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Resumen:

Los actinomicetos son un grupo de procariotas Gram positivos caracterizado por un alto
contenido en G+C y la morfologia filamentosa de sus células. Su habitat mas comun es el
suelo, y su amplio metabolismo secundario, les otorga un elevado potencial biotecnolégico.
Entre las moléculas de mayor valor comercial que producen destacan un gran nimero de
antibidticos, pero también, enzimas hidroliticas capaces de degradar polimeros complejos. En
este Trabajo se realizaron distintos ensayos para valorar la capacidad de producir amilasas,
lipasas, celulasas y proteasas, asi como compuestos antimicrobianos en una coleccion de
actinomicetos aislados previamente en suelos de Tenerife (Guimar, Las Mercedes e lzafia).
Los resultados mas prometedores para las actividades hidroliticas se obtuvieron con cepas
aisladas en suelo de Las Mercedes, que presentaron indices de degradacién muy elevados con
respecto a la media. Se seleccionaron veinte cepas para su caracterizacion taxonémica por
secuenciacion del gen del ARN ribosémico 16S. El arbol filogenético mostré que estos
aislados pertenecen al género Streptomyces, a excepcion de una cepa de lzafia que se incluye
en el género Nocardia. Dentro de Streptomyces, varias cepas podrian representar nuevas
especies para este género. La diversidad a nivel infraespecifico evaluada a partir de huellas

gendmicas de perfiles BOX revel6 la existencia de una elevada diversidad genética.

Abstract:
Actinomycetes are a group of Gram positive prokaryotes, characterized by high content in

G+C and the filamentous morphology of its cells. The soil is the most common habitat and its
wide secondary metabolism, gives them a high biotechnological potential. Among the
molecules of higher commercial value, stand out a large number of antibiotics produced, but
also, hydrolytic enzymes capable of degrading complex polymers. In this project, several
methodologies were tested to assess the ability to produce amylases, lipases, cellulases and
proteases, as well as antimicrobial compounds by a collection of actinomycetes previously
isolated from soils of Tenerife: (Glimar, Las Mercedes and lzafia). The most promising
results for hydrolytic activities were obtained by strains isolated in Las Mercedes, which
showed very high degradation rates compared to the average. Twenty strains were selected
for their taxonomic characterization by sequencing the 16S ribosomal RNA gene. The
phylogenetic tree showed that these isolates belong to the genus Streptomyces, except for a

strain from lzafia that is included in the genus Nocardia. Within Streptomyces, several strains



could represent new species for this genus. The diversity at infraspecific level, evaluated

from genomic fingerprint of BOX profiles, revealed the existence of a high genetic diversity.

Palabras clave: Actinomicetos, Streptomyces, suelo, Tenerife, filogenia, diversidad
potencial biotecnoldgico.



INTRODUCCION

Los actinomicetos o actinobacterias son un grupo de procariotas Gram positivos de alto
contenido en guanina+citosina, que alcanza valores en torno al 70%.

Otra caracteristica de relevancia que caracteriza a este grupo es la morfologia. Muchos
géneros tienen una morfologia similar a la de los hongos, ya que presentan células con
morfologia filamentosa (hifas) que, similar al de los hongos, se desarrollan formando un
micelio (Chavan et al., 2013). En la estructura de este micelio se distingue el vegetativo, que
permanece unido e incrustado a la superficie del sustrato, y el aéreo, que crece hacia el
exterior y permite el desarrollo de esporas a partir de hifas especializadas. Capacita a estas
bacterias para ser resistentes a mdltiples tipos de estrés abidtico, como por ejemplo la
deshidratacion. A pesar de esta similitud morfologica con los hongos, el diametro de las hifas

es inferior, como corresponde a células procariotas.

Los actinomicetos son microorganismos ubicuos cuyo habitat mas comun es el suelo, donde
conforman un 20-60% de la poblacion microbiana. Mas recientemente, también se han
descrito en ambientes acuaticos como océanos, rios y lagos. Son generalmente saprofiticos y
participan activamente en la mineralizacion de la materia orgénica (Quifiones-Aguilar et al.,
2016). Las actinobacterias son organismos quimiorganotrofas y, en su mayoria, aerobias

estrictas. Crecen bien a temperaturas en torno a 25°C y a pH neutro (pH=7).

Actualmente los actinomicetos constituyen uno de los filos mas grandes de bacterias dentro
del Dominio Bacteria, en el Phylum Actinobacteria.Este filo incluye una Clase
Actinobacteria, con seis Ordenes (Stackebrand y Schumann, 2006) y numerosas familias, que

engloban maés de 200 géneros y cientos de especies.
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Figura 1. Arbol filogenético de Actinobacteria, basada en la comparacion de las secuencias
del ARN ribosémico 16S (Kéampfer, 2006).

La primera clasificacion de los procariotas de este grupo fue realizada en 1943 por Waksman
y Henrici, que consideraron a estos organismos como un puente evolutivo entre bacterias y
hongos. Transcurrieron varias décadas en las que se consider6 a este grupo como
constituyente del Reino Fungi. De ahi su nombre, proveniente del griego: actis: rayo, y
mykes: hongos, ya que dado su morfologia era facil denominarlos “hongos radiados” (Soler-
Hernandez, 2012). Desde entonces, se han realizado numerosos reordenamientos dentro de la
clasificacion taxondémica, puesto que se trata de un grupo de bacterias complejo desde el

punto de vista taxonémico.

Tradicionalmente, los sistemas de clasificacion de los actinomicetos se han basado en la
morfologia y en sus caracteristicas fisioldgicas. Sin embargo, los estudios mas recientes
basados en el analisis de las secuencias han demostrado que los antiguos esquemas
taxonoémicos no reflejan las verdaderas relaciones entre los grupos de actinomicetos.



En 1997 (Stackebrandt et al., 1997) proponen una nueva clasificacion jerarquica apoyada en
las relaciones filogenéticas en base a las secuencias del gen del ARN ribosomal 16S.

La pertenencia de una nueva cepa a la clase Actinobacteria requiere valores de similitud de la
secuencia 16S superiores al 80%.

Ahora bien, a pesar del enorme valor taxonémico de las filogenias ribosomales, actualmente
se sabe que las secuencias del ARN ribosomal 16S, por su alto grado de conservacion, son
insuficientes para distinguir especies estrechamente relacionadas dentro de un género ni, por
supuesto, distintas cepas dentro de una misma especie. Es por ello, que se hace necesario
incluir la filogenia de varios genes codificadores de proteinas, implicados en funciones
esenciales del mantenimiento celular (“genes housekeeping”). Estos genes, por tener una
mayor tasa evolutiva producen filogenias mas resolutivas para las especies cercanas. En la
taxonomia de los actinomicetos los més utilizados son el gen atpD (que codifica la subunidad
F1-beta de la ATP-Sintasa,), gyrB (subunidad B de la DNA girasa), recA (recombinasa A),
rpoB (subunidad-b de la RNA polimerasa) y trpB (subunidad-b triptéfano sintasa). El
andlisis filogenético basado en la concatenacion de estos genes, MLSA (del inglés Multilocus
sequence analysis), constituye hoy una de las bases fundamentales en la delimitacion de las

especies.

A nivel infraespecifico, el empleo de técnicas réapidas fingerprint o huella molecular, que son
de alta resolucion, permite la distincion de subespecie y cepas. Los fragmentos amplificados
por rep-PCR son resueltos en geles de agarosa, obteniéndose patrones complejos con
multiples bandas de distintas intensidades (Rademaker et al., 2000). Dicha técnica se basa en
la amplificacién de &cidos nucleicos, para lo que es necesario utilizar cebadores disefiados a
partir de secuencias repetitivas dispersas en el genoma de distintas especies bacterianas. Entre
ellas, se encuentra la técnica PCR-BOX, en la cual se amplifican los elementos Box, que se
encuentran distribuidos aleatoriamente en el genoma, y pueden ser indicativos de su
estructura y evolucion (Mantilla et al., 2004).

La taxonomia polifasica actual que se aplica a la descripcion de nuevas especies obliga a que
conjuntamente con, los andlisis de secuencias se realice una caracterizacion fenotipica (que
incluye morfologia, propiedades bioguimicas, fisioldgicas y quimiotaxonomicas). (Olga et al,
2011).

Los actinomicetos son también ampliamente conocidos por su amplio metabolismo
secundario, donde se produce moléculas bioldgicas de alto valor comercial. En efecto, este

grupo produce aproximadamente dos tercios de los antibioticos antibacterianos (ejemplos



notables son estreptomicina, vancomicina y tetraciclina) actualmente utilizados en clinica,
asimismo como muchos antivirales, anticancerigenos, antihelminticos, antifdngicos o
inmunomoduladores (Ledn et al.,, 2007). Ademas de su importancia en medicina, los
actinomicetos, y particularmente muchas especies del género Streptomyces, son bacterias
descomponedoras de materia organica, por accion de enzimas hidroliticas. Estas actividades
que permiten degradar polimeros complejos como la lignocelulosa, el almidén y la quitina

(Crawford et. al, 1993) tienen una gran importancia biotecnolégica en muchas industrias.

En los Gltimos dos afios, dentro de un convenio de colaboracion entre la Universidad de La
Laguna (&rea de Microbiologia del Departamento de Bioquimica, Microbiologia, Biologia
Celular y Genética) se han realizado numerosos aislamientos de actinomicetos de diversos
suelos de Tenerife. Asi, para la realizacion de este trabajo, se parte de una coleccion de
cultivos puros almacenada en la empresa Nertalab S.L. Dichos cultivos fueron aislados a
partir de tres ecosistemas de Tenerife: una zona arida del sur de la isla (Giimar), una zona
humeda del bosque de Laurisilva (Parque Rural de Anaga) y una zona de alta montafia
(1zaha).

Los primeros datos de este estudio sugieren que el archipiélago de Canarias puede ser un
amplio reservorio de actinomicetos. No obstante, alin se desconoce su taxonomia y las

relaciones filogenéticas existente entre ellos.



OBJETIVOS

Los objetivos que se plantean para este Trabajo de Fin de Grado son los siguientes:

1. Estimar la diversidad genética de los actinomicetos aislados a partir de huellas

gendmicas: Perfiles BOX.

2. Caracterizacion taxonomica de los actinomicetos mediante filogenia por

secuenciacion del gen del ARN ribosémico 16S.

3. Valorar el potencial biotecnoldgico de los actinomicetos aislados para producir

enzimas degradadoras de polimeros complejos y actividad antibidtica.



MATERIAL Y METODOS

Medios de cultivos y técnicas para la deteccion de actividades

enzimaticas en actinomicetos:

Para ello se realizan distintos medios de cultivo, de diferente composicion, y en ellos se
inoculan, utilizando la punta de los palillos estériles, varias cepas de actinomicetos.

Para la deteccion de las actividades enzimaticas, los actinomicetos se crecieron en placas de
Petri con medios de cultivo seleccionados para detectar la actividad deseada, segun se detalla
a continuacién. Estos medios se inoculan utilizando la punta de los palillos estériles, lo que
permite ensayar en una sola placa varias cepas de actinomicetos y ademas, realizar sobre la
placa un “punto” de inoculacion que permite conseguir el desarrollo de una zona de
crecimiento redondeada a modo de colonia.

Para cada actividad se realizaron 3 réplicas de cada uno de los medios de cultivo.
Transcurrido el tiempo de incubacion indicado para cada actividad, a 26°C, se tomaron
medidas del diametro de la colonia y del halo en caso de haberlo. El potencial de degradacion

de las cepas se estimo a partir de la relacion entre el diametro del halo y de la colonia.

Actividad celulolitica:

El medio de cultivo utilizado para estudiar la actividades celulolitica se compone de: fosfato
dipotésico (K.HPO. ), 0.5¢/l ; sulfato de magnesio (Mg SO.-7H,0), 0.25g/l ; gelatina, 2g/l y
agar, 15g/l.

El pH del medio se ajusta a un valor de 6,8- 7,2 y, luego se afiade lentamente y en constante
agitacion, carboximetilcelulosa, 29/l como fuente de carbono, y Rojo Congo, 0.1% (en forma
de sal sédica).El Rojo Congo es un colorante que presenta afinidad por las fibras de celulosa,
formando complejos con moléculas no hidrolizadas (Arenas et al, 2015), por lo que la pérdida
de color que se presenta en forma de un halo a su alrededor de las colonias, servira como

indicador de microorganismos que degradan la celulosa.

La actividad celulolitica se midié tras 4 dias de incubacién, utilizando el acido acético 2%

para dar mayor contraste a los halos.
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Actividad amilolitica:

El medio de cultivo para determinar la actividad amilolitica contiene: extracto de carne, 3g/l;
NaCl, 6g/l almidon, 2g/1 y agar, 15g/I.

Como revelador de los halos de hidrdlisis,se utiliza el lugol, ya que éste presenta afinidad por
polisacaridos como el almidén. EI almiddn se colorea de azul intenso en presencia de lugol,
debido a la adsorcion del colorante sobre las unidades de glucosa en la amilosa (Arenas et al,
2015), y por lo tanto, la formacion de un halo alrededor de las colonias indica presencia de
actinomicetos degradadores de almidon.

Actividad proteolitica:

El medio de cultivo para determinar la actividad proteolitica presenta como peculiaridad que
deben prepararse los ingredientes por separado, para evitar el deterioro de la leche desnatada.

Se usa el medio triptona soja agar (TSA) (Scharlab S.L, Espafia) suplementado con leche
desnatada, 2% (Scharlab S.L, Espafia).

Se realiza una medicion a los 4 dias, haciendo una observacion a contraluz, y a los 7 dias se
tifie utilizando 2 ml de Rojo Congo 0.1% como colorante. Transcurridos 15 minutos, se
eliminan los restos de éste lavando con solucion salina 0.85%. Luego, se afiade acido acético
2% para oscurecer las placas y dar mayor contraste a los halos.

Actividad lipolitica:

El medio de cultivo para determinar la actividad lipolitica esta compuesto por: peptona,10g/I;
NaCl, 5¢/l; CaCl2*2H20, 2¢g/l; Agar, 159/l y Tween 80, 0.01%.

Son incubadas durante 7 dias, haciendo mediciones al cuarto y séptimo dia. Se observa un

precipitado blanco donde haya habido degradacion. Es recomendable observar los halos bajo
la lupa, ya que a veces es dificil distinguir el precipitado a simple vista.
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Andlisis estadistico de las actividades enzimaticas:

El anélisis estadistico de los datos obtenidos se realizé utilizando el programa informatico
SPSS 22.0. Al tratarse de resultados que no se ajustan a la curva de Normalidad, se utilizaron
test no paramétricos para su analisis. Concretamente se realizaron comparaciones de muestras
independientes 2 a 2, utilizando el estadistico de Mann-Whitney.

Se tom6 como referencia un intervalo de confianza del 95%, por lo que un valor de
significacion inferior a 0.05 indica que existen diferencias significativas entre las distintas
muestras analizadas. Ademas, se calculo el percentil 90 a partir de los promedios de H/D con

el objetivo de detectar qué cepas presentan mejor actividad enzimatica.

Técnicas para valorar la actividad antimicrobiana de los

actinomicetos:

Para determinar la actividad antimicrobiana de los actinomicetos se realizé el método de la
siembra cruzada, en el que el actinomiceto potencialmente productor de actividad antibiotica
se crece en una estria central en la placa de Petri con el medio Muller-Hinton (Scharlab S.L.,
Espafia) y se incuba 7 dias hasta que se produce un buen crecimiento, tras lo cual varios

microorganismo patdgenos se siembran en estrias perpendiculares al actinomiceto central.

Para hacer estos ensayos, se parte de cultivos jovenes (de 3 a 7 dias) de actinomicetos
crecidos en un medio YMA (Yeast Malt Agar) (Scharlb S. L., Espafia) o en medios ISP
(International Streptomyces Project): como son el medio ISP2 especificos para el aislamiento
y caracterizacion de especies del género Streptomyces (Shirling y Gottlieb, 1966). El medio
de cultivo ISP2 estd compuesto por: extracto de levadura, 4g/l; malta, 10g/l; dextrosa, 4g/l; y
agar, 20g/l) y el El medio ISP2 se ajusta a pH 7.3 antes de afiadir el agar.

Las placas con estos medios se incuban a una temperatura de 25-28 °C durante 3 dias hasta
que se produce el crecimiento de los actinomicetos y luego se siembra cada actinomiceto en
estria central una placa de Muller-Hinton (Scharlab S.L., Espafa), en estria central. Estas

placas se incuban a 26°C durante una semana.

Los microorganismos patogenos utilizados como indicadores para valorar la actividad

antimicrobiana se crecen en un medio PCA (Plate Count Agar) (Scharlab S.L., Espafia).
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Las placas con estos microorganismos se incuban a 37°C durante 24 horas. Tras este periodo,
se resuspenden en 1 ml de agua destilada estéril, y a partir de esta suspension liquida se
siembran en una estria perpendicular con respecto a la estria central de crecimiento del
actinomiceto. Estas placas se incuban a 37°C durante 24 horas, tras lo cual se mide el halo de

inhibicion del crecimiento, en caso de producirse.

Extraccion de ADN gendémico:

A partir de un cultivo puro del actinomiceto se tomaron varias colonias y se resuspendieron
en un tubo eppendorf con 1 ml de agua destilada para lavarlas. Luego, se centrifugaron a
13.000 rpm durante 15 minutos y se elimind el sobrenadante. Las células obtenidas, se
incubaron en 500 pul de tampon de extraccion (30 mM Tris-HCI, pH 8; 10 mM EDTA y 0,4%
SDS) durante 24 horas a -20°C.

Transcurrido este periodo, se utilizd arena fina de 0,1-0,6mm (Labkem, Espafia) para
homogeneizar las células por cizallamiento. Luego, se sometieron a 3 ciclos que constan de: 1
minuto de agitacion a méaxima velocidad en el vortex y 1 minuto de incubacion a -20°C,
sucesivamente.

A continuacion, se centrifugaron, para separar el homogeneizado de la arena. El
sobrenadante se transfirid a un nuevo tubo eppendorf y se le afiadid 275 pl de acetato de
amonio. Posteriormente, se sometid6 a 65°C durante 5 minutos y -20°C durante otros 5
minutos. Se afiadié 500 pl de cloroformo y se centrifugé a 13000 rpm durante 2 minutos. Del
tubo eppendorf centrifugado, se obtuvo aproximadamente 500 ul del sobrenadante (que se
transfirié a un nuevo tubo eppendorf), y se afiadié 200 pl de acetato de amonio, cuyos iones
eliminan la atmdsfera de solvatacion del ADN y 800 pl de EtOH, que convierten el ADN en
menos soluble y favorece su precipitacion. Luego se mantuvo a -20°C durante 20 minutos.
Seguidamente se centrifugd a 13000 rpm durante 15 minutos, eliminando luego el
sobrenadante. El sedimento se lavo con 1 ml de EtOH 70%. Se centrifugd de nuevo, durante
5 minutos, a la misma velocidad. Una vez mas, se elimind el sobrenadante, y cuando se

secaron los restos, se afiadio 20 ul de agua MQ.

Amplificacién por PCR y BOX Fingerprint:

La diversidad infraespecifica de las cepas aisladas se estimd mediante amplificaciéon por PCR

de regiones BOX. Se trata de secuencias intergénicas cortas (154 pb) que se encuentra
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repetidas a lo largo de todo genoma y que pueden presentarse en ambas orientaciones
(Versalovic et al., 1994).

La mezcla de reaccion, para un volumen final de 20 pl es: 12,5 pl de Premix Taq (TaKaRa
Taq 1,25 units/25ul; dNTP Mixture 2x conc., ea 0,4mM; PCR Buffer, 20 mM Tris-HCI, pH
8.3, 100mM KCI; 3mM MgCI2); 2,5 cebador BOX (5'-CTACGGCAAGGCGACGCTGACG-3Y);
3ul de agua miliQ estéril y 2ul de ADNg muestra

La amplificacion se realizo en un termociclador iCicler™ (BioRad) con los siguientes ciclos:

Tabla 1. Parametros de ciclado PCR-BOX fingerprint

Desnaturalizacion inicial 95°C 7 min
35 ciclos de :

Desnaturalizacion 94°C 1 min
Anillamiento 52°C 1 min
Extension 72°C 3 min, 50 s
1 ciclo 72°C 10 min

1 ciclo 18°C o0

Los productos de amplificacion se separan en una electroforesis en 100 ml de gel de agarosa
al 1,5% con tampon TAE 0,5X (20 mM Tris, 10 mM &cido acético y 0.5 mM EDTA). El
ADN se visualiza por tincion con Midori Green. En cada pocillo del gel se cargaron 15ul de
la reaccion de PCR. Como marcador de peso molecular se utilizd Ladder Takara de 100pb.
La electroforesis se realizé aplicando un voltaje inicial de 40V durante los primeros minutos

y luego se fue aumentando progresivamente hasta 80V.

La captura de la imagen del gel se realiz6 con el equipo ImageMaster® VDS asociado al
software LISCAP Capture Application,. Posteriormente, las imagenes de los perfiles son

procesadas con el software GelComparll (Version 2.0, Applied Maths, Kortrijk, Belgium).

El dendograma se construyd usando el método UPGMA (Unweighted Pair Group Method
Using Averages) con el coeficiente de Pearson, considerado el méas adecuado para la
comparacion de este tipo de huellas moleculares de ADN, ya que tiene en cuenta, ademas de

la presencia o ausencia de bandas, la cantidad o intensidad de las mismas.
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Amplificacion por PCR vy secuenciacion del gen del ARN
ribosémico 16S:

Con el fin de identificar a los actinomicetos aislados a nivel de género y especie se procedio a
la amplificacion y secuenciacion del gen ARN ribosémico 16S, para a partir de esas
secuencias construir un arbol filogenético que estime las relaciones entre las cepas aisladas en
Tenerife con las cepas tipo de todas las especies de actinomicetos descritos hasta ahora,
tomadas de la base de datos la base EZtaxon

( https://www.ezbiocloud.net/resources/16s_download) (Yoon et al., 2017).

La mezcla de reaccién para la amplificacion por PCR, con un volumen final de 20ul consta
de: 10 ul de Premix Taq (TaKaRa Taq 1,25 units/25ul; dNTP Mixture 2x conc., ea 0,4mM,;
PCR Buffer, 20 mM Tris-HCI, pH 8.3, 100mM KCI; 3mM MgCI2); 6 ul de agua miliQ
estéril; 2ul de ADNg muestra; 1pl de los cebadores universales fdl (5’
AGAGTTTGATCCTGGCTCTCAG- 3%) (15 pmoles/ul) y rd1(5’-
AAGGAGGTGATCCAGCC-3’) (15pmoles /ul).

La amplificacion se realiz6 en un termociclador Perkin Elmer 9600, con los siguientes

parametros de ciclado:

Tabla 2. Parametros de ciclado PCR Gen ARNTr 16S

Desnaturalizacion inicial 95°C 3min, 30s
30 ciclos de:

Desnaturalizacion 94°C 1min, 10s
Anillamiento 56°C 40 s
Extension 72°C 2min, 10 s
Extensién final 72°C 6 min, 20 s

Posteriormente se comprobo la amplificacion de los fragmentos del tamafio deseado mediante
una electroforesis en geles de agarosa al 1%. Para ello se cargaron: 3ul de la reaccion de

amplificacion.Y como referencia, el marcador Ladder Takara de 100pb.

Una vez se ha comprobado la amplificacion correcta de fragmentos adecuados, se prepararon
alicuotas para enviar al servicio de secuenciacion (MACROGEN Europe 0 MACROGEN
Spain).
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Para la secuenciacion del gen (casi) completo se emplearon tres cebadores: los dos disefiados
en los extremos del gen: fdl y rdl, utilizados como se menciond anteriormente para
amplificar el gen, y un cebador interno, p5 (5’-CTAACTTCGTGCCAGCAGCCG-3’).

Todas las secuencias se analizaron haciendo uso del software MEGA 7 (Kumar, Stecher and
Tamura, 2016). Para el alineamiento de las secuencias se utiliza la herramienta Clustal W
incluida en el MEGA 7, y para la construccion de los arboles filogenéticos se emplea el
método de Neighbour-Joining con el parametro de distancias Kimura-2 (NJ-K2p). El célculo
del soporte de cada nodo de las ramas se realiz6 con el método de bootstrap (BS) con 1000

réplicas
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RESULTADOS Y DISCUSION
Evaluacion de las actividades enzimaticas en los actinomicetos

aislados:

Tras realizar el analisis estadistico con el SPSS se obtiene que la zona de Las Mercedes es la
que presenta mayor actividad enzimatica, puesto que se obtienen los valores de H/D mas
altos (a excepcion de la actividad lipolitica, que es mayor en Guimar) (Tabla 3); mientras que
es lzafa la que presenta menor actividad. Existen diferencias significativas en la actividad
celulolitica entre Las Mercedes-Glimar (U=813.500, p=0.005), y entre Las Mercedes-lzafia
(U=885.000, p=0.004).También en la actividad amilolitica entre Las Mercedes-Giimar
(U=462.500, p=0.000) y Las Mercedes-lzaiia (U=971.000, p=0.019), siendo, en todos los
casos, superior en la zona de Las Mercedes. Sin embargo, Izafia contiene un mayor nimero
de cepas con actividad enzimatica que superan el Percentil 90 (Tabla 5) mientras que Guimar
es la zona con menor nimero.

Por lo tanto, las actividades llevadas a cabo por los actinomicetos con mayor éxito son las
degradadoras de celulosa y almidén. Las cepas que podrian presentar un mayor beneficio,
desde el punto de vista biotecnoldgico, son los actinomicetos aislados en la zona de Las

Mercedes.

Tabla 3. Valores H/D medios por actividad enzimatica y por localidad

Las Mercedes Izafa Guimar
Proteolitica 1.60 1.28 1.40
Lipolitica 2.24 2.20 2.61
Amilolitica 4.19 3.68 2.85
Celulolitica 4.20 3.40 3.44

Tabla 4. Cepas de actinomicetos que superan el Percentil 90.

Proteolitica Lipolitica Amilolitica Celulolitica
Cepa H/D Cepa H/D Cepa H/D Cepa H/D
10E 3.06 i11Q 3.97 i5Mn 9.11 i5Mn 6.33
72Q 3.74 i5 3.55 i6M 6.77 72Q 6.39
74 2.53 g32F 4.27 11Q 6.14 17E 5.25
i14 2.75 gliM 2.90 71Q-G 5.75 O1F 5.78
i16M 2.27 1M 5.44
g99 6.33
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Deteccion de actividad antibiotica en los actinomicetos aislados

Con las cepas seleccionadas, se realizd un ensayo en estria, para comprobar su capacidad de

produccién de antibioticos. Como patégenos test utilizamos Escherichia coli (Gram

negativa), Staphylococcus aureus (Gram positiva), Salmonella sp. (Gram

Candida albicans (levadura). Los resultados obtenidos son los siguientes:

Tabla 5. Actividades antibidticas de las cepas de
actinomicetos evaluadas a partir de la inhibicion de las
estrias de crecimiento de patdgenos indicadores. Los grados
de inhibicidn de la estria sembrada de patdgeno se indican
de la siguiente forma: + (inhibicion de 1/3 del crecimiento),
++( inhibicién entre 1/3 y 1/2), +++ (inhibicion de mas de

1/2).

e e e

72 ++ ++ +++ -

17E - - +

90 ++ - + -

i3E +++ ++ +++

i6E = +++ - -

i19F +++ ++ ++

111 ++ - i -

iM + - +

20E = = +++ -

i13 % i i

g15E ++ - i -

79F +++ +++ - -

g89F - - +

74 +++ ++ +++ -

g32F + - -

87Q + + +++ -

90 +++ - ++

gliQ + - -

gi5M + - ++ -

gl7M + - +

72Q = - ++ -

73 +++ +++ +++

10E +++ +++ +++ -
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Como se puede comprobar en la Tabla 5, todos los actinomicetos inhiben al menos uno de los
patogenos bacterianos. El Gnico patdgeno que no fue inhibido por ninguna de las cepas fue el
organismo eucariético, la levadura, Candida albicans.

Entre los patdgenos inhibidos, S. aureus es el microorganismo con un mayor porcentaje de
inhibicion. Esto puede ser debido a que se trata de una bacteria Gram positiva, ya que en
general, las bacterias Gram negativas presentan mayor resistencia a los antibidticos. Una de
las razones para ello es que su membrana externa actla como una barrera que limita la
entrada de varios tipos de agentes antibacterianos (Cabrera et al., 2007). Sin emabrgo, las
bacterias Gram positivas, carecen esta membrana externa, y es por ello que presentan mayor
vulnerabilidad frente a los agentes antibioticos.

Entre las bacterias Gram negativas, es Salmonella sp. la que se muestra méas resistente a la
actividad antibidtica de los actinomicetos. De este microorganismo se conoce que ha
desarrollado multirresistencia a los antibioticos, lo que conlleva el descenso de la
acumulacion de antibidticos en su interior, su modificacion o destruccion, ademas de
mecanismos para la elimicacion de éstos al exterior por medio de bombas especificas (Velge
et al., 2005).

Caracterizacion de actinomicetos por secuenciacion del gen del
ARNr16S:

En funcion de la localidad de aislamiento y teniendo en cuenta la morfologia de las colonias,
hifas, produccion de pigmentos y los valores de percentil mas altos para las actividades
enzimaticas (Tabla 4), y a aquellas cepas que produzcan la inhibicién de, al menos un
patdgeno (Tabla 5). Se seleccionaron 25 cepas para la secuenciacién del gen del ARN
ribosomico 16S.

Las 20 cepas en las que se obtuvo un fragmento de un tamafio suficiente para el anélisis
filogenético se muestran en la Tabla 6, e incluyen 9 cepas aisladas en Guimar, 5 aisladas en
las Mercedes y 6 cepas de lzafia. En la tabla se muestran las similitudes obtenidas para
nuestros aislados con las cepas tipo de las especies méas proximas utilizando la base EZtaxon

( https://www.ezbiocloud.net/resources/16s_download) (Yoon et al., 2017
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Tabla 6. Relacién entre las cepas aisladas de cada zona y sus taxones mas cercanos.

. Similitud | _ragmento
Cepa Localidad Taxon mas cercano o comparado
(%) (%)
gllM | Glimar Streptomyces ambofaciens ATCC 23877" | 99.65 97.4
g19F Guimar Streptomyces ambofaciens ATCC 23877 " | 99.29 97.4
gl7M | Glimar Streptomyces ambofaciens ATCC 238777 | 99.07 96.7
gl5E Guimar Streptomyces thinghirensis DSM 41919T 08.76 100.0
028 Guimar Streptomyces thinghirensis DSM 41919T 98.87 98.1
g68F Guimar Streptomyces thinghirensis DSM 41919T 99.44 99.3
gl5M | Giimar Streptomyces matensis NBRC 12889T | 98.50 97.5
g32F Guimar Streptomyces pseudovenezuelae | DSM 40212T 98.79 97.6
099 Guimar Streptomyces xantholiticus NBRC 13354T | 99.85 93.7
73 L.Mercedes Streptomyces anulatus NRRL B2000" | 100.00 97.9
111 L.Mercedes Streptomyces cyaneofuscatus NRRL B2570" | 99.01 98.1
20E L.Mercedes Streptomyces setonii NRRL ISP | 99.91 79.7
5322T
10E L.Mercedes Streptomyces luridiscabiei NRRL 99.57 97.5
B24455T
1M L.Mercedes Streptomyces luridiscabiei NRRL 99.37 98.5
B24455T
i3E Izafa Streptomyces pratensis ch24T NR | 98.89 96.4
125621
i1Q Izafa Streptomyces JR-35T 99.52 100.0
rhizosphaerihabitans
i2F Izafa Streptomyces hundungensis MBRL 251" 99.44 98.1
i14 Izafna Streptomyces longisporus ISP 5166T 98.94 100.0
i13 Izafna Streptomyces cinereorecta NBRC15395T | 99.29 98.1
I6E Izafa Nocardia ninae OFN 02.72(T) | 95.64 99,3

Para las cepas de Guimar, el arbol filogenético (Figura 3) basado en la comparacion de las

secuencias del ARN ribosémico 16S muestra que las cepas aisladas en esta localidad, en

general, son mas proximas entre si, quedando 7 de las 9 cepas dentro de un gran claster, que

incluye también varias cepas tipo de varias especies.

Tres aislados de Giimar (g11M, g17M y g19F) tienen a Streptomyces ambofaciens ATCC

23877 como especie méas préxima, con similitudes de 99,65%, 99,29 y 99,07%,

respectivamente. En consecuencia, esas cepas se agrupan en una misma rama; sin embargo, el

bajo valor de bootstrap, 60%, no apoya gque necesariamente pertenezcan a la misma especie.

Cabe destacar que las cepas g17M y g19F presentan actividad antibiética frente a los mismos

patogenos (Escherichia coli y Staphylococcus aureus).
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Otros tres aislados de Guimar, g15E, g28 y g68F presentan mayor similitud con la especie
Streptomyces thinghirensis DSM 419197 (98,76%, 98,87 y 99,44%, respectivamente), una
especie que presenta una ecologia muy distinta, ya que S. thinghirensis fue aislada al sur de
Marruecos, de la rizosfera y plantas de la especie Vitis vinifera (Logman et al., 2009). El
hecho de que las identidades para las cepas gl5E, g28 sean inferiores al 99% con S.
thinghirensis claramente indica que aunque esta especie es la mas cercana, estas cepas no
pueden ser incluidas en ella y deben representar una especie nueva. Estas tres cepas de
Tenerife presentan actividad antibiotica frente a S. aureus, E. coli y Salmonella sp. y difieren
por lo tanto también de S. thinghirensis en las actividades (S. thinghirensis tiene actividad
frente a maltiples microorganismos entre los que se encuentran: Candida albicans, Bacillus
cereus o E. coli). Morfolégicamente presentan cierta similitud con esta especie ya que S.
thinghirensis se caracteriza por presentar hifas abundantes, un micelio aéreo blanco-grisaceo
y produce un pigmento difusible amarillo, mientras que las tres cepas producen esporas
blanco-grisaceas.Ademas g28 produce pigmentos difusibles, aunque de color rojo-rosado. La
filogenia por el ARNr 16s presenta cierta correlacion con algunas caracteristicas fenotipicas
que presenta Streptomyces thinghirensis con el aislado g68F, siendo éste también productor
de pigmentos amarillos difusibles y, como se ha descrito anteriormente en el laboratorio,
presenta actividad antibiotica frente a Candida albicans.

Por altimo, los otros dos aislados de Guimar ocupan posiciones mas distantes. La cepa g32F
con un 98.79% se agrupa con Streptomyces pseudovenezuelae DSM 402127, mientras que
g99 tiene una secuencia casi idéntica (99,85% de similitud) a Streptomyces xantholiticus
NBRC 13354,

Los aislados de Las Mercedes estan incluidos en otra gran rama principal que incluye
diversas especies tipo de actinomicetos y también dos aislados de Izafia. Dentro de este gran
grupo, las subramas que incluyen a los aislados canarios muestran valores de bootstrap bajos

(<50%), lo que sugiere que cada aislado puede representar una especie distinta.

Entre las cepas aisladas de Las Mercedes, dos cepas (10E y 1M) presentan la similitud méas
alta por encima del 99%, con la especie Streptomyces luridiscabiei NRRL B24455" | ahora
bien, la ausencia de un valor alto de bootstrap , indica que ésta es la especie mas préxima
pero nuestros aislados son un linaje nuevo que representaria una especie distinta. Estas dos
cepas de Guimar presentan un porcentaje de similitud entre si del 99.4 %. Ademas, entre ellas

presentan gran similitud morfoldgica, siendo colonias redondeadas con numerosos pliegues y
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esporas blancas al borde de la colonia. Ambas tienen actividad antibiotica frente a patdégenos
como E. coli y S.aureus.

Los otros dos aislados que se muestran mas proximos en el arbol filogenético son las cepas
111 y 73, las cuales también guardan un alto porcentaje de similitud con las especies
Streptomyces cyaneofuscatus (NRRL B2570", 99.01%) y Streptomyces anulatus (NRRL
B2000", 100%), respectivamente. Estas también tienen similitud morfolégica entre ellas,
colonias redondeadas con pliegues y esporas blancas. Del mismo modo que las anteriores,
presenta actividad antibidtica frente a E. coli y S.aureus.

El otro aislado, 20E, se muestra mas alejado de las anteriores en el arbol filogenético y su
especie mas cercana es Streptomyces setonii NRRL ISP 53227, con 99.91% de similitud (este
resultado hay que tomarlo con precaucion porque la secuencia fue relativamente corta, unos
1000 nucleotidos). Al igual que ocurre con los aislados de Gulimar, los bajos valores de
bootstrap parecen apoyar la teoria de que probablemente las cepas aisladas puedan

representar una nueva especie.

En el caso de los aislados en la zona de lzafa, éstos muestran una mayor divergencia entre
ellos y en consecuencia aparecen en distintas ramas por todo el arbol filogenético. Es
interesante el hecho de que dos cepas aisladas en 1zafia, i13 e i3E, presenten las similitudes
mas altas con cepas de los suelos de Las Mercedes (1M, 10E, 111 y 73). El taxén maés
cercano para la cepa i13 es Streptomyces cinereorecta (NBRC 15395") con un porcentaje de
similitud de 99.29%. Esta ocupa una posicion muy cercana a los dos aislados 1M y 10E de
Las Mercedes. En una rama adyacente a éstas, se encuentra la cepa i3E, cuyo taxdén mas
cercano es Streptomyces pratensis (ch24" NR 125621, 98.89%).

Los otros cuatro aislados de lzafia ocupan ramas distantes entre si y con el resto de aislados.
Para la cepa i2F, la especie mas proxima es Streptomyces hundungensis (MBRL 251,
99.44%). La especie mas cercana a ilQ es Streptomyces rhizosphaerihabitans ( JR-35",
99.52%), y aparecen juntos en una rama con un valor de bootstrap del 99%, lo que apoya la
relacion. El aislado i14, tiene como especie mas proxima a Streptomyces longisporus (ISP
5166', 98.94%) y el apoyo de esta rama es del 100%.

Por altimo, la cepa aislada denominada i6E, es la Unica que aparece en una rama que se sitta
fuera del genero Streptomyces, y pertenece al género Nocardia, su taxon mas cercano es
Nocardia ninae (OFN 02.727, 95.64%), pero la baja similitud es indicativo de que i6E
representa una especie distinta.
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Asi, entre la diversidad de actinomicetos estudiados en distintas zonas de Tenerife, hemos
descubierto que con una excepcion, todas las cepas se engloban dentro del género
Streptomyces, donde ocupan distintas ramas proximas a especies muy diversas de este
género. Los porcentajes de similitud y/o valores de bootstrap sugieren, sin embargo, que
muchas de ellas son especies nuevas. La excepcion esta representada por un aislado de Izafia,
la cepa i6E, que se encuadra dentro del género Nocardia.

Estos resultados no son extrafios si pensamos que el género Streptomyces es uno de los més
frecuentes en los suelos, en el cual se han descrito mas de 500 especies. Las especies de
Streptomyces producen mas de la mitad de los antibidticos conocidos derivados de fuentes
microbianas y de utilidad en uso clinico, y es por ello que este grupo de actinomicetos han
sido los mas aislados y estudiados (Berdy, 2005). Muchos miembros de este grupo, también
desempefian un papel importante en la biodegradacion y biorremediacion (Ishiyama et al.,
2004).
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98 Streptomyces longisporus 1SP 51667 (NR 025492)
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g68F (Giiimar)

Streptomyces thinghirensis DSM 419197(NR 116901)
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100 Nocardia ninae OFN 02.72" (JF797312)
69 i6F (Izana)

0.0100

Figura 3. Arbol filogenético, basado en la comparacion de las secuencias del ARN

ribosémico 16S entre las cepas aisladas y las cepas tipo.
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Estimacion de la diversidad genética mediante Perfiles Box:

Los perfiles BOX obtenidos de la amplificacion de regiones del genoma comprendidas entre
las regiones repetidas BOX, producen huellas moleculares, que permiten la distincion de
cepas a nivel infraespecifico con alto nivel de resolucidn. Asi, es posible diferenciar distintas
cepas dentro de una misma especie, lo cual es de interés, puesto que éstas podrian presentar
diversas actividades. Ademas, otro de sus usos es comprobar si existe redundancia entre ellas.
Sin embargo, cabe destacar que la técnica de los perfiles BOX no necesariamente tiene
connotaciones taxonémicas, por lo tanto, aquello que aparece agrupado no tiene por qué tener

una relacion filogenética.

Para ver la reproducibilidad de la técnica, en algunas algunas cepas (71Q-R, i6E, i1Q, i3E y
10E) se realiz6 una segunda extraccion y amplificacion, y se corrié en geles distintos, puesto
que se ha comprobado que en actinomicetos llega a tener valor filogenético precisamente por
su elevada reproducibilidad (Versalovic et al., 1994),. Asi, se han obtenido bandeados muy

similares, por lo tanto esto indica que se trata de una técnica reproducible.

Los perfiles obtenidos para nuestros aislados mostraron una gran diversidad (Figura 4). Las
cepas que mostraron el perfil méas similar (con un 96% similitud) son de Las Mercedes (1M y
111). Curiosamente, estas dos cepas se encuentran agrupadas en una misma rama del arbol
filogenético del gen del ARN ribosémico 16S (Fig.3). Esto podria indicar que pueden ser dos

cepas redundantes de la misma especie.
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Figura 4. Perfiles Box de cepas aisladas en distintas zonas de Tenerife. El superindice® indica
que es una réplica, realizada en un gel de electroforesis distinto.
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CONCLUSIONES:

1.

Las cepas de actinomicetos aisladas en los suelos de Tenerife pertenecen todos al

género Streptomyces, a excepcion de una cepa que se incluye en el género Nocardia.

Dentro del género Streptomyces los porcentajes de similitud y la posicion en subramas
independientes sugieren que muchas cepas representan nuevos linajes compatibles

con nuevas especies.

Los perfiles BOX demostraron una alta diversidad genética entre cepas aisladas en

estos suelos.

La deteccion de la capacidad para producir enzimas hidroliticas y antibi6ticos,
denotan, en general, un elevado potencial biotecnolégico entre las cepas aisladas.

Las cepas aisladas en la zona de Las Mercedes son las que presentaron mayor
rendimiento en las actividades enzimaticas, por lo que podrian ser las que aportaran

un mayor beneficio.

CONCLUSIONS :

1.

The strains of actinomycetes isolated in the soils of Tenerife belong all to the genus

Streptomyces, except for a strain that is included in the genus Nocardia.

Within the genus Streptomyces the percentages of similarity and the position in
independent subbranchs suggest that many strains represent new lineages compatible

with new species.

BOX profiles showed a high genetic diversity among isolated strains in these soils.

The detection of the capacity to produce hydrolytic enzymes and antibiotics, denote, in

general, a high biotechnological potential among the isolated strains.

The isolates in the zone of Las Mercedes are those that showed higher yield in the
enzymatic activities, so they could be those that provide a greater benefit.
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