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Resumen

Los biosurfactantes son considerados como moléculas anfipaticas ya que constan
de dos partes, una que porcidon que es soluble en agua y la otra que es
hidrofobica. Estos se clasifican en moléculas de bajo peso molecular como los
glicolipidos principalmente, y los de alto peso molecular como los polisacaridos,
glicoproteinas, exopolisacaridos (EPS) por mencionar algunos. Las bacterias son
los principales organismos que producen EPS, la mayoria los sintetizan para
protegerse de los factores ambientales del habitat en que viven.

Existen muchos géneros bacterianos que han sido reportados como productores
de EPS, sin embargo, en la actualidad, los estudios han estado mas enfocados en
las bacterias de ambientes extremos debido a la estabilidad que pueden llegar a
presentar las moléculas que sintetizan.

Entre los géneros que se han estudiado poco, se encuentra el género de
Idiomarina, el cual fue reportado como tal en el afo 2004 por Ivanova y
colaboradores, los miembros de este suelen considerarse haldfilos por su amplio
rango de tolerancia a NaCl, temperatura de crecimiento y son bacilos ligeramente
curveados Gram negativos. Algunas especies han sido reportadas como
productoras de EPS, la principal Idiomarina loihiensis en la cual se encontré un
cluster de 32 genes para la biosintesis de estos, de igual forma se encontré uno
de 17 genes para la formacioén de biofilm, algunas otras como Idiomarina sp Strain
5.13 tiene 6 genes para la produccion de EPS.

El presente trabajo tuvo como objetivo caracterizar la cepa Idiomarina B7H2, la
cual fue aislada del Golfo de México. Los estudios demostraron que es un bacilo
ligeramente curveado que mide 0.3-0.6 uym- 1.8-2.0 ym, Gram negativo, que
puede crecer en un rango de 4-45°C, tolerar NaCl desde 0.5-15%. En la
caracterizacion bioquimica resulto positiva hacia oxidasa y catalasa, asi como
algunos carbohidratos, los cuales, son indispensables para los precursores de la
ruta metabdlica de los EPS. En la caracterizaciéon gendémica se encontrd que este
contiene 2, 976, 838 pb con un contenido en G-C del 46%, con 2775 genes que
pueden codificar para proteinas.

El analisis del genoma nos arrojé que la cepa Idiomarina B7H2 contiene un cluster
de 34 genes con 34914 pb, que podrian estar implicados en la produccion de EPS
el cual se encuentra en la ubicacion 458-491, también posee un cluster de 4 genes
para la formacién de biofilm (715-718). De manera experimental se encontré que
es capaz de producir EPS desde los 5-25°C, forma biofilm y tiene la capacidad de
utilizar hidrocarburos.



l. Introduccion

Los microorganismos marinos representan una fuente potencial de moléculas con
amplias aplicaciones en la biotecnologia. La diversidad de nichos ecoldgicos
marinos influye en las caracteristicas fisiolégicas y metabdlicas y se ve reflejada
en una gama amplia de metabolitos producidos como biosurfactantes, antibiéticos,
toxinas, pigmentos, polimeros, entre otros (Poli et al., 2010). Estos metabolitos
pueden ser usados por los microorganismos como herramientas de adaptacion,
defensa, y alimentacién que se suman a su metabolismo basal confiriéndoles una

mayor plasticidad fisioldgica (Satpute et al., 2010; Desai y Banat, 1997).

El interés por estos microorganismos ha ido creciendo en las ultimas décadas,
debido a la importancia biotecnoldgica que representan los productos de su
metabolismo (enzimas y metabolitos secundarios). Muchos de ellos son utilizados
en la industria farmacéutica, cosmética, alimentaria y biorremediacion (Desai y
Banat., 1997), entre estos podemos encontrar proteinas, glicolipidos y poliméricos
como los exopolisacaridos (EPS). En este contexto, se estan describiendo nuevas
especies marinas e incluso nuevas familias y a nivel de clase. Por lo que es
relevante aislar de forma viable a estos microorganismos, que su crecimiento sea

optimo en el laboratorio y que no pierda sus capacidades metabdlicas.

Los biosurfactantes (BS) son de los metabolitos de las bacterias que han llamado
mucho la atencion en el campo de la biotecnologia. Estos son moléculas
anfipaticas que confieren la capacidad de poder solubilizar compuestos complejos
como los hidrocarburos, y que representan una gran ventaja sobre los surfactantes
quimicos por ser biocompatibles, biodegradables, no téxicos y con amplias
aplicaciones (White et al., 2013; Satpute et al., 2010; Desai y Banat., 1997). Los
BS tienen propiedades tensoactivas y/o emulsificantes. Una de las propiedades de

los emulsificantes es que son estabilizadores de fases inmiscibles.

En los ultimos afos el estudio de bioemulsificantes (BE) ha sido de gran

importancia por su amplio rango de aplicacion en la industria.



1. Antecedentes

2.1 Biosurfactantes.

Los biosurfactantes (BS) son considerados metabolitos secundarios y son
producidos principalmente por bacterias, hongos y algunas levaduras (White et al.,
2013; Desai y Banat., 1997). Los BS presentan la caracteristica de ser moléculas
anfipaticas con una parte polar o soluble en agua que puede ser anidnica o
cationica (Dell’Anno et al., 2018) y una parte no polar o hidrofébica compuesta por
una cadena de acidos grasos (Mao et al., 2015; Desai y Banat.,, 1997). Su
naturaleza les permite interaccionar en la superficie de contacto de dos liquidos
insolubles entre si, reduciendo la tensién entre ellas (Satpute et al., 2010; Desai y
Banat., 1997), (Figura 1).

Parte Parte
Hidrofobica polar

Figura 1. Molécula biosurfactante (modificado de Santos et al., 2016)

Los BS presentan ventajas sobre los surfactantes sintéticos debido que son mas
estables en cuanto al rango de pH, temperatura, concentracién de iones, salinidad,
son biodegradables y amigables con el planeta (Santos et al., 2016; Makkar et al,
2011).

2.1.1 Propiedades de los biosurfactantes.

La naturaleza anfipatica de los biosurfactantes les confiere propiedades unicas.
Los BS tienen la capacidad de disminuir la tensién superficial del agua de 72
dinas/cm en un rango de 25-30 dinas/cm (Satpute et al., 2010), en mezclas

acuosas, o con hidrocarburos (Wen-Jie et al., 2011; Desai y Banat., 1997).

La tension interfacial se disminuye hasta que la concentracion del surfactante
alcance una concentracién micelar critica (CMC) (Santos et al., 2016).

Las caracteristicas mas importantes que ofrecen los BS son una alta
compatibilidad ambiental (Desai y Banat., 1997), una baja toxicidad (Mukherjee et



al., 2006), biodegradabilidad, mayor selectividad y estabilidad en condiciones
ambientales extremas (Satpute et al., 2010; Desai y Banat, 1997).

2.1.2 Aplicaciones de los biosurfactantes.

En los ultimos afios los biosurfactantes han tomado gran importancia, debido al
gran potencial que presentan, como un reemplazo de los surfactantes sintéticos, y
sus aplicaciones industriales y ambientales, (Satpute et al., 2010; Banat et al.,
2000). Se pueden producir a partir de materia prima de precio accesible
(Mukherjee et al., 2006).

Las propiedades anfipaticas de los biosurfactantes, les ha conferido una gran
importancia en la industria farmacéutica y alimentaria, en su uso para la
elaboracién de detergentes, cosméticos, alimentos y medicinas (Desai y Banat.,
1997). Ademas, pueden presentar propiedades con importancia terapéutica y
biomédica importante, como antibacteriales, antifungicas, y antivirales (Mukherjee
et al., 2006). La aplicacion ambiental es importante, por ejemplo la utilizacién de
BS en la biorremediacion de suelos contaminados y el tratamiento de agua vy tierra
(Sachdev y Cameotra., 2013). Facilita la biodisponibilidad de los hidrocarburos
para su degradaciéon por microorganismos (Bayat et al., 2015; Sachdev vy
Cameotra., 2013; Das et al., 2008). También pueden usarse en la agricultura para

mejorar la calidad del suelo (Desai y Banat., 1997; Sachdev y Cameotra., 2013).

2.1.3 Clasificacion de los biosurfactantes.

Los biosurfactantes presentan una amplia variacion en cuanto a las moléculas que
los conforman. Generalmente son clasificados en dos grupos; los de bajo peso
molecular, constituidos principalmente por glicolipidos (ramnolipidos), acidos
grasos, fosfolipidos y lipopéptidos. Por otra parte, se encuentran los de alto peso
molecular como las proteinas, lipoproteinas y polisacaridos (White et al., 2013;

Satpute et al., 2010). Entre los BS de alto peso molecular se encuentran los BE.



2.2 Bioemulsificadores.

Los bioemulsificadores (BE) al igual que los BS son moléculas que presentan una
porcidn hidrofébica no polar y una hidrofilica (Rosenberg y Ron., 1999), tienen la
capacidad de incrementar el area entre dos fases que no se mezclan entre si, e
incrementar la biodisponibilidad de sustratos hidrofobicos (Tripathi et al., 2018).
Aunque poseen la capacidad de disminuir la tensidén superficial, no lo hacen como
un BS, por lo cual actuan principalmente como agentes estabilizadores de fases o
bioemulsificantes. Este tipo de emulsificantes se consideran de alto peso por estar
compuestos principalmente de lipopolisacaridos, polisacaridos o proteinas
(Rosenberg y Ron., 1999).

2.2.1 Polisacaridos.

Los polisacaridos son moléculas complejas compuestas por un solo tipo de
monosacaridos o por varios tipos como los heteropolisacaridos (Casillo et al.,
2018; Poli et al., 2010), entre los azucares, sin embargo también pueden contener
acido urénico o aminoacidos. Son moléculas de alto peso molecular desde 50 Da
hasta miles de KDa (Casillo et al., 2018). Estos pueden proceder de diversos
organismos como plantas, hongos, algas o bacterias (Becker., 2015; Poli et al.,
2010; Mata et al., 2008).

Las bacterias sintetizan polisacaridos como los liposacaridos, polisacaridos
capsulares, y exopolisacaridos (EPS) (Becker., 2015). Los polisacaridos presentan
funciones biolégicas diversas, y generalmente son clasificados en intracelulares,
capsulares y extracelulares, los cuales son importantes para la formacion de

biofilms y, en algunos casos, para su patogenicidad (Ates., 2015).

Las propiedades que confieren los polisacaridos como la resistencia mecanica, la
emulsion, adhesién y formacion de coloides; las cuales tienen aplicaciones en la
industria alimentaria, farmacéutica, cosmética y especialmente en la biotecnologia
(Song et al., 2019; Casillo et al., 2018).



2.2.2 Exopolisacaridos (EPS).

Los exopolisacaridos (EPS) son sustancias poliméricas generadas
intracelularmente y secretadas al exterior (Tripathi et al.,, 2018; Ates., 2015;
Satpute et al., 2010; Poli et al., 2010) constituidos de azucares como D-glucosa,
D-galactosa, D-manosa, D-ramnosa, amino azucares (Poli et al., 2010), acidos
nucleicos, proteinas, lipidos (Casillo et al., 2018) y acido urdnico (Tripathi et al.,
2018). Muchos de estos EPS son lineares, con un peso molecular promedio de

1x10° a 3x10° Da (Poli et al., 2010). La mayoria de las veces se encuentran
compuestos por unidades repetidas de un monosacarido en especial, el cual sirve
para ensamblar a los demas componentes organicos e inorganicos (Becker.,
2015).

Los EPS bacterianos pueden encontrarse en dos tipos diferentes (Figura 2), en
forma de capsula (CPS) los cuales estan asociados a la membrana celular y los
que se encuentran como red unidos de una manera débil a la superficie celular
(MPR) (Casillo et al., 2018; Gu et al., 2017; Sathiyanarayanan et al., 2017; Poli et
al., 2010).

MRP
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Figura 2. Representacion de exopolisacaridos capsulares (CPS), y los
liberados al medio (MPR), Casillo et al., 2018.

2.2.2.1 Funcidn y propiedades de los EPS.

Los EPS son sintetizados principalmente por bacterias, que se pueden encontrar
en el agua, suelo, ambientes marinos y ecosistemas, a veces, en condiciones
extremas (Wang et al., 2019; Hussain et al., 2017; Nichols et al., 2005). El papel

fisiolégico de los EPS depende del nicho ecoldgico y del ambiente natural del



donde se han aislado los microorganismos; la produccion de estos representa un

costo del 70% de la energia de la bacteria (Poli et al., 2010).

Los EPS juegan un importante papel en la recoleccion de nutrientes, adherencia a
la superficie, proteccidn contra factores abidticos, temperatura, pH, metales
pesados (Freitas et al., 2017; Becker., 2015) y formacion de biofiims (Mata et al.,
2008; Guezennec., 2002). Sin embargo también se ha observado que algunos
presentan propiedades antibacterianas, antifungicas, antioxidantes o antivirales
(Danielli et al., 2018).

El estudio de los EPS en el laboratorio se ve influenciado por los componentes del
medio, la fuente de carbono, nitrégeno, sales minerales, elementos traza, pH,

temperatura y agitacion (Nicolaus et al., 2010).

Existen EPS ampliamente estudiados como el xantano, gelano, emulsano, alginato
entre otros, los cuales se utilizan ampliamente en la industria y tienen alto valor
agregado (Tripathi et al., 2018; Becker., 2015).

Tabla 1. Exopolisacaridos de importancia industrial, organismos que los producen y aplicacion.

EPS Organismo Aplicacion Referencia
Xantano Xanthomonas Preparacion de alimentos, Vicente et al.,
campestri cosméticos, pinturas, adhesivos 2018
Dextrano Leuconostoc spp Extensor de plasma sanguineoy | Ates et al., 2015

Streptococcus spp medios de cromatografia

Gelano Sphingomonas Industria alimentaria, Zia et al., 2018

paucimobilis farmaceéutica, uso antifungico y

antimicrobiano.

Emulsano Acinetobacter Industria petrolera. Disminuye | Rubinovitz et al.,
calcoaceticus viscosidad del crudo 1982.

Alginato Azotobacter Fertilizantes, desecacion, Suresh K et al.,
vinelandii 2007

Succinoglicano Sinorhizobium Industria petrolera Becker 2015
meliloti



La capacidad que tienen los EPS de estabilizar emulsiones asi como su
viscosidad, les permite tener un amplio rango de aplicaciones en la industria
cosmética, farmacéutica y alimentaria (Song et al., 2019; Chikkanna et al., 2018;
Mata et al., 2008).

2.3 Ruta de biosintesis de exopolisacaridos.

Los mecanismos generales para la produccion de polisacaridos bacterianos en las
bacterias Gram (-) se realizan por 3 vias de sintesis; la via dependiente de
Wzx/Wzy, via dependiente de transportador ABC y la via dependiente de sintasa
(figura 3). Los precursores para iniciar la biosintesis son transformados dentro de
la célula por enzimas produciendo azucares activados (Ates., 2015, Schmid et al.,
2015).

En la via dependiente de Wzx/Wzy los azucares activados o unidades repetidas se
unen en una secuencia especifica mediante glicosiltransferasas (GTs) y son
translocadas a través de la membrana interna por la proteina Wzx (flipasa), la
polimerizacidn ocurre en el espacio periplasmatico, posteriormente, esta es
exportada por la proteina Wzy a la superficie celular (Islam y Lam., 2014). La
transportacién del periplasma a la superficie celular se lleva por medio de
proteinas co-polimerasas de polisacarido (PCP) y proteinas de exportacion de
polisacaridos (OPX) (Schmid et al., 2015).

La via dependiente del transportador ABC se encuentra presente principalmente
en la biosintesis de los polisacaridos capsulares (CPS), estos son ensamblados
por medio de GTs en el citoplasma de la membrana interna (Ates., 2015; Schmid
et al., 2015; Islam y Lam., 2014). La exportacién hacia la membrana externa se
realiza por medio de los transportadores ABC insertados en la membrana interna y
las proteinas periplasmaticas como las PCP y las OPX. Una de las caracteristicas
principales de esta via es que llevan un glicolipido conservado (Schmid et al.,
2015).



La via dependiente de la sintasa, esta pasa polimeros completos a través de la
membrana celular, siendo dependiente de una flipasa para poder translocar las
unidades repetidas (Schmid et al., 2015).
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Figura 3.Diferentes vias de sintesis de EPS. |) Via dependiente de Wzx/Wzy, Il) via
dependiente de transportador ABC, Ill) via dependiente de sintasa. (Schmid et al., 2015)

2.4 Genes implicados en la biosintesis de exopolisacaridos.

En la produccion de EPS, los genes responsables incluyen la sintesis de los
precursores o0 sintesis de azucares, la sintesis de unidades de repeticion de
oligosacaridos, el ensamblaje de las unidades del polisacarido (polimerizacion) y la
exportacion del producto (Ates., 2015; Becker., 2015). Estos genes involucrados
en la biosintesis de los EPS se encuentran principalmente en el cromosoma
bacteriano, sin embargo se ha demostrado que también pueden encontrarse en
plasmidos (Harding et al., 1993). La informacion para la biosintesis de los EPS se
encuentra organizada en clusters (Tripathi et al., 2018) (Figura 4). Existen diversos
EPS, el xantano es uno de los mas estudiados y se han logrado identificar genes
involucrados en las 4 etapas de la ruta metabdlica, la cual posee 12 marcos
abiertos de lectura (Vicente et al., 2018; Becker., 2015; Harding et al., 1993).



Gelano Sphingomonas sp (30500 pb)

314
C E
Succinoglicano Sinorhizobium meliloti (23100 pb) 7] Desconocida
B a o @ DUECED D DD IDDDDD - Regulacén
W Sintasa
Acido colanico Escherichia coli (21500 pb) B Polimerasa
B - DHDDDHBDBHINED DI I e P
B Precursor de la sintesis
Alginato Pseudomonas aeruginosa (17999 pb) Exportacion secrecion
D s - < EDED X I N
B Cebador glicosiltransferasa
B Sustituyentes
Xantano Xanthomonas campestri (14500 pb) B Glicositransferasa
_. % -mm Polisacérido co-Polimerasa
B Proteina de membrana

Acido Hialuronico Streptococcus pyrogenes (4100 pb)

Figura 4.Comparacion de cluster de genes de algunos EPS en distintas bacterias (modificada
de Schmid et al., 2015)

Otro de los EPS estudiados es el alginato el cual tiene asociado un cluster de 23
genes (Muhammadi y Ahmed., 2007). Sin embargo aunque se han descrito los
clusters de genes de EPS de importancia comercial, existen otros que se han
encontrado por medio de la secuenciacion y analisis completo del genoma, como
Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus 2038 (Hao et al, 2011), Zunongwangia
profunda SM-A87, Pseudoalteromonas sp SM9913 (Ates et al., 2015). El
aislamiento de bacterias de aguas profundas como Alteromonas macleodii (Ates.,
2015) e Idiomarina loihiensis han demostrado la presencia de clusters de los
genes de biosintesis de EPS (Huo et al., 2004).

2.5 Bacterias marinas productoras de EPS.

Debido a la gran diversidad de bacterias marinas, es mayor el potencial para
encontrar nuevos y mejores EPS que los existentes actualmente (Casillo et al.,
2018). ElI ambiente marino, es diverso en ambientes relacionados con la
profundidad de los mares y océanos, en donde hay microambientes por ejemplo: a
distintas profundidades los factores como la composicion quimica del agua, la luz,

afectan a las poblaciones de bacterias; en los sedimentos marinos, areas
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hidrotermales y volcanicas, estos nichos suelen ser habitados por bacterias
mesofilas y extremdfilas (Tripathi et al., 2018; Casillo et al., 2018; Poli et al., 2010).

Asi, los ambientes marinos albergan una gran variedad de bacterias que han
desarrollado capacidades fisiolégicas especificas, encontrandose vias metabdlicas
unicas, que no solo les permite sobrevivir a este tipo de ambiente, sino también
desarrollar metabolitos nuevos de interés para la biotecnologia (Sran et al., 2019;
Nerurkar et al., 2009). ElI Golfo de México es un ecosistema con influencia de
actividades humanas que representan factores adicionales que pueden influir en la
composicion de diversos macro y micro organismos. La actividad petrolera es una
de ellas. La exploracion y explotacion petrolera, en esta region, asi como
emanaciones naturales o accidentales de hidrocarburos podrian ser un factor que
seleccione o afecte a diversas poblaciones de seres vivos asi como a factores

fisicoquimicos.

Un gran numero de especies bacterianas sintetizan EPS con propiedades
emulsificantes, la mayoria de estos estan aislados de ambientes marinos (Poli et
al., 2010), los cuales son producidos por los organismos que los habitan, existen
muchas bacterias que producen EPS como los géneros de Alteromonas,
Pseudoalteromonas, Bacillus, Halomonas (Poli et al., 2010), Pseudomonas,
Rhodococcus, Vibrio, Idiomarina entre otros, (Casillo et al., 2018; Guezennec.,
2002). Tabla 2. Sin embargo, debido la gran biodiversidad bacteriana en el mar se
espera encontrar nuevos bioemulsificantes (BS) con mejores propiedades a los

conocidos hasta ahora.

Tabla 2. Ejemplos de algunos organismos aislados productores de EPS (tomado de Casillo ef al.,
2018)

Microorganismo Aislado Composicion Funciony
EPS aplicacion
Alteromonas Hipersalina Glc:Man:Rha: Xyl -
hispanica interior 18:63:7:12
Bacillus Aguas termales Manosa -

Halofilo marinas
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Halomonas maura Salina solar Man:Gal:Glc:GIcA Viscoso,

Halofilo 34.8:14:29.3:21.9 | pseudoplastico
Pseudoalteromonas Agua de mar Manosa, y acido pseudoplastico
rutherica urénico
Pseudomonas Sedimentos GlcN:Rha:Glec:Man Biofilm,
stutzeri marinos 35.4:28.6:27.2:8.7 antioxidante.

2.5.1 Género Idiomarina.

La familia idiomarinaceae pertenece a la clase de las Gammaproteobacterias; esta
fue propuesta por Ivanova y colaboradores en el afio 2000, consolidada como tal
en el ano 2004 (Zachariah y Das., 2017; Zhang et al., 2012). Crece en ambientes
salinos como aguas, sedimentos, salinas solares y humedales hipersalinos,

requiere Na* para su crecimiento (Liu et al., 2018), excepto Idiomarina xiamensis
(Liu et al., 2018; Wang et al., 2011), contiene 28 especies reportadas (Chen C., et
al., 2019). Se les considera haléfilas moderadas de acuerdo a la concentracion de
sal que necesitan para crecer (5-20%) (Liu et al., 2018: Gu et al., 2017).

Los miembros de esta familia son bacilos Gram (-) cortos ligeramente curveados
con un tamafio entre 0.3-0.9 ym a 0.8-3.5 pym (Yoon et al., 2006) Figura 5,
estrictamente aerobios, (Zachariah y Das., 2017; Zhang et al., 2012; Wang et al.,
2011; Donachie et al., 2003). Pueden crecer en un amplio rango de temperatura
que va desde los 4 a los 42°C (Liu., et al 2018; Jean et al., 2009; Yoon et al.,
2006).

Figura 5. Imagen microscépica de Idiomarina loihiensis. (Donachie et al., 2003)
12



Son positivas para pruebas bioquimicas de catalasa, oxidasa, (Zachariah y Das.,
2017; Zhang et al., 2012; Wang et al., 2011; Donachie et al., 2003) lipasa, ureasa,
B-galactosidasa, fosfatasa alcalina, esterasa, aminopeptidasa (Wang et al., 2011).
Pueden reducir nitrato a nitrito (Wang et al., 2011), aunque no todas poseen esta
capacidad (Donachie et al., 2003). Utiliza como fuentes de carbono la alanina,

prolina, glicerol, Tween 40 y Tween 80 (Donachie et al., 2003), entre otros.

2.5.2 Idiomarina y la produccién de EPS.

Idiomarina es un género que ha sido poco estudiado en la producciéon de EPS, en
el 2008 Mata y colaboradores caracterizaron los exopolisacaridos de dos especies
de Idiomarina, ramblicola y fontislapidosa, las cuales fueron crecidas en un medio
con 7.5% de NaCl y 1% de glucosa, se observo que los EPS fueron sintetizados

en la fase estacionaria.

Tabla 3. Ejemplos de dos especies del género Idiomarina productores de EPS (Mata et al., 2008)

Origen Composicion de EPS Funcién y aplicaciones
Idiomarina Laguna Glc, Man, Xyl, Rha Emulsificante y
ramblicola Sulfato y grupos fosfato estabilizantes de metales
Idiomarina Corriente  de Glc, Man, Xyl, Rha Emulsificante y
fontislapidosa K agua Sulfato y grupos fosfato estabilizantes de metales

En el 2004 Huo y colaboradores secuenciaron y describieron el genoma completo
de Idiomarina loihiensis y encontraron que posee un unico cromosoma circular
(figura 6), de 2839318 pb, con 2640 marcos de lectura abierta, 4 operones de
RNAr y 56 genes de RNAL. In vitro se ha demostrado que puede producir un EPS
viscoso, lo cual fue confirmado al encontrar un cluster con 32 genes (Tabla 4,
Figura 7) que codifican enzimas involucradas en la sintesis, modificacion,
polimerizacion y exportacion de EPS, de igual manera presenta un cluster para la

formacion de biofilm de 17 genes (tabla 5, figura 8).
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Figura 6. Genoma completo en forma circular de Idiomarina loihiensis (Huo et al., 2004)

Tabla 4. Cluster de genes de la biosintesis de EPS de Idiomarina loihiensis (datos obtenidos de
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Tabla 5. Cluster de genes para la formacion de biofilm de Idiomarina loihiensis (datos obtenidos de
NCBI, n. de accesion AE017340).
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EPS Idiomarina loihiensis

Figura 7. Representacion del clister de genes para la sintesis de exopolisacaridos en Idiomarina loihiensis
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Figura 8. Representacion del cluster de genes para la formacion de biofilm de Idiomarina loihiensis
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El analisis de las diferentes enzimas que participan en la ruta de biosintesis de los

EPS dependiente de las proteinas Wzx/wzy, arrojé que existen diferentes

miembros del género Idiomarina que poseen las enzimas necesarias para la

formacion de estos (Tabla 6), sin embargo, una busqueda general nos arrojo

diversos genes que podrian estar, adicionalmente, involucrados en la produccion

de EPS en el género, (Tabla 7), los cuales fueron descritos en otros géneros para

la produccién de EPS.

Tabla 6. Proteinas involucradas en la biosintesis de EPS en el género Idiomarina por medio de la
de la via dependiente de Wzx/Wzy.

Proteina Producto Organismo
Wzx Flipasa Idiomarina aestuatrii
Idiomarina sediminum
Wzy Polimerasa del polimero Idiomarina baltica
0-antigeno  Idiomarina fontislapidosi
Idiomarina baltica
Idiomarina atlantica
Idiomarina halophila
Proteina de exportacion del | Idiomarina fontislapidosi
Wza olisacarido Idiomarina sediminum
P Idiomarina aquimaris
Idiomarina aestuarii
Idiomarina woesei
Idiomarina maritima
Wzb Tirosina fosfatasa Idiomarina halophila
Idiomarina baltica
Idiomarina atlantica
Wzc Tirosina quinasa Idiomarina halophila
Idiomarina fontislapidosi
Idiomarina aquimaris
Idiomarina aestuarii
Proteina determinante de la | /diomarina loihiensis GSL 199
WzzB longitud de la cadena

LPS-O antigeno

Proteina de biosintesis de
lipopolisacaridos

Idiomarina zobelli
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Tabla 7. Proteinas involucradas en la sintesis de EPS en el género Idiomarina, mencionadas

en otros géneros.
Gene

exoD

EpsB2

EpsB2

YjbH

GfcC

OtnB

Producto

Proteina de biosintesis de
exopolisacaridos

Biosintesis de exopolisacaridos
polipropilenglucosil fosfotranferasa

AzUcar transferasa

Proteina de biosintesis de
exopolisacaridos

(lipoproteina de membrana externa)

Biosintesis de exopolisacaridos
polipropilenglucosil fosfotranferasa

Biosintesis de exopolisacaridos
polipropilenglucosil fosfotranferasa
Azucar transferasa bacteriana;
pfam02397)

Exopolisacarido capsular

(tirosina quinasa)

Sintesis de polisacaridos

Proteina determinante de la longitud
de la cadena

LPS-O antigeno

Organismo

Idiomarina sp H105
Idiomarina sp. WRN-38

Idiomarina
Idiomarina tainanensis
Idiomarina woesei

Idiomarina xiamenensis
Idiomarina planktonica

Idiomarina fontislapidosi
Idiomarina aquatica

Idiomarina ramblicola
Idiomarina sp
Idiomarina baltica
Idiomarina maritima
Idiomarina tainanensis
Idiomarina indica
Idiomarina atlantica

Idiomarina seosinensis

Idiomarina xiamenensis 10-D-4
Idiomarina planktonica

Idiomarina woesei

Idiomarina loihiensis
Idiomarina piscisalsi

Idiomarina zobelli
Idiomarina abyssalis

Idiomarina xiamenensis
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2.6 Antecedentes directos.

En el marco del proyecto integral del Consorcio de Investigacion del Golfo de
México (CIGOM), el objetivo de este proyecto global es el de establecer una linea
base de las condiciones biogeograficas de esta area marina para responder en el
futuro ante posibles contingencias por derrames de petréleo. El laboratorio de
Biotecnologia Ambiental de la UAEM participa en el CIGOM. En este proyecto
sitios seleccionados en el Golfo de México fueron muestreados a distintas
profundidades, incluyendo los sedimentos marinos. Las muestras colectadas se
procesaron en el laboratorio para aislar y purificar bacterias cultivables. La
identificacion de los aislados bacterianos se realiza con un enfoque polifasico. Uno
de los objetivos es aislar y caracterizar bacterias marinas productoras de BS. De
esta forma se han encontrado aislados bacterianos con capacidad de producir BS.
En particular, la cepa de Idiomarina sp B7H2 fue aislada e identificada de
muestras de sedimentos marinos con presencia de hidrocarburos a 1210 m.
Experimentos previos demuestran que presenta una reducciéon del 25.43% de la
tensién superficial, asi como una emulsién del 68.46%. Adicionalmente, no
presenta actividad hemolitica y la prueba de CTAB fue negativa. (Bertrand B;

Morales-Guzman D. Rosas-Galvan N. Datos sin publicar).

Tabla 8. Cepas aisladas del Golfo de México en el laboratorio de Biotecnologia ambiental-Ceib

Tensioén Emulsién Secuencia
Cepa superficial (% Hemodlisis CTAB Swarming .
(%) Identificada (%)
reduccién)

Idiomarina sp 25.43 68.43 - - ++ 99
Enterobacter sp 58.7 47.5 - - + 98
Bacillus sp 40.57 30.33 + - + 97
Pseudomonas sp 32.13 38.2 - + + 99
Thalassospira sp 7.55 71.19 + - + 95

Bertrand, Morales-Guzman D., Curiel Maciel, etc. (Datos sin publicar)
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lll. Justificacion.

La tendencia global para la busqueda de nuevos productos con aplicaciones y
usos novedosos respetando la integridad o estabilidad de los ambientes se ha
visto impulsada positivamente por los efectos del cambio climatico. El
descubrimiento de materias primas baratas y renovables como plataforma para la
produccion o desarrollo de precursores de energias o materiales verdes son las
nuevas fronteras que estan agrupando esfuerzos en el mundo para hacer un uso
eficiente de los recursos tratando de no alterar los balances biogeoquimicos de

nuestro planeta.

Actualmente se estudian cientos de microorganismos provenientes de diferentes
ambientes que se consideran extremos como el marino, con caracteristicas unicas
que los hacen candidatos idoneos a producir algun metabolito o molécula que
pueda tener interés y aplicacion en la industria farmacéutica, alimentaria,
biotecnologica, petrolera, etc. Una de las dificultades y oportunidades de trabajar
con estos organismos es su manejo en el laboratorio, ya que no todos pueden ser
cultivables, asi el primer reto es aislar de forma viable a organismos de los

distintos nichos que se presentan en el ambiente marino.

Los exopolisacaridos poseen principalmente actividad emulsificante, existen
diversos géneros bacterianos productores de estos, sin embargo aun hay géneros

que han sido poco estudiados en el ambito como es el género de Idiomatrina.
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IV. Hipétesis.

La cepa Idiomarina B7TH2 tendra un cluster de genes el cual estara relacionado

con la produccion de exopolisacaridos con actividad emulsificante.

V. Objetivos.

5.1 Objetivo general.

Caracterizar polifasicamente la cepa Idiomarina B7TH2 e identificar los genes

implicados en la produccion de EPS.
5.2 Objetivos particulares.

1) Caracterizacion polifasica (morfoldgica, bioquimica y genémica) de la cepa
Idiomarina B7H2.
2) Obtencion del exopolisacarido.

3) Buscar e identificar los genes involucrados en la produccién de EPS.
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VI. Metodologia
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6.1 Aislamiento de la cepa.

La cepa Idiomarina fue aislada de un consorcio B7 crecido en petréleo que
proviene de una muestra de sedimento situado en la regién del Cinturén de
Perdido (coordenadas 25°38'24" N 95°34'48" W) en el Golfo de Meéxico. Esta
muestra fue tomada a una profundidad de 1210 m con las siguientes
caracteristicas fisicoquimicas: 4.3°C de temperatura, concentracion de oxigeno de

6.58 ppm y una concentracion de sales de 34.96 pso.

Para su aislamiento se tomd6 1 ml de la muestra original de sedimentos, el cual fue
sembrado en 20 ml de medio marino, que contiene 40 g/L de sal marina, 0.5 g/L
de peptona y 0.25 g/L de extracto de levadura y se les agreg6 500 ul de aromina.
Los cultivos fueron incubados durante dos meses a 20°C con agitacién constante

de 70 rpm (Bertrand et al, datos sin publicar)

Posteriormente, en cajas de medio marino, adicionado con 1 ml de petréleo y 1 ml
de Tween-80, se le afiadieron 10, 50, 100 y 200 ul de cultivo, se dejaron crecer a
temperatura ambiente. Después de 4 semanas se observd la aparicion de
colonias. Para purificar la colonia se realizaron transferencias continuas en medio

sélido hasta obtener colonias homogéneas.

Para su identificacion, se realizé una tincion de Gram de la colonia para verificar a
nivel microscopico la pureza. Se prepararon criotubos con glicerol al 20% final
para almacenar la cepa a -80°C. Se prepar6é el ADN gendmico de la cepa y se
mandd a secuenciar la region V3-V4 del gen ribosomal 16S. El servicio de
secuenciacion de la compafia Macrogen utiliza los primers universales para
bacteria:

27F (5-GAGTTTGATCCTGGCTCAG-3) primer Forward

1525R (5'-AAAGGAGGTGATCCAGCC-3’) primer Reverse

e ey

Figura. 10 Medio de cultivo con petréleo. Los puntos indican las colonias. (Brandt-Bertrand)
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6.2 Caracterizacion polifasica.
6.2.1 Microbioldgica.

Medio de cultivo: Para todos los parametros la cepa de Idiomarina B7TH2 se
crecid en medio marino (caldo de soya de tripticaseina 30 g/l, dextrosa 2.5 g/,
extracto de carne 1.2 g/l, sulfato de amonio 1.2 g/l y cloruro de calcio 1.2 g/l y 5 g/l

de sal marina).
6.2.1.1 Caracterizacién morfoldgica:

La cepa se sembrd en caja con medio marino y se dejo crecer 48 horas a una
temperatura de 25°C, se tomaron en cuenta los siguientes parametros: forma de la

colonia, bordes, elevacion, tipo de superficie, color y consistencia.
6.2.1.2 Tincion de Gram:

Para determinar si era una bacteria Gram negativa o positiva se realizé una tincién
de Gram, para lo cual la cepa se sembrd en caja con medio marino y se dejo
crecer 24 horas, posteriormente se tomé una colonia y por medio de calor se fijo

en un portaobjetos para ser tefiida por medio de los siguientes pasos:

1. Se anadié cristal violeta, después se incubd 30 segundos y se enjuagd con
agua destilada.

2. Se anadio lugol, se incubo 30 segundos y se enjuagod con agua destilada.

3. Se coloco alcohol-cetona 70-30% durante 30 segundos y se enjuagd con
agua destilada.

4. Se anadi6 safranina durante 30 segundos y se enjuagd con agua destilada,
posteriormente se dej6 secar.

5. Una vez seca la muestra tefiida, se procedié a su observacion al
microscopio optico a 100x.

6.2.1.3 Observacion en el microscopio electrénico:

Para la observacién de la cepa se hizo un cultivo en 20 ml de medio marino a 160
rom, se dejo crecer 12 horas a 25°C y se llevo al servicio de microscopia en el
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Instituto de Biotecnologia de la UNAM. Se hizo la preparacién con ayuda de la

encargada, la observacion se hizo en un microscopio electrénico.

6.2.2 Pruebas Bioquimica (API).

A la cepa de Idiomarina B7TH2 se le realizaron las pruebas bioquimicas para

determinar el perfil metabdlico y perfil enzimatico que presenta, por medio de las
pruebas API 20NE y APl ZYM (Biomeriux, Francia).

6.2.2.1 Prueba API 20NE.

Las pruebas APl 20NE permiten la identificacion de bacilos Gram negativos no

pertenecientes al grupo de las enterobacterias.

1.

Se sembré la cepa Idiomarina B7TH2 en cajas con medio marino y se dejé
incubando por 14 horas a 25°C, posteriormente se tomé una colonia aislada
y se colocd en un tubo con 4 ml de solucién salina al 0.85%. se le dio vortex
para homogeneizar.

Se midié la densidad 6ptica (DO) hasta alcanzar una turbidez entre 0.08-
0.13 de absorbancia, equivalente al 0.5 McFarland.

Se repartieron 5 ml de agua destilada estéril en la camara de incubacion y
se procedio al llenado de la galeria. Desde la cupula NO3 hasta PNPG, con
la mezcla obtenida en el paso anterior.

Se abrié una ampolla de APl AUX médium, se le agregaron 2 ml de la
solucion previa, se homogeneizaron y se llenaron las cupulas de GLU hasta
PAC.

Se dejo incubar por 24+2 horas a 29°C.

Pasado el tiempo se hizo la lectura de la galeria y se realizaron las pruebas
adicionales para su caracterizacion e interpretacion, posteriormente se

anotaron los resultados.

6.2.2.2 Prueba API ZYM.

La prueba APl ZYM (BioMerieux) es utilizada para la determinacion de las

actividades enzimaticas que puede presentar las bacterias.
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. La cepa se sembro en cajas con medio marino y se incubo6 durante 14

horas a 252C.

Se tomaron varias colonias aisladas y se colocaron en solucién salina al
0.85%, se le dio vortex para homogeneizar

Se midié la DO hasta alcanzar una absorbancia de 1 el equivalente a 2
McFarland. Se tomaron 65 pl de esta solucion y de depositaron en cada
una de las cupulas que componen la galeria.

Se repartieron 5 ml de agua destilada estéril en la camara de incubacion y
se coloco la galeria en ella.

5. Se dejo incubar por 4 horas a 29°C.

6. Se hizo la lectura de la galeria adicionando una gota del reactivo APl ZYM

A y B en cada cupula y se dejo incubar durante 5 minutos, se realizo la

lectura e interpretacion para anotar los resultados.

6.2.3 Analisis genémico.

Se obtuvo el ADN gendmico por medio de su extraccidon con el Kit DNA isolation

for cells and tissues, ref. 11814770001, Roche-applied -scienc.com.

Procedimiento:

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

La cepa Idiomarina B7TH2 fue crecida durante 18 horas a 25°C en 20 ml de
medio marino al .5% de sales marinas.

Se tomaron 1.5 ml del cultivo y se colocaron en un tubo de 1.5 ml
(triplicado).

Se centrifugaron a 14000 rpm 2 minutos (temperatura ambiente) para
separar la biomasa, se retird el sobrenadante y se le dio un vortex para
desprenderla del tubo.

Se anadieron 30 ul de proteasa a los tubos.

Se adicionaron 450 pl de buffer de lisis y se colocaron 30 minutos a 55°C
en el thermoblock.

Se colocaron de nuevo a temperatura ambiente, se aiadieron 20 ul de
RNAsa y se les dio vortex durante 1 minuto.

Se colocaron 30 minutos a 37°C en el thermoblock.
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8) Se retiraron los tubos a temperatura ambiente, se colocaron 10 ul de
RNAsa (10 ul/mg) y se les dio un vortex durante 1 minuto.
9) Los tubos fueron colocados nuevamente durante 30 minutos a 37°C en el
thermoblock.
10)Los tubos se retiraron y fueron puestos nuevamente a temperatura
ambiente, se les adicionaron 180 ul de solucidén para precipitar proteinas y
se les dio vortex durante 1 minuto.
11) Se colocaron los tubos 50 minutos en hielo.
12) Pasado el tiempo se centrifugaron a 14000 rpm 20 minutos.
13)
)

14)Secar en centrifuga con vacio para quitar los remanentes de etanol durante

Anadir 473 pul de isopropanol y centrifugar 10 minutos a 14000 rpm.

15 minutos.

El ADN de Ildiomarina B7H2 purificado fue enviado a la compaiia de Macrogen,
utilizando la plataforma de PacBio para la secuenciacion de su genoma, una vez
que se obtuvieron los datos, se hizo la anotacion del genoma para determinar el
tamano e identificar los genes de interés, asi como otros de importancia
relacionados con enzimas o metabolitos. La identificacion de genes involucrados
con la produccion de EPS se hizo mediante la comparacién de genes homologos
que ya estén reportados en la literatura para otros organismos por medio de las
bases de datos existentes como GenBanck de NCBI por medio de un BLAST vy
otros programas como antiSMASH, UNIPROT, KEGG

6.2.4 Tolerancia a la concentracion de NaCl.

Para determinar la concentracién de NaCl que tolera la cepa Idiomarina B7H2 se
realizé una cinética de crecimiento en 100 ml de medio marino adicionado con
NaCl (25, 50, 75 y 100 g/l) a 25°C y 160 rpm durante 5 dias por triplicado,

partiendo de un indculo de 0.05. Se midi6é cada 24 horas.
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6.2.5 Determinacion del rango de temperatura de crecimiento.

Para determinar el rango de temperatura la cepa Idiomarina B7H2 fue crecida en
20 ml de medio marino a 25°C a 160 rpm durante 12 horas (overnight),
posteriormente se sembro en placas de agar marino al 0.5% de sales marinas, se
incubaron durante 24 horas a 5, 15, 25, 33, 41, 45y 47°C para determinar el rango

de crecimiento.
6.2.6 Determinacion del rango de pH de crecimiento.

Para determinar el rango de pH de la cepa Idiomarina B7H2 fue crecida en 20 ml
(triplicado) de medio marino al 0.5% de sales a 25°C, 160 rpm durante 120 horas,
se tomo6 muestra cada 24 horas partiendo de una DO de 0.05, se ajusto el pH a 3,
4,56,7,8,9,10y 11.

6.3 Determinacion de la actividad biosurfactante.

Se realiz6é un cultivo en medio marino, se dejé crecer 48 h a 25°C y 160 rpm, se
realizaron las pruebas de CTAB y actividad hemolitica, las cuales se utilizan como

prueba de screening para la determinacion de biosurfactantes.
6.3.1 CTAB:

La placa de agar con bromuro de cetiltrimetilamonio (CTAB) al 0.02%, es un
método para la deteccidn de biosurfactantes anidnicos tipo glicolipido y fue

establecido en 1991 por Siegmun y Wagner.

1. A una placa de agar CTAB se le agregaron 20 ul de muestra
(sobrenadante, sobrenadante/biomasa y biomasa).

2. Seincuban 48 h a 30°C, al pasar este tiempo se guardaron a 4°C para la
determinacion del color.

La prueba se considera positiva si el halo que se forma alrededor de las colonias
es de color azul oscuro, ocurrida debido a la interaccion de los componentes

anionico y cationico.
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6.3.2 Actividad Hemolitica:

Para la determinacion de la actividad hemolitica se utiliz6 medio marino,

adicionado con el 5% de sangre.

1. A una placa de agar marino con sangre se le afadieron 20 ul del cultivo.
2. Seincubaron por 48-72 h a 30°C.

Se considera positiva cuando ocurre una hemdlisis beta al lisar completamente los
eritrocitos (hemoalisis total) y el halo que rodea a las colonias es transparente.

6.3.3 Tension superficial e indice de emulsion.

Se realiz6é una cinética de crecimiento durante 9 dias por triplicado en 500 ml de
medio marino y se crecié a 5°C, 15°C y 25°C a 160 rpm, se partié de una DO de
0.05. Se tomaron 5 ml cada 24 horas, de los cuales se utilizd 1 ml para medir
densidad optica en un espectrofotometro a 600 nm y los 4 ml restantes se
centrifugaron a 13000 rpm durante 1 minuto para eliminar biomasa y medir tensién

superficial y emulsion.
6.3.3.1 Tension superficial.

La tension superficial se midié con un tensiometro de superficie (Kriss modelo
K20S). Se tomaron 4 ml de cultivo libre de células, las cuales se colocaron en un
vissel de vidrio y se tomo el agua como control para calibrar el equipo. Se midié la

tension superficial en dinas/cm.
6.3.3.2 indice de emulsién (IE24).

La emulsion es la mezcla homogénea de dos liquidos inmiscibles entre si, un

bioemulsificante estabiliza esta reaccidon. Para determinar la emulsion:

1. Se tomaron 2 ml del sobrenadante previamente centrifugado para eliminar
las células y se colocaron en un tubo de ensayo.

2. Se le agregaron 3 ml de queroseno y se agitd en el vortex durante dos
minutos.

3. Se dejo estabilizar/incubar durante 24 horas.
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El indice de emulsion se calculd dividiendo la altura de la zona emulsionada
entre la altura del liquido total, y se multiplicé por 100 (Modificado de Satpute
et al., 2008).

6.4 Determinaciéon de la temperatura 5, 15 y 25°C sobre crecimiento y
produccion de EPS.

Se realiz6 una cinética de crecimiento en 1.2 L de medio marino al 1% de glucosa
y 0.5% de sales, por triplicado a 5, 15 y 25°C, se midié cada 24 horas,
posteriormente se tomaron 10 ml en cada muestra para determinar el crecimiento,

el indice de emulsion IE24 y producciéon de EPS.
6.5 Obtencion del EPS.

Se incubd la cepa Idiomarina B7H2 en 500 ml de medio marino al 0.5% de sales
marinas, se crecié durante 120 h a 5, 15y 25°C, a 160 rpm partiendo de una DO
de 0.05. La obtencion del EPS se realiz6 por medio de la modificaciéon del
protocolo de Mata 2006.

1. Centrifugar 30 minutos a 4200 rpm 4°C para eliminar la biomasa,
conservando el sobrenadante.

2. Al sobrenadante se le adicionaron 3 volumenes de etanol frio al 96% y se
dejaron 15 ha 4°C.

3. Centrifugar 20 minutos a 3500 rpm 4°C y conservar el pellet. Este contiene
el EPS, el cual se diluyd en tubos cénicos con agua.

4. Posteriormente fueron transferidos a una membrana de celulosa y se
dejaron en dialisis durante 24 horas a 4°C con agitacidon para la eliminacién
de sales.

5. Pasadas las 24 horas se liofilizé durante 48 horas para eliminar los
remanentes de agua, el producto obtenido es el EPS.
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6.6 Formacion de Biofilm.

Para la determinacion de la formacion de biofilm se modificé el protocolo de Coffey
y Anderson 2014, se utilizaron diferentes cepas del laboratorio de Biotecnologia
Ambiental (E. coli DH5a como control, Sphingomonas sp, Bacillus 12Cl,
Enterobacter 27CH vy las cepas de Idiomarina A3H2 y B7H2), se probaron 2
medios de cultivo diferentes (medio marino al 0.5% de sales y el medio M9, ambos

€en anexos).

1. Las cepas se crecieron en medio marino a 25°C durante 72 horas (fase
estacionaria)

2. De estos cultivos se tomaron 100 pl, se anadieron a 20 ml de medio marino

y se dejaron crecer a 25°C a 160 rpm durante 24 horas.

Pasadas las 24 horas se tomaron 10 pl y se diluyeron en 1 ml (1:100).

Se tomaron 100 ul y se colocaron por triplicado en una placa de 96 pozos.

Se dejaron incubar durante 120 horas a 25°C.

o 0 kW

Pasado el tiempo las placas se invirtieron para retirar las células y fueron

enjuagadas dos veces con agua destilada estéril, dejar secar.

7. Se anadieron 150 pl de cristal violeta (0.1%) e incubar durante 10 minutos.

8. Invertir la placa para retirar los liquidos, enjuagar dos veces con agua
destilada estéril y secar.

9. Si hubo formacion de biofilm se formaran halos color violeta, dejar secar
toda la noche.

10. AAdadir 150 ul de acido acético al 30%, incubar durante 10 minutos,
homogeneizar y transferir 125 pl a una nueva placa.

11.Medir la DO a 550 nm.

6.7 Experimentos de degradacion de hidrocarburos.

Para determinar si la cepa de Idiomarina B7H2 tiene la capacidad de degradar
hidrocarburos, se realiz6é una cinética de crecimiento (triplicado), se pesaron 200 pl
de petroleo, los cuales se agregaron como fuente de carbono y se incubaron 30

dias.
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Se crecié en un matraz de 20 ml con 10 ml de medio marino a 25°C y 160 rpm, se

centrifugd 10 minutos a 13000 rpm y se obtuvo la biomasa, se diluyé en 1ml de

medio minimo para determinar la DO a 650 nm.

1.

Se colocaron 9 matraces (triplicado del control abiético, el medio con la
cepa para tiempo inicial y final).

Para el tiempo inicial y final se inicio la cinética con 0.05 de DO. Para el
tiempo inicial, una vez que se tenia la densidad éptica en 0.05.

Se procedio a anadir HCL, para inactivar la biomasa y se dejé 24 horas a
4°C, después se le ainadio diclorometano y se centrifugd a 4°C durante 25
minutos, posteriormente se recuperd el petrdleo pasandolo por una
columna, y se recupero en viales previamente pesados.

El control abidtico (sin biomasa) y el cultivo de la cepa, se incubaron
durante 30 dias a 25°C, posteriormente se realizé lo descrito en el paso 3.
Una vez que se extrae el petréleo de todas las muestras, se procedio a
analizarlas en el cromatografo de gases.

Una vez obtenidos los resultados, se analizaron.
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VIl. Resultados y Discusion.
7.1 Caracterizacion polifasica.
7.1.1 Microbioldgica.

Las colonias de la cepa Idiomarina B7H2 presentan una forma circular de 2 mm de
diametro de color beige y una consistencia cremosa con una elevacion moderada
(Figura 11). Esta descripcion concuerda con la reportada por Donachie vy
colaboradores en el 2003, siendo la unica diferencia el tiempo de crecimiento de
24 horas. Las colonias cremosas (Figura 11) suelen ser indicio de produccion de
EPS (Sahana y Rekha., 2019; Trabelsi et al., 2015; Mata et al., 2008).

Figura 11. Crecimiento en caja con medio marino 0.5% de sales marinas a las 48
horas 25°C de la cepa Idiomarina B7TH2.

7.1.1.1 Tinciéon de Gram y observacién al microscopio.

La tincion de Gram nos demostré que la cepa Idiomarina B7H2 es una bacteria
Gram negativa (Figura 12), lo cual coincide con todas las especies reportadas de
este género (Zachariah y Das., 2017; Zhang et al., 2012; Wang et al., 2011; Jean
et al., 2009; Yoon et al., 2006; Donachie et al., 2003).
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Figura 12. Bacteria /diomarina B7TH2 Gram negativa vista en un microscopio 6ptico a 100X.

La observacion en el microscopio electronico determiné que las bacterias tienen
forma de bacilos ligeramente curvados de 0.3-0.6 um de ancho y 1.8-2.0 um de
largo y presenta un flagelo polar largo (figura 13), el tamafo entre las especies
varia ampliamente ya que se han reportado desde 0.3-0.9 ym de ancho y de 0.7-4
pm de largo (Hameed et al., 2016: Wang et al., 2011; Ilvanova et al., 2004), son
ligeramente curveadas (Hameed et al., 2016), moviles que presentan un flagelo
polar largo al igual que muchas de las especies ya reportadas (Hameed et al.,
2016: Zang et al., 2012; Wang et al., 2011; Donachie et al., 2003).

X

2 Mm

Figura 13. Microfotografia de Idiomarina B7H2 a las 24 horas, crecido en medio marino al 0.5% de
sales marinas.
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7.1.1.2 Identificaciéon del género.

La identificacién del género se hizo por medio del analisis parcial de las regiones
V3-V4 del gen 16S RNAr de aproximadamente 700 pb con las cuales se obtuvo
una secuencia consenso (anexo 1), posteriormente se hizo un BLAST en el NCBI
y se obtuvo una similitud de 99.56% con otras especies del género Idiomarina,
obteniéndose el arbol filogenético (Figura 14) en donde se puede observar y
corroborar que pertenece al género antes mencionado, siendo su pariente mas
cercano Idiomarina loihiensis quien presenta reporte de producir EPS (Huo et al.,
2004).

g2 - ldiomarina BTH2

ﬂdiumarina loihiensis strain LZTR
l[diomarina abyssalis strain KMM 227
[+ Idiomarina aquatica strain ME-58B

|diomarina ramblicola

3 Idiomarina zobellii strain 5250

|diomarina tyrosinivorans strain CC-PW-9

|diomarina xiamenensis strain 10-0-4

|diomarina salinarum strain 1SL-52
= 57 I; |diomarina atlantica strain MCCC 1410513

50 — ldiomarina fontislapidosi
G _L Idiomarina baltica strain 05145
l[diomarina woesei strain VW11
27 E‘— l[diomarina marina strain PIM1
L |diomarina maris B17-34

L L |diomarina halophila strain BH195

|[diomarina indica strain SVWW104

Bacillus cereus ATCC 14579

0.0z20

Figura 14. Arbol filogenético del género Idiomarina.
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7.1.2 Caracterizacion bioquimica.

La caracterizacion bioquimica por medio de pruebas estandarizadas dio como
resultado diferencias en algunos parametros en comparacién a los reportados
para otras especies del género (tabla 8), fue positiva en catalasa, oxidasa, (figura
15a y 12b) al igual que en especies ya reportadas de Idiomarina (Zachariah y
Das., 2017; Hameed et al., 2016: Zhang et al., 2012; Wang et al., 2011; Jean et
al., 2009; Yoon et al., 2006; Donachie et al., 2003) reduccién de nitratos, tiene la
capacidad de asimilar gluconato potasico, acido caprico, acido malico, azucares
como D-glucosa, D-manitol, maltosa, los cuales pueden ser utilizados como
precursores de la ruta metabdlica de los EPS. Se obtuvieron resultados negativos
en la asimilacion de L-arabinosa, D-manosa y N-acetil glucosamina, no hidroliza
urea, a diferencia de las ya reportadas (Anexo 4), se pudo observar que la
variedad en los resultados demuestra la gran diversidad con la que cuenta el
geénero, por lo tanto es complicado establecer caracteristicas generales que deban

compartir todos los miembros del género.

De igual manera se analizé otra cepa del género que se tiene en el laboratorio de
Biotecnologia Ambiental, Idiomarina A3H2 aislada también del Golfo de México,
encontrando diferencias notables entre ambas cepas, o que nos hace suponer
que podrian ser especies diferentes. En la Tabla 8 se recopila la informacion mas
significativa de la cepa Idiomarina B7TH2 y se compara con otros miembros del

genero.

Figura 15. a). Pruebas bioquimicas de Catalasa positiva (+) b)
oxidasa positiva (+) en Idiomarina B7TH2.
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Tabla 9. Comparacién entre distintas especies del genero de Idiomarina 1) Idiomarina baltica, 2) Idiomarina fostinlapidosi, 3) Idiomarina
A3H2 y 4) Idiomarina BTH2.

Idiomarina Idiomarina Idiomarina Idiomarina
baltica' fostinlapidosi 2 A3H2® B7HZ®
Origen Salina Habitat hipersalino Golfo de México Golfo de México

Tamano celular (um) 0.7-21.6x0.4-0.7 3-4x0.75 ND 1.8-2x0.3-0.6
Reduccion de nitrato - - + +
Hidrolisis de Ure + - + -
Catalas + + + +
Oxidas + + - +

Asimilacién de:
D-glucos ND + + +
D-manos + + - -
L-arabinos + + - -
L-manitol + + - +
N-acetil-glucosamin + + - -
Maltos + + + +
Gluconato potasic + + - +
Acido adipic + + - -
Acido malic - + i} +
Citrato trisddic + + - +
Acido fenilacétic + + - .
Actividad enzimatica:

Esterasa lipasa (C8 + - + +
Tripsin + + - +

! Brettar et al., 2003.
2 Martinez-Canovas et al., 2004.
3 Laboratorio de biotecnologia ambiental
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7.1.3 Analisis gendmico.

El genoma completo ensamblado de la cepa Idiomarina B7TH2 fue determinado por
medio del ensamblaje en la plataforma de RASS, es un cromosoma circular
compuesto por 2, 976, 838 pb con un 46.8% en el contenido de G-C. El genoma
contiene 2,775 secuencias que pueden ser candidatas a genes que codifiquen
proteinas, se encontré un numero de 68 RNAs (Tabla 9). El analisis por KEGG
indica que la cepa de Idiomarina B7TH2 posee genes involucrados en la sintesis de
cofactores, vitaminas, pigmentos (203) esto estaria relacionado a que la cepa al
cultivarse en medio liquido se observa color rosa (Anexo), tiene 8 genes para el
metabolismo de compuestos aromaticos, se encontraron 161 genes involucrados
con el metabolismo de los carbohidratos, lo cual se demostré por medio de las
pruebas API en la utilizacion de algunos, entre otros de importancia como defensa
(102), factores de virulencia y respuesta a estrés (126). En la Figura 16 se puede
observar los resultados obtenidos del andlisis. Al comparar el genoma de
Idiomarina B7H2 con el de otras especies pertenecientes al género son similares
(Tabla 10).

Tabla 10. Genomas de especies pertenecientes al género Idiomarina.

Idiomarina Idiomarina Idiomarina sp Idiomarina
B7H2' loihiensis® A28L° xiamenensis*
Tamaino
del 2976838 pb 2839318 pb 2591567 pb 2899282 pb
genoma
N. de 2775 2722 2299 2673
genes
G+C 46.8% 47.4% 45.5 % 49.48%

" En este estudio
Hou et al., 2004.

3 Gupta et al., 2011.
4 Lal et al., 2012
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Idiomarina B7H2

2,976,838 pb

Figura 16. Mapa circular del genoma de la cepa Idiomarina B7TH2

7.1.4 Tolerancia a la concentracion de NaCl.

La cepa de Idiomarina B7H2 tiene la capacidad de crecer a diferentes
concentraciones de NaCl. En la grafica 1 se puede observar que crece desde una
concentracion del 2.5% hasta el 10%. A 2.5 y 5% el crecimiento es muy similar
llegando a las 24 horas a la fase estacionaria y a 7.5% a las 48 horas, durante las
primeras 24 horas al 10% se puede observar una fase de adaptacién, alcanzando
la fase estacionaria a las 72 horas. Distintos reportes indican que algunas
especies del género pueden crecer en concentraciones desde 0% hasta 15% de
NaCl, con una éptima de 7.5% (Hameed et al., 2016; Wang et al., 2011; Donachie
et al., 2003), sin embargo pueden llegar a crecer hasta 20% (Huo et al., 2004). La
produccion del EPS puede verse influenciada por cambios en la salinidad, al
disminuir o incrementar la produccién (Wang et al., 2019). Esta condicion de poder
crecer en diferentes concentraciones de NaCl hace que se considere a los

integrantes de este género como haléfilas (Liu et al., 2018)
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Tolerancia de NaCl a 25°C
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Grafica 1. Crecimiento de I/diomarina B7TH2 en concentraciones 2.5, 5, 7.5y 10%
de NaCl a 25°C y 160 rpm

7.1.5 Determinacion del rango de temperatura de crecimiento.

La cepa Idiomarina B7H2 creci6 a diferentes temperaturas, se observé que tiene la
capacidad de crecer desde los 5°C hasta los 45°C (Tabla 11) por lo tanto se le
puede considerar como un organismo mesofilo (Liu et al., 2018), esto concuerda
con lo ya reportado para otras especies del género, por ejemplo Idiomarina
tyrosinivorans crece en un rango de 20-40°C (Hammed et al., 2016), el cual difiere
con el que se encontro en este estudio para Idiomarina B7H2, con un rango de 5-
45°C. Sin embargo se pudo observar que la morfologia de las colonias no es igual

en las diferentes temperaturas (anexo 2).

Tabla 11. Crecimiento de la cepa Idiomarina B7H2 a diferentes temperaturas durante 12 horas.
(+) se observa crecimiento, (-) no se observa crecimiento.

Temperatura °C Crecimiento
5 +
15 +
25 +
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33 +

41 +
45 +
47 -

7.1.6 Determinacion del rango de pH de crecimiento.

La cepa Idiomarina B7TH2 se creci6 en diferente pH, (3, 4, 5,6, 7, 8, 9, 10, 11) a
25°C, se observo que es capaz de crecer en todos los valores de pH ensayados,
sin embargo a menor pH (3, 4, 5) la cepa crecié poco, contrario a lo ocurrido a
mayor pH fue incrementando en cuanto a crecimiento (6-10), sin embargo a un pH
de 11 empieza a decrecer nuevamente (Grafica 2). La cepa Idiomarina B7H2
presenta similitudes con otras cepas, Idiomarina tyrosinivorans (6-9) (Hammed et
al., 2016), Idiomarina andamanensis (6-10) (Zachariah y Das., 2017), ambas
presentan un crecimiento 6ptimo de pH entre 6-9 de manera similar a la cepa de

este estudio (Gréfica 2).

2.5
2
DO 600nm 1.5
1 - 120 horas
0.5
O - - |
3 4 5 6 7 8 9 10 11

pH

Grafica 2. Crecimiento de la cepa Idiomarina B7H2 a diferente pH (3-11), a 25°C durante 120
horas a 160 rpm.
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7.2 Determinacion de la actividad biosurfactante.
7.2.1 Actividad hemolitica y CTAB.

La prueba de actividad hemolitica dio negativa (figura 17), por lo tanto la cepa no

tiene la capacidad de lisar eritrocitos.

A

Figura 17. Actividades hemolitica A) aislado del Golfo de México positivo (+) B)
Idiomarina B7H2 negativa (-). Crecidas en agar sangre.

La cepa Idiomarina B7H2 dio positiva hacia la prueba de agar CTAB después de
las 72 h a 25°C, estudios en bacterias haldfilas o géneros extremofilos,
demuestran que algunas de ellas tienen la capacidad de sintetizar acido urénico el
cual posee carga negativa (Wang et al., 2019), lo cual podria estar relacionada a

que la cepa nos diera positiva (Figura 18).

Figura 18. Agar CTAB A) Cepa Idiomarina A3H2 negativo (-) B) Cepa Idiomarina B7TH2, después de
72 horas a 25°C. El color azul indica positivo.
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7.2.2 Efecto de la temperatura sobre el crecimiento y la produccion de Bs.

Crecimiento: se pudo observar que a 5°C se tiene un tiempo de duplicacion mas
lento en comparacion a 15°C y 25°C (tabla 12), sin embargo al dia 6 alcanza un
crecimiento muy similar a estos, en estudios de otras especies de Idiomarina
consideran que aunque tiene un amplio rango de crecimiento, el ideal para su
manipulacion en el laboratorio es entre los 25 y 30°C (Zhang et al., 2012; Wang et
al., 2011; Donachie et al., 2003) como se puede observar en la grafica 3 coincide

con esto.

Tabla 12. Tiempo de duplicacién de Idiomarina B7H2, a las temperaturas de 5°, 15° y 25°C.

5°C 15°C 25°C
M 0.0249 hrs-" 0.1423 hrs-" 0.1364 hrs-
Td 27.86 hrs 4.8710 hrs 5.0817 hrs

Emulsién: Se determind que la cepa Idiomarina produce emulsién desde las 24
horas, (Grafica 3). A 25°C se da la emulsién mas alta y va aumentando hasta
llegar al 76% (dia 6), posteriormente disminuye hasta el 35%, esto debido a que
conforme pasa el tiempo y su rapido crecimiento empieza a reutilizar los productos
de su metabolismo. A 15°C la emulsion va aumentando conforme el paso de los
dias hasta llegar al punto maximo del 72% y mantenerse estable, a 5°C la
emulsién va observandose de una manera muy similar a los 15°C en cuanto al
aumento de la misma, hasta llegar a un maximo del 70% y mantenerse ahi. La
presencia de la emulsidn podria estar ligada al crecimiento de la bacteria, ya que
presenta un comportamiento muy similar, a excepcion de los 15°C. Estudios
previos indican que es en la fase estacionaria donde la mayoria de las bacterias
producen muchos de los EPS (Nichols et al., 2005), sin embargo se puede

observar que presentan emulsion desde la fase exponencial.

Tension superficial: Se observa que a 5°C y 15°C la tension no disminuye, y a
25°C disminuye, mientras que en el dia 7 vuelve a aumentar lo cual podria estar
dado por el crecimiento de la cepa, al consumir la fuente de carbono. En la

literatura se puede encontrar que los bioemulsificadores (BE) no necesariamente
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disminuyen la tension superficial como lo hace un biosurfactante BS (Rosenberg y
Ron., 1999), lo cual se comprueba con nuestra cepa.
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Idiomarina BTH2 a 25°C
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Grafica 3. Efecto de la temperatura sobre el crecimiento y la produccién de Bs de la cepa
Idiomarina B7H2 a) 5°C b) 15°C ¢) 25°C.

7.2.3 Efecto de las temperaturas 5, 15 y 25°C sobre la produccion de EPS.

La temperatura ideal para el crecimiento de la cepa Idiomarina B7TH2 es a los 25°
C, el cual concuerda con los rangos 6ptimos de crecimiento, (Zhang et al., 2012;
Donachie et al., 2003). Tiene un crecimiento mas rapido en comparacién de las
otras temperaturas (5, 15°C), sin embargo se ha encontrado que la temperatura
influye en la produccion del EPS (Alvarado., 2015). La produccién del EPS se da
en la fase estacionaria del crecimiento (Ates., 2015; Schiano et al., 2003), sin
embargo, se ha demostrado que puede darse desde la fase exponencial
(Alvarado., 2015). La temperatura podria estar fuertemente relacionada con el
comportamiento del EPS.

La cepa Idiomarina B7TH2 crece de una forma muy rapida a 25°C, por lo cual se
puede ver que a las 168 horas entra a la fase de muerte, contrario a lo que ocurre
a 15, y 5°C en donde el crecimiento es mas lento y la fase estacionaria tarda mas
horas. En la grafica 4c se puede observar como a partir de las 24 horas a 25°C

comienza la produccién de EPS, lo cual coincide con el indice de emulsion (figura
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19c¢). Algunos autores afirman que la produccion del EPS se ve favorecida por el
crecimiento lento (Sutherland., 2001), como se observa a 5°C. A las 120 h en las
diferentes temperaturas se puede notar que la produccién del EPS es muy similar,
con una produccién de 0.02 g/30 ml aproximadamente, sin embargo, se puede ver
que se comporta de diferentes maneras a lo largo del tiempo, existen reportes
donde se sabe que al EPS pueden estar unidas proteinas las cuales también
tienen la capacidad de emulsificar (Moriello et al., 2003), pudiendo atribuirle a esto

la variacion en su comportamiento.

a) Produccion de EPS a 5°C
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Produccién de EPS a 25°C
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Grafica 4. Efecto de la temperatura sobre el crecimiento y la produccién de EPS de la cepa
Idiomarina B7TH2 a) 5°C b) 15°C ¢) 25°C.
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Figura 19. Emulsiones obtenidas durante las cinéticas de produccién del EPS cada 24 horas, a) 5°C
b) 15°C c¢) 25°C
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7.3 Obtencion del exopolisacarido (EPS).

La sintesis del EPS se puede correlacionar con el hecho de que la cepa
Idiomarina B7H2 es Gram (-) con la presencia de los transportadores
membranales descritos para este grupo bacteriano, los EPS utilizan la via
dependiente de Wzx/Wzy, del transportador tipo ABC y la de sintasa (Ates., 2015;
Schmid et al., 2015).

En la observacion de la cepa al microscopio electréonico se pudo notar claramente
una red unida a la membrana de la célula (Figura 20), estudios previos han
demostrado que existen moléculas que se encuentran unidas de una manera débil
a la membrana como los EPS (Sathiyanarayanan et al., 2017), por lo que se
piensa que lo que se observo es un EPS, Mata en el 2006 observé al microscopio
dos especies del género, Idiomarina ramblicola y fostinlapidosi (Figura 21), los
cuales se asemejan a la encontrada en este estudio. Se ha demostrado que la
mayoria de los EPS se sintetizan en la fase estacionaria y la bacteria los libera al

medio (Wang et al., 2019), como puede verse en las imagenes.

Figura 20. Microfotografia de /diomarina B7TH2, en medio marino liquido al 0.5% de sales marinas a
25°C y 72 horas de incubacién. La flecha indica la ubicacién del EPS.
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Figura 21. Imagen de microscopio electrénico de transmisidn de Idiomarina ramblicola en medio
MY liquido al 7.5% (p/v) de sales tras incubacion a 120 horas. (Tomado de Mata., 2006)

Basados en los resultados de la cinética de produccién, el EPS se incubd hasta
las 120 h (5 dias) a 5, 15 y 25°C, se observaron cambios conforme las diferentes
temperaturas, en la tabla 13 se puede observar que a una menor temperatura
(6°C), se presenta una mayor produccion de exopolisacarido 0.6045 g/500 ml que
a los 25°C 0.3721 g/500 ml, esto podria estar relacionado con la propiedad que
presentan los EPS de proteger a la bacteria de los factores abidticos como la
temperatura (Becker., 2015; Sutherland., 2001). Bacterias marinas como
Alteromonas PRIM-28 del género de Alteromonas, produce 1.28 g/L de EPS a
32°C y 96 horas, (Sahana y Rekha., 2019).

Se observd que el EPS producido a las temperaturas de 5, 15 y 25°C posee una
textura diferente (Figura 22), lo que nos podria estar indicando que presenta
diferentes componentes, Alvarado en el 2015 encontré que el EPS producido por
Halomonas no cambia si lo produce a diferentes temperaturas. La textura el EPS
obtenido a 25°C concuerda con lo reportado en donde sefialan que se obtiene un
polvo blanco (Mata., 2006). Muchos de los géneros de bacterias marinas tienen la
capacidad de producir EPS como Alteromonas, Halomonas, Pseudomonas, los

cuales estan bien descritos que sintetizan estos (Sahana y Rekha., 2019).
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Tabla 13. Produccién de EPS en Idiomarina B7H2 a las 120 horas, obtenido a las temperaturas de

5, 15y 25°C en medio marino al 0.5% de sales marinas.

T EPS g/500ml
5°C 0.6045
15°C 0.3387
25°C 0.3721

Figura 22. EPS obtenido después de liofilizarlo. a) 5°C, b) 15°C y ¢) 25°C

Una vez obtenido el EPS se hizo una evaluacion para determinar si aun
presentaba la actividad emulsificante, se tomaron diferentes concentraciones del
EPS; (1-100 mg) y se diluyd en 2 ml, se pudo observar que aun presenta la
propiedad emulsificante y que conforme se incrementa la concentracion, aumenta
la emulsion, sin embargo, a 15 y 25°C se nota un aumento considerable
alcanzando cerca del 80% (Grafica 8), que es muy similar al porcentaje obtenido

durante la cinética de produccion (Grafica 5).
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Emulsiones con el EPS
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Grafica 5. Emulsiones a 1, 3, 5, 7, 10, 20, 40, 60, 80 y 100 miligramos del EPS
obtenido a las temperaturas 5, 15y 25°C.

7.4 Formacion de biofilm.

La observacion al microscopio electronico dejo ver la unién de dos células y de
igual forma, lo que se piensa es el EPS unido a la membrana (Figura 23), muchas
bacterias sintetizan los EPS para la formacion del biofilm (Ates,. 2015; Poli et al.,
2010: Mata et al., 2008), estos se ligan principalmente a su protecciéon en los
ambientes extremos como los haldfilos, al cual pertenecen los miembros del
geénero Idiomarina (Wang et al., 2019: Liu et al., 2018). Se observo que la cepa
Idiomarina B7H2 tiene la capacidad de formarlos con diferentes medios de cultivos
(Gréfica 6), sin embargo, en comparacion con otras cepas aisladas del Golfo de
México, no presenta una gran sintesis del mismo, como la cepa de Bacillus 12Cl,
pero se puede observar que es semejante a la cepa Idiomarina A3H2, otras
especies del género de Ildiomarina ya han sido reportados para la formacion de

este como Idiomarina loihiensis (Huo et al., 2004).
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Figura 23. Microfotografia de /diomarina B7TH2 uniéndose entre si por medio de la formacion de
biofilm y secretando EPS al medio.
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Grafica 6. Formacién de biofilm en diferentes cepas aisladas del Golfo de México, utilizando medio
marino al .5% de sales y el M9. Blanco; medio de cultivo MM al .5% de Sales y M9, E. coli DH5q,
Bacillus 12Cl, Enterobacteria 27CH, Sphingomonas, e Idiomarina A3H2 y B7H2.

| A3H2
1B7H2
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Figura 24. Placa de 96 pozos, incubada durante 120 horas con las diferentes cepas aisladas del Golfo de
Meéxico, los halos de color morado indican una produccién de EPS.
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El analisis gendmico indica que la cepa de Idiomarina B7H2 cuenta con un cluster
de 4 genes para la formacién de biofilm (Tabla 14, Figura 25), en donde al
compararlo con el de la cepa de Idiomarina loihiensis (17 genes), se puede
observar que es mas pequefio, sin embargo, presenta proteinas del tipo Il y
prepilin, las cuales se han demostrado en otros géneros que estan involucradas

para la formacion de biofilm (Sandkvist., 2001).

Tabla 14. Genes de Idiomarina B7H2, involucrados en la produccion de biofilm

Ubicaciéon Gen Producto Peso kDa aa

Peg.715 All Type Il secretion pathway 71 62
related protein

Peg.716 Bl Type Il secretion pathway 7.3 64
related protein

Peg.717 PreP ' Prepilin peptidase dependent 18.2 166
protein B-like protein

Peg.718 PreP ' Hypothetical protein: 14.7 138

I Prepilin peptidase dependent
protein A-like protein

S A S < prep

Cluster biofilm Idiomarina B7H2
1302 bp

Figura 25. Representacion del clister de genes involucrados en la produccion de biofilm en la cepa
Idiomarina B7TH2

7.5 Degradacion de hidrocarburos

La cepa Ildiomarina B7H2 tiene la capacidad de utilizar hidrocarburos (petréleo)
como fuente de carbono (Figura 26b), en la literatura solo se ha demostrado que
Idiomarina xiamenensis es capaz de poder utilizar n-alcanos e hidrocarburos
aromaticos policiclicos como fuente de carbono (Lai et al., 2012), sin embargo se
ha demostrado que otras especies pertenecientes a las gammaproteobacterias
aisladas del Golfo de México pueden utilizar hidrocarburos como fuente de
carbono (Bacosa et al., 2018). La adaptacién de las diferentes cepas a poder

utilizar hidrocarburos parte en gran sentido de los altos niveles que se puede
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encontrar en el Golfo de México derivados muchas veces de la contaminacion
(Bacosa et al., 2018).

La degradacion de hidrocarburos por parte de la cepa Idiomarina B7H2 (Tabla 15)
podria estar relacionada con su capacidad de formar biofilm, debido a que la
formacion de estos facilita la disponibilidad de los hidrocarburos para que puedan
ser utilizados (Sachdev y Cameotra., 2013; Das et al., 2008)

Tabla 15. Datos de la degradacién de los hidrocarburos por parte de la cepa Idiomarina B7H2
después de 30 dias, en medio minimo a 25°C.

HCT Iniciales [ppm] HCT finales [ppm]

21182 £1150 16569 +1456.63

Degradacion 21.7779%

FID1 &, (CIGOMOS021901.0)
counts a

300000
250000
200000 +
150000

100000
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FID1 A, (CIGOMD5081%04.0)
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Figura 26. Perfil cromatografico de la extraccion de petréleo crudo. a) control inicial de la cepa
Idiomarina B7H2. b) cepa Idiomarina B7TH2 después de 30 dias de incubacion. C) Control abidtico de 30
dias .
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7.6 Identificacion de genes de la cepa Idiomarina B7TH2 involucrados en la

produccion de EPS.

Estudios previos del género de Idiomarina han demostrado que algunos miembros
como la especie Idiomarina loihiensis, produce exopolisacaridos por medio de un
cluster, que esta ubicado en su genoma del gen 538 al 569, con un tamafio de
34863 pb sintetizando 32 genes, los cuales estan involucrados en la biosintesis
del mismo (Figura 7) (Hou et al., 2004).

Otras especies también han demostrado la produccion de EPS como Idiomarina
sp Strain 5.13 donde se encontraron 6 genes involucrados en la misma (Sinha et
al., 2017). Sin embargo en otras especies se han encontrado también cluster de
genes involucrados en la produccion del EPS como Acinetobacter Iwoffii RAG-1
quien produce Emulsan con 22 genes y un peso de 27 kbp (Nakar y Gutnick.,
2001)

El analisis del genoma de la cepa Idiomarina B7H2 nos dio el indicio de que
presenta el cluster para la sintesis de EPS con una ubicacién del gen 458 al 491,
el cual esta compuesto por 34 genes que estarian involucrados en la sintesis,
polimerizacion, transportacion y exportacion de los mismos con una longitud de
39914 pb (Tabla 16, figura 27).

La comparacion entre los clusters de ambas cepas de Idiomarina, arrojé una
similitud en cuanto al tamafo, asi como las proteinas que estan involucradas en la

produccion del EPS.

La enzima UDP-glucose dehydrogenase (1.1.1.22) se encuentra presente en el
cluster de la sintesis del EPS y es esencial para la sintesis del acido hialurénico
(AH), el cual es un mucopolisacarido (Salwowska et al., 2016: Chu et al., 2016), se
ha reportado que organismos haldfilos tienen la capacidad de sintetizarlo (Wang et
al., 2019), coincidiendo con la prueba CTAB que dio positiva y que es utilizada
para determinar la presencia de este (Salwowska et al., 2016), por lo tanto se
podria decir que una parte del EPS que sintetiza la cepa Idiomarina B7H2

corresponderia a un acido hialurénico.

57



Figura 27. Representacion del cluster de Idiomarina B7H2, donde se tienen los 34 genes involucrados en la biosintesis del EPS.
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Ubicaciéon | Gen Producto pb aa Peso modelado

KDa
Peg.458 A UDP-glucose dehydrogenase 1167 388 43.7
(EC 1.1.1.22)
Peg.459 B Lipopolysaccharide biosynthesis 1002 333 37.7
Peg.460 C Phospholipid-lipopolysaccharide ABC 1797 598 65.4
transporter
Peg.461 D UDP-N-acetylglucosamine 4,6- 1191 396 452
dehydratase
(EC4.2.1.-)
Peg.462 E Bacillosamine/Legionaminic acid 1137 378 42.3

biosynthesis aminotransferase PgIE; 4-
keto-6-deoxy-N-Acetyl-D-hexosaminyl-
(Lipid carrier) aminotransferase

Peg.463 F UDP-N-acetylglucosamine 2-epimerase 1164 387 42.6

(EC 5.1.3.14)
Peg.464 G putative transformylase 888 295 33.4
Peg.465 H hypothetical protein 669 222 24.7
Peg.466 I N-acetylneuraminate synthase (EC 1074 357 39
2.5.1.56)
Peg.467 J 4-amino-6-deoxy-N-Acetyl-D- 624 213 21.8
hexosaminyl-(Lipid carrier)
acetyltrasferase
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Peg.468

Peg.469

Peg.470

Peg.471

Peg.472

Peg.473

Peg.474

Peg.475

Peg.476

Peg.477

Peg.478

Peg.479

Peg.480

Peg.481

M

D-glycero-D-manno-heptose 1-
phosphate guanosyltransferase

N-Acetylneuraminate
cytidylyltransferase (EC 2.7.7.43)

UDP-glucose:glucosyl LPS a
1,2-glucosyltransferase

hypothetical protein

hypothetical protein

Mobile element protein

Mobile element protein

Mobile element protein

hypothetical protein

Glycosyltransferase (EC 2.4.1.-)

putative glycosyltransferase

UDP-glucose 4-epimerase (EC 5.1.3.2)

Lipid carrier : UDP-N-
acetylgalactosaminyltransferase
(EC2.4.1.-)

dTDP-glucose 4,6-dehydratase
(EC 4.2.1.46)

1053

738

1038

1239

855

219

360

444

1101

1113

849

972

549

1056

350

245

345

412

284

72

119

147

366

370

282

323

182

351

39.4

27.4

40.2

48.2

33.2

8.3

13.5

17.4

41.9

40.4

31.9

35.3

20.3

39
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Peg.482

Peg.483

Peg.484

Peg.485

Peg.486

Peg.487

Peg.488

Peg.489

Peg.490

Peg.491

A1

B2

C3

D4

ES

F6

G7

Capsular polysaccharide
biosynthesis/export periplasmic protein
WcbA; Capsular polysaccharide export
system protein KpsC

hypothetical protein

YjbF outer membrane lipoprotein

YjbH outer membrane lipoprotein

Putative epimerase/dehydratase

Glucose-6-phosphate isomerase
(EC 5.3.1.9)

hypothetical protein

hypothetical protein

3'(2"),5'-bisphosphate nucleotidase
(EC 3.1.3.7)

predicted secreted protein

2766

297

720

2880

1905

1470

636

804

735

354

921

98

239

959

634

489

211

267

244

117

27.1

109.3

69.7

54.1

23.9

30.2

271

12.4

Tabla 16. Genes implicados en la produccién de EPS en la cepa de Idiomarina B7TH
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VIIl. Conclusiones.

La cepa Idiomarina B7H2 comparte muchas de las caracteristicas del género, es
capaz de crecer en temperaturas desde los 4-45°C, tiene la capacidad de utilizar
hidrocarburos como fuente de carbono, asi como una amplia gama de
carbohidratos, produce EPS el cual ha demostrado tener actividad emulsionante y
para su formacion se identificé un cluster en el cual estan implicados 34 genes,
posee la capacidad de formar biofilm para el cual también se encontraron
proteinas implicadas en su formacién como las tipo Il. De acuerdo a los datos
obtenidos se ha predicho que el exopolisacarido que produce corresponde al acido

hialuronico.

Su genoma y el analisis polifasico nos indican que se podria tratar de una nueva
especie aislada del Golfo de México con un cromosoma de 2976838 pb y un
porcentaje de 46.8% de G-C, y un numero de 2775 secuencias probables de
genes con diversas funciones anotadas o hipotéticas, lo cual requiere de un

estudio mas fino para determinar su funcion.

IX Perspectivas.

e Determinar la composicién del EPS por medio de Resonancia magnética.

e Escalar la produccion del EPS a nivel reactor.

e Determinar caracteristicas fisicoquimicas del EPS obtenido y las
aplicaciones que pudiera tener, como la actividad antimicrobiana.
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Xl. Anexos
Anexo 1. Determinacién del género.

Secuencia consenso de Idiomarina B7H2, la cual se utilizé para la elaboracion
del arbol filogenético.

CCCTAGATGTCACTAGTTGTTCGTGTCATTAAGACGTGAGTAACGCAGCTAAC
GCACTAAGTTGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGA
ATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAAC
GCGAAGAACCTTACCATCCCTTGACATCCAGTGAATTTTTCAGAGATGAATTA
GTGCCTTCGGGAACACTGAGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGT
TGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATCCTTAGTTGC
CAGCACGTAAAGGTGGGAACTCTGGGGAGACTGCCGGTGATAAACCGGAGG
AAGGTGGGGACGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGGGATGGGCTACACAC
GTGCTACAATGGCGCATACAAAGGGCAGCAAGCCAGCGATGGTTAGCGAATC
TCATAAAGTGCGTCGTAGTCCGGATCGGAGTCTGCAACTCGACTCCGTGAAG
TCGGAATCGCTAGTAATCGTGGATCAGAATGCCACGGTGAATACGTTCCCGG
GCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTGGGCTGCACCAGAAGTG
GTTAGTTTAACCTTCGGGAGAACGATCACCACGGTGTGGTTCATGACTGGGG
TGAAGTCTAAAAGGGGGGAACCAAAAAAGGTTTGAAAAATTGGCTCAAGGAAA
ACCAAACCAGGGTACCCATCCCACGTTGTACCCTTGAAACCTCCGGTCCCTTT
ACCCGCGAAAAACAGCCACTGTTAAAGGGCCTAACGCTGGAAGAAGGACCCC
CCGAATTAACCAGGGCACTTTCGACATCTCTTCTGCAATTAGCGTTGAGCCGC
CGGTGGGATCGGTCCCGGGTTGTTGCCAATTATATGTGGGTGAGTAAGTCCC
CCCAACCAAAAACCTCAGCCTGCCACCGCCCGAATTACCCAGAAAAACACAC
CGCGGGGCCTGCACCCCCTAAGTAAAAAGGGCCCGGGCGTCGGGAACCGC
CGCCAAAATTTTTTTTCCAGCGGAGGGTACTCCTTTCCCGGGGGCCCCCAAC
CCAAAAAAAGTTCTAGGGGGGGTCTTGGGGCTTTTTAAAGAAGACCCCCCCC
TTCACCGTCCTGGGCGACCGGCCCAGCTCCAAAGGGGGTAATCAGGTTATAC
CAGTCCGCGTCTCCATGCGGTCACTTAGTGCGTTAGCTGCGTTACTCACGTC
TTAATGACACGAACAACTAGTTGACATCGTTTACGGCGTGGACTACCAGGGTA
TCTAATCCTGTTTGCTCCCCACGCTTTCGTACCTCAGCGTCAGTCTCTGACCA
GGTGGCCGCCTTCGCCACCGGTAT
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Anexo 2. Rangos de temperatura de crecimiento.

Crecimiento de la cepa Idiomarina B7H2 en medio marino con 0.5% de
sales marinas en solido a diferentes temperaturas.

41°C 45°C
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Anexo 3. Medios de cultivo
Composicion de medios de cultivo utilizados en este trabajo.

1) Medio marino al 0.5% de sales (g/l)

Caldo de soya tripticaseina 30 g/l
Dextrosa 10 g/l
Extracto de carne 1.2 g/l
Sal marina 5 g/l

Sulfato de amonio 1.2 g/l
Cloruro de Calcio 1.2 g/l

2) Medio M9 g/l (Coffey y Anderson 2014) (Formacion de biofilm)

Fosfato disodico (Na2HPOs) 64 g/l
Fosfato monopotasico (KH2POa) 15 g/l
Cloruro de Sodio (NaCl) 5 g/l
Cloruro de Amonio (NH4CL) 2
Sulfato de magnesio (MgSOa) 1M
CaCl2 1M 100 ml
Solucion glucosa al 20% 20 ml

3) Medio Minimo (Sarieta 2014) g/l (Degradacion de hidrocarburos)

Na2HPO4 4 g/l
K2HPO4 3.549/
MgSOs4 :H20 0.7 g/l
Extracto de levadura 0.5 g/
NaCl 10 g/l
Fuente de carbono 10 g/l
(sacarosa o hidrocarburo

NaNO3 0.1 g/l
CaClz 0.04 g/l

Anexo 4. Caracterizacion bioquimica
Imagenes de los resultados de las baterias de las galerias API.

Prueba AP| 20NE de la cepa Idiomarina B7H2
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Prueba APl ZYM de la cepa Idiomarina B7H2
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Tabla de las diferentes enzimas, se utilizé la galeria APl ZYM para su
determinacién, utilizando pseudomonas 27853 como control.

ot
4

2

Enzima Pseudomonas Idiomarina Idiomarina
27853 B7H2 A3H2
Control - - -
Fosfatasa alcalina + + -
Esterasa (C4) + + +
Esterasas lipasa (C8) + + +
Lipasa (C 14) - - -
Leucina arilamidasa + + -
Valina arilamidasa - + -
Cistina arilamidasa - - -
Tripsina - + -
a-quimotripsina - - -
Fosfatasa acida - - +
Naftol-AS-BlI- + + +

fosfosfohidrolasa

a-galactosidasa

B-galactosidasa

B-glucoronidasa

a-glucosidasa

B-glucosidasa

N-acetil-3-
glucosaminidasa

a-mannosidasa

a-fucosidasa
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Tabla de los diferentes sustratos que utiliza la cepa Idiomarina B7TH2, se ultiliz6 la
galeria APl 20NE para su determinacién y Pseudomonas 27853 como control.

TEST Idiomarina Idiomarina Pseudomonas
B7H2 A3H2 27853

Nitrato potasico - + +
L-triptofano - + -
D-Glucosa - - -
L-arginina - + +
Urea - + +
Esculina - - -
Gelatina - + +
4-nitrofenil-BD- - + -
galactopiranosa
D-Glucosa + + +
L-arabinosa - - -
D-manosa - - -
D-manitol + - +
N-acetil- - - +
glucosamina
D-maltosa + + -
Gluconato + - +
potasico
Acido caprico + - +
Acido adipico - - +
Acido malico + - +
Citrato + - +
trisodico
Acido - - -
fenilacético
Oxidasa + - +

Imagen del crecimiento de la cepa Idiomarina B7H2 en medio liquido,
observandose una coloracién rosa.




Anexo 5. Caracterizacion gendémica

Se obtuvo el DNA gendmico para mandar a secuenciar a la compania de
Macrogen.

Gel de agarosa al 1%, ADN obtenido por medio de su extraccion por Kit
(identificacion de género)

o~ ] o~
T = 5
M~

[ £t <

A3H2

Gel de agarosa al 1%, DNA obtenido pormedio de su-extraccion por Kit.
Secuenciacion del genoma
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