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ABSTRACT

Marine microorganisms are a large and relatively unexplored source of bioactive
compounds. In order to contribute to its knowledge, in this work we have proceeded to the
identification of three bacterial isolates of marine origin, CB08016, CB08035 and CB08036, by
sequencing its 16S rDNA genes, which has allowed to establish a preliminary assignation of the
cited taxa to the species Marinobacter litoralis, Marinobacter
hydrocarbonoclasticus and Roseomonas vinacea, respectively. This results were corroborated by
phylogenetic analysis, using the validated species for each genus. The taxonomic characterisation
was consistent with the initial hypothesis, which is, the isolation of obligate marine bacteria. On
the other hand, we started the chemical study of a isolated of marine origin, CB08033. The crude
extract obtained from the supernatant of this cultured unidentified microorganism showed activity
against Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853. This is a promising result as it could justify the
approach of a bioguided fractionation of the extract in order to isolate the metabolites responsible
for the activity.

RESUMEN

Los microorganismos marinos constituyen una gran y relativamente poco explorada fuente
de compuestos bioactivos. Con objeto de contribuir a su conocimiento, en este trabajo se ha
procedido a la identificacion de tres aislados bacterianos de origen marino, CB08016, CB08035
y CB08036, mediante la secuenciacion de sus genes 16S rDNA, lo cual ha permitido establecer
una asignacion preliminar de los citados taxones a las especies Marinobacter litoralis,
Marinobacter hydrocarbonoclasticus y Roseomonas vinacea, respectivamente. Estos resultados
fueron corroborados mediante el andlisis filogenético, utilizando las especies validadas para cada
género. La caracterizaciéon taxondémica realizada es consistente con la hip6tesis de partida, esto
es, el aislamiento de bacterias obligadamente marinas. Por otro lado, se inici6 el estudio quimico
de un aislado de origen marino, CB08033. El extracto crudo obtenido del sobrenadante del cultivo
de este microorganismo, ain no identificado, presentd actividad frente a Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853. Este resultado es prometedor ya que podria justificar el abordaje de un
fraccionamiento bioguiado del extracto con objeto de llegar a aislar el o los metabolitos
responsables de la actividad.
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1. INTRODUCCION

1.1. Los microorganismos marinos como fuente de sustancias de interés
farmacéutico.

Desde siempre, la naturaleza ha constituido una fuente inagotable de compuestos activos
que, desde el punto de vista farmacoldgico, se han venido utilizando para combatir multitud de
enfermedades. Primero fueron las plantas y mas tarde los microorganismos de origen terrestre las
primeras fuentes de moléculas empleadas como armas para la lucha contra el cancer y otras
dolencias. Tanto es asi que, actualmente mas de la mitad de las moléculas utilizadas para el
tratamiento de multiples dolencias tienen origen natural .23

Los océanos son los ambientes de mayor extension del planeta, cerca de tres cuartas partes
de este. Diferentes estudios concluyen en estimar que son varios millones de especies de seres
vivos las que viven en él, de las cuales tan s6lo una pequefia parte son conocidas. Esta enorme
biodiversidad se pone de manifiesto en los 34 filos presentes en los océanos, frente a los 17 que
se encuentran representados en los ambientes terrestres.*

Los microorganismos marinos, en particular, constituyen una parte dominante de este
ecosistema, no solo en biomasa sino también en actividad metabdlica.® En el océano, los
microorganismos son los que capturan y traducen la energia solar, catalizan las transformaciones
biogeoquimicas clave de los nutrientes y elementos traza que soportan la productividad oceénica,
participan en la regulacién de los gases de efecto invernadero y representan una gran reserva de
variabilidad genética.®

A pesar de esto, los microorganismos marinos son una fuente, ain hoy, no demasiado
explorada. Tan sélo el 1% de ellos han conseguido ser cultivados en el laboratorio, lo que implica
que el 99% restante son practicamente desconocidos.’

Por estos motivos, y ante la necesidad de descubrir y desarrollar nuevos productos
demandados por la industria, se ha despertado el interés por explorar los microorganismos
marinos, basandose en la premisa de que la adaptacién de los mismos a las circunstancias del
medio marino incluiria el desarrollo de una maquinaria enziméatica potencialmente capaz de
producir nuevos metabolitos secundarios de los que se puedan obtener sustancias de interés
biotecnoldgico, que por sus actividades sean aplicables por ejemplo, en la industria farmacéutica,
cosmética o agroalimentaria.®

1.2. Identificacién bacteriana

Tradicionalmente, la identificacion bacteriana se llevaba a cabo mediante el uso de métodos
convencionales basados en el estudio de las caracteristicas fenotipicas de las células en cultivo:
morfologia, desarrollo, propiedades bioguimicas, genéticas, metabdlicas, etc. En algunos ambitos
como el clinico atn son muy utilizadas, junto a las técnicas serol6gicas, pues constituyen pruebas
rapidas y de bajo coste.®

En las ultimas décadas, gracias al desarrollo de nuevas técnicas automatizadas, se han
sumado nuevos procedimientos, complementarios a los métodos convencionales, los
denominados métodos moleculares (genotipicos) de identificacion bacteriana.® Dentro de estos
métodos moleculares, para la clasificacion taxondmica de una bacteria desconocida, la técnica de
analisis del 16S rRNA es el mas utilizado.°

No obstante, la clasificacién de un taxén desconocido requiere, ademas, de un minimo de
caracteristicas de morfologia celular, colonial, genéticas (hibridacion DNA-DNA, por ejemplo),
fisiologicas, bioguimicas, metabdlicas, ecoldgicas, etc., de modo que estas describan las
peculiaridades del taxén (especie u otro) que lo definan como Unico y diferenciable de otros
preexistentes.!
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1.2.1. EI 16S rRNA

El 16S rRNA es un polirribonucleétido codificado por el gen rrs o DNA ribosomal, 0 16S
rDNA, el cual esta incluido en la subunidad 30S del ribosoma bacteriano. Reline una serie de
caracteristicas que lo hacen ideal para los estudios taxonémicos y de evolucion.'? (Figura 1)

Variabilidad y .

divergencia Sitios conservados

significativa a nivel de adyacentes (= 1500 pb)
especie
o «Permite el disefio de « Facilitasu
« El'analisis de sus iniciadores manipulacion,
regiones hipervariables universales, y su extraccion y
constituye la base del amplificacion secuenciacion, de
~ sistema de mediante la técnica forma relativamente
identificacion. de la PCR. sencilla, precisay

reproducible.

Figura . Caracteristicas del 16S rRNA.

Por tanto, el andlisis de la secuencia obtenida por comparacién con las secuencias de las
bases de datos, la extraccion previa del DNA gendmico de la bacteria, la amplificacion, la
purificacion de los fragmentos del 16S rRNA y la secuenciacién de este, son factores
determinantes en el proceso de identificacion bacteriana.® (Figura 2)

El criterio general considera que una similitud entre dos secuencias de 16S rRNA de dos
taxones igual o superior al 97% indica que ambos pertenecen a la misma especie. Este criterio
general, mas recientemente, ha sido puesto en cuestidn por algunos autores, los cuales proponen
establecer el umbral en torno al 98,5%.

1.2.2. Analisis de las secuencias obtenidas

Una parte fundamental en el proceso de clasificacion taxondémica es la asignacion de taxones
y/o identificacion de cepas ya que pueden obtenerse diferencias dependiendo de los iniciadores
seleccionados o de las regiones comprendidas en el estudio, de las herramientas bioinformaticas
utilizadas y de la disponibilidad de secuencias de referencia.*?

El nivel de desarrollo que han alcanzado los estudios sobre el 16S rRNA y sus aplicaciones
han facilitado la elaboracion de bases de datos especificas, que constituyen un instrumento
fundamental en el proceso de clasificacion taxonémica. Debido a que la asignacion taxondmica
se realiza mediante la comparacion de secuencias, los utensilios de blsqueda, las estrategias de
comparacion y las bases de datos donde se encuentran almacenadas estas secuencias resultan
esenciales para una buena asignacioén de taxones como se ha expuesto anteriormente.**
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Figura 2. Etapasenelproceso de identificacion bacteriana mediante la secuenciacién del16SrRNA. Una
vez secuenciado el amplicon, el primer paso para el analisis de la secuencia lo constituye la
observacion del electroferograma, su edicion (resolucion de posibles errores), el ensamblaje en el
caso de tener secuencias parciales solapantes (contigs) y, por ultimo, la bisqueda de similitudes de la
secuencia obtenida con aquellas depositadas previamente en las bases de datos. Finalmente, se
pueden elaborar arboles filogenéticos (dendrogramas) utilizando los alineamientos con otros taxones
generados.

Actualmente, existen algunas bases de datos publicas con acceso libre a través de internet y
otras privadas (Tabla 1). También existen bases de datos generales como el NCBI*® que sirve
como referencia para la busqueda y comparacién de secuencias de nucle6tidos a través del
algoritmo BLAST?® y dentro de las bases de datos especificas, que solo contienen secuencias 16S
validadas, encontramos, entre otras, a SILVA.Y Este es un portal que contiene secuencias de
rRNA tanto 16S/18S como 23S/28S para los dominios Bacteria, Archaea y Eukarya, y destaca
por la calidad y tamafio de sus secuencias.

TABLA1.BASES DE DATOS

‘ PUBLICAS PRIVADAS
RDP GenBank MicroSeq (Applied Biosystems)
NCBI SmartGene IDNS

EMBL RIDOM
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2. OBJETIVOS

Este trabajo se enmarca dentro de un proyecto de investigacion financiado que se lleva a
cabo actualmente por el grupo de Quimica de Productos Marinos del Instituto de Productos
Naturales y Agrobiologia (IPNA-CSIC). La idea central del proyecto es el estudio de una
coleccién de aislados bacterianos marinos que s6lo pueden crecer en medios de cultivo que
contienen agua de mar (bacterias obligadamente marinas), como productores de moléculas con
potencial terapéutico, antimicrobiano (antibacteriano o antifungico), mediante la identificacion y
caracterizacion de extractos e hidrolizados proteicos con potencial antimicrobiano para su
posterior aplicacidn, en el sector agroalimentario. El fin Gltimo del proyecto seria la creacién de
una “libreria” de extractos o quimioteca conteniendo una coleccion de moléculas quimicas o
extractos naturales, almacenados, catalogados y caracterizados segin su estructura y actividad
antimicrobiana frente a microorganismos diana.

Los objetivos especificos de este TFG son:

1. Por una parte, la clasificacion taxonomica de algunos aislados de bacterias
obligadamente marinas, mediante la secuenciacién de sus genes 16S rRNA, de la
coleccidn disponible para el desarrollo del proyecto. Este planteamiento podria facilitar
el disefio posterior de unas condiciones de cultivo especificas para un organismo y
posibilitaria la obtencion de un tipo concreto de metabolitos.

2. Cultivo de una bacteria obligadamente marina sin identificar y la obtencion de un
extracto crudo para el anlisis de su actividad bioldgica. Este planteamiento pondria de
relieve el interés de la cepa elegida si se obtiene un resultado positivo de actividad
biolégica.
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3. MATERIAL Y METODOS

3.1. Microorganismos

El grupo de Quimica de Productos Marinos del IPNA-CSIC cuenta con una coleccion de
bacterias obligadamente marinas. De esta coleccion, se seleccionaron 10 aislados. (Tabla 3)

Estas cepas han sido identificadas mediante un codigo de coleccion para facilitar su
almacenamiento, ordenacion y reconocimiento.

afio de muestreo

——
CB08002
— —
coleccidn de bacterias n2 del aislado

Las cepas se encontraban criopreservadas a -80°C en viales en una solucion de glicerol al
20%.18

Las bacterias fueron reavivadas mediante su descongelacion y siembra en los medios de
aislamiento e incubacion posterior a la temperatura de crecimiento y transcurrido este periodo,
los cultivos se conservaron a 4°C.

3.2. Medios y condiciones de cultivo

Se emplearon tanto medios liquidos como sélidos y ambos fueron esterilizados en autoclave
(1 kg/cm?, 20 min, 121°C). La preparacion de los medios liquidos se llevé a cabo disolviendo sus
componentes en agua de mar artificial, elaborada con sales marinas, Sigma S9883. A los medios
solidos se agregd agar hasta una concentracion de 2 g/L en la composicién del medio
correspondiente antes de su esterilizacion (excepto AlA) (Tabla 4). Estos ultimos, fueron
dispensados en placas de Petri (= 25 ml/placa) tras haber enfriado (= 45°C).

Para la manipulacién de los medios de cultivo y microorganismos se utilizé una campana de
flujo laminar, de disefio vertical (Crumair 9005FL), evitando de esta manera los problemas de
contaminacion microbioldgica.

Las bacterias fueron incubadas a la temperatura de
25°C. Los cultivos en medio liquido se iniciaron a partir de
precultivos en placas de Petri conservadas a 4°C. Para la
siembra en placas se utilizd el método de siembra por
agotamiento (en estrias) que facilité la obtencion de
colonias aisladas. Los cultivos en medio liquido se
realizaron en agitacién en un agitador orbital a 150 rpm
(Figura 3). Para éstas, se partio de colonias de un cultivo

Figura 3. Crecimiento de la cepa

puro en placa de Petri. CB08033 en medio SYP.
3.3. Tincion de Gram TABLA 2. Protocolo tincion de Gram.
La tincion de Gram es una tincion diferencial que SUSTANCIAS TIEMPO
permite clasificar a las bacterias en dos grupos: gram Cristal violeta 2 min
negativas (rojas) y gram positivas (pUrpuras o violetas). Se Safranina 2 min

Lugol 1 min
Alcohol acetona
(decolorante)

emplearon diferentes sustancias (Tabla 2) y para la
visualizacion se utilizé un microscopio dptico Leica CME
equipado con objetivo de inmersién 100X.
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Tabla 3. Lista de los microorganismos empleados en este trabajo, mostrando los principales datos conocidos.

Nombre Procedencia VPO !\/Iedlg de Crecimiento Microscopia
muestra aislamiento
. Tipo KOH
ASW DW Colonias celular 39"
CB08002  Egipto Sedimento E4 SCA Si No cremosa ND
beige, halo
CB08007 Egipto Sedimento E5 SCA Si No cremosa, halo -
CB08012 Egipto Sedimento E6 SYPA Si No cremosa, halo blanco -
CB08016 Egipto Sedimento E6 SYPA Si No mucosa bacilo -
CB08019  Egipto  Sedimento E1 SYPA Si No mucosa, beige, bordes "
brillantes
CB08033  Egipto Sedimento E6 AIA Si  No mb‘é‘i:gza -
CB08035 Egipto Sedimento E6 SYPA Si No mucosa bacilo -
blanquecina
CB08036  Egipto Sedimento E1 SCA Si No mucosa bacilo -
rosa palido
CB08042 Egipto Sedimento E2 SCA Si No mucosa, beige ND
CB08044 Egipto Sedimento E2 AlA ND ND -

"Determinacion indirecta del caracter gram'; ND, no determinado; ASW: artificial sea water(sal marina, Sigma S9883); DW: diistilled water-
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Tabla 4. Composicién de los medios SYP, AIAy SCA respectivamente (g/L). Para hacer el correspondiente
medio sélido se afiadié agar 2 g/L (excepto AlA, el cual contiene agar).

Componente  Cantidad Componente Cantidad Componente Cantidad
Extracto 409

de levadura Medio 224 Caseina 1,09
Peptona de 20g aC_tinos Almidon 10g
s0jd Ghicerol | 25ml Agua 1000 ml
Almidon 10¢g Agua 1000 ml

Agua 1000 ml

3.4. Extraccion de DNA gendmico de las cepas para su identificacion

La extraccion de DNA se realizo llevando a cabo el procedimiento de Liu et al,® en el que
el DNA se extrajo directamente a partir de colonias crecidas en placas de Petri.

El DNA se resuspendié en 30 ul de TE pH 8 y fue visualizado tras su separacién
electroforética y tefiido con bromuro de etidio, conservandose a 4°C hasta el momento de su
utilizacion.

3.5. Electroforesis de DNA en gel de agarosa

La separacion de fragmentos de DNA se realizé mediante electroforesis en geles de agarosa
(0,7-1%) en tampdn TAE. Las electroforesis se realizaron usando cubetas horizontales en geles
sumergidos de grosor y tamafio variable dependiendo del nimero de muestras, su volumen y el
tipo de experimento.

Se agreg6 al gel bromuro de etidio (0,2 pg/ml) para visualizar el DNA, tras su exposicion a
la luz (340 nm) en un transiluminador UV.

Las muestras de DNA se prepararon en

., . bp mno
una solucién que contenia azul de bromofenol I‘)mL&ddf’ 000 0
(0,25%), xileno-cianol (0,25%) y sacarosa afes o0 &
_, A (300-10,000 bp) 0w 8
(40%), en una proporcion 5:1, la cual actua de 400 &
frente para indicar el progreso de la e 1001 e 2 12
electroforesis. s an
) fiom 300 bpt0 10000 bp 100 7
Las electroforesis se desarrollaron a Beman b il
voltaje constate (5 voltios/cm de separacion de pebeinitoig
9 00 57
electrodos). 00 6
La cuantificacion del DNA fue estimada  Lambda DNAHindiil Marker % 4
., . i 0.5 il
por comparacion con la fluorescencia emitida o [

tefiido con bromuro de etidio

por las bandas de DNA de marcadores de PM
de referencia. Los marcadores empleados se Figura 4. Marcadores de peso molecular: Lambda Hind
muestran en la Figura 4. [y TKb Ladder.

3.6. Amplificacion del gen 16S rRNA mediante PCR

La PCR es una técnica empleada para amplificar DNA, es decir, permite generar una gran
cantidad de copias a partir de un DNA molde.

En este trabajo, las reacciones de PCR se llevaron a cabo utilizando la enzima BioTAQ™
DNA Polymerase siguiendo las indicaciones del fabricante. El tubo de reaccién contenia la
mezcla indicada en la Tabla 5. En la preparacion de la mezcla de amplificacion se utiliz6 agua
bidestilada, grado de biologia molecular (Fluka).
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Los fragmentos amplificados fueron conservados a 4°C.

Tabla 5. Cdcteles de amplificacién para las reacciones de PCR.

Volumen

Concentracion x1

Concentracion
Componentes del stock

final en la

o (por
reaccion v
reaccion)

H-0 (bidestilada)

------------ 6,5 ul
Tampén de reaccion
(NH4 buffer) 10X 1X 5,0 ul
MgCl: 50 mM 3mM 3l
dNTPs 10 mM 1mM 5,0 ul
Oligonuclettido (UBAF) 10 uM 0,5uM 25 0l
(10 pmoles/ul) (25 pmoles) = H
Oligonucleétido (UBAr) 10 uM 0,5uM 25 0l
(10 pmoles/ul) (25 pmoles) o H
BioTAQ 5 unidades/ pl 2,5 unidades 0,5 ul
25 pl
DNA molde 50-100 ng 25 ul
50 pl
(Volumen
final)

Los cebadores utilizados, disefiados para amplificar el gen ribosémico 16S practicamente
completo (aproximadamente 1500 pb), fueron UBAF y UBAR (Tabla 6). Las posiciones de union
de estos cebadores serian 10-29 y 1527-1543, respectivamente, para Escherichia coli K-12 C3026
(accession number CP014272).

Los ciclos de amplificacién programados en el termociclador fueron los indicados en la
Tabla 7.

Los resultados se analizaron mediante electroforesis en geles de agarosa.

Tabla 6. Cebadores utilizados en este trabajo.

Secuencia 5°-3’ Disefiado para (‘ol'(r:n) Referencia
UBAF ; 3 21
(fD1) AGAGTTTGATCCTGGCTCAG Eubacterias 54,3  Weisburg et al
UBAR ; ; 21
(rD1) AAGGAGGTGATCCAGCC Eubacterias 54,1 Weisburg et al

10
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Tabla 7. Etapas del proceso de amplificacion (PCR).

Desnaturalizacion inicial 95°C 4 minutos
94°C 30 segundos
Ciclos (X30) 52°C 40 segundos
72°C 1,5 minutos
Extension final 72°C 10 minutos
Mantenimiento 4°C 0

3.7. Purificacion del DNA amplificado

Los bloques de agarosa conteniendo los fragmentos de interés, se cortaron con bisturi y se
transfirieron a tubos eppendorf para ser purificados con el kit comercial Clean Spin Kit (Real
Laboratory) siguiendo las instrucciones del fabricante. Basicamente el procedimiento consiste, en
primer lugar, en la disolucion de agarosa seguido por una cromatografia de adsorcion a pequefia
escala con una mini-columna precargada con una matriz de silice, donde el DNA queda adherido.
Finalmente, éste fue liberado de la matriz, resuspendido en agua bidestilada estéril (30 pl) y
cuantificado mediante electroforesis en gel de agarosa.

3.8. Secuenciacidon y analisis de las secuencias de DNA obtenidas

La determinacion de la secuencia nucleotidica del DNA se llevé a cabo en el Servicio de
Genodmica de la ULL.

Para el analisis de las secuencias obtenidas se utilizaron las siguientes herramientas
bioinformaticas (software, bases de datos y recursos web). (Tabla 8)

TABLA 8. HERRAMIENTAS BIOINFORMATICAS
HERRAMIENTA FUNCION REFERENCIA
Paquete de software que permite la
manipulacién de los cromatogramas =~ DNA Sequence Assembler
de la secuenciacion (edicion), v4?
ensamblaje (contigs) y alineamiento
de las secuencias de DNA.
Algoritmo de basqueda local que se
utiliz6 para realizar la busqueda
preliminar de homologias entre las
secuencias problemay las
secuencias depositadas en las bases
de datos de GenBank perteneciente Altschul et al'®
al NCBI o la base de datos del
BLAST proyecto LTP de SILVA (Este
altimo recurso se utilizo a través de
una busqueda local en un servidor de
la ULL)
Herramienta utilizada para generar
los alineamientos multiples Sievers et al?
requeridos para llevar a cabo el
estudio filogenético.
Paquete de software utilizado en este
trabajo para construir los
dendrogramas y el analisis
filogenético.

DNA BASER v4

CLUSTAL OMEGA

MEGA v7 Kumar et al?
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3.9. Fermentacion y extraccion en medio liquido

El cultivo en medio liquido se inici6 a partir de un precultivo en placa de Petri. En un
pequefio volumen del medio SYP se resuspendieron con ayuda de un asa de siembra unas cuantas
colonias de la placa y seguidamente se inocularon los Erlenmeyer con la suspension. El cultivo
se incubd y crecid bajo las condiciones mencionadas en el apartado 3.2 de material y métodos.
(Figura 3)

El caldo se separd de la masa celular mediante filtracion y se llevé a cabo la extraccion con
AcOEt, renovando el disolvente hasta un total de tres veces. Las fases organicas reunidas fueron
tratadas con un agente desecante, el sulfato de sodio anhidro, filtradas y el disolvente organico
eliminado por rotaevaporacion, empleando un rotavapor Buchi (Waterbath B-480). De esta forma
se obtuvo un extracto crudo. (Figura 16)

3.10. Cromatografia en Capa Fina (CCF)

Las fases de las CCF se muestran en la Tabla 9.

TABLA9. Fases de la Cromatografia en CapaFina

FASE Cromatofolios (20x20 cm) del gel de silice Silicagel 60 F254 con base de
ESTACIONARIA aluminio (Merck, 105554).

FASE MOVIL Mezcla de Hexano: AcOEt (1:1) o una mezcla de CH2Cl,: MeOH (9:1)

Oleum: pulverizacion con una disolucién H2SO4:H,O:AcOH (1:4:20) y
posterior calentamiento.
Deteccion por fluorescencia empleando una ldampara UV Vilbert Lourmat a
una longitud de onda de 254 nm.

REVELADO

3.11. Resonancia Magnética Nuclear (RMN)
El espectro de RMN se realizé en un espectrémetro Bruker Avance 400 (400 MHz para 'H).

Para la adquisicion de los datos se empled cloroformo deuterado como disolvente y
cloroformo como patron de referencia interna (6n 7.25 ppm). Los valores de desplazamiento
quimico (3) se expresan en partes por millon (ppm), en relacién al disolvente (cloroformo). La
informacion espectroscopica fue procesada utilizando el programa MestReNova® (version 11.0),
Mestrelab Research S. L. 2017.

3.12. Ensayo de actividad antimicrobiana

El ensayo de actividad antimicrobiana fue llevado a cabo por el Servicio de Actividad
Bioldgica del IPNA-CSIC. Se determiné la actividad antimicrobiana frente a diferentes cepas.
(Tabla 10)

TABLA10. Cepas indicadoras para el ensayo de actividad antimicrobiana

Pseudomonas = Staphylococcus Enterococcus Campylobacter
Escherichia coli = aeruginosa aureus faecalis jejuni
ATCC 25922 = ATCC 27853  ATCC 29213 ATCC 29212 ATCC 33560

Se trata de una prueba cualitativa que se manifiesta a través de la presencia de un halo de
inhibicion. El protocolo es una adaptacion del descrito por Matuschek et al. %

12



Trabajo de Fin de Grado | Rosmery Gémez Francés
4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Identificacién molecular de bacterias obligadamente marinas

En primer lugar, se llevd a cabo una tincion de Gram para confirmar la identidad de las cepas
crecidas. En la Figura 5 se muestra la tincion de Gram de la cepa CB08007 (Gram -) y CB07044
(Gram +) a modo ilustrativo.

N

Figura 5.Tincién de Gram de las cepas CB08007 y CB07044.

Seguidamente, se abordd la extraccion de DNA gendémico de cada uno de las cepas. La
electroforesis posterior de los DNA gendmicos extraidos, tefiidos con bromuro de etidio, permitid
verificar el proceso de extracciéon y cuantificar de manera aproximada las concentraciones de
DNA por comparacion con los marcadores de PM de concentracién conocida (Figura 4). Como
se puede observar en la Figura 6, el rendimiento de la extraccion fue muy dispar, lo cual podria
ser debido, entre otros factores, a la diferente biomasa celular recogida, ya que las colonias de las
distintas cepas poseian diferente consistencia, desde cremosas, mucosas, etc., mas faciles de
recolectar, hasta de consistencia mas seca y dura, etc., que dificulté mucho la recogida con el asa
de siembra. Se pudo ver también en las muestras, la presencia de distintas bandas
correspondientes a los rRNAs, ya que el RNA es el 4cido nucleico méas abundante de la célula
bacteriana y co-precipita en la preparacion.

Dado que se necesita un minimo de 50 ng de DNA molde para llevar a cabo la amplificacion
por PCR de los 16S rRNA, se decidi6 descartar aquellos DNAs de concentracion mas baja (los
correspondientes a las cepas CB08012, CB08042 y CB08044) y se llevd a cabo la reaccion de
PCR con el resto de cepas. La composicién de las reacciones de amplificacién se muestran en la
Tabla 5 de material y métodos.

En la Figura 7 se muestra la electroforesis de una parte de los amplificados correspondientes
a las cepas CB08016, CB08035 y CB08036 respectivamente.

No se obtuvo amplificacion en el caso de la cepa CB08002 (pocillo 2), mientras que en el
caso de CB08007 y CB08019 (pocillos 3 y 5 respectivamente), se obtuvieron varias bandas cuyo
tamafio no se correspondié con el esperado, por lo que fueron descartados.

Se procedi6 a continuacion, con la purificacion de los fragmentos amplificados de las cepas
CB08016, CB08035 y CB08036, a partir de la separacion efectuada en una nueva electroforesis
de agarosa (Figura 8). Los bloques de agarosa conteniendo las bandas correspondientes a los
fragmentos de aproximadamente 1500 pb fueron cortados del gel, transferidos a viales,
purificados y cuantificados, siguiendo los procedimientos descritos en material y métodos.

Los fragmentos purificados y cuantificados (Figura 8) fueron remitidos al Servicio de
Genodmica para la determinacion de su secuencia de nucleotidos.
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III—> CB08002 = 5,0 ng/ul
) CBOS007 = 35 ng/pl
—> CBO08012 = 1,0 ng/ul
—CBosms =150 ng/pl
—CBOSOIQ =5.0 ng/ul
El wp 0.5 11l £ Hind IIT
s 1.0 ul £ Hind IIT

m— CB08035 = 40 ng/ul
E—bcmsosﬁ =2.0 ng/ul
— CB08042 = 1,0 ng/ul
—>CB08044 = 1.0 ng/ul

Figura 6. Electroforesis del DNA gendmico extraido de las cepas. Flecha azul, banda
correspondiente al DNA genémico; Flechas amarillas, bandas correspondientes a los RNAs
ribosomales (23S, 16S, 5S).

E == CB08002

@ == CB08007

E = CB08016

E] == CB08019
E =) CB08035

E == CB08036

| 8 | = 0.5 ul IKb lndder

Figura 7. Electroforesis del DNA amplificado de las cepas seleccionadas. Se obtuvo una banda
mayoritaria del tamafio suficiente para contener el gen completo 16S rRNA (= 1500 pb) en los
pocillos 4, 6 y 7, los cuales corresponden a los amplificados de las cepas CB08016, CB08035 y
CB08036 respectivamente.

1 ==p 1yl AHind Il

2 |y CBOBO16 m 10l £ Hind I
3 | =) CBOSO16 CB08016
4 == CBOS03S
s == CBOS035 CB08035
6 mmp CBOBO36
7 | mmy CBOBO36 E| CB08036
2,0 { Hind I

Figura 8. Electroforesis de los fragmentos de DNA purificados de las cepas CB08016, CB08035
y CB08036 (se recuadran en colores las bandas extraidas).
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El anlisis inicial de las secuencias se dirigio a evaluar la calidad de las mismas, para lo cual,
se revisaron, en busca de errores, los cromatogramas (electroferogramas) recibidos por el Servicio
de Secuenciacion utilizando la suite DNA Baser v.4.3.2?(Figura 9)

Se alinearon los pares de secuencias, de las secuencias forward y reverse de cada cepa, para
construir los fragmentos de longitud completa. Para ello, se utilizd la herramienta DNA Baser
Assembler, del mismo paquete de software y finalmente, las secuencias fueron archivadas en
formato FASTA.

Asi, se obtuvieron las secuencias de nucledtidos correspondientes a los genes 16S rRNA de
las cepas CB08016, CB08035 y CB08036, respectivamente. (Figura 10)

La identificacion preliminar de las cepas se realizd mediante la busqueda de similitudes en
la base de datos de GenBank? utilizando el algoritmo BLAST y dentro de él, el mddulo
BLASTN.

En la Figura 11, se muestra un resumen de los listados obtenidos al introducir las secuencias de
los genes 16S problema. Se obtuvieron similitudes muy altas, superiores al 98,5%, lo que nos
permitio inferir la asignacion de las cepas CB08016 y CB08035 al género Marinobacter, y de
CB08036 al género Roseomonas. En la Tabla 11 se muestran las principales caracteristicas de
estos géneros y su interés biotecnoldgico.

En este trabajo, se recurri6 a la base de datos SILVA!y se llevo a cabo nuevamente una
busqueda en BLAST pero, en esta ocasion, contra las secuencias de la base de datos de SILVA,Y
las cuales habian sido descargadas en un servidor local.?® (Figura 12)

Con objeto de hacer un estudio filogenético inicial se seleccionaron las secuencias
pertenecientes a los géneros Marinobacter y Roseomonas y, con éstas, se generaron los
alineamientos multiples respectivos, utilizando el programa Clustal Omega.?®

Los alineamientos multiples generados en Clustal Omega?® se procesaron en MEGA v7%,
para generar los arboles filogenéticos. Los dendrogramas consenso obtenidos fueron robustos y
presentaron buena concordancia con la identidad de los aislados establecida previamente.
(Figuras 14 y 15)
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Figura 9. Captura de pantalla del procesado de los cromatogramas resultado de la secuenciacién de la cepa CB08016. Con ayuda de este programa, se recortaron los extremos
de cada secuencia, eliminando asi las bases de peor calidad, y se corrigieron manualmente las ambigiiedades e indeterminaciones, es decir, aquellas posiciones en las que el
secuenciador automaticonorecibe unasefallo suficientemente claracomo paraasignar, conun alto porcentaje de fiabilidad, uno de los cuatro nucleétidos. En la parte superior
se muestra el cromatograma obtenido con el oligonucledtido forward y en la inferior con el reverse.
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>CB08016 (1409 nt)

CGGAAACGATGATAGCTTGCTATCAGGCGTCGAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGCTTAGGAATCTGCCCAGTAGTGGGGGACAACAG
TCGGAAACGGCTGCTAATACCGCATACGCCCTACGGGGGAAAGCAGGGGATCTTCGGACCTTGCGCTATTGGATGAGCCTAAGTCGG
ATTAGCTAGTTGGTGAGGTAAAGGCTCACCAAGGCCACGATCCGTAGCTGGTTTGAGAGGATGATCAGCCACATCGGGACTGAGACA
CGGCCCGAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGGGCAACCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAG
GCTTTCGGGTTGTAAAGCACTTTCAGCGAGGAGGAAGGCTCTAAAGTTAATACCTTTAGGGATTGACGTTACTCGCAGAAGAAGCAC
CGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCGCGTAGGTGGTT
GAGTAAGCGAGATGTGAAAGCCCCGGGCTTAACCTGGGAACGGCATTTCGAACTGCTCGGCTAGAGTGTGGTAGAGGGTAGTGGAAT
TTCCTGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATAGGAAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTACCTGGACCAACACTGACACTGAGGTGC
GAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCAACTAGCCGTTGGGGATCTTGAATCCTT
AGTGGCGCAGCTAACGCACTAAGTTGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAA
GCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGACGCAACGCGAAGAACCTTACCTGGCCTTGACATGCAGAGAACTTTCCAGAGATGGATTGGT
GCCTTCGGGAACTCTGACACAGGTGCTGCATGGCCGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGTAACGAGCGCAAC
CCCTATCCTTGGTTGCTAGCAGGTAATGCTGAGAACTCCAGGGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAGG
TCATCATGGCCCTTACGGCCAGGGCTACACACGTGCTACAATGGCGTATACAGAGGGCTGCCAACTCGCGAGAGTGAGCCAATCCCT
TAAAGTGCGTCGTAGTCCGGATCGCAGTCTGCAACTCGACTGCGTGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGCGAATCAGAATGTCGCGGT
GAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTGGATTGCACCAGAAGTGGTTAGTCTAACCTTCGGGAGGA
CGATCACCACGGTGTGG

>CB08035 (1406 nt)

GGGGAAGCTTGCTTCCCGCTGACGAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGCTTAGGAATCTGCCCAGTAGTGGGGGATAGCCCGGGGAAALC
CCGGATTAATACCGCATACGTCCTACGGGAGAAAGCAGGGGATCTTCGGACCTTGCGCTATTGGATGAGCCTAAGTCGGATTAGCTA
GTTGGTGGGGTAAAGGCCTACCAAGGCGACGATCCGTAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACATCGGGACTGAGACACGGCCCGA
ACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGGGCAACCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGCTTTCGG
GTTGTAAAGCACTTTCAGTAGGGAGGAAAACCTTATGGCTAATACCCATGAGGCTTGACGTTACCTACAGAAGAAGCACCGGCTAAC
TCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCGCGTAGGTGGTTTGGTAAGC
GAGATGTGAAAGCCCCGGGCTTAACCTGGGAACGGCATTTCGAACTGTCAGACTAGAGTGTGGTAGAGGGTAGTGGAATTTCCTGTG
TAGCGGTGAAATGCGTAGATATAGGAAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTACCTGGACCAACACTGACACTGAGGTGCGAAAGCGT
GGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCAACTAGCCGTTGGGACTCTTGAAGTCTTAGTGGCGC
AGCTAACGCACTAAGTTGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGA
GCATGTGGTTTAATTCGACGCAACGCGAAGAACCTTACCTGGCCTTGACATCCAGAGAACTTTCCAGAGATGGATTGGTGCCTTCGG
GAACTCTGAGACAGGTGCTGCATGGCCGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGTAACGAGCGCAACCCCTATCC
CTGGTTGCTAGCAGGTAATGCTGAGAACTCCAGGGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAGGTCATCATG
GCCCTTACGGCCAGGGCTACACACGTGCTACAATGGCGCGTACAGAGGGCTGCCAACTCGCGAGAGTGAGCCAATCCCTTAAAACGC
GTCGTAGTCCGGATCGGAGTCTGCAACTCGACTCCGTGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGCGAATCAGAATGTCGCGGTGAATACGT
TCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTGGATTGCACCAGAAGTAGTTAGT -
CTAACCTTCGGGAGGACGATTACCACGGTGTGGTTCA

>CB08036 (1380 nt)

GTCGCACGGGGCACTTTCGGGTGTCAGTGGCGGACGGGTGAGTAACGCGTAGGAACATGTCCAGGGGTGGGGGATAACGCTGGGAAA
CTGGCGCTAATACCGCATGTGAGCTGAGGCTCAAAGCCGCGAGGCGCCTTTGGAGTGGCCTGCGTCCGATTAGCTTGTTGGTGGGGT
AATGGCTTACCAAGGCTTCGATCGGTAGCTGGTCTGAGAGGACGACCAGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGG
AGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGCAAGCCTGATCCAGCAATGCCGCGTGGGTGAAGAAGGTCTTCGGATCGTAAAGCC
CTTTCGACGGGGACGATGATGACGGTACCCGTAGAAGAAGCCCCGGCTAACTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAAGGGGGCTA
GCGTTGCTCGGAATTACTGGGCGTAAAGGGCGCGTAGGCGGTCATTTTAGTCAGGCGTGAAATTCCCGGGCTTAACCTGGGGACTGC
GCTTGATACTGGGTGACTAGAGGGTGGAAGAGGGTCGTGGAATTCCCAGTGTAGAGGTGAAATTCGTAGATATTGGGAAGAACACCG
GTGGCGAAGGCGGCGACCTGGTCCATTACTGACGCTGAGGCGCGACAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCAC
GCCGTAAACGATGTGCGCTGGATGTTGGGTGACCTAGTCACTCAGTGTCGTAGCCAACGCGGTAAGCGCACCGCCTGGGGAGTACGG
CCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGCAGAACCTT
ACCAGCTCTTGACATGGACAGGACCGGTGTGGAGACACACTTTCCCCGCAAGGGGCCTGTTGCACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCA
GCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTCGCCACTAGTTGCCAGCACGTTTGGGTGGGCACTCTAGT
GGAACTGCCGGTGACAAGCCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCCTCATGGCCCTTATGGGCTGGGCTACACACGTGCTACAAT
GGCGGTGACAGTGGGAAGCCAGGTCGCGAGGCCGAGCCGATCCCCAAAAGCCGTCTCAGTTCGGATTGCACCCTGCAACTCGGGTGC
ATGAAGGTGGAATCGCTAGTAATCGTGGATCAGCACGCCACGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATG
GGAGTTGGTTCTACCTTAAGTGGCTGCGCTAACCGCAAGGGGGCAGGTCACCACGGTAGGGTCAGCGACTGGGGT

Figura10. Secuencias de nucledtidos de los genes 16S rRNA obtenidas.
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CB08016
Description :i:;
[ Marinobacter sp. ADBR partial 165 rRNA qene. isolate ADBR 2603
[ Marinbacter sp. EKSE gene for 168 ribosomal RNA, pariial sequence 2597
[ Marinobacter sp. EKSD gene for 168 ribosomal RNA. partial sequence 2597
[ Marinobacter litoralis gene for 165 ribesomal RNA. partial sequence, strain: KU17C 2597
[ Marinobacter sp. FO-NAMS partial 165 rRMA gene. strain FO-NAMS 2597
[ Marinobacter sp. EMBS 16S ribosomal RNA gene. partial sequence 2597
[ Marinobacter sp. H3(2009) 165 ribosomal RNA gene. partial sequence 2597
[ Marinobacter sp. EMBS 165 ribosomal RNA gene. partial sequence 2597
[ Marinohacter ltoralis strain SW-45 165 ribosomal RNA qene. partial sequence 2597
[ Maringhacter sp. BWDY-54 18 rinosomal RNA gene, partial sequence 2597

CB08035
Description :!:;
[0 Marinobacter sp. H054 16S ribosomal RNA gene. partial sequence 2595
[0 Uncultured bacterium clone DLKU-65 165 ribosomal RNA gene. partial sequence 2595
[0 Uncultured Marinobacter sp. clone HB 109 165 ribosomal RNA gene. partial sequence 2595
[0 Marinobacter hydrocarbonoclasticus strain ATCC 49840 168 ribosomal RNA, partial sequence 2595
[0 Marinobacter hydrocarbonoclasticus strain K-W47 168 ribosomal RNA gene, parfial sequence 2595
[0 Marinobacter sp. BJGMM-B37 163 ribosomal RNA qene. partial sequence 2595
[0 Marinobacter hydrocarbonoclasticus str. ATCC 49840 chromosome. complete genome 2595
[0 Marinobacter hydrocarbonoclasticus strain 5528 165 ribosomal RNA gene, partial sequence 2595
[0 Marinobacter hydrocarbonoclasticus strain 527 165 ribosomal RNA gene, partial sequence 2595
[0 Marinobacter hydrocarbenoclasticus strain 5526 16 ribosomal RNA gene, partial sequence 259

CB08036
Description :g::;
[0 Roseomonas sp. T104-41 163 riosomal RNA gene, partial sequence 2542
[0 Roseomonas nepalensis sirain G-3-5 168 ribosomal RNA gene, pariial sequence 2531
[0 Uncultured alpha proteobacterium clone cherf 1B 2 small subunit ribosomal RNA gene. partial sequence 2492
[ Roseomonas sp. BZ31r 16S ribosomal RNA qgene. partial sequence 243
[0 Uncultured bacterium clone GI8-sp-M22 168 ribosomal RNA gene. partial sequence 2468
[ Uncultured alpha proteobacterium clone A2 1A 38 117 small subunit ribosomal RNA gene. partial sequence 2464
[0 Uncultured alpha proteobacterium clone B1 6 1B 115 small subunit ribosomal RNA gene. partial sequence 2462
[0 Roseomonas sp. ZSGR23 168 ribosomal RNA gene, partial sequence 2416
[0 Roseomonas sp. 112B-00351 168 ribosomal RNA gene, parfial sequence 2409
[0 Roseomonas sp._L2B03 partial 165 IRNA gene. isolate LIB03 2407

Total
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2597
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2597
2597
2597
2597
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Figura 11. Resultado de la biisqueda de homologias con BLAST®, el cual compara la secuencia de nucleétidos problema
contra una gran cantidad de secuencias de nucleétidos (cientos de millones) depositadas en las bases de datos. Estas
secuencias no estan todas validadas por lo que BLAST' suele utilizarse para busquedas amplias, no restringidas a
ningln tipo de secuencia en particular. Se muestran solo las diez similitudes mas altas.
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CB08016

Sequences producing significant alignments:
AF479689 1 1496 1496bp rna Marinobacter litoralis Alteromonadaceae
AY180181 1 1536 1536bp rna Marinobacter excellens Alteromonadaceae
DQ235263 1 1585 1585bp rna Marinobacter vinifirmus Alteromonada. ..
FJ196822 1 1586 1586bp rna Marincbacter antarcticus Alteromonad. ..
AJ7B4395 1 1487 1487bp rna Marinobacter maritimus Alteromonadaceae

CB08035

Sequences producing significant alignments:
X67822 1 1483 1483bp rna Marinobacter hydrocarbonoclasticus Alt...
H0433441 1 1465 1465bp rna Marinobacter persicus Alteromonadaceae
D0235263 1 1585 1585bp rna Marinobacter wvinifirmus Alteromonada. ..
A¥Y517633 1 1456 1496bp rna Marinobacter daepoensis Alteromonada. ..
F1897726 1 1464 1464bp rna Marinobacter oulmenensis Alteromonad...

CB08036

Sequences producing significant alignments:
EF368368 1 1421 1421bp rna Roseomonas

1 1441 1441bp rna Roseomonas

1 1354 1354bp rna Roseomonas

AY158845 1 1482 1482bp rna Roseomonas
1 1485 1485bp rna Roseomonas

Guisdeis
EF661571

AY220748

Score
(Bits)
2597
2392
2375
2298
2266

Score
(Bits)
2478
2399
2398
2388
2358

Score
(Bits)
2398
2259
2255
2159
2145

vinacea Acetobacteraceae
pecuniae Acetobacteraceae
aerilata Acetobacteraceae
gilardii subsp. gilardii ...

gilardii subsp. rosea Ace...
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Figura 12. Principales similitudes encontradas utilizando el algoritmo BLAST® entre las secuencias problema
(CB08016, CB08035 Y CB08036) y las secuencias de los 16S rDNA depositadas en SILVAY, la cual contiene
secuencias del proyecto LTP, un proyecto encaminado a seleccionar secuencias filtradas o “curadas” de genes
ribosomales, es decir, secuencias “tipo” validadas, incrementando la proporcién de secuencias de longitud
completa, asociadas a su registro en GenBank?, con datos sobre su taxonomia, alineamiento de secuencias
multiples, tipo de cepay ultima nomenclatura valida. Por ello, las secuencias de SILVA"” son de mayor calidad y se
utilizan habitualmente para estudios mas finos sobre taxonomia.

CB08016 presentd un 99% de identidad con Marinobacter litoralis (AF479689), CB08035 fue 98% idéntica a
Marinobacter hydrocarbonoclasticus (X67022) y la cepa CB08036 resulté un 98% idéntica a Roseomonas vinacea

(EF368368).

En base a los resultados obtenidos, se propuso una asignacion taxondmica preliminar

mostrada en la Figura 13.

Superkingdom: Bacteria
Phylum: Proteobacteria
Class: Gammaproteobacteria

Order: Alteromonadales
Family: Alteromonadaceae
Genus: Marinobacter
Specie:

Marinobacter
litoralis(CB08016)
Marinobacter

Hydrocarbonoclasticus (CB08035)

Superkingdom: Bacteria

Phylum: Proteobacteria
Class:
Alphaproteobacteria
Order: Rhodospirillales
Family: Acetobacteraceae
Genus: Roseomonas
Specie: Roseomonas

vinacea (CB08036)

Figura13. Asignacion taxondmica preliminar de los aislados CB08016, CB08035 y CB08036.
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43 Marinobacter salanus
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L 480: Marinobacter flavimaris
o Marinobacter bryozooarum
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2 Marinobacter goseongensis
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© ﬂ: Marinobacler lacisalsi
Marinobacter zhanjiangensis
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Marinobacter xestospongias
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_47-‘: Marinobacter zhepangensis
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Figura 14. Andlisis filogenético de las especies del género Marinobacter mostrando la posicion de las cepas
CB08016 y CB08035. Este andlisis fue llevado a cabo con el programa MEGA v7.% La filogenia fue inferida
utilizando el método de maxima verosimilitud (Maximum Likelihood,) basado en el modelo de Tamura-Nei.33Se
muestra el arbol consenso inferido a partir de 100 réplicas.®*Sobre las ramas se muestran los porcentajes de los
arboles en los que se asocian juntos los cluster mostrados. EL arbol se dibujé a escala, la longitud de las ramas
se relaciona al nimero de cambios en la secuencia de nucleétidos. Sélo se consideraron los nodos con una
representatividad >50%. Se incluyé como grupo externo o oufgroup, a la secuencia del 16S rDNA de E. coli
(283204) para producir los alineamientos mdltiples. Estaesuna ceparelacionadade formadistante conelgrupo
que se pretende analizar filogenéticamente, que permite el enraizamiento de los arboles resultantes.
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%

Roseomonas cervicalis
Roseomonas aerophla
58 Roseomonas ludipuertiss
57 Roseomonas lacus

Roseomonas temrse

33
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s

Roseomonas mucosa
Roseomonas rosea
Roseomonas pecunae

Roseomonas aerifata
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)
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Rhodovarius hpocyclicus
Paracrawococcus ruber
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)
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Figura 15. Andlisis filogenético de las especies del género Roseomonas mostrando la posicion de la cepa
CB08036. Este analisis se realizé con el programa MEGA v7%. La filogenia fue inferida utilizando el método de
maxima verosimilitud (Maximum Likelihood,) basado en el modelo de Tamura-Nei.3* Se muestra el arbol
consenso inferido a partir de 100 réplicas.3*Sobre las ramas se muestran los porcentajes de los arboles en los
que se asocian juntos los cluster mostrados. EL arbol se dibujé a escala, la longitud de las ramas se relaciona al
numero de cambios en la secuencia de nucleétidos. Sélo se consideraron los nodos con una representatividad
>50%. Se incluyd como grupo externo o outgroup, a la secuencia del 16S rDNA de £. coli(Z83204) para producir
los alineamientos mudltiples. Esta es una cepa relacionada de forma distante con el grupo que se pretende
analizar filogenéticamente, que permite el enraizamiento de los arboles resultantes.
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TABLA11. Caracteristicas e interés de los géneros Roseomonasy Marinobacter.

Clase
Alphaproteobacteria
Cocobacilos gram
negativos de alto
contenido en G+C
(>60%)
Metabolismo oxidativo
Colonias con
pigmentacion rosa
Colonias que crecen a
concentraciones de 0-4%
de NaCl.

Clase
Gammaproteobacterias
Bacilos gram negativos
halotolerantes
(2-7% NaCl)
Produccion de
lipopolisacaridos (LPS)
capaz de inhibir la
motilidad, la produccién
de piocianina (factor de
virulencia) y la
formacién de biofilm de
Pseudomonas
aeruginosa
Clase
Gammaproteobacterias
Bacilos gram negativos
halotolerantes
(2-7% NaCl)
Degradacion de
hidrocarburos (alcanos,
acidos grasos,
triglicéridos, etc) debido
a su capacidad para
formar biofilms.

Roseomonas vinacea

Marinobacter litoralis

Marinobacter
hydrocarbonoclasticus

Yan et al?®

Posible aplicacion frente a
infecciones por Pseudomonas
aeruginosa.

Sardar et al®°

, . H 31
Interés en estudios de Mounier et al

biorremediacion de ambientes
marinos contaminados, entre

otras aplicaciones. Zenati et al*

4.2. Estudio quimico de la cepa CB08033

El aislado CB08033 (Tabla 3) se cultivé en medio liquido. Su extraccion con AcOEt, tal y
como se indicd en material y métodos, produjo un extracto crudo de 328.4 mg.

Para analizar la complejidad de este extracto se realizaron cromatografias en capa fina y

RMN de 'H. (Figura 17 y 18)

Para las CCF se utilizaron dos eluyentes diferentes: Hex:AcOEt 1:1 y CH,Cl,:MeOH 9:1

(Figura 17, Ay B respectivamente).
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Figura17. CCF del extracto de CB08033 en Hexano:
AcOEt1:1(A) y Diclorometano: MeOH 1:1 (B).

Figura16. Proceso de extraccion
con embudo de decantacidn.

acidos grasos

aromaticos

dicetopiperacinas

A P

Figura 18. Espectro de RMN de 'H del extracto quimico de la cepa CB08033 en CDCl; mostrando los
principales tipos de compuestos observados. El espectro de RMN de 'H del extracto crudo indicé la
presencia de dicetopiperacinas, ademds de dacidos grasos y compuestos arométicos. Las
dicetopiperacinas son péptidos ciclicos de pequefio tamafio producidos por bacterias, principalmente
gram negativas, y hongos. Debido a que se han descrito multiples actividades para este tipo de moléculas
(antiviral, antitumoral, antifingica, antibacteriana, etc.)’® su estudio resulta de gran interés.

Por ultimo, el extracto quimico de CB08033 fue sometido a un screening para actividad
antibacteriana frente a un panel de bacterias gram positivas y negativas (Tabla 10). Como se
observa en la Figura 19 (A), se obtuvo un halo de inhibicion con 1 ul de extracto, conteniendo
27 ug de crudo, frente a Pseudomonas aeruginosa.
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Figura 19. Halo de inhibicion producido por 1 ul del extracto crudo de CB08033 (27 ug) frente a
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 (A) comparado con el halo producido por 150 pg del antibidtico

control, estreptomicina (C). En B se muestra el efecto, sin halo, del disolvente DMSO.
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5. CONCLUSIONES

En este trabajo se han llevado a cabo diferentes técnicas de investigacién que han
demostrado ser adecuadas para:

1. La identificacién de los aislados bacterianos, CB08016, CB08035 y CB08036, mediante
la secuenciacion de sus genes 16S rDNA, y la asignacion preliminar de los citados taxones a las
especies Marinobacter litoralis, Marinobacter hydrocarbonoclasticus y Roseomonas vinacea,
respectivamente. Estos resultados se corroboraron mediante su analisis filogenético, utilizando
las especies validadas para cada género. La caracterizacidn taxondmica realizada es consistente
con la hipétesis de partida, es decir, el aislamiento de bacterias obligadamente marinas.

2. La obtencion de un extracto quimico de una cepa obligadamente marina no identificada,
CB08033, que result6 activo en un ensayo de susceptibilidad antibiética frente a Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853. Este resultado justificaria el abordaje de la identificacion del
microorganismo, asi como el fraccionamiento bioguiado del mismo para llegar hasta la o las
moléculas responsables de la actividad.

3. El trabajo llevado, a cabo ha utilizado dos enfoques diferentes encaminados a la busqueda
de metabolitos con una posible aplicacion biotecnoldgica y ha puesto de manifiesto que ambos
son complementarios, no excluyentes, e igualmente validos.
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