparacion con nuestros resultados evaluando el extracto SYP- 4.5% - 21 dias

se obtuvo una minima concentracion inhibitoria de 1.52 pg/ml.

La evaluacion quimica de S. arenicola ha logrado la identificacion y aislamiento de
nuevos compuestos bioactivos, como es el caso de la salinisporamicina el cual
presentd actividad citotoxica moderada contra la linea celular de cancer de pulmén

A549, y también mostré actividad antimicrobiana frente a S. aureus con una
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concentracion minima inhibitoria de 0.46 ug/ml (Matsuda et al., 2009). Williams et
al. (2007) realizo el fraccionamiento del extracto crudo de S. arenicola mediante
cromatografia C18, obteniendo la fraccion 4 (50% de CHsCN / H20) a partir de la
cual aislaron tres compuestos, arenicolide A, B y C, aunque estos no presentaron
actividad frente a S. aureus multidrogo resistente ni a E. faecium resistente a la

vancomicina.

En el presente estudio se logré identificar al acido fenilacético como producto
mayoritario en los extractos y fracciones, este compuesto es abundante en la
naturaleza y es conocido como precursor en la produccion de metabolitos
secundarios de interés farmacéutico (Marinelli & Molinari, 2012). Se forma por
transformacion aerdbica o anaerObica, de compuestos tales como: los
aminoacidos fenilalanina y tirosina (Mohamed et al., 1993). El &cido fenilacético ha
tenido aplicacion en la medicina, por sus propiedades antitumorales y como un
efectivo agente antimicrobiano (Somers et al., 2005). Kim et al., (2004) lograron
purificar acido fenilacético, confirmando el amplio espectro antimicrobiano frente a
Bacillus  subtilis, Lactobacillus plantarum, Leuconostoc mesenteroides,
Micrococcus luteus, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginos y en especifico
contra S. aureus y S. epidermidis en las pruebas antibacterianas. Estos autores
probaron 100 pg en sensidiscos y no observaron inhibicién del crecimiento de S.
aureus y S. epidermidis, al incrementar la concentracion a 250 pg obtuvieron una

inhibicién de 10.3 £ 0.6 mmy 9.7 £ 0.6 mm respectivamente.

Otro compuesto que se identificd en los extractos y fracciones fue el uracilo, que
es conocido que forma parte de las cuatro bases nitrogenadas del ARN. Esta base
nitrogenada es precursora en la biosintesis de metabolitos secundarios formados
por una serie de reacciones consecutivas, catalizadas a partir de intermediarios
bioquimicamente simples del metabolismo primario que se derivan de rutas del
metabolismo primario, como la glucdlisis, el ciclo de Krebs o la via del shikimato
(Sepulveda et al., 2003)
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9. CONCLUSIONES

El crecimiento de S. arenicola varia de acuerdo a las condiciones de cultivo, en el
medio GYM (Glucosa y Malta) con salinidad de 3.5% se obtuvo el mejor
crecimiento reflejado en un volumen de paquete celular mayor, aun cuando la fase

de adaptacién es més lenta con respecto a las salinidades de 2.5 y 4.5%.

La composicion en el medio de cultivo también afecta la curva de crecimiento de
S. arenicola, con el medio SYP, que contiene almidén como fuente de carbono y
peptona como fuente de nitrégeno existe mayor fluctuacién en las etapas de
crecimiento. Mientras que con el medio GYM (Glucosa, Levadura, Malta) las fases

de adaptacién, exponencial y estacionaria se encuentran bien definidas.

La salinidad es un factor importante para la expresion de la actividad
antibacteriana. Si bien a una salinidad de 3.5% se obtiene el mayor crecimiento de
S. arenicola, la actividad de la cepa no fue significativa. Mientras que en
salinidades de 2.5 y 4.5% que producen un stress en el crecimiento de S.
arenicola, la actividad antibacteriana frente a S. aureus y S. epidermidis se
incrementd considerablemente, inhibiendo a las bacterias patégenas a bajas

concentraciones.

Con respecto a los dias de cultivo, de manera general a los 21 dias se incrementa
la actividad de los extractos. El analisis del perfil quimico de los extractos mas
activos mostro variaciones y fue precisamente a los 21 dias de cultivo cuando se

observa la presencia de diferentes clases de compuestos.

A partir de las fracciones de los extractos mas activos, se lograron identificaron
dos compuestos, el uracilo y el acido fenilacético, los cuales son precursores de la

biosintesis de metabolitos secundarios antibacterianos.
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10. RECOMENDACIONES

Debido a que las condiciones de cultivo que propiciaron una mayor actividad, el
crecimiento de S. arenicola fue bajo y por ende el rendimiento de extraccion, se
requiere realizar cultivos a mayor escala que permitan realizar el fraccionamiento y
aislamiento de compuestos responsables de la actividad frente a las cepas

patdgenas evaluadas.
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