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GLOSARIO

Antagonismo microbiano: interaccion entre microorganismos que causa la pérdida
de actividad de uno de ellos.

Antibidticos: sustancia quimica producida por un ser vivo o derivada sintéticamente
que mata o impide el crecimiento de ciertas clases de microorganismos sensibles.
Antiepibiotica: proceso de inhibir o prevenir el asentamiento o acumulacién de
organismos en superficies sumergidas.

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

Blast: por sus siglas en inglés Basic Local Alignment Search Tool. Es
un programa informatico de alineamiento de secuencias de tipo local, ya sea de
ADN, ARN o de proteinas. El programa es capaz de comparar una secuencia
problema (secuencia query) contra una gran cantidad de secuencias en una base de
datos.

Bootstrap: es un método estadistico de remuestreo que puede estimar las
distribuciones por creacion repetida y analisis de conjuntos de datos artificiales.
Células totipotentes: células que dan origen a otros tipos celulares.
Desnaturalizacién: proceso que por medio de altas temperaturas produce una
separacion de la doble hélice del ADN rompiendo los enlaces o puentes de
hidrégeno durante la reaccion en cadena de la polimerasa.

Electroforesis: técnica para la separacion de moléculas segun la movilidad de estas
en un campo eléctrico. Utilizada entre otras cosas para verificar la concentracion e
integridad del ADN extraido, asi como el tamafo de distintos fragmentos de ADN
(por ejemplo, productos de PCR).

Epifluorescencia: utiliza como fuente de iluminaciéon la luz procedente de una
lampara que emite distintas longitudes de onda. Dependiendo del fluorocromo
presente en la muestra, la luz reflejada o fluorescencia emitida por el espécimen,
después de atravesar un sistema de filtros de emision, llega al detector.
Farmacologia: es la ciencia que estudia el origen, las acciones y las propiedades

que las sustancias quimicas ejercen sobre los organismos vivos.



Genbank: es la base de datos de secuencias genéticas del NIH (National Institutes
of Health de Estados Unidos), una coleccion de disponibilidad publica de secuencias
de ADN.

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

Homologia: relaciéon que existe entre dos partes organicas diferentes cuando sus
determinantes genéticos tienen el mismo origen evolutivo.

Hospedero: organismo que alberga a otro en su interior o lo porta sobre si.
Incrustantes: son organismos que se adhieren al casco de las embarcaciones o de
cualquier material sumergido.

Morfotipo: grupo de cepas bacterianas que son distinguibles de otras debido a las
caracteristicas morfologicas.

Oligonucledtido: es una secuencia corta de ADN o ARN, con cincuenta pares
de bases o menos utilizados con diversos fines, uno de ellos como cebadores en
reacciones de amplificacion.

Secuenciacion: es un conjunto de métodos y técnicas bioquimicas cuya finalidad es
la determinacion del orden de los nucledtidos (A, C, Gy T) en un oligonucleétido
de ADN.

Sonicacion: aplicacion de la energia del sonido para agitar las particulas de una
muestra, con diversos fines cientificos o industriales.

Solucién stock: o solucidon madre a partir de la cual se puede hacer una disolucién
con la finalidad de preparar muestras a diferentes concentraciones.

SYBR Gold: un colorante de cianina que se utiliza para la tincion fluorescente de los
acidos nucléicos con una gran sensibilidad.

Taq polimerasa: es una enzima termoestable aislada de Termus aquaticus (Taq),
una bacteria que soporta altas temperaturas.

Tincién Gram: es una tincion diferencial utilizada para clasificar a las bacterias en
Gram +y Gram -, de acuerdo a las propiedades de su pared celular.

Tirosina: aminoacido importante en la biosintesis de proteinas, asi como

intermediario metabdlico en la biosintesis de numerosos compuestos fendlicos.



ADN
ARN
ARNr
CTAB
DNTP’s
EDTA
LB
NaCl
NCBI
PBS
PCR
RNAsa
SDS
TBE
TE
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TSA
TSB

ABREVIATURAS

Acido desoxirribonucléico

Acido ribonucléico
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National Center for Biotechnology Information
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Dodecil sulfato de sodio
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Tris EDTA
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RESUMEN

La relacion biolégica entre bacterias y esponjas como fuente de productos naturales
ha generado considerable interés. Las esponjas del género Aplysina constituyen una
fuente natural de metabolitos bromados con interesantes propiedades
antimicrobianas y antiepibidticas. Es bien conocido que estas esponjas contienen
microorganismos asociados, que pueden llegar a representar hasta el 60% de su
biomasa, por lo que esta investigacion tiene como objetivo identificar las bacterias
heterétrofas cultivables que se encuentran asociadas a la esponja Aplysina
gerardogreeni, asi como la variacion temporal de estas bacterias y su actividad
biologica. Durante un ciclo anual, se recolectaron bimensualmente ejemplares de A.
gerardogreeni, en Punta Arena, Baja California Sur, México a tres profundidades. El
numero total de bacterias se determind mediante el método de microscopia de
fluorescencia. Para obtener las bacterias susceptibles de ser cultivadas, en ambiente
estéril, se tomo6 una alicuota de 100 uL del tejido macerado de la esponja y se
sembré en placas con agar TSA, incubando de 3 a 5 dias a temperatura ambiente.
Las colonias aisladas se resembraron confirmando su pureza mediante la morfologia
colonial y microscépica (tincion de Gram). La identificacion de las bacterias se realizé
a través del analisis del gen ARNr 16S, mediante su amplificacion por PCR y su
posterior secuenciacion. A partir de la biomasa de las cepas cultivables se realizaron
ensayos de actividad antimicrobiana mediante el método de difusion en agar frente a
Staphylococcus aureus y Escherichia coli y con los extractos obtenidos de las
bacterias se realizaron ensayos de actividad antiepibiotica. De las esponjas
recolectadas en los diferentes meses y profundidades se aislaron y purificaron en
total 167 cepas, de las cuales el 90.5% son Gram positivas, siendo la mayoria de
ellas en forma de bacilos. El niimero promedio anual de bacterias fue de 9.7 x 10® cél
g esponja”’, presentando variaciones bimensuales, con el mayor niimero en febrero y
el minimo en agosto. La identificacion de las bacterias mediante ADN revel6 la
presencia de 83 especies durante el ciclo anual, siendo las pertenecientes al género
Bacillus las mejor representadas, ya que constituyen el 62% de las bacterias
aisladas. Existe una variacién temporal en el numero de bacterias aisladas,
encontrando una mayor cantidad y diversidad en febrero y abril y un menor numero
en octubre, con respecto a la profundidad no se observd una variacion significativa.
Los bioensayos mostraron que el 58% de las bacterias aisladas, presentaron
actividad antimicrobiana frente a Staphylococcus aureus siendo las bacterias
identificadas como Bacillus licheniformis y B. subtilis las que mostraron los mayores
halos de inhibicion, mientras que frente a Escherichia coli el 22% fueron activas,
siendo B. subtilis y Psychrobacter maritimus las que mostraron los mayores halos de
inhibicion. En los bioensayos de actividad antiepibiotica, el 87% de los extractos



fueron activos frente a alguna de las bacterias marinas probadas. La cepa mas
sensible fue Bacillus subtilis, siendo inhibida por el 69% de los extractos, la mayoria
a la mas baja concentracion probada (MIC de 0.01 pg mL™"). El 23% de los extractos
mostraron actividad frente a alguna de las microalgas probadas. La mas sensible fue
Cylindrotheca closterium, 29 extractos fueron capaces de inhibir su crecimiento a
bajas concentraciones. Se observd una evidente variacion temporal en la actividad
antiepibiodtica, siendo los extractos de febrero y junio los mas activos.

ABSTRACT

The biological relationship between bacteria and sponges has obtained a substantial
interest as a source of natural products generator. Sponges of genus Aplysina
constitutes a natural source of brominated metabolites with interesting antimicrobial
and antiepibiotic properties. It is well known that these sponges have associated
microorganisms, which can represent up to 40% of the biomass; therefore, the goal of
present research is to identify cultivable bacteria found in associated with the sponge
Aplysina gerardogreeni, as well as their seasonal variation and their biological
activity. Specimens of the sponge A. gerardogreeni were collected bimonthly during
one annual cycle at Punta Arena Baja California Sur, México. The total number of
bacteria was determined using the fluorescence microscopy method. To obtain
bacteria with the likelihood of being cultured, an aliquot of 100 pl of sponge
macerated tissue was plated in TSA agar, incubating for three to five days at room
temperature. The isolated colonies were purified through the colonial and microscopic
morphology (Gram stain). The identification of bacteria was made with DNA
amplification by PCR and its subsequent sequencing. Antibacterial activity assays
were made from the cultivated strains biomass using an agar diffusion method
against Staphylococcus aureus and Escherichia coli; and antiepibiotic activity assays
were made with the obtained bacterial extracts. From the collected sponges in the
different months and depths; a total of 167 strains were isolated and purified, from
which 90.5% are Gram positive, most of them were bacilli shaped. The average
annual number of bacteria was 9.7 x 10® cel g sponge™”, presenting bimonthly
variations, with maximal numbers in February and minimal in August. DNA based
bacterial identification revealed the presence of 83 species during the annual cycle;
species within genus Bacillus were the best represented ones, since they constituted
62% of the isolated bacteria. There is a seasonal variation in the number of isolated
bacteria, finding a greater quantity and diversity in February and April, and smaller
numbers in October; there was no significant variation regarding depth. The
bioassays showed that 58% of the isolated bacteria were active against
Staphylococcus aureus, were bacteria identified as Bacillus licheniformis and B.
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subtilis had the greatest inhibition halos, while against Escherichia coli 22% were
active, where B. subtilis and Psychrobacter maritimus showed the greatest inhibition
halos. According to the antiepibiotic activity bioassays, 87% of the extracts were
active against any of the tested marine bacteria. The most sensitive strain was
Bacillus subtilis, being inhibited by 69% of the extracts, most of them at the lowest
tested concentration (MIC of 0.01 pg mL™). Twenty three percent of the extracts
presented activity against any of the tested microalgae. The most sensitive one was
Cylindrotheca closterium, 29 extracts were capable of inhibiting its growth in low
concentrations. An evident seasonal variation was observed in the antiepibiotic
activity, being February and June extracts the most active ones.



INTRODUCCION

Las esponjas son un recurso natural marino de gran relevancia biomédica, ya
que representan una de las fuentes mas prometedoras de sustancias para el
desarrollo de nuevos farmacos, y es uno de los grupos mas ampliamente estudiados,
a partir del cual se ha obtenido el mayor numero de compuestos pertenecientes a
diversos grupos estructurales como terpenos, esteroides, policétidos, péptidos,
alcaloides, etc. Actualmente algunos productos naturales aislados de esponjas se
encuentran bajo investigacion clinica o preclinica avanzada en distintas areas
terapéuticas (Newman & Cragg, 2004a, 2004b; Simmons et al., 2005; Mayer &
Gustafson, 2006), ya que presentan propiedades antivirales, antitumorales,
antimicrobianas y citotoxicas (Faulkner, 2002; Donia & Hamann, 2003; Gustafson et

al., 2004; Blunt et al., 2007) por lo que tienen un considerable interés biotecnoldgico.

Es bien conocido que las esponjas contienen de forma abundante
microorganismos asociados que pueden constituir hasta el 60% del volumen total de
una esponja (Hentschel et al., 2003; Usher et al., 2004) y tienen una gran influencia
en el metabolismo y reciclaje de nutrientes, en el transporte de metabolitos a través
del mesohilo de la esponja, en la rigidez estructural y defensa quimica mediante la
produccion de compuestos bioactivos, como antibidticos, antifungicos y
antidepredatorios que protegen a la esponja de organismos no deseados (Wilkinson,
1980; Osinga et al., 2001). Las asociaciones simbidticas encontradas en esponjas
involucran una diversa gama de microorganismos como bacterias heterotrofas,
cianobacterias, anaerobios facultativos, algas unicelulares y del dominio archaea. A
pesar de que la comunidad microbiana en el mesohilo de las esponjas ha sido
estudiada desde hace mucho tiempo mediante microscopia (Vacelet & Donadey,
1977 citado en Muller, 2003; Wilkinson, 1978), la descripcion, caracterizacion e
identificacion de las comunidades microbianas asociadas a éstas aun es escasa
(Friedrich et al., 1999; Olson et al., 2002; Chelossi et al., 2004). La busqueda de los
microorganismos que produzcan compuestos bioactivos es un esfuerzo que vale la

pena, porque una vez que se obtenga un cultivo exitoso, el metabolito de interés



puede obtenerse en cantidades ilimitadas. Varios autores que le han dado este
enfoque a sus investigaciones, se han dado a la tarea de buscar sustancias
bioactivas a partir de bacterias aisladas de organismos marinos (Kon-Ya et al., 1995;
Bultel-Ponce et al., 1998; Ramm et al., 2004; Kanagasabhapahty et al., 2005; Bhalla
et al., 2008; Blunt et al., 2009).

La relacion biolégica entre bacterias y esponjas ha generado un considerable
interés en la busqueda de productos naturales activos, ya que a veces la fuente del
metabolito es incierta. La determinacion exacta de su origen resulta en ocasiones
dificil, basicamente debido a complicaciones generadas en los cultivos microbianos
de los simbiontes. Para ello, el uso de métodos moleculares para describir la
diversidad microbiana ha mejorado considerablemente el conocimiento sobre ellas
(Holben & Harris, 1995; Friedrich et al., 1999; 2001; Webster et al., 2001; Hentschel
et al., 2002) mejorando asi el cultivo de estos microorganismos con el disefio de
nuevos medios para aquellas que hasta ahora no han podido ser cultivados, lo cual
es esencial para la busqueda de cepas productoras de compuestos bioactivos. La
comprensién de las relaciones simbidticas entre las bacterias y esponjas marinas en
general, puede proporcionar un mejor entendimiento de la funcion ecoldgica de
algunos productos naturales bioactivos y con ello realizar una seleccién para el
descubrimiento de farmacos potenciales combinando técnicas bioldgicas, quimicas y
moleculares (Burja & Hill, 2001).

Las esponjas del género Aplysina constituyen una de las fuentes naturales de
metabolitos bromados biogenéticamente relacionados con la tirosina, muchos de los
cuales generan gran interés debido a sus propiedades antimicrobianas,
antimicobacterianas, antitumorales y antiadherentes (Kreuter et al., 1990; Acosta &
Rodriguez, 1992; Rodriguez & Pifa, 1993; Weiss et al., 1996; Hentschel ef al., 2001;
Rodriguez-Nieto et al., 2002; Encarnacién-Dimayuga et al., 2003; Karpushova et al.,
2005; De Oliveira et al., 2006; Hernandez-Guerrero et al., 2007).



En el arrecife rocoso de Punta Arena, B.C.S el género Aplysina se encuentra
presente durante todo el afio. Aunado al hecho de que este género contiene una
gran cantidad de microorganismos asociados y debido a que existen antecedentes
de que estas esponjas presentan actividad biologica (Montes-Plasencia et al., 2010;
Valencia-Agami, 2010) resulta de gran interés conocer mas acerca de la comunidad
bacteriana asociada a la esponja A. gerardogreeni, identificar los principales grupos
de bacterias presentes y la actividad biolégica que estos microorganismos puedan

presentar.

MARCO TEORICO

I. Esponjas y sus simbiontes.

Las esponjas son consideradas como los animales multicelulares mas simples
y primitivos, ya que han existido por mas de 700 millones de afos. Pueden
encontrarse desde el ecuador hasta los polos, fijas al fondo o a los objetos
sumergidos (Belarbi et al., 2003). Se caracterizan por estar compuestas de células
totipotentes. El cuerpo de una esponja tipica esta constituido por varios tipos de
células dispuestas libremente; no tienen tejidos verdaderos, aunque tienen un
conjuntivo bien desarrollado. Presentan un sistema de acuiferos con poros pequerios
por donde penetra el agua, y poros mas grandes por donde sale. En las paredes de
su cuerpo se encuentra el esqueleto, formado por espiculas y fibras de una sustancia
elastica llamada espongina (Cifuentes et al., 1999). El mesohilo es la capa en la cual
se pueden encontrar fibras de soporte, espiculas del esqueleto y una variedad de
células ameboides conocidas como arqueocitos 0 amebocitos. Las capas que rodean
al mesohilo son el pinacodermo, que es la superficie externa y esta formada por
células planas llamadas pinacocitos y el coanodermo que es la capa interna formada

por células esféricas llamadas coanocitos (Muller, 2003) (Fig. 1).
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Figura 1. Esquema de una esponja, capas celulares que la conforman (tomado de

http://siera104.com/bio/porifera.html, modificado al espaiol).

Las esponjas son organismos sésiles que se alimentan por filtracién y son
capaces de bombear grandes volumenes de agua por medio de su sistema acuifero
para capturar particulas organicas. Debido a la eficiencia de este sistema acuifero las
esponjas pueden capturar el 70% de las bacterias suspendidas en la materia
organica (Hooper et al., 2002; Brimmer & Nickel, 2003). Los microorganismos y
otras particulas de alimento son transportados al interior del mesohilo de la esponja y
son digeridos por arqueocitos ameboides que se mueven libremente a través de la

matriz extracelular o mesoglea (Fig. 1).

Las esponjas se alimentan de particulas de hasta 50 ym, que es el tamafno
maximo de los poros (Pile et al., 1996; Ribes et al., 1999). Los microorganismos que
pueden resistir la fagocitosis forman parte de la poblacion que habita en una esponja
(Wilkinson, 1978), la cual puede constituir hasta el 60% del volumen total del

invertebrado (Pabel et al., 2003). Basandose en la abundancia de bacterias

7



asociadas a la esponja, han sido clasificadas en dos grupos, "esponjas con gran
abundancia microbiana" y "baja abundancia microbiana" (Vacelet & Donadey, 1977,
citado en Mdller, 2003). La concentracion de bacterias asociadas con "esponjas de
baja abundancia microbiana" es similar a la del agua de mar. Mientras que las
concentraciones de microorganismos asociados en "esponjas de alta abundancia
microbiana" supera por dos o tres ordenes de magnitud la del agua del mar
circundante (Friedrich et al., 2001; Webster & Hill, 2001).

Las asociaciones entre microorganismos e invertebrados son comunes en los
ambientes marinos, la mayor parte de ellas tienen un caracter metabdlico en donde
los organismos se benefician mutuamente. Estas asociaciones pueden proveer
energia o compuestos para la supervivencia del hospedero, protegerlo de patdégenos
u organismos oportunistas, protegerlos de los efectos nocivos de la radiacion
ultravioleta o sintetizar compuestos que sirvan como defensas quimicas (Henstchel
et al., 2002). El hospedero a su vez, provee un sustrato en donde el microorganismo

encuentra refugio y aprovecha los productos del metabolismo (Hill, 2004).

En cuanto a las esponjas se refiere, los beneficios que estos simbiontes
pueden proveer son una mejora nutricional por la incorporacion de materia organica
disuelta en el agua marina, un mejor transporte de metabolitos a través del mesohilo
de la esponja, un mejoramiento de la rigidez estructural y de la defensa quimica ante
agentes amenazadores mediante la produccion de compuestos bioactivos, como los
antibidticos, antifungicos que impiden la depredacién o para proteger a la esponja

contra los microorganismos no deseados (Osinga et al., 2001).

El mesohilo de las esponjas parece proporcionar un nicho ecoldgico unico
para especies de bacterias muy particulares. Por lo tanto, las comunidades
bacterianas asociadas se han convertido en un destino interesante para la
investigacion microbiolégica, revelando nuevas especies de bacterias e incluso
nuevos Phyla con caracteristicas metabdlicas sin precedentes (Thoms & Schupp,
2005).



Il. Actividad biol6gica de productos naturales marinos: Bacterias asociadas.

Los metabolitos primarios son compuestos esenciales para el crecimiento,
desarrollo y reproduccion de un organismo, por otra parte los productos metabdlicos
que tienen funciones distintas a éstas se conocen como metabolitos secundarios.
Estos compuestos juegan un papel muy importante para sus productores y sus
funciones son en muchos casos de caracter ecoldgico, que afectan a otros
organismos en el medio ambiente circundante, principalmente para detener el
crecimiento de los competidores. Estos compuestos antimicrobianos también inhiben
a microorganismos patdégenos cuando se administran a los seres humanos (Galbis-
Perez, 2004).

Varios autores han revelado un numero cada vez mayor de actividades
bioldgicas y/o compuestos estructuralmente Unicos aislados de bacterias (Barsby et
al., 2001). En el medio natural, los antibioticos y otros metabolitos secundarios
producidos por los microorganismos cumplen multiples funciones relacionadas con
su supervivencia. Su produccién esta sujeta a complejas redes reguladoras vy, en
general, es inducida en la fase estacionaria en condiciones de nutrientes limitados.
En el mesohilo de las esponjas, la produccion de sustancias antimicrobianas juega
un papel importante en la relacién antagdnica bacteria-bacteria, se cree que los
compuestos antimicrobianos les confieren una ventaja selectiva en el momento de la
competencia con otras bacterias que habitan el mismo nicho ecoldgico. Otra funcion
importante de los metabolitos secundarios producidos por bacterias es la capacidad
para escapar de la digestibn mediante la prevencién de la fagocitosis por los
arqueocitos de la esponja, una propiedad crucial para su supervivencia (Hentschel et
al., 2001).

En la busqueda de organismos marinos productores de moléculas de interés,
la atencion se centra en especies de cuerpo blando, sésiles o dotadas de un
movimiento lento, ya que la supervivencia de los organismos con éstas

caracteristicas no se basa en la velocidad de nataciéon ni en defensas fisicas, sino en



la generacion de arsenales quimicos, producto de su metabolismo secundario de
elevada complejidad, que se utilizan para el ataque y la defensa frente a otras
especies (Jiménez et al., 2007). Las esponjas producen una gran variedad de
productos quimicos para repeler y alejar a los depredadores (Uriz et al., 1996; Pawlik
et al., 2002), para competir por el espacio con otras especies sésiles (Porter &
Targett, 1988; Becerro et al., 1997) y para la proteccion contra infecciones (Belarbi et
al., 2003). Han sido consideradas como una mina de oro durante los ultimos
cincuenta afios, debido a la diversidad de sus metabolitos secundarios (Koopmans et
al., 2009). Este grupo es uno de los mas ampliamente estudiados y a partir del cual,
se ha obtenido el mayor numero de compuestos biolégicamente activos con potencial
biomédico (Faulkner, 1997; Duckworth & Battershill, 2003).

I1.1. Actividad antimicrobiana.

Algunas enfermedades infecciosas producidas por bacterias como la
tuberculosis o el célera han causado grandes mortalidades en nifios y jovenes
adultos (Tibayrenc, 2007). Por lo general, se han utilizado dos grupos de agentes
antimicrobianos en el tratamiento de estas enfermedades. El primero de ellos incluye
los antibioticos, los cuales son compuestos naturales producidos por ciertos grupos
de microorganismos y el segundo comprende los agentes quimio-terapéuticos que
son sintetizados quimicamente. Dentro de éste ultimo grupo surgen también las
sustancias hibridas, que son antibioticos semisintéticos producidos en un principio
por los microorganismos y que luego son quimicamente modificados para obtener un
efecto deseado o evitar los efectos téxicos de la droga principal (Cordiés et al.,
1998).

El descubrimiento del cloranfenicol, estreptomicina, gentamicina, tetraciclina y
otros antibiéticos estimul6é a la industria a desarrollar mas investigacién y programas
para el descubrimiento de productos naturales activos (Cordiés et al., 1998). Sin
embargo, el continuo uso indiscriminado de antibidéticos ha tenido como
consecuencia la aparicion de cepas de bacterias multiresistentes a los antibi6ticos

comunmente utilizados, como es el caso de Staphylococcus aureus (cepa resistente
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a la meticilina), la cual es encontrada frecuentemente en pacientes de centros de
salud, principalmente en enfermos de SIDA, pacientes de quimioterapia de cancer o
por trasplante de 6rganos (Usama, 2010). En 2005 se registraron mas de 19 mil
casos de S. aureus resistentes a meticilina relacionados con muertes en Estados
Unidos (Centro de control de enfermedades de los E.U.) y en el Reino Unido, las
muertes relacionadas con ésta especie han aumentado considerablemente de 51 en
1993, a 1652 en 2006 (Oficina de estadistica Nacional, U.K.; Kennedy et al., 2009).
En México, se ha observado que la frecuencia de cepas de S. aureus resistentes a
meticilina es elevada (50-85%) (Miranda-Novales, 2011). La Red hospitalaria de
vigilancia epidemioldgica reportd que en el periodo de 1998-2003, S. aureus ocupo el

tercer lugar en morbilidad y cuarto lugar en mortalidad (Bustos-Martinez et al., 2006).

Los mecanismos de resistencia consisten principalmente en la produccion de
enzimas que inactivan los antibiéticos, o en la aparicion de modificaciones que
impiden la llegada del farmaco al punto diana. Una cepa bacteriana puede desarrollar
varios mecanismos de resistencia frente a uno o muchos antibiéticos y del mismo
modo un antibidtico puede ser inactivado por distintos mecanismos y diversas
especies de bacterias (Daza, 1998). Por ello, el aumento de los problemas por la
creciente resistencia de numerosos agentes patdégenos junto con la aparicion de
nuevas enfermedades infecciosas agregado a los efectos toxicos de algunos de los
medicamentos utilizados, exige la busqueda de nuevos medicamentos anti-

infecciosos (Usama, 2010).

[1.2. Actividad antiepibidtica.

En los ambientes acuaticos, la epibiosis es un proceso natural de colonizacion
de superficies sumergidas, ya sean artificiales (0 permanentemente humedas) o en
organismos vivos, en donde intervienen varios organismos, desde las bacterias hasta
los invertebrados. A pesar de la alta variabilidad de las condiciones ambientales y la
gran diversidad de organismos involucrados, se observa con frecuencia una
secuencia general de la colonizacién en el asentamiento y el final establecimiento de

una comunidad compleja. Después del acondicionamiento inicial de las superficies
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sumergidas, las bacterias pioneras se adhieren y eventualmente forman un biofilm o
biopelicula compuesta de varias especies (Hutchinson et al., 2006). La complejidad
de la comunidad microbiana, a menudo referida como "microfouling" se incrementa
cuando las microalgas (especialmente las diatomeas), hongos y protozoos estan

presentes en la biopelicula (Briand, 2009).

La prevencidon de la adhesion o acumulacion de organismos incrustantes en
las superficies incluye tanto los procesos biolégicos con fines defensivos utilizados
por macroorganismos para limitar la epibiosis, como la tecnologia aplicada para
proteger estructuras artificiales sumergidas, tales como equipos de acuicultura,
dispositivos Opticos y cascos de buques, en los cuales causa desde la corrosion

prematura, hasta la disminucién en la eficiencia del combustible (Yebra et al., 2004).

Las companias navieras han empleado pinturas que utilizan como base
compuestos toxicos como arsénico y mercurio para contrarrestar los efectos de los
organismos epibiontes. A partir de la década de 1960 se difundié el uso de TBT
(tributiltina), sin embargo los efectos adversos de este compuesto en el ambiente,
tales como contaminacion, dafios a organismos terrestres y marinos de consumo
humano, asi como posibles mutaciones genéticas que ocasionan en poblaciones
animales expuestas, hicieron inminente la prohibicibn de este compuesto en la
fabricacion de productos con fines anti-incrustantes (Yebra et al., 2004). Ademas,
existe incertidumbre sobre el impacto ambiental de algunos de los biocidas actuales

disponibles comercialmente, tales como el cobre y zinc.

En los ultimos afos, la aplicacion de compuestos antimicrobianos naturales
en la prevencién de la contaminacién biolégica marina, ha despertado un gran interés
para la industria, en especial la naviera. El principal enfoque de estas investigaciones
es la busqueda de compuestos que eviten la formacién de biopeliculas, previniendo
también la biocorrosién en objetos sumergidos como tuberias, por consecuencia del

acido producido por las bacterias anaeroébicas (Briand, 2009).
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ANTECEDENTES

Los primeros estudios que reportan la presencia de un gran numero de
bacterias en las esponjas fueron realizados mediante microscopia (Levi & Levi, 1965;
Vacelet & Donadey, 1977 citado en Muller, 2003; Wilkinson, 1978). Wilkinson fue uno
de los pioneros en el campo, cred una coleccidn extensa de cepas de bacterias
aisladas de tres esponjas de Australia y las clasificO de acuerdo a un conjunto de

caracteristicas metabdlicas y fisiologicas (Wilkinson, 1978; Wilkinson et al., 1981).

Mas recientemente, la aplicacion de técnicas moleculares que permiten
identificar bacterias sin tener que cultivarlas, como la secuenciacién del gen 16S del
acido desoxirribonucléico (ADNr), la electroforesis en gradiente desnaturalizante
(DGGE), el analisis de conformaciones polimérficas de una sola hebra (SSCP) y la
hibridacién fluorescente in situ (FISH) han contribuido al conocimiento de las
comunidades microbianas, clasificando e identificando no solo las bacterias
cultivables sino todas aquellas que habitan en el tejido de las esponjas (Lee et al,,
2001; Imhoff & Stoéhr, 2003; Hill, 2004; Hentschel et al., 2006; Olson & Kellogg,
2010). Estas técnicas permitieron describir una gran gama de microorganismos que
incluyen bacterias heterotrofas, cianobacterias, anaerobios facultativos, algas
unicelulares y del dominio archeae (Friedrich et al., 1999; Manz et al., 2000; Schmidt
et al., 2000; Hentschel et al., 2001; 2002; Margot et al., 2002; Pabel et al., 2003;
Webster et al., 2010).

La mayoria de los estudios sobre asociaciones esponja-microorganismo
reportan la diversidad ya sea en un huésped en particular o en un grupo de esponjas
(Webster & Hill, 2001; Taylor et al., 2007). Los Phyla mas comunmente encontrados
en esponjas y que han sido reportados como metabdlicamente activos son los
pertenecientes a los Acidobacteria, Chloroflexi y Proteobacteria (Webster & Hill,
2001; Fieseler et al., 2004; Scheuermayer et al., 2006; Taylor et al., 2007; Wehrl et
al.,, 2007). Ademas, se han encontrado otros géneros en menor proporcién como

Nitrospira, Planctomycetes y Verrucomicrobia aislados de diversas esponjas marinas
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(Althoff et al., 1998; Schmidt et al., 2000; Friedrich et al., 2001; Hentschel et al., 2002;
Enticknap et al.,, 2006; Jiang et al., 2007; Montalvo & Hill, 2011). Webster et al.
(2010) realizaron una compilacion de secuencias de genes ADNr 16S de bacterias
asociadas a tres esponjas que incluyen representantes de 23 Phyla de bacterias,
dominando las a, y y - Proteobacterias asi como las Acidobacteria, Actinobacteria,
Bacteriodetes, Chloroflexi, Cyanobacterias, Firmicutes y el Phyla candidato

“Poribacteria”.

La mayoria de los estudios con esponjas del género Aplysina se han realizado
en el mar Mediterraneo. Friedrich et al. (1999) mediante FISH encontraron que la
gran mayoria de las bacterias presentes en el mesohilo de A. cavernicola pertenecen
al dominio de bacterias con bajo contenido en GC (Guanina-Citosina). Entre estas,
las &- Proteobacteria fueron las mas abundantes, seguidas por las y- Proteobacteria.
Hentschel et al. (2001) en un estudio enfocado a busqueda de actividad biolégica con
A. aerophoba y A. cavernicola aislaron bacterias pertenecientes a los géneros
Bacillus, Arthobacter y Micrococcus, asi como a y y- Proteobacteria. Fieseler et al.
(2004) encontraron y describieron un nuevo candidato a Phyla al que llamaron
Poribacteria en un estudio realizado con A. aerophoba, A fistularis, A. insularis, A.
lacunosa, Verongula gigantea y Smenospongia aurea. En Brasil, Hardoim et al.
(2009) analizaron la composicion de bacterias de la esponja A. fulva, siendo las
Cyanobacterias, Chloroflexi, Proteobacteria, Actinobacteria, Bacteriodites vy

Acidobacteria las mas abundantes.

Aplysina fistularis, A. cavernicola y A. aerophoba son Illamadas
bacterioesponjas o de alta abundancia microbiana (Hentschel et al., 2006), debido al
alto porcentaje de bacterias en relacion con su biomasa, la concentracién bacteriana
estimada de A. aerophoba equivale a 6.4 + 4.6 x 10% bacteria g™' de tejido de esponja
(arriba del 40%) (Friedrich et al., 2001).
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Actividad antimicrobiana.

Varios estudios muestran que las bacterias marinas son capaces de producir
compuestos bioactivos que no han sido aislados de especies terrestres (Fenical,
1993; Fenical & Jensen, 1993; Williams, 2009). Desde el descubrimiento del primer
compuesto antibiotico producido por la bacteria marina Alteromonas sp. aislada de
los pastos marinos del Caribe Thalassia sp. en 1966 (Fenical, 1993), el numero de
nuevos compuestos aislados de bacterias marinas se ha incrementado
sustancialmente. Algunos de estos compuestos ya estan en ensayos clinicos
farmacolégicos y otros son usados como agentes de control biolégico en la
acuicultura (Faulkner, 2000; Williams, 2009).

A partir de esponjas marinas se han obtenido microorganismos con actividad
antimicrobiana, la mayoria de los estudios se han enfocado en realizar bioensayos
utilizando cepas clinicas resistentes como Escherichia coli, Pseudomona aeruginosa,
Staphylococcus aureus, Candida albicans, entre otras (Bultel-Ponce et al., 1998;
Hentschel et al., 2001; Thiel & Imhoff, 2003; Chelossi et al., 2004; Zheng et al., 2005;
Anand et al., 2006; Kennedy et al., 2009; Devi et al., 2010; Santos et al., 2010). En
muchos de los casos se ha logrado aislar el o los compuestos responsables de la
actividad (Tabla 1).

Existe una especulacién de la contribucion de los microorganismos en el
metabolismo secundario de las esponjas, ya que comprenden una parte substancial
del total de una esponja, sin embargo ha sido dificil probarlo (Faulkner et al., 1999)
ya que a fin de proporcionar evidencia inequivoca, el microorganismo tiene que
producir el compuesto de interés en condiciones de laboratorio, pero una vez fuera
de su habitat natural, cambian a menudo su perfil metabdlico, debido a las

condiciones de crecimiento alterado por la falta de presion selectiva.
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Tabla 1. Esponjas y microorganismos asociados productores de metabolitos

secundarios.

Esponja

Microorganismo

Producto Natural

Referencia

Aciculites orientalis
Aplysina aerophoba
Dysidea herbacea
Dysidea herbacea
Dysidea sp.
Halicondria okadai
Halicondria okadai
Halicondria panicea
Halicondria panicea
Homophymia sp.
Suberea creba
Tedania ignis
Theonella swinhoei

Theonella swinhoei

Bacteria filamentosa
Bacillus sp.
Cianobacteria
Oscillatoria spongeliae
Vibrio sp.

Alteromonas sp.
Prorocentrum lima
Antarcticum vesiculatum
Psychroserpens burtonensis
Pseudomonas sp.
Pseudomonas sp.
Micrococcus sp.
Bacteria filamentosa

Bacteria unicelular

Theonegramida
Esteres

Metabolito clorado
Difenil éter polibromado
Difenil éter bromado
Alteramide A

Acido okadaico
Compuesto neuroactivo
Compuesto neuroactivo
Antimicrobianos
Quinolonas
Dicetopiperazina
Theopalauamida
Swinholida A

Bewley et al., 1996
Karpushova et al., 2005
Unson & Faulkner, 1993
Unson et al., 1994
Elyakov et al., 1991
Shigemori et al., 1992
Kobayashi & Ishibashi, 1993
Perovic et al., 1998
Perovic et al., 1998
Bultel-Ponce et al., 1998
Debitus et al., 1998
Stierle et al., 1998
Schmidt et al., 2000
Schmidt et al., 2000

A pesar de los recientes avances en el cultivo de nuevas bacterias marinas,
hay pocos ejemplos de bacterias asociadas a invertebrados que produzcan el
metabolito original en cultivo (Hentschel et al., 2001), como es el caso de la esponja
Hyatella sp.de la cual se aislo a Vibrio sp., esta bacteria produjo el péptido andrimida,
misma sustancia bioactiva que fue encontrada en el extracto de la esponja, por lo
que sugieren que el compuesto es sintetizado por el microorganismo asociado y no
propiamente por la esponja (Oclarit et al., 1994). Asimismo, la manzamina A, un
compuesto que presenta efectos citotoxicos, insecticidas, y antibacterianos se aislo
originalmente de esponjas del género Haliclona en Okinawa (Sakai et al., 1986), y
posteriormente se aisl6 de un microorganismo marino, perteneciente a los
Actinomicetos (Micromonospora), por lo que se sospecha que el origen de este
compuesto sea por microorganismos asociados a Haliclona. Ademas este compuesto
ha sido encontrado en 17 especies diferentes de esponjas con una amplia
distribucion geografica, con lo cual queda la especulacion de que podria ser

producida por los microorganismos y no por las esponjas (Peraud, 2006).
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Han sido descritas diversas bacterias marinas con actividades antimicrobianas
por mas de 50 afios (Rosenfeld & Zobell, 1947). Sin embargo, en la actualidad, la
literatura en México acerca de la diversidad microbiana de nuestras costas es
dispersa o escasa (Cetina et al, 2010), especialmente en relacibn con
microorganismos asociados a invertebrados productores de compuestos

antimicrobianos frente a bacterias patégenas humanas.

Actividad antiepibidtica.

Una gran variedad de productos naturales marinos aislados de
macroorganismos, como macroalgas e invertebrados, han mostrado actividad en
bioensayos de laboratorio frente a organismos marinos identificados como
incrustantes (Clare, 1998; Rittschof, 2001). Los microorganismos marinos son
prometedoras fuentes potenciales de compuestos antiepibidticos no toxicos o menos
téxicos, ya que pueden producir sustancias que inhiben no sélo la fijacion y/o
crecimiento de otros microorganismos, sino también la fijacion de esporas de
macroalgas, larvas e invertebrados. Sin embargo, la informacion sobre actividad
antiepibidtica a partir de microorganismos marinos, es bastante limitada en

comparacién con la de macroorganismos (Fusetani, 2004).

La identificacion de biocidas y recubrimientos eficaces requiere de ensayos de
laboratorio para detectar numerosos candidatos ya que la evaluacion directa en el
océano seria muy costosa, se requeririan grandes cantidades de productos de
prueba y tiempos de inmersion prolongados. Se han llevado a cabo bioensayos con
el fin de dilucidar el mecanismo de defensa quimica en el control de epibiosis
(Dobretsov & Qian, 2004; Dworjanyn et al., 2006; Nylund et al., 2007; Qian et al,,
2007), asi como evaluar su variacién en el tiempo y en el espacio (Hellio et al., 2004;
Maréchal et al., 2004). La mayoria de los estudios se han enfocado en comprender la
influencia de la colonizacion inicial por parte de las bacterias en la inhibicion del
asentamiento y crecimiento de la macrofauna (De Nys et al., 1995; Maximilien et al.,
1998; Dobretsov & Qian, 2004; Dobretsov et al., 2006; Qian et al., 2006; Nylund et
al., 2007).
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Para el descubrimiento de nuevos biocidas se han realizado ensayos con
especies dominantes. En algunos sin embargo, se usa una sola especie de
macroorganismo debido a la dificultad y los costos de cultivo de estos organismos
bentdnicos, por el contrario, para los ensayos de microfouling, generalmente se
utilizan consorcios mixtos principalmente de los microorganismos involucrados, es
decir, bacterias, microalgas y/o diatomeas (Kobayashi & Okamura, 2002; Da Gama
et al., 2003; Briand, 2009).

Se han realizado pocos estudios con bacterias asociadas a otros organismos,
uno de ellos es el de Egan et al. (2000) quienes realizaron ensayos de actividad
antiepibiodtica con bacterias aisladas del alga Ulva lactuca. Todas las cepas fueron
capaces de prevenir el asentamiento de larvas de invertebrados y la germinacion de
esporas algales. Tres de las cepas también inhibieron el crecimiento de una variedad
de bacterias y hongos probados. Se ha reportado también que los miembros del
género Pseudoalteromonas aislados de diferentes organismos marinos producen
compuestos bioactivos capaces de prevenir el asentamiento de esporas algales,

larvas de invertebrados, bacterias y hongos (Holmstrom et al., 2002).

En especifico para bacterias asociadas a esponjas se tiene muy poca
informacion. Kon-ya et al. (1995), aislaron el compuesto ubiquinona 8, el cual inhibe
el crecimiento del balano Balanus amphitrite. Este compuesto se encontré en un
cultivo de Alteromonas que estan asociadas con la esponja Halichondria okadai.
Kanagasabhapahty et al. (2005) examinaron el efecto antiepibiotico de cuatro
bacterias aisladas de la esponja Pseudoceratina purpurea, tres pertenecientes al
género Bacillus y una al género Virgibacillus frente a bacterias incrustantes o
epibidticas y encontraron que tuvieron actividad frente a cuatro de las 12 cepas
probadas. Mas recientemente, Satheesh et al. (2012) probaron la actividad
antiepibitdtica de ocho bacterias aisladas de la esponja Sigmadocia sp., una de ellas
identificada como Bacillus cereus mostré actividad inhibitoria de bacterias y

microalgas.
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Actividad biolégica de Aplysinay de sus microorganismos asociados.

Las esponjas del orden Verongida contienen una variedad de metabolitos
bromados que son caracteristicos de esta familia. Se han reportado mas de 100
compuestos derivados de halo-tirosinas. Las esponjas de la familia Aplysinidae son
abundantes en aguas tropicales y subtropicales del mar Mediterraneo, en el océano
Pacifico y Atlantico. Particularmente, se ha documentado que en las esponjas del
género Aplysina, los compuestos bromados pueden contribuir hasta en un 12% de su
peso seco (Teeyapant & Proksch, 1993). Estos compuestos estan presentes en las
fiboras de la esponja y en vacuolas conocidas como células esferulosas, donde

probablemente sea el sitio de produccién (Turon et al., 2000).

Los metabolitos aeroplysinina 1 y dienona han atraido la atenciéon debido a su
actividad antimicrobiana, propiedades repelentes contra los depredadores y la
actividad citotéxica en lineas celulares de cancer de mama (Hentschel et al., 2001,
Karpushova et al., 2005). En el medio natural, al lesionarse el tejido de la esponja,
los precursores inactivos se convierten a aeroplysinina-1 y dienona, un proceso que
se considera como un mecanismo de defensa quimica contra depredadores y

contaminacion biolégica (Pabel et al., 2003).

Las esponjas del género Aplysina han sido ampliamente estudiadas ya que se
ha encontrado que son una fuente muy importante de sustancias bioactivas, cuyas
propiedades biolégicas van desde la actividad antimicrobiana (Acosta & Rodriguez,
1992; Montes-Plascencia et al., 2010; Valencia-Agami, 2010), antimicobacteriana
(Encarnacion-Dimayuga et al., 2003; De Oliveira et al., 2006), citotoxica (Acosta &
Rodriguez, 1992; Rodriguez & Pifa, 1993; Compagnone et al., 1999; Hernandez-
Guerrero et al., 2007; Azevedo et al., 2008), antiangiogénica (Rodriguez-Nieto et al.,
2002), y antiepibidtica (Weiss et al., 1996).

Aplysina lacunosa ha mostrado actividad hemoaglutinante sobre eritrocitos

humanos, asi como actividad antimicrobiana frente a Enterococcus faecalis, Bacillus
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cereus, Escherichia coli y Salmonella enteritidis (Kazanjian & Farifias, 2006). La
esponja Aplysina aerophoba del Mediterraneo contiene metabolitos bromados con
una potente actividad antimicrobiana (Hentschel et al., 2001), propiedades repelentes
contra depredadores (Weiss et al., 1996), y actividad citotdéxica frente a lineas

celulares de cancer de mama (Kreuter et al., 1990).

Estas esponjas albergan grandes cantidades de bacterias que pueden sumar
poco mas del 40% de la biomasa del animal y que puede superar las
concentraciones de bacterias del agua de mar por dos 6rdenes de magnitud
(Hentschel et al., 2001). Una gran fraccion de la comunidad microbiana es especifica
y esta permanentemente asociada con la esponja (Friedrich et al., 1999; 2001;
Hentschel et al., 2002). Estas bacterias pueden estar expuestas a altas

concentraciones de metabolitos bromados activos de la esponja.

La alta densidad, asi como la diversidad taxondmica de las bacterias dentro
del mesohilo de Aplysina puede crear un entorno propicio para la produccion de
antibidticos y otros compuestos de defensa. A partir de esponjas de este género se
han aislado bacterias con actividad antimicrobiana. Hentschel et al. (2001) realizaron
un estudio con las esponjas Aplysina aerophoba y A. cavernicola del Mediterraneo, y
obtuvieron 27 cepas, las cuales fueron sometidas a ensayos de actividad
antimicrobiana frente a cepas de origen clinico de Staphyloccocus aureus y S.
epidemidis. Pabel et al. (2003) realizaron pruebas frente a diferentes cepas
patdgenas y encontraron que dos cepas identificadas como Bacillus subfilis y B.
pumilus producen lipopéptidos con muy buena actividad antimicrobiana y antifungica.
Karpushova et al. (2005) indicaron en su estudio que el microorganismo Bacillus sp.
asociado a Aplysina aerophoba del Mediterraneo produce ésteres con actividad

inhibitoria frente a Escherichia coli.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA Y JUSTIFICACION

Actualmente el conocimiento acerca de la diversidad de microorganismos
asociados a invertebrados, en especifico a esponjas es muy escaso, mas aun en
nuestro pais en donde los estudios se han enfocado principalmente a bacterias en
sedimento o agua de mar. Para ello, el uso de métodos cultivo-dependientes es muy
importante debido a que son de gran ayuda para la caracterizacién fenotipica e
identificacion de esta diversidad cultivable. Uno de los enfoques que ha cobrado mas
interés en las ultimas décadas es el estudio de las asociaciones esponja-
microorganismos como fuentes potenciales de compuestos bioactivos. Las bacterias
asociadas a esponjas constituyen un recurso potencial de nuevas sustancias
bioactivas, ademas su aislamiento e identificacion ayudaria a subsanar los
problemas relacionados con el suministro, ya que en otros organismos, la utilizacion
de los productos naturales como un recurso potencial para el desarrollo de nuevos
farmacos se ve obstaculizada en muchos casos, ya que llevar un compuesto
novedoso al mercado como nueva droga requiere de ensayos preclinicos y clinicos
durante los cuales debe estar disponible un suministro continuo del compuesto
bioactivo. La ventaja de usar microorganismos como fuente de compuestos
bioactivos es que pueden producirlos en corto tiempo y en grandes cantidades. Con
base en ello, se formularon las siguientes preguntas 1) ;Cuales son las
caracteristicas de las bacterias asociadas a Aplysina gerardogreeni?, 2) ¢;lLas
bacterias presentan actividad antimicrobiana y antiepibidtica?, 3) ¢Presentan
variaciones temporales en cuanto a su abundancia, composicion especifica y

actividad biolégica?.
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HIPOTESIS

Las bacterias cultivables asociadas a la esponja Aplysina gerardogreeni se
caracterizan por ser Gram positivas y su abundancia y actividad biolégica presentan

variaciones temporales.

OBJETIVOS

Objetivo General: Conocer la diversidad, actividad biologica y variacion temporal de
las bacterias heterdtrofas asociadas a la esponja Aplysina gerardogreeni en el

arrecife rocoso de Punta Arena, B.C.S.

Objetivos Particulares

1. Aislar, cuantificar e identificar bimensualmente las bacterias cultivables

asociadas a Aplysina gerardogreeni durante un ciclo anual.

2. Evaluar la actividad antimicrobiana y antiepibidtica de las bacterias asociadas

a la esponja.

4. Analizar la variacion temporal de las bacterias asociadas a la esponja Aplysina

gerardogreeni y de su actividad biologica.
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MATERIAL Y METODOS

Obtencion del material biologico.

Las esponjas se recolectaron bimensualmente durante un ciclo anual (Abril
2008 - Febrero 2009) en Punta Arena, B.C.S. México (Lat. 24°03'40"'N y Long.
109°49°52"'W. Fig. 2) a tres profundidades: 2, 4 y 6 m mediante buceo SCUBA. En
cada profundidad se tomaron 5 organismos y se transportaron de manera inmediata
hasta el laboratorio de microbiologia del CICIMAR dentro de bolsas plasticas

estériles en hielo (para evitar el crecimiento bacteriano durante el transporte).

; Bahia de la Ventana

110730 110°00

Figura 2. Area de recolecta de las esponjas.

Aislamiento y caracterizacion morfolégica de las bacterias asociadas a

Aplysina gerardogreeni.

Una vez en el laboratorio, el tejido de las esponjas se procesdé de manera
inmediata para lo cual se cortd en trozos en ambiente estéril, se pesaron 5 g en una

balanza analitica y se lavaron pasandolas por alcohol al 70% y por agua de mar
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filtrada y esterilizada para remover las bacterias no adheridas y/o provenientes de la
columna de agua. Se procedié a macerar el tejido en un mortero con 10 mL de agua
de mar filtrada y estéril. A partir de este macerado se tomé una alicuota de 100 uL y
se sembré en placas de agar tripticasa soya (TSA) y NaCl al 2.7%, este es un medio
generalista muy utilizado para el aislamiento de bacterias heterétrofas tanto Gram
positivas como negativas. Las placas se dejaron incubar de 3 a 5 dias a temperatura
ambiente. Una vez que se observo crecimiento, se describio a detalle la morfologia
de las colonias aisladas con ayuda de un microscopio estereoscopico, con el objeto
de seleccionar los diferentes morfotipos presentes. Cada una de las colonias se
resembro mediante la técnica de estria cruzada, la pureza de las cepas aisladas fue
confirmada nuevamente mediante la morfologia colonial y microscopica (tincion de
Gram). De las placas con las cepas puras se hizo una resiembra en tubos con 1 mL
de medio caldo tripticasa soya (TSB), estos se incubaron a temperatura ambiente de
3 a 5 dias. Las cepas aisladas se mantuvieron a -70° C en medio TSB con glicerol al
15% para su conservacion y posterior resiembra para la obtencion de ADN vy los

bioensayos de actividad.

Cuantificacion de bacterias por epifluorescencia.

Para determinar el numero total de bacterias se procesaron en total dieciocho

muestras, tres esponjas por bimestre llevando a cabo el siguiente protocolo:

- Preparaciéon de la muestra

Se tomaron 10 mL del macerado inicial del tejido de la esponja y se fij6 con un
volumen igual de buffer solucién salina/paraformaldehido 8% (PBS) del cual se
tomaron 200 pL de la muestra previamente homogenizada y se dejé 15 minutos en el
sonicador a 4° C. Se centrifugd a 1500 rpm por 10 minutos a 12° C. Se retir6 el
sobrenadante y se repitid el proceso con el botén resultante agregando 200 pL de
PBS. De los sobrenadantes obtenidos se tomaron 100 yL y se le agregaron 850 uL
de Tris-EDTA pH 8.0 (TE) y 50 uL del colorante SYBR Gold 2.5X dejando incubar
durante 15 minutos en la obscuridad. La muestra se filtré en un sistema de filtracion
de 25 mL de capacidad a través de una membrana de policarbonato de 0.2 ym
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previamente humedecida con TE y se lavd tres veces con 200 puL de la misma
solucion para eliminar el exceso del colorante. Una vez que la membrana estuvo
seca se coloco en un portaobjetos y se llevdé a cabo el montaje poniendo aceite de

inmersion de baja fluorescencia sobre la membrana y colocando un cubreobjetos.

- Conteos

Las preparaciones fueron observadas inmediatamente o bien conservadas en
refrigeracion y obscuridad hasta su conteo. Los conteos se realizaron en un
microscopio de epifluorescencia (Olympus CH30) a una longitud de onda de entre
450 y 490 nm a partir de 10 diferentes campos o hasta completar un total de 300
células, lo que garantiza un adecuado tamafio de muestra (Kirchman et al., 1982;
Caron, 1983; Sherr et al, 1993). El numero de bacterias se determind con la
siguiente ecuacion, con los respectivos ajustes para microscopia de epifluorescencia

como se muestra a continuacion:

Células-mL™ = (N x F x d)/ V
En donde:
N = Numero de células promedio por reticula.
F = Numero de veces que cabe el area de la reticula en el area efectiva de filtracidon
del filtro.
Area de filtracion = =-r* (20106 mm?)
Area reticula = 0.01 mm?en 100X
d = Dilucion.

V = Volumen filtrado de la muestra (mL)

Una vez obtenido el numero de células por mililitro se calculd la cantidad por gramo

de esponja partiendo del peso inicial de la muestra al momento de procesarla (5 g).
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Identificacidon de las bacterias asociadas a Aplysina gerardogreeni.

- Aislamiento del ADN

Se realizé una resiembra masiva en placa de las cepas puras para la obtencion
de biomasa, cada una de ellas se colocé en tubos eppendorf con 500 pL de buffer TE
pH 8.0, 30 pL de dodecil sulfato de sodio (SDS) al 10% y 5 uL de proteinasa K (20
mg mL™") se agitaron en un vortex y se incubaron durante una hora a 37° C.
Transcurrido este tiempo se adicionaron 100 yL de NaCl 5M y 80 uL de una solucion
de bromuro de cetiltrimetil amonio en cloruro de sodio (CTAB/NaCl), mezclando por
inversion e incubando 10 min a 65° C. Posteriormente se agregd un volumen de
fenol: cloroformo: alcohol isoamilico (25:24:1), se agitaron en vortex hasta obtener
una solucion lechosa, se centrifugaron a 14000 rpm por 10 min a 24° C, el
sobrenadante se recuperé y se transfirié a tubos de 1.5 mL estériles. Se realiz6é una
segunda extraccion con un volumen igual de cloroformo: alcohol isoamilico (24:1)
mezclandose por inversién. Los tubos se centrifugaron a 14000 rpm por 5 min a 4° C.
La fase acuosa se recupero y la precipitacion del ADN se llevd a cabo adicionando
0.6 volumenes de isopropanol preenfriado a -20° C. Los tubos se incubaron a -20° C
durante toda la noche. Transcurrido el tiempo de incubacion los tubos se
centrifugaron a 14000 rpm por 20 min a 4° C. Los botones resultantes (ADN) se
lavaron con etanol al 70% preenfriado a -20° C, se centrifugaron nuevamente, el
proceso se realiz6 en dos ocasiones. Los botones se dejaron secar al aire y se
resuspendieron en 100 pL de TE pH 8.0 adicionandoles 1 yL de RNAsa (1pg/pL).
Los tubos se incubaron en un bafio maria a 37° C por una hr. Se realizé una segunda
extraccion con fenol: cloroformo: alcohol isoamilico (25:24:1) para eliminar la RNAsa
siguiendo el procedimiento mencionado anteriormente. Posteriormente el ADN se
visualizo en geles de agarosa al 1% tenidos con SYBR GOLD vy buffer TBE bajo luz

ultravioleta y se documentaron (Sambrook & Russell, 2001; Ausubel et al., 2002).

- Amplificacién de ADN mediante PCR.
El ADN se amplific6 mediante PCR (reaccién en cadena de la polimerasa)
utilizando oligonucleoétidos 120f 5-ACT GGC GGA CGG GTG AGT AA-3" y 518r 5°-
CGT ATT ACC GCG GCT GCT GG-3'para amplificar la region variable V2-V3 de la
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sub-unidad pequefa del acido ribonucléico ribosomal (ARNr) 16S, reportados para
analisis de comunidades bacterianas (Tebbe et al, 2001). La reaccién de
amplificacion contenia 100 ng de ADN, 0.25 uM de cada oligonucledtido, 5 pL de
buffer PCR 10X, 2 uL de MgSQO4, 10 mM de dNTP’s, 1.5 U de Taq polimerasa y agua
destilada estéril para tener un volumen final de 50 uL. Las reacciones se amplificaron
en un termociclador BIO-RAD MJMini®, con el siguiente programa: un ciclo de
desnaturalizacion a 95° C durante 5 min; 30 ciclos de 94° C por 60 s, 55° C por 60 s,
72° C por 70 s, seguidos de una fase de extension final a 72° C por 10 min. Los
productos de PCR se evaluaron en geles de agarosa al 1% tefiidos con 2 yL de
SYBR GOLD vy buffer Tris-acido boérico-EDTA (TBE) 1X. De cada reaccion se
tomaron 3.0 pyL y se mezclaron con 1 yL de buffer de carga (LB) (Sambrook &
Russell 2001). Como estandar se utilizaron 2 yL de un marcador de 1 Kb. La
electroforesis se corrio a 100 V durante 30 min. Los resultados se observaron bajo

luz ultravioleta en un fotodocumentador BIODOC-IT.

- Secuenciacion y anélisis filogenético.

Los productos de PCR fueron purificados y secuenciados por la empresa
MACROGEN (Corea). Se analizaron y editaron las secuencias utilizando el programa
CodonCode Aligner, posteriormente se efectuaron los analisis de alineamiento Blast
entre las secuencias obtenidas y aquellas reportadas en el NCBI (por sus siglas en
inglés, National Center for Biotechnology Information; http://www.ncbi.nlm.nih.gov),
adicionalmente se realizaron alineamientos entre todas las secuencias obtenidas
mediante la rutina MUSCLE incluida en el programa MEGAS5, los graficos de
identidad se realizaron mediante el programa GeneDoc y los arboles filogenéticos
para evaluar la posicion taxonémica de las bacterias fueron generados usando el
método del vecino mas cercano (Bootstrap 1000 repeticiones) (Tamura et al., 2004),
estos analisis filogenéticos se realizaron en el programa MEGAS (Tamura et al.,
2011).
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Caracterizacién bioquimica.

Las pruebas bioquimicas consistieron en distintos test quimicos aplicados a

medios bioldgicos para determinar la actividad de una via metabdlica a partir de un

sustrato que se incorpora en un medio de cultivo. La metodologia se realizé de

acuerdo a Barrow & Feltham (1993). Para cada prueba se utilizaron inoculos de los

cultivos puros de 24 horas.

1.

Crecimiento aerdbico/anaerdbico. Para ello se inocularon por duplicado las
cepas en tubos con caldo nutriente (peptona) en agua de mar. Uno de los
tubos fue cubierto con una capa de parafina liquida estéril (2 mL). Los tubos
se incubaron a 30° C durante 24 horas y se observo la presencia o ausencia
de crecimiento.

Oxidasa. Se utilizaron palillos comerciales (OXOID, FISHER) impregnados
con el reactivo para deteccidon de la enzima citocromo oxidasa (NNN'N
tetrametil-p-fenileno-diamina dihidrochloridato). La punta con el reactivo se coloco
sobre la cepa bacteriana cultivada en placa de agar peptona. EI cambio de
coloracién de café a purpura intenso indicé una prueba positiva.

Actividad catalasa. Se agregaron dos gotas de peréxido de hidrégeno al 30%
sobre la cepa bacteriana cultivada en placa de agar. La produccion de
burbujas de gas indican una reaccién positiva.

Producciéon acido/gas de carbohidratos. Se inocularon tubos con medio de
peptona al 1% y glucosa al 1% a los cuales se les colocaron tubos de Durham
y un indicador (2.5 mL purpura de bromocresol al 1%). Se incubaron a 30° C
durante 4 dias y se observé la produccidon de acido y gas mediante el cambio
de color y la presencia de una burbuja de aire en el tubo invertido de Durham.
Oxidacién/Fermentacion de glucosa. Se inocularon por picadura dos tubos con
agar semi solido O-F (medio basico de Hugh Leifson) el cual contiene como
indicador azul de bromotimol al 2% (15 mL). Uno de los tubos fue cubierto con
2 mL de parafina liquida estéril. Se incubaron a 30° C por 7 dias y se observo
el cambio de color en los tubos. La produccion de acido es indicada por el

cambio de color de azul a amarillo. Un cambio de color en los tubos aerébicos
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indican oxidacion. Si ambos tubos muestran cambio de color se trata de
fermentacion.

6. Rojo de metilo. Se inocularon tubos con medio de fosfato glucosa por 48 horas
a 30° C. A cada tubo se le agregaron dos gotas de la solucién rojo de metilo,
se mezclo y se observo el color, un rojo intenso indica que el organismo
fermenta la glucosa.

7. Voges-Proskauer. Se inocularon tubos con medio fosfato glucosa por 48 horas
a 30° C. A cada tubo se le agregaron tres gotas de a-naphthol al 5% y una
gota de KOH al 40%. Después de una hora se examino el cambio de color.
Una reaccion positiva de fermentacion de carbohidratos es indicada por un

color rojo intenso.

Obtencidén de extractos orgéanicos.

Para la obtencion de biomasa, las bacterias fueron cultivadas en matraces de
250 mL con 100 mL de medio TSB, se incubaron de 4 a 5 dias a temperatura
ambiente. A los matraces con el cultivo se les agregd una mezcla de hexano:acetato
de etilo 60:40 y se dejaron en agitacion constante por una hora. Posteriormente se
filtr6 y se realiz6 una extraccion liquido-liquido de los compuestos a temperatura
ambiente utilizando embudos de separacion. El disolvente se evapord a presion

reducida en un rotoevaporador.

Ensayos de actividad bioldgica.

Frente a bacterias patdgenas para el hombre.

Se utilizaron dos cepas de bacterias patégenas para el hombre
(Staphylococcus aureus ATCC BAA-42, Escherichia coli ATCC BAA-196). Se
prepard un pre-indculo en un medio liquido para cada cepa y se incub6 por 24 horas
a 35° C. Se prepard una suspension celular con cada una de las cepas y se ajusto a
una dilucién de 1 x 10® cel mL™, se inocularon las cajas de petri con 0.1 mL de la

suspension y se procedid a esparcir con un hisopo estéril. EI ensayo se realiz6
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mediante el método de difusidon en pozo. Para ello, a las placas sembradas con la
bacteria patdgena se les hicieron perforaciones con la ayuda de un sacabocados de
6 mm de diametro en donde se depositd la suspension bacteriana para la prueba
preliminar y posteriormente, en un segundo bioensayo con aquellas que mostraron
actividad, se depositd el extracto de la bacteria marina a probar diluido previamente
en DMSO (Dimetil sulféxido) para dar una concentracion de 1 ug mL™". Como control
positivo se utiliz6 ampicilina (1 pg mL1). Posteriormente, las placas fueron incubadas
a 37° C por 24 hrs. Transcurrido el tiempo se midieron los halos de inhibicion
(NCCLS, 1993).

Antiepibidtica.

Se prepararon soluciones stocks de los extractos en metanol con
concentraciones finales de 0.01, 0.1, 1, 10 y 50 ug mL™. Se colocaron 50 pL de cada
una de estas soluciones en las placas de 96 pozos con seis réplicas. Se dej6
evaporar durante 24 horas para tener solo el extracto en los pozos. Las placas fueron
esterilizadas con tapa en un gabinete de esterilizacion UV (Scie-plas GE UVSC)
durante 30 minutos antes de ser retiradas asépticamente e inoculadas con los
microorganismos. Se realizaron controles positivos (medio de cultivo sin inocular) y

negativos (medio inoculado y con metanol).

- Antimicrobiana. Se realizaron pruebas de actividad inhibitoria frente a cepas
de bacterias identificadas como colonizadoras de materiales sumergidos, las cuales
fueron proporcionadas por el cepario de la Universidad de Portsmouth (Reino Unido)
en donde se llevaron a cabo estos bioensayos: Proteus vulgaris (ATCC1457),
Shewanella putrefaciens (ATCC8071), Pseudoalteromonas elyakovii (ATCC700519),
Polaribacter irgensii (ATCC 700398), Roseobacter litoralis (ATCC49566), Bacillus
cereus (ATCC19181), Bacillis subtillis, Bacillus sphaericus, Bacillus laterosporus,
Vibrio aesturianus (ATCC35048), Vibrio natriegens (ATCC33788), Vibrio harveyi
(ATCC14126), Vibrio proteolyticus (ATCC15338), Vibrio parahaemolyticus
(ATCC17802) y Vibrio carcharie (ATCC35084). Las bacterias marinas fueron

cultivadas en un medio con peptona al 0.5% (LP0034 Oxoid) y agua de mar.
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Los cultivos bacterianos se diluyeron segun el método de Amsterdam (1996)
para obtener una densidad celular de 2 x 10® células mL™". Las placas previamente
preparadas con los extractos tal como se describié anteriormente, fueron inoculadas
con 100 pL de la suspension de las células bacterianas y se incubaron a 20° C
durante 48 horas. Después de la incubacién, todos los pozos fueron comparados
visualmente con el control, los pozos claros, sin turbidez indicaron la inhibicion del

crecimiento.

- Antimicroalgal. Se prob6é Ila actividad inhibitoria frente a cepas
microfitobentonicas proporcionadas por el cepario Algobank-Caen (Francia):
Cylindrotheca closterium (AC170), Exanthemachrysis gayraliae (AC15), Navicula
jeffreyi, Lotharella globosa (AC132) y Chlorarachnion reptans. Estas cepas fueron
cultivadas utilizando medio de cultivo f2 (Guillard & Ryther 1962), se mantuvieron a
20° C y luz constante (irradiancia incidente: 140 umol m?s™). La biomasa de las
microalgas fue estimada mediante la concentracion de clorofila a (Chl a). Se filtraron
5 mL del cultivo en un filtro GFF (Whatman) y fueron trasladados inmediatamente a
un frasco con 5 mL de metanol grado analitico. El frasco se mantuvo en la oscuridad
a 4°C de 30 min a 2 horas. Se midio la fluorescencia del pigmento del extracto
(PolarSTAR Optima BMG Labtech, excitacion: 485 nm, emision: 645 nm) y la
concentracion de Chl a se determiné usando una curva de calibracion construida
usando Chl a de espinaca (C5753 Sigma, coeficiente de extinciébn a 663 nm en
metanol: 77 1g”' cm™). Para cada especie de microalga, se realizaron diluciones
preparando alicuotas con una concentracion inicial de 0.1 mg Chl a L™". En cada pozo
de las placas recubiertas con los extractos, bajo condiciones asépticas, se
inocularon100 pL de cada cepa de microalga y los controles positivo y negativo. Las
placas se incubaron durante cinco dias a 20° C en condiciones de luz constante
(irradiancia incidente: 140 umol m™ s™), transcurrido el tiempo, los pozos se
compararon visualmente con los controles, los pozos claros, sin turbidez indicaron
una inhibicion del crecimiento, mientras que los pozos turbios indicaron que los

extractos no mostraron actividad.
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RESULTADOS

Aislamiento y caracterizacion morfoldégica de las bacterias asociadas a
Aplysina gerardogreeni.

De las esponjas recolectadas en los diferentes meses y profundidades se
aislaron y purificaron en total 167 cepas de bacterias que fueron seleccionadas con
base en las observaciones morfoldgicas al microscopio estereoscépico y que
presentaron diferencias evidentes en el color, forma y tincion de Gram en cada uno
de los meses. La gran mayoria fueron cepas sin pigmento (blancas o translucidas)
predominando las formas circulares (Fig. 3). Morfolégicamente, las formas celulares
observadas en el microscopio fueron muy variadas, con representantes de los grupos
cocos Yy bacilos, sin embargo, abundan mayormente los bacilos. De las 167 cepas de
bacterias, el 90.5% son Gram positivas y el 9.5% restante Gram negativas (Anexo I).
Se conformd un cepario con las bacterias aisladas de esta esponja las cuales se

mantienen en congelacion con glicerol en congelacién para su preservacion.

Figura 3. Diferentes morfotipos de bacterias aisladas de Aplysina gerardogreeni en
los meses de muestreo a) Ap0216, b) Ap0205, c) Ap0881, d)Ap0467, e)
Ap02139, f)Ap02159, g) Ap02125, h) Ap0879, i) Ap04117.
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En la figura 4 se muestra la distribucion porcentual del total de las cepas
aisladas. Como se puede observar, el mayor porcentaje le corresponde a las
bacterias Gram positivas y dentro de ellas los bacilos positivos son los mas
representados con el 81%. Al comparar el numero de cepas aisladas en los
diferentes meses, se observd una evidente variacién temporal, con los mayores

aislamientos en febrero y abril (39), y los menores en octubre (13) (Fig. 5).

6%
9%

5%
81% MW Bacilos positivos
\ B Bacilos negativos
m Cocos positivos
B Cocos negativos

Figura 4. Distribucion porcentual de los grupos de bacterias aisladas de Aplysina

gerardogreeni.
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Figura 5. Variacibn bimensual de cepas aisladas de la esponja Aplysina

gerardogreeni durante el periodo de abril de 2008 a febrero de 2009.
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Cuantificacién de bacterias por epifluorescencia.

Se obtuvo el promedio anual del nimero de bacterias por gramo de tejido de
esponja mediante la férmula indicada en la metodologia, dando como resultado 9.7 x
108 cél g esponja™’ (n=18).

Se encontré una variacion temporal, con el mayor numero de bacterias por
gramo de esponja en el mes de febrero, seguido de abril, siendo estos meses

significativamente diferentes del resto (Tabla 2).

Tabla 2. Cantidad de bacterias por gramo de esponja obtenidas del conteo por
epifluorescencia en cada mes de estudio. Las diferencias significativas

estan indicadas con letras diferentes. Tukey HSD (p<0.05).

Mes Numero de bacterias/ DS
Abril 17.81 x 108 + 2.43 x 108 (b)
Junio 523 x10%+1.18 x 10° (c)
Agosto 0.90 x 10% + 0.58 x 10® (c)
Octubre 2.24 x 108 +2.17 x 10® (c)
Diciembre 3.64 x 10% + 0.96 x 10® (c)
Febrero 28.62 x 10% + 7.07 x 10%(a)

Se encontré que la mayor cantidad de bacterias en el tejido de la esponja

coincidio con el mayor numero de cepas aisladas (febrero y abril).

En cuanto a la profundidad, no se presentdé variacién entre el numero de
bacterias, el promedio fue de 9.59, 10.97 y 8.75 x 10° cél g esponja™”, alos 2, 4y 6 m
respectivamente. Analizando por mes, se observa una variacion en el numero de

bacterias por profundidad en el mes de octubre en donde se encontr6 una mayor
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abundancia en las esponjas recolectadas a los 2 m y en febrero con el mayor nimero
de bacterias a los 4 m, cabe senalar que estos datos son el resultado de una sola
muestra cuantificada por profundidad y debido a la falta de réplicas no se realizé un

analisis estadistico (Tabla 3).

Tabla 3. Numero de bacterias por gramo de esponja en las diferentes profundidades
de recolecta.

Mes Profundidad (m) No. células
Abril 21 x 108
16 x 108
17 x 108
53x10°
6.4 x 108
4.0x 108
0.84 x 108
0.90 x 108
0.95x 108
4.7 x 108
0.97 x 10®
0.99 x 108
2.7 x 10°
4.6x 108
3.6x10°
23 x 108
37 x 108
26 x 108

Junio

Agosto

Octubre

Diciembre

Febrero

O BADNOBEDNOOAEADNOOBAADNOBEANOBEDN

Identificacidn de las bacterias asociadas a Aplysina gerardogreeni.

Las cepas aisladas de Aplysina gerardogreeni fueron identificadas a través del
analisis del gen ARNr 16S, mediante la extraccién de ADN y amplificacion por PCR.
El ADN de las bacterias recolectadas en cada uno de los meses y profundidades de

muestreo fue aislado y confirmado por electroforesis en el gel de agarosa (Fig. 6) y
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posteriormente se amplific6 mediante PCR. Los resultados se visualizaron en geles

de agarosa en un fotodocumentador (Fig. 7).

Figura 6. Geles de agarosa tefiidos con SYBR Gold en donde se muestra el ADN

extraido de las bacterias.

L1L2L3L4L5L6L7LBLO9L10L11L12L13L14L15L16 L17L18L19L20L21 L22L23 24

13 14 22 33 34 36 42 44 49 50 56 62 67 69 70 72 76 80 81 85 86

420pb

- .‘...-..Q.h....‘l..o-

Figura 7. Productos de PCR obtenidos a partir de ADN de bacterias aisladas de
Aplysina gerardogreeni. Linea 1 marcador de peso molecular 1 Kb, lineas

2 - 24 diferentes cepas aisladas de la esponja. Los numeros corresponden

al numero de etiqueta de la cepa.

36



A partir de los datos de secuenciacion se efectuaron analisis de alineamiento
Blast entre las secuencias obtenidas y aquellas reportadas en el NCBI (National
Center for Biotechnology Information), con lo cual se clasificaron taxonémicamente

las cepas aisladas (Anexo II).

Una vez alineadas las secuencias con el programa MEGAS, se encontrd que
muchas de las cepas aisladas de la esponja que presentaron diferencias
morfoldgicas evidentes, tuvieron un alto porcentaje de homologia en sus secuencias,
correspondiendo muy probablemente a una misma especie. Con la finalidad de
corroborar si se trataba de especies distintas o no, se realizé un analisis utilizando el
programa GeneDoc con lo cual se pudieron agrupar a aquellas que presentaron
porcentajes de homologias por arriba del 96% (Anexo Ill), dando como resultado un

total de 83 especies de las 167 cepas aisladas originalmente en el ciclo anual.

En la tabla 4 se presentan los resultados de la alineacion de estas 83
secuencias indicando el numero de acceso al taxa, la especie mas cercana reportada
en la base de datos NCBI y el porcentaje de identidad con estas secuencias. Todas
las especies con las que fueron comparadas en el GenBank han sido aisladas de

ambientes marinos, muchas de ellas de otras esponjas marinas.
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Aplysina gerardogreeni en

Tabla 4. Comparacion de grupos taxonémicos de bacterias asociadas a la esponja

los diferentes meses de muestreo con

secuencias reportadas en el NCBI.

Especie mas cercana

Numero de acceso

% identidad

NCBI

Ap029 Alpha proteobacterium JEO19 DQ097255.1 100
Ap12163 Bacillus licheniformis CICC 10180 AY859478.1 90
Ap0641 Bacillus cibi 102 FJ607434 .1 99
Ap06145 Bacillus cibi 102 FJ607434.1 99
Ap0233 Bacillus flexus NIOT JQ818414.1 99
Ap0678 Bacillus licheniformis APS2 HQ634792.1 95
Ap04107 Bacillus licheniformis CMST-SSS HM101154.1 98
Ap06109 Bacillus licheniformis F198 B08 DQ234853.1 92
Ap0222 Bacillus licheniformis F198_B08 DQ234853.1 99
Ap02142 Bacillus licheniformis OIV 710 GU117643.1 97
Ap02136 Bacillus licheniformis Pb-HK09001 HM006897 .1 100
Ap04170 Bacillus licheniformis Pb-WC11011 JX164088.1 97
Ap023 Bacillus licheniformis Pb-WC11099 JX164084.1 99
Ap02156 Bacillus licheniformis Pb-WC11225 JX164089.1 97
Ap0444 Bacillus licheniformis Pb-WC11011 JX164088.1 100
Ap0477 Bacillus licheniformis RP-GC GU723480.1 90
Ap021 Bacillus licheniformis RP-GC GU723480 92
Ap027 Bacillus licheniformis RP-GC GU723480 95
Ap0213 Bacillus licheniformis RP-GC GU723480 95
Ap0630 Bacillus licheniformis RP-GC GU723480.1 96
Ap1239 Bacillus licheniformis WX-06 FJ824666.1 99
Ap0694 Bacillus megaterium AUBM29 JN990602.1 99
Ap06115 Bacillus nealsonii CB-KC-1 JN400828.1 99
Ap04121 Bacillus pumilus AP280 JX120507.1 96
Ap0211 Bacillus pumilus AP280 JX094286.1 100
Ap02159 Bacillus pumilus B10 JX1112644 .1 83
Ap0240 Bacillus pumilus M45 JX102495.1 100
Ap08147 Bacillus pumilus PD3 JQ809230.1 92

Ap06137 Bacillus sonorensis CSMCRI 1044 JQ665284.1 99
Ap0475 Bacillus sp. HPB-25 AY433825.1 71

Ap12146 Bacillus sp. ISA-3174 A4936960.1 92

Ap02140 Bacillus sp. 1-SI-32 EU787009.1 92

Ap1225 Bacillus sp. RP-234 GU592214.1 92

Ap0488 Bacillus sp. SMAKK003 JNO007072.1 92

Ap0695 Bacillus sp. TCPS1 JN710379 89
Ap02135 Bacillus subtilis AP254 JX094283.1 100
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Numero de acceso

ID Especie mas cercana NCBI % identidad
Ap0858 Bacillus subtilis ARO7 JF501099.1 96
Ap0499 Bacillus subtilis ARO7 JF501099.1 97
Ap04103 Bacillus subtilis ARO7 JF501099.1 98
Ap12167 Bacillus subtilis ARO7 JF501099.1 100
Ap04120 Bacillus subtilis BacCA4 JX215561.1 98
Ap0204 Bacillus subtilis BacCA4 JX120507.1 99
Ap048 Bacillus subtilis CMST-SSS HM101154.1 85
Ap0665 Bacillus subtilis CMST-SSS HM101154.1 92
Ap0693 Bacillus subtilis CMST-SSS HM101154.1 95
Ap06111 Bacillus subtilis CMST-SSS HM101154.1 98
Ap02171 Bacillus subtilis F198_A06 DQ234839.1 97
Ap0635 Bacillus subtilis F198_B09 DQ234853.1 100
Ap02124 Bacillus subtilis K4 JQ8633651.1 85
Ap0216 Bacillus subtilis LLS-M3-11 HM744709.1 100
Ap0684 Bacillus subtilis M50 JX102497 1 99
Ap08161 Bacillus subtilis M50 JX102497.8 100
Ap1066 Halomonas sp. H1(2012) JQ044787 .1 97
Ap0498 Micrococcus luteus ADR52 FN667800.1 97
Ap0879 Micrococcus luteus DSM20030 NR_037113.1 99
Ap0471 Micrococcus luteus KS2 JQ581526.1 100
Ap0624 Paracoccus sp. FI1014 JQ691539.1 99
Ap06141 Pseudovibrio denitrificans CBMAI1103 JN615429.1 97
Ap06113 Pseudovibrio denitrificans F71059 HQ908691.1 99
Ap022 Pseudovibrio sp. Ad16 HQ647043.1 97
Ap04114 Pseudovibrio sp. JM38 DQ097255 99
Ap0618 Pseudovibrio sp. Mexdtt2 JX436425.1 99
Ap0212 Pseudovibrio sp. Pv348 HE818384.1 99
Ap04110 Psychrobacter maritimus ZT7 HQ538762.1 92
Ap04175 Psychrobacter maritimus ZT7 HQ538762.1 95
Ap06155 Psychrobacter maritimus ZT7 HQ538762.1 96
Ap04104 Psychrobacter maritimus ZT7 HQ538762.1 97
Ap0869 Psychrobacter maritimus ZT7 HQ538762.1 100
Ap02150 Psychrobacter sp. KIF12-16 JQ800211.1 78
Ap1247 Sporosarcina aquimarina EU308120.1 92
Ap041 Staphylococcus arlettae An 116 FJ386956.1 100
Ap0870 Staphylococcus arlettae ARB7 JX215561.1 95
Ap0496 Staphylococcus arlettae ARB7 JX215561.1 99
Ap0238 Staphylococcus equorum SCSAAB0024 JQ647888.1 100
Ap06116 Staphylococcus sp. CBMAI 1081 JN615429.1 99
Ap10123 Staphylococcus sp. CBMAI 1081 JN615429 .1 99
Ap0881 Staphylococcus sp. clone 68 AB695118.1 100
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Numero de acceso

ID Especie mas cercana NCBI % identidad
Ap02143 Staphylococcus sp. D88 JX094494 1 99
Ap1217 Staphylococcus sp. DLS6 JN029533.1 99
Ap1049 Staphylococcus sp. EB338 FJ785516.1 100
Ap0859 Staphylococcus sp. J2015s JF820801.1 99
Ap0846 Terribacillus goriensis CL-CR16 NR _043895.1 100
Ap0637 Uncultured marine bacterium T3690 A4950194.1 99

La mayoria de las bacterias comparten un alto porcentaje de identidad con
especies conocidas reportadas en el Genbank, siendo el género Bacillus el mejor
representado. Por otra parte algunas de las secuencias (24) mostraron un porcentaje
de identidad menor al 96% lo que podria sugerir que se trate de taxa no descritos, sin
embargo, hace falta un analisis filogenético mas profundo para poder apoyar este
supuesto. Una bacteria perteneciente al Phylum Proteobacteria (Ap029) se relacion6
a una o- Proteobacteria pero no se pudo determinar a qué género, asimismo la
Ap0637 se relaciond con una bacteria registrada en el GenBank como “Uncultured

marine bacterium”.

Diversidad anual.

En el arbol filogenético (Fig. 8) se muestran las relaciones taxonémicas de las
bacterias aisladas de la esponja Aplysina gerardogreeni en el ciclo anual y las de
referencias obtenidas del NCBI. Estos resultados se obtuvieron usando el método del
vecino mas cercano, a cada lado de las ramas del arbol se observan los porcentajes
de replicacion a los cuales se asocian los grupos de taxa en las pruebas boostrap

(1000 repeticiones).
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Figura 8. Arbol filogenético de las bacterias aisladas de la esponja Aplysina
gerardogreeni y cepas de referencia. Bacilli A Actinobacteria ll o-
Proteobacteria @ y- Proteobacteria ¢
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Las bacterias aisladas de esta esponja fueron asignadas a cuatro clados
filogenéticamente diferentes. En el primero se agruparon la mayor parte de las
bacterias, mostrando una estrecha relacion con el género Bacillus y especies
pertenecientes al Phylum Firmicutes. Dentro del segundo clado se encontraron a las
bacterias Ap0471, Ap0498 y Ap0879, las cuales mostraron una alta identidad con
especies pertenecientes a las Actinobacterias y a las bacterias cercanas a los
miembros del Phylum Proteobacteria (a- Proteobacteria, y- Proteobacteria). Al final
del arbol se pueden apreciar dos clados alejados del resto, estas tres especies se
relacionaron a la clase Bacilli pero no formaron parte del clado de este grupo, esto
debido a que, a pesar de que se alinearon con un alto porcentaje de identidad, el
porcentaje de cobertura fue bajo; Ap0635 se alined con 100% de identidad, pero solo
el 75% de cobertura (es decir, 300 de las 380 pb), Ap0684 se alined con un 99% de
identidad y 60% de cobertura, en el caso de Ap0678 tanto la identidad como la

cobertura fueron bajos (95% y 96% respectivamente).

Se elaboré una ficha para cada una de las diferentes bacterias, en la cual se
incluye su secuencia y el nombre de la especie con la que mostré mayor identidad de
acuerdo a los resultados obtenidos de la comparacién con la base de datos del NCBI
(Anexo V).

En resumen, las bacterias aisladas de Aplysina gerardogreeni en el ciclo anual

son miembros de tres Phyla (Actinobacteria, Firmicutes y Proteobacteria) y

corresponden a 9 géneros y dos sin clasificar (Tabla 5).
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Tabla 5. Clasificacion

taxonémica de

las bacterias asociadas a Aplysina

gerardogreeni.
Phylum Clase Orden Género
Actinobacteria Actinobacteria Actinomycetales Micrococcus
Firmicutes Bacilli Bacillales Bacillus
Firmicutes Bacilli Bacillales Sporosarcina
Firmicutes Bacilli Bacillales Staphylococcus
Firmicutes Bacilli Bacillales Terribacillus
Firmicutes SC
Proteobacteria Alphaproteobacteria Rhodobacterales Paracoccus
Proteobacteria Alphaproteobacteria Rhodobacterales Pseudovibrio
Proteobacteria Alphaproteobacteria SC
Proteobacteria Gammaproteobacteria Oceanospirillales Halomonas
Proteobacteria Gammaproteobacteria Pseudomonadales  Psychrobacter

SC sin clasificar

El mayor porcentaje de las bacterias son miembros cercanos al género

Bacillus, seguido de Staphylococcus, Pseudovibrio, Psychrobacter y Micrococcus,

mientras que cada uno de los otros solo representan el 1% del total de las bacterias

aisladas (Fig. 9).
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14%

Figura 9. Andlisis de la diversidad de bacterias aisladas de Aplysina gerardogreeni.

Caracterizacion bioquimica.

Las diferentes especies de bacterias identificadas fueron caracterizadas

bioquimicamente, en la tabla 6 se presentan los resultados de las pruebas

realizadas. El 55% tuvieron crecimiento en condiciones anaerodbicas, el 58% fue

positivo a la prueba de oxidasa y el 90% a la de catalasa. La prueba de asimilacion

de carbohidratos revelé que la mayoria pueden utilizar la glucosa (90%). El 64%

tienen un metabolismo oxidativo, el 16% fermentativo y el 20% restante tienen la

capacidad de oxidar o fermentar.
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Tabla 6. Caracterizacion bioquimica de las bacterias aisladas de Aplysina

gerardogreeni.
ID Bacteria Cremmler']to Oxidasa Catalasa O/F Glucosa RM VP
Anaerdbico
Ap06145 Bacillus cibi - + + o + + o+
Ap0233 Bacillus flexus + + + 0] + + o+
Ap0630 Bacillus licheniformis + + + @] + + o+
Ap0694 Bacillus megaterium + + + 0] + -+
Ap06115 Bacillus nealsonii + + + 0] + + o+
Ap04121 Bacillus pumilus - - + o + -+
Ap06137 Bacillus sonorensis + + + 0] + + o+
Ap02128 Bacillus sp - + + O + + o+
Ap0475 Bacillus sp. + + + 0] + + o+
Ap0488 Bacillus sp. + + + @] + + +
Ap0695 Bacillus sp. + + + @] + + o+
Ap1225 Bacillus sp. - + + o + + o+
Ap02140 Bacillus sp. + + + @] + + o+
Ap04103 Bacillus subtilis - + + O + + o+
Ap1066 Halomonas sp. - + + @] + + -
Ap0637 Marine bacterium + + + @] + + o+
Ap0471 Micrococcus luteus - - + o - -+
Ap0624 Paracoccus sp. - + + 0] + + -
Ap06141 Pseudovibrio denitrificans + - + O/F + + -
Ap04168 Pseudovibrio sp. + - + O/F + + +
Ap0618 Pseudovibrio sp. + - + F + - -
Ap022 Pseudovibrio sp. + + + O/F + + o+
Ap0492 Psychrobacter maritimus  + + + O/F - + -
Ap1247 Sporosarcina aquimarina - - + 0] + + -
Ap041 Staphylococcus arlettae - - + F + + -
Ap0238 Staphylococcus equorum - - + O/F + + -
Ap06116 Staphylococcus sp. - - + F + + -
Ap0859 Staphylococcus sp. - - + O/F + + -
Ap0881 Staphylococcus sp. - - + F + + -
Ap1049 Staphylococcus sp. - - + F + + -
Ap0846 Terribacillus goriensis - - + @] + + -

O/F Oxidacién/Fermentacion, RM Rojo de Metilo, VP Voges-Proskauer
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Variacion temporal de las bacterias asociadas a la esponja Aplysina
gerardogreeni.

Las bacterias asociadas a A. gerardogreeni susceptibles de ser cultivadas
mostraron variaciones temporales. En la tabla 7 se presenta el listado con el nhombre
asignado de la especie mas cercana (NCBI) y su variacion temporal. En general, se
observa que existe una gran variabilidad en la comunidad asociada a la esponja, ya
que si bien las bacterias mas relacionadas a Bacillus subtilis, B. licheniformis y B.
pumilus fueron consistentes encontrandose en practicamente todos los meses de
recolecta, la mayoria de las bacterias se presentaron unicamente en uno o dos de los
meses de muestreo, como fue el caso de diciembre, en donde seis especies aisladas

fueron exclusivas de ese mes (Tabla 7).

Tabla 7. Especies de bacterias aisladas de Aplysina gerardogreeni en los meses de

muestreo.
Especie mas cercana Abr Jun Ago Oct Dic Feb
Alpha proteobacterium JEO19 X
Bacillus licheniformis CICC 10180 X
Bacillus cibi 102 X
Bacillus flexus NIOT X
Bacillus licheniformis APS2 X
Bacillus licheniformis CMST-SSS X
Bacillus licheniformis F198 B08 X X X
Bacillus licheniformis OIV 710 X
Bacillus licheniformis Pb-HK09001 X
Bacillus licheniformis Pb-WC11011 X
Bacillus licheniformis Pb-WC11099 X
Bacillus licheniformis Pb-WC11225 X
Bacillus licheniformis RP-GC X X X X
Bacillus licheniformis WX-06 X
Bacillus megaterium AUBM29 X
Bacillus nealsonii CB-KC-1 X
Bacillus pumilus AP280 X X
Bacillus pumilus B10 X
Bacillus pumilus M45 X X X X
Bacillus pumilus PD3 X
Bacillus sonorensis CSMCRI 1044 X
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Especie mas cercana Abr Jun Ago Oct Dic Feb

Bacillus sp. HPB-25 X

Bacillus sp. ISA-3174 X
Bacillus sp. 1-SI-32 X
Bacillus sp. RP-234 X
Bacillus sp. SMAKK003
Bacillus sp. TCPS1 X
Bacillus subtilis AP254
Bacillus subtilis ARO7
Bacillus subtilis BacCA4
Bacillus subtilis CMST-SSS
Bacillus subtilis F198_A06 X
Bacillus subtilis F198 B09 X

Bacillus subtilis K4 X
Bacillus subtilis LLS-M3-11 X
Bacillus subtilis M50 X X X X X
Halomonas sp. H1(2012) X

Micrococcus luteus ADR52 X

Micrococcus luteus DSM20030 X

Micrococcus luteus KS2 X

Paracoccus sp. FI1014 X

Pseudovibrio denitrificans CBMAI1103 X

Pseudovibrio denitrificans F71059 X

Pseudovibrio sp. Ad16 X
Pseudovibrio sp. JM38 X

Pseudovibrio sp. Mexdtt2 X X

Pseudovibrio sp. Pv348 X
Psychrobacter maritimus ZT7 X X X

Psychrobacter sp. KIF12-16 X
Sporosarcina aquimarina X
Staphylococcus arlettae An 116 X

Staphylococcus arlettae ARB7 X X

Staphylococcus equorum SCSAAB0024 X
Staphylococcus sp. CBMAI 1081 X X
Staphylococcus sp. clone 68 X

Staphylococcus sp. D88 X
Staphylococcus sp. DLS6 X
Staphylococcus sp. EB338 X
Staphylococcus sp. J2015s X

Terribacillus goriensis CL-CR16 X

Uncultured marine bacterium T3690 X

X

X X X X
x
x
x




Una vez que se realizd la identificacion de las bacterias y se descartaron

aquellas que presentaron homologias, el numero de bacterias por mes cambio con

respecto a las cepas aisladas (Tabla 8), aunque la tendencia se mantuvo (Fig. 10),

con lo que se observé una variacion temporal disminuyendo hacia los meses del

verano y otofio e incrementandose en el invierno para alcanzar el mayor numero en

febrero.

Tabla 8. Bacterias por género identificadas en los diferentes meses de muestreo.

Abr

Jun Ago Oct Dic

Feb

ACTINOBACTERIA
FIRMICUTES

PROTEOBACTERIA

Micrococcus
Bacillus
Sporosarcina
Staphylococcus
Terribacillus

a- Proteobacteria
Paracoccus
Pseudovibrio
Halomonas
Psychrobacter
Unc. Marine bacterium

11

19

NUmero de bacterias

N
o

RN
(@) ]

RN
o

6y}

o

1

Abr Jun

Ago

Oct Dic Feb

Figura 10. Variacién bimensual de las bacterias aisladas de la esponja Aplysina

gerardogreeni.
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Se presentan también los arboles filogenéticos obtenidos para cada mes. Las
bacterias aisladas en el mes de abril se relacionaron con cinco géneros, algunas
presentaron altos porcentajes de identidad entre ellas, esto debido a que se
incluyeron las cepas aisladas de las esponjas recolectadas a las tres diferentes
profundidades y en varias de ellas se repitieron las mismas especies (Fig. 11a). En el
mes de junio las bacterias correspondieron a cinco géneros y una sin clasificar ya
que se relaciona con una bacteria marina no cultivable (NCBI). Durante este mes no

se aislé ningun representante de las actinobacterias (Fig. 11b).
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Figura 11. Arboles filogenéticos de las bacterias aisladas de la esponja Aplysina

gerardogreeni y cepas de referencia del mes de a) abril y b) junio.
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En agosto las bacterias se relacionaron con cuatro géneros (Fig. 12a), y en
octubre con tres (Fig. 12b), al igual que en los demas meses varias de ellas se
repitieron en las diferentes profundidades por ello se observa una alta relacién entre

cepas. También en octubre se puede observar que a excepcion de una especie, el

resto perte

necen al Phyla Firmicutes.
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S A Y
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Al A e
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— A Ap0846 - Bacillus subtilis M50
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Psychrobacter maritimus ZT7 67 A Ap1049
W WA ———— Halomonas sp. H1(2012)
100 Micrococcus luteus DSM 20030 '
A Ap8147 100 ¢ 191065
a) b)

Phyla Firmicutes A Actinobacteria [l Proteobacteria ¢

Figura 12. Arboles filogenéticos de las bacterias aisladas de la esponja Aplysina

gerardogreeni y cepas de referencia del mes de a) agosto y b) octubre.

Las bacterias aisladas de diciembre correspondieron a tres géneros, uno de
ellos (Sporosarcina) que solo se obtuvo durante ese mes (Fig. 13a). En febrero las
bacterias aisladas se relacionaron con cinco géneros, al igual que en abril fueron los
meses con mayor diversidad de especies, siendo la mayoria pertenecientes al

género Bacillus (Fig. 13b).
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Figura 13. Arboles filogenéticos de las bacterias aisladas de la esponja Aplysina

gerardogreeni y cepas de referencia del mes de a) diciembre y b) febrero.

Como se pudo observar con los resultados anteriores, existe una variacion
temporal en la composicion de especies asociadas a la esponja. Por géneros, en
forma grafica (Fig. 14) se muestra que seis de ellos solo fueron aislados en uno de
los meses de recolecta. Los géneros Staphylococcus y Bacillus estuvieron

representados con sus diferentes especies en todos los meses. El mayor porcentaje
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de aparicion de bacterias pertenecientes a Staphylococcus ocurrié durante agosto,

mientras que para Bacillus el mayor porcentaje se presento en febrero.

Bacillus
Staphylococcus
Psychrobacter
Pseudovibrio

. Abr
Micrococcus

® Jun

Terribacillus = Ago

Sporosarcina m QOct

Paracoccus = Dic

mFeb

Halomonas

a-Proteobacterium

Unc. Marine bacterium

e
0% 20% 40% 60% 80% 100%
Porcentaje de aparicion

Figura 14. Porcentaje de aparicion de los géneros de bacterias aisladas en los

diferentes meses de muestreo.

En cuanto a la variacion espacial de acuerdo a la profundidad de recolecta, no
se encontro una diferencia significativa entre el numero de especies aisladas en cada
una de ellas (p=0. 979) (Fig. 15).
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Figura 15. Numero de especies aisladas de la esponja Aplysina gerardogreeni por

profundidad.

Por géneros (Fig. 16), se puede observar que la mayor diversidad se encontrd
en las esponjas recolectadas a los dos metros de profundidad, cinco de los géneros
estuvieron presentes en las esponjas de todas las profundidades, mientras que
Sporosarcina, Paracoccus y Pseudovibrio solo se aislaron a los dos metros.
Halomonas solo se encontré a los cuatro metros y Terribacillus solo a los seis
metros. Bacillus fue dominante en las tres profundidades, en cuanto a numero de

especies aisladas.
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Figura 16. Numero de bacterias por género aisladas de Aplysina gerardogreeni por
geénero y por profundidad.

Actividad biolégica de las bacterias aisladas de Aplysina gerardogreeni.

Actividad antimicrobiana.

Este bioensayo mostré que de las 167 cepas bacterianas aisladas, 89 fueron
activas al menos frente a una de las cepas probadas. Los mejores resultados se
obtuvieron frente a Staphylococcus aureus, donde el 58% de los morfotipos aislados
fueron activos, mostrando los mayores halos de inhibicién las cepas identificadas
como Bacillus licheniformis (Ap021) y Bacillus subtilis (Ap0858, Ap10164) (Fig. 17a,
Tabla 9). Frente a Escherichia coli solo el 22% de los morfotipos fueron activos y los
halos de inhibicion no sobrepasaron los 15 mm, siendo Bacillus subtilis (Ap08127,
Ap1050, Ap1051, Ap1054, Ap1221) y Psychrobacter maritimus (Ap04104) los que
mostraron los mayores halos de inhibicion, aunque menores en comparacion con los

del control positivo de ampicilina (32 + 5 mm) (Fig. 17b, Tabla 9).
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Figura 17. Halos de inhibicibn de crecimiento de a) Staphylococcus aureus, b)

Escherichia coli.

Tabla 9. Actividad antimicrobiana de

las bacterias aisladas de Aplysina

gerardogreeni.
ID Especie mas cercana S. aureus  E. coli
Ap0202 Bacillus pumilus M45 ++
Ap0204 Bacillus subtilis BacCA4 ++++
Ap0207 Bacillus subtilis AP254 +++
Ap0208 Bacillus subtilis AP254 +++
Ap021 Bacillus licheniformis RP-GC +++++ +
Ap02128(2) Bacillus licheniformis Pb-WC11099 +
Ap0213 Bacillus licheniformis RP-GC +
Ap02135 Bacillus subtilis AP254 ++ +
Ap02136 Bacillus licheniformis Pb-HK09001
Ap02139 Bacillus subtilis M50
Ap02140 Bacillus sp. 1-SI-32
Ap02143 Staphylococcus sp. D88 ++
Ap02148 Bacillus subtilis M50 ++
Ap02150 Psychrobacter sp. KIF12-16
Ap02153 Bacillus subtilis CMST-SSS
Ap0222 Bacillus licheniformis F198_B08
Ap0231 Bacillus subtilis CMST-SSS ++
Ap0240 Bacillus pumilus M45 +
Ap025 Bacillus pumilus AP280 +++
Ap027 Bacillus licheniformis RP-GC +
Ap04100 Bacillus pumilus M45 ++
Ap04101 Bacillus subtilis AP254 +++
Ap04102 Bacillus licheniformis Pb-WC11011 +++

55



ID Especie mas cercana S. aureus E. coli
Ap04104 Psychrobacter maritimus ZT7 +++ ++
Ap04117 Staphylococcus arlettae ARB7 +++ +
Ap04120 Bacillus subtilis BacCA4 +

Ap04168 Pseudovibrio sp. Mexdtt2 ++

Ap04174 Bacillus subtilis ARO7

Ap0444 Bacillus licheniformis Pb-WC11011 +

Ap0456 Psychrobacter maritimus ZT7 ++

Ap0467 Bacillus pumilus M45 +

Ap0477 Bacillus licheniformis RP-GC +

Ap0480 Bacillus subtilis ARO7 ++

Ap0488 Bacillus sp. SMAKK003 +

Ap0492 Psychrobacter maritimus ZT7 ++

Ap06106 Bacillus licheniformis RP-GC ++

Ap06109 Bacillus licheniformis F198_B08 +++

Ap06111 Bacillus subtilis CMST-SSS +

Ap06113 Pseudovibrio denitrificans F71059 +

Ap06115 Bacillus nealsonii CB-KC-1

Ap06116 Staphylococcus sp. CBMAI 1081 +++

Ap06130 Bacillus subtilis ARO7 ++ +
Ap06137 Bacillus sonorensis CSMCRI 1044 ++

Ap06141 Pseudovibrio denitrificans CBMAI1103 ++

Ap0624 Paracoccus sp. FI1014 ++++ +
Ap063 Bacillus licheniformis F198_B08 ++

Ap0637 Uncultured marine bacterium +++

Ap0665 Bacillus subtilis CMST-SSS +++ +
Ap0674 Bacillus subtilis M50 ++

Ap0676 Bacillus subtilis M50 +H++ +
Ap0686 Bacillus pumilus M45 ++

Ap0689 Bacillus subtilis CMST-SSS +

Ap0697 Bacillus pumilus M45 ++

Ap08122 Bacillus subtilis M50 ++++ +
Ap08127 Bacillus subtilis M50 +++ ++
Ap08160 Bacillus subtilis M50 +H++ +
Ap08161 Bacillus subtilis M50 ++++

Ap0853 Bacillus licheniformis F198_B08 ++

Ap0858 Bacillus subtilis ARO7 +++++

Ap10164 Bacillus subtilis M50 +++++ +
Ap1048 Bacillus subtilis M50 ++

Ap1049 Staphylococcus sp. EB338 +++

Ap1050 Bacillus subtilis M50 +++ ++
Ap1051 Bacillus subtilis M50 ++ ++
Ap1054 Bacillus subtilis M50 +++ ++
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ID Especie mas cercana S. aureus  E. coli

Ap1068 Bacillus subtilis M50 ++++ +
Ap1210 Bacillus subtilis ARO7 +++ +
Ap12126 Bacillus licheniformis RP-GC ++

Ap1214 Bacillus subtilis AP254 ++++ +
Ap12146 Bacillus sp. ISA-3174 +++ +
Ap12151 Bacillus subtilis AP254 +++ +
Ap12152 Bacillus subtilis ARO7 +++ +
Ap12162 Bacillus subtilis ARO7 +++

Ap12163 Bacillus licheniformis CICC 10180 ++ +
Ap12167 Bacillus subtilis ARO7 +++

Ap1217 Staphylococcus sp. DLS6 ++

Ap1221 Bacillus subtilis ARO7 ++ ++
Ap1223 Bacillus subtilis ARO7 +++ +
Ap1225 Bacillus sp. RP-234 ++++

Ap1226 Bacillus subtilis ARO7 +H++ +
Ap1227 Bacillus subtilis AP254 +++

Ap1228 Bacillus subtilis AP254 +H++

Ap1232 Bacillus subtilis ARO7 ++++

Ap1236 Bacillus subtilis ARO7 +++ +
Ap1239 Bacillus licheniformis WX-06 +

Ap1242 Bacillus subtilis ARO7 +H++

Ap1243 Bacillus subtilis AP254 ++++

Ap1245 Bacillus pumilus M45 ++ +
Ap1247 Sporosarcina aquimarina +++ +

+ (5-10 mm), ++ (11-15 mm), +++ (16-20 mm), ++++ (21-25 mm), +++++ (26-30 mm)

Variacion temporal de la actividad antimicrobiana.

Para poder analizar la variacion temporal de la actividad se hizo un
comparativo del numero total de bacterias aisladas y de aquellas que presentaron
actividad en cada mes frente a Staphylococcus aureus (Fig. 18), diciembre fue el
mes en el que se mostré la mayor actividad, de 25 cepas probadas 23 fueron activas,
se observa también que el mayor numero de bacterias con actividad pertenecen al
Phyla Firmicutes y que las bacterias del Phyla Actinobacteria no presentaron

actividad.
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Figura 18. Numero de bacterias aisladas y de aquellas que mostraron actividad
antimicrobiana frente a Staphylococcus aureus en los diferentes meses.

Con base en esta comparaciéon se calcul6 el porcentaje de especies activas
por mes. En la figura 19 se puede observar que con excepcion de abril y agosto, mas
de la mitad de las bacterias mostraron actividad antimicrobiana frente a

Staphylococcus aureus.
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Figura 19. Variacién temporal del porcentaje de bacterias aisladas de A.
gerardogreeni con actividad antimicrobiana frente a Staphylococcus

aureus.
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La actividad frente a Escherichia coli en general fue baja, de nuevo el mayor

numero de bacterias activas se presentaron en diciembre (Fig. 20).
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Figura 20. Numero de especies de bacterias aisladas y de aquellas que mostraron

actividad antimicrobiana frente a Escherichia coli en los diferentes meses.

A diferencia de lo ocurrido frente a S. aureus, con excepcion de diciembre, en
todos los meses el porcentaje de bacterias activas frente a E. coli fue menor al 50%
(Fig. 21).
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Figura 21. Variaciéon temporal del porcentaje de bacterias aisladas de A.

gerardogreeni con actividad antimicrobiana frente a Escherichia coli.

Los mayores halos de inhibicion se obtuvieron con algunas bacterias de
agosto, octubre y febrero (>25 mm) frente a Staphyloccosus aureus. En diciembre a
pesar que fue el mes con mas bacterias activas, los halos que presentaron fueron en

su mayoria de 15 a 20 mm (Fig. 22).
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Figura 22. Numero de bacterias con actividad antimicrobiana frente a

Staphylococcus aureus, de acuerdo al tamafio del halo de inhibicion.
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Frente a E. coli, solo se observaron halos pequerios, la mayoria menores a 10
mm (Fig. 23).
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Figura 23. Numero de bacterias con actividad antimicrobiana frente a

Staphylococcus aureus, de acuerdo al tamafio del halo de inhibicion.

Actividad antimicrobiana de extractos organicos de bacterias cultivadas.

De acuerdo al bioensayo anterior, se seleccionaron 68 cepas, con base en su
actividad y que presentaron halos de inhibicion mayores a 10 mm. Se obtuvieron
extractos organicos de cada cepa, los cuales fueron sometidos nuevamente a las
pruebas de actividad antimicrobiana. Los resultados de este bioensayo mostraron
que solo 7 de los 68 extractos fueron activos frente a S. aureus con halos de
inhibicion de menor tamafio en comparacién con los obtenidos en la prueba
preliminar con la suspensién bacteriana (Fig. 24, Tabla 10). Frente a E. coli solo un

extracto mostré actividad pero con un halo pequefio (Fig. 25, Tabla 10).
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Figura 24. Halos de inhibicién de los extractos organicos de bacterias aisladas de

Aplysina gerardogreeni frente a S. aureus.

Figura 25. Halos de inhibicién de los extractos organicos de bacterias aisladas de

Aplysina gerardogreeni frente a E. coli.
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Tabla 10. Actividad antimicrobiana de los extractos organicos obtenidos a partir de

los cultivos de bacterias aisladas de Aplysina gerardogreeni.

Extracto Mes Staphylococcus Escherichia
aureus (mm)*  coli (mm)*
Ap04102  Bacillus licheniformis Abril 12+ 0.5
Ap04117  Staphylococcus arlettae  Abril 8+1.0
Ap06109  Bacillus licheniformis Junio 10+ 0.0 4+0.5
Ap1245 Bacillus pumilus Diciembre 12+1.0
Ap12166  Bacillus sp. Diciembre 10+ 0.0
Ap021 Bacillus sp. Febrero 16+ 0.0
Ap024 Bacillus subtilis Febrero 14 £ 0.5

*Promedio de tres réplicas.

Variaciéon temporal de la actividad antimicrobiana de los extractos.

Debido a la baja actividad presentada con los extractos no se pudo valorar si
existe una variacion estacional, en los meses de agosto y octubre ningun extracto
mostré actividad frente a S. aureus mientras que frente a E. coli solo un extracto de

junio presenté un pequeio halo de inhibicion.

Bioensayos de actividad antiepibiética.

- Bacterias marinas

El bioensayo mostré que el 87% de los extractos fueron activos frente a
alguna de las cepas de bacterias marinas. En la tabla 11 se muestran las
concentraciones minimas inhibitorias (MIC) de los extractos activos. El extracto de la
bacteria Bacillus pumilus (Ap02159) mostré el mas amplio espectro de actividad,
inhibiendo 7 de las 15 cepas de bacterias de prueba a bajas concentraciones. Por
otra parte, frente a Bacillus lateresporus, Shewanella putrifaciens, Polaribacter
irgensii, Proteus vulgaris, Pseudoalteromonas elyakovii, Vibrio natriegens, V.

proteolyticus y V. carcharie, ninguno de los extractos fue activo.
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La cepa marina mas sensible fue Bacillus subtilis, siendo inhibida por el 69%

de los extractos, la mayoria a la mas baja concentracion probada (MIC de 0.01 ug
mL™) (Fig. 26).

Tabla 11. Concentracion minima inhibitoria de los extractos de las bacterias que

mostraron actividad antiepibiética frente a bacterias marinas (ug mL™).

ID Bacteria aislada (Extracto) Bl B2 B3 B4 B5 B6 B7
Ap04100 Bacillus pumilus - - - - - 10 -
Ap04101 Bacillus subtilis - - - 50 - - -
Ap04102 Bacillus licheniformis 0.01 1 - - - - -
Ap04110 Psychrobacter maritimus - - 0.1 - - - 10
Ap04117 Staphylococcus arlettae 0.01 - - - - - -
Ap04120 Bacillus subtilis - - 50 - - - -
Ap04168 Pseudovibrio sp. 0.01 1 -

Ap0492 Psychrobacter maritimus - - 0.1 - 0.01 - -
Ap0488 Bacillus sp. 50 - 10 - - - -
Ap0498 Micrococcus luteus - - 0.1 - - - -
Ap0630 Bacillus licheniformis - - 0.01 - - - -
Ap06109 Bacillus licheniformis 10 - 10 - - - -
AP06111 Bacillus subtilis 0.01 - 0.01 - - 0.1 -
Ap06116 Staphylococcus sp. 0.1 - - - 50 10 -
Ap06130 Bacillus subtilis - - - 50 - - -
Ap06137 Bacillus sonorensis - - 0.1 - - - -
Ap06141 Pseudovibrio denitrificans 10 - - - 50 10 -
Ap06165 Bacillus pumilus 0.01 - 0.1 50 - - -
Ap0624 Paracoccus sp. 0.01 - - - - - -
Ap0637 Marine bacterium 0.01 - 0.01 10 - - -
Ap0676 Bacillus subtilis - 1 - - - - -
Ap0685 Psychrobacter maritimus 0.01 - 0.01 - - - -
Ap0694 Bacillus megaterium 0.01 - - 0.01 - 0.01 -
Ap0697 Bacillus pumilus - - 10 - - - -
Ap08127 Bacillus subtilis 0.01 - - - - - -
Ap08147 Bacillus pumilus 0.1 - - - 50 10 -
Ap08161 Bacillus subtilis 1 - - - 10 1 10
Ap0846 Terribacillus goriensis - 0.01 10 - - - -
Ap0853 Bacillus licheniformis - - - 10 - - -
Ap0858 Bacillus subtilis 0.01 50 - - - - -
Ap0869 Psychrobacter maritimus 0.01 50 50 - 50 10 -
Ap0879 Micrococcus luteus 50 - - - 10 10 -
Ap10164 Bacillus subtilis 0.1 50 - - - - -
Ap1049 Staphylococcus sp. 10 - - - 0.1 10 -
Ap1050 Bacillus subtilis 50 - - - 50 0.1 -
Ap12146 Bacillus sp. 10 50 - - - - -

64



ID Bacteria aislada (Extracto) Bl B2 B3 B4 B5 B6 B7
Ap12151 Bacillus subtilis 10 - - - - - -
Ap12163 Bacillus licheniformis 50 - - - 0.1 1 -
Ap1217 Staphylococcus sp. 0.1 - - - - - -
Ap1221 Bacillus subtilis 0.01 - 50 - - - -
Ap1225 Bacillus sp. 0.01 50 50 - - - -
Ap1228 Bacillus subtilis 0.01 - - - - - -
Ap1245 Bacillus pumilus 10 - 50 - - - -
Ap1247 Sporosarcina aquamarina 10 - - - - - -
Ap021 Bacillus licheniformis 0.01 - - - - - -
Ap0213 Bacillus licheniformis - - 1 - - - 1
Ap2128(2) Bacillus licheniformis - - - - - - 50
Ap02135 Bacillus subtilis 0.1 - 1 - 0.1 1 -
Ap02136 Bacillus licheniformis - - 0.1 - - - 10
Ap02140 Bacillus sp. 0.01 - 10 - - - 10
Ap0233 Bacillus flexus 0.01 - 0.01 - - - 1
Ap02148 Bacillus subtilis - - 10 50 - - 1
Ap02156 Bacillus licheniformis 0.01 50 - 50 10 10 -
Ap022 Pseudovibrio sp. 0.01 - 0.1 - - - -
Ap0231 Bacillus subtilis 10 - 10 - - - -
Ap0238 Staphylococcus equorum - 0.1 - - - - -
Ap0204 Bacillus subtilis 1 - 0.1 10 - - -
Ap02159 Bacillus pumilus 0.01 0.01 0.1 0.1 - 10 0.01
Ap027 Bacillus licheniformis - 1 - - - -

B1 Bacillus subtilis, B2 B. sphaericus, B3 B. cereus, B4 Vibrio aestuarianus, B5 V. harveyi, B6 V.

parahemolyticus, B7 Roseobacter litoralis, - No actividad

Roseobacter litoralis

Vibrio parahemolyticus

Vibrio aestuarianus

Bacillus sphaericus

Vibrio harveyi

Bacillus cereus

Bacillus subtilis

40
No. de extractos activos

50

=0.01
m0.1

=10
m 50

Figura 26. Numero de extractos activos frente a las bacterias marinas a diferentes

concentraciones (0.01 - 50 ug mL™).
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El mayor niumero de extractos activos fueron los correspondientes a las
bacterias aisladas en el mes de febrero (15), seguidas de las de junio (14), mientras
que el menor numero de extractos que inhibieron el crecimiento fueron los de las
bacterias del mes de octubre (3) (Fig. 27). En todos los meses se observé actividad
de los extractos frente a las bacterias marinas a las concentraciones mas bajas (0.01

ug mL™"), en junio y febrero este nimero de extractos fue mayor (Fig. 28).
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Figura 27. Numero de extractos con actividad antiepibidtica frente a bacterias

marinas en cada mes de muestreo.
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Figura 28. Numero de extractos activos frente a bacterias marinas a las diferentes

concentraciones probadas.
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- Microalgas

El 23% de los extractos mostraron actividad frente a alguna de las cinco cepas
de microalgas probadas (Tabla 12). La mas sensible fue Cylindrotheca closterium ya
que 29 extractos fueron capaces de inhibir su crecimiento a bajas concentraciones
(Fig. 29). Las bacterias identificadas como Bacillus cibi Ap06145, Bacillus
licheniformis Ap04102, Bacillus pumilus Ap0697, Bacillus sonorensis Ap06137,
Bacillus subtilis Ap02139 Ap04101, Ap0676, Ap06130 y Psychrobacter maritimus

Ap0456 presentaron actividad frente a las cinco microalgas.

Chlorarachnion reptans h -I

Cylindrotheca closterium
=0.01

Exanthemachrysis gayraliae m0.1

m50

Lotharella globosa

Nevicuia jerreyi | =10
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No. de extractos activos

Figura 29. Numero de extractos activos frente a las microalgas de prueba a

diferentes concentraciones (0.01 - 50 ug mL™).
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Tabla 12. Concentracion minima inhibitoria de los extractos de las bacterias que

mostraron actividad antimicroalgal (ug mL™).

ID Bacteria aislada (Extracto) M1 M2 M3 M4 M5
Ap04100 Bacillus pumilus 1 - 1 1 -
Ap04101 Bacillus subtilis 0.1 0.1 10 0.1 0.1
Ap04102 Bacillus licheniformis 1 0.1 50 0.1 0.1
Ap04110 Psychrobacter maritimus 1 0.1 - 50 -
Ap04117 Staphylococcus arlettae 1 1 - 10 -
Ap04120 Bacillus subtilis - 0.01 50 - -
Ap04168 Pseudovibrio sp. - - 10 10 10
Ap0456 Psychrobacter maritimus 50 0.1 10 0.1 1
Ap0477 Bacillus licheniformis - 1 10 0.01 1
Ap0488 Bacillus sp. 10 0.1 - - -
Ap0498 Micrococcus luteus 0.1 0.01 - 0.1 10
Ap06106 Bacillus licheniformis - - - 0.1 -
Ap06109 Bacillus licheniformis 0.1 1 - 10 0.1
Ap06111 Bacillus subtilis 0.1 50 - - 1
Ap06130 Bacillus subtilis 0.1 0.1 1 0.1 10
Ap06137 Bacillus sonorensis 10 0.1 50 0.1 0.1
Ap06145 Bacillus cibi 0.1 50 50 0.01 10
Ap0624 Paracoccus sp. 10 - 50 1 0.1
Ap0637 Marine bacterium - - - 1 -
Ap0676 Bacillus subtilis 1 1 50 1 50
Ap0685 Psychrobacter maritimus - 0.1 10 0.1 -
Ap0694 Bacillus megaterium 0.1 0.1 10 - -
Ap0697 Bacillus pumilus 1 0.01 10 0.01 0.1
Ap0853 Bacillus licheniformis 0.1 1 - 1 -
Ap021 Bacillus licheniformis 0.1 - - 0.1 10
Ap02128(2) Bacillus licheniformis - - - 0.1 10
Ap0213 Bacillus licheniformis 0.1 0.1 - - -
Ap02136 Bacillus licheniformis 0.1 10 - - -
Ap02139 Bacillus subtilis 1 10 50 10 10
Ap02150 Psychrobacter sp. 0.1 - 1 - 0.1
Ap02140 Bacillus sp. 10 0.1 50 1 -
Ap022 Pseudovibrio sp. - - 1 0.1 0.1
Ap0231 Bacillus subtilis 0.1 - 10 1 1
Ap0238 Staphylococcus equorum 1 1 - 50 1
Ap0204 Bacillus subtilis 50 - 50 0.1 0.01
Ap0240 Bacillus pumilus - - - - 0.1
Ap027 Bacillus licheniformis - 10 - 1 10

M1 Chlorarachnion reptans, M2 Cylindrotheca closterium, M3 Exanthemachrysis gayraliae, M4

Navicula jeffreyi, M5 Lotharella globosa, - No actividad
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Al igual que con las bacterias marinas, el mayor numero de extractos activos
frente a las microalgas se obtuvieron en febrero y junio. Los extractos de octubre y
diciembre no mostraron ninguna actividad frente a ninguna de las microalgas (Fig.
30). La mayoria de los extractos mostraron actividad frente a las microalgas a una
concentracion de 0.1 yg mL" en los meses de abril, junio y febrero. Muy pocos

extractos fueron activos a la mas baja concentracion (Fig. 31).
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Figura 30. Numero de extractos con actividad antiepibiética frente a microalgas

marinas en cada mes de muestreo.
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Figura 31. Numero de extractos activos frente a microalgas marinas a las diferentes

concentraciones probadas.
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En la figura 32 se presentan los porcentajes por género de las bacterias que
mostraron actividad antiepibiética tanto frente a bacterias como a microalgas
marinas. Resulta evidente que las bacterias asociadas a A. gerardogreeni del género
Bacillus fueron las que presentaron la mayor actividad frente a los microorganismos

formadores de biofouling.
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Figura 32. Porcentaje de bacterias a nivel de género que presentan actividad

antiepibiotica frente a bacterias y microalgas marinas.
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DISCUSION

Aislamiento y caracterizacion morfolégica de las bacterias asociadas a
Aplysina gerardogreeni.

Trabajos como el presente en los que se caracteriza a los microorganismos
asociados a esponjas son de interés por diversas razones; una de ellas es debido a
la produccion de metabolitos secundarios de importancia industrial o farmacéutica, y
por otro lado, debido a que el mesohilo de las esponjas representa un nicho
ecoldgico especializado que podria dar lugar a la existencia de una diversidad de
bacterias que hasta ahora no han sido caracterizadas (Friedrich et al., 1999). Por
ello, existe cada vez mas evidencia que pone de manifiesto el significativo papel de
las bacterias en las asociaciones esponja-bacteria (Hentschel et al., 2001; Muller,
2003). Se ha sugerido ademas, que es muy importante analizar estas asociaciones
para conocer la funcion bioldgica de las sustancias activas que producen estas
bacterias y examinar la relacidon bacteria-esponja en la busqueda de nuevos
productos farmacéuticos (Hentschel et al., 2001). Por ello, como un primer avance en
el estudio de estas asociaciones se caracterizaron e identificaron las especies de
bacterias heterotrofas cultivables asociadas a la esponja Aplysina gerardogreeni

recolectada en un arrecife rocoso de Punta Arena, B.C.S., México.

A partir de A. gerardogreeni se lograron aislar 167 cepas de bacterias,
mientras que en A. aerophoba del mar Mediterraneo, Hentschel et al. (2001)
reportaron 238 aislamientos. Es importante aclarar que en esta tesis se utilizé un solo
medio de cultivo (agar soya tripticasa) mientras que con A. aerophoba se utilizaron
medio Zobell para heterétrofas, un medio enriquecido para oligotréficas, uno
especifico para cianobacterias y una camara para aislamiento de bacterias
anaerobias. En estudios con otros géneros donde también se probaron varios
medios, se aislé un numero semejante de cepas por ejemplo 145 de Dendrilla nigra y
178 de Suberites zeteki (Nadyne, 2006; Selvin et al., 2009).
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Se sabe que en ambientes marinos, aproximadamente el 1% de las bacterias
han logrado ser cultivadas, y en el caso de las esponjas es probable que muchos de
los simbiontes requieran de condiciones de cultivo altamente especializadas para
replicar las condiciones fisiolégicas particulares que se tienen en el tejido de la
esponja (Burja & Hill, 2001). En este trabajo, el medio utilizado no presenta
limitaciones en las fuentes de carbono, energia y nitrégeno por lo que fue propicio
para el crecimiento de bacterias de los principales grupos encontrados en otras
esponjas, permitiendo el aislamiento de bacterias heterétrofas aerobias tanto Gram

positivas como Gram negativas (Friedrich et al., 1999; Hentschel et al., 2003).

El 90.5% de las bacterias aisladas de Aplysina gerardogreeni fueron Gram positivas,
esto dado en gran parte por la cantidad de cepas de Bacillus que se aislaron, las
cuales fueron dominantes en los ejemplares de todos los meses estudiados. En
cuanto a las morfologias colonial y microscopica, la mayoria de las cepas aisladas
mostraron caracteristicas del género Bacillus, ya que dichas colonias presentaron un
anillo concéntrico en el centro y un borde irregular (Wakita et al., 2001). Las primeras
investigaciones realizadas para estimar la poblacién bacteriana en el agua de mair,
indicaron que las bacterias Gram negativas representaban el 95% (Zobell, 1946;
Moriarty & Hayward, 1982; Jensen & Fenical, 1995), segun estos mismos estudios,
los microorganismos Gram positivos esporulados no abundan en la columna de agua
y su importancia es mucho mayor en los sedimentos, lo cual ha sido confirmado en
estudios recientes donde han encontrado, al igual que en este trabajo, una alta
proporcion de bacterias Gram positivas en esponjas y sedimentos (Webster et al,,
2001; Lugioyo et al., 2003; Jensen et al.,, 2005; Gontang et al., 2007). Lo anterior,
aunado a que las bacterias que habitan en las esponjas son diferentes a las
presentes en el agua circundante (Wilkinson et al., 1981; Santavy & Colwell, 1990;
Burja & Hill, 2001; Taylor et al., 2005; Weisz et al., 2007) parece indicar que la
comunidad de bacterias asociadas al mesohilo de esponjas podrian ser huéspedes
verdaderos y no solo parte del alimento que filtran. Ademas, se ha mencionado que
los espacios internos de los organismos marinos, como esponjas, contienen mas
nutrientes que el agua de mar circundante por lo que constituyen microhabitats

unicos a los que los microorganismos se adaptan (Hentschel et al., 2003; Hill, 2004;
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Hill et al., 2006; Webster & Bourne, 2007) y este hecho puede ser clave para

determinar la diversidad de bacterias asociadas a esponjas (Dobretsov et al., 2006).

Cuantificacion de bacterias por epifluorescencia.

Se ha reportado la presencia de un gran numero de bacterias en varias
esponjas del orden Demospongiae (Willenz & Hartmann, 1989; Mduller, 2003). En
este trabajo para Aplysina gerardogreeni se tiene un valor promedio anual de 9.7 x
108 cel g™'. En Aplysina aerophoba, se han estimado abundancias de 6.4 + 4.6 x 10°
bacterias g™ (Friedrich et al., 2001). El género Aplysina se ubica dentro del grupo
llamado “bacterioesponjas” o de “alta abundancia microbiana” de acuerdo con
Vacelet & Donadey (1977, Citado en Mduller, 2003), las cuales tienen densidades
entre 10® y 10" células bacterianas por gramo (peso humedo) de esponja,
superando por dos o tres 6rdenes de magnitud la del agua del mar circundante,
mientras que la concentracidn de bacterias asociadas con "esponjas de baja
abundancia microbiana" es similar a la del agua de mar (Friedrich et al., 2001;
Webster & Hill, 2001). Esta diferencia en las asociaciones microbianas tiene
implicaciones importantes para la biologia, fisiologia y ecologia de la esponja. Se ha
observado que esponjas con alta abundancia de microorganismos tienen un
mesohilo mas denso y un sistema acuifero compuesto por largos y estrechos
canales, los cuales requieren de tasas de filtracion mas lentas de tal forma que la
cantidad de bacterias esta inversamente correlacionada con el sistema de irrigacion
de la esponja (Vacelet & Donadey, 1977, Citado en Muller, 2003). Ademas estas
altas densidades de microorganismos asociados a la esponja le ofrecen ventajas
nutricionales por su capacidad de alimentarse de materia organica disuelta en el
agua de mar filtrada (Wilkinson, 1983; Yahel et al., 2003).
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Identificacidon de las bacterias asociadas a Aplysina gerardogreeni.

Para la seleccion de diferentes morfotipos (167 cepas) el primer criterio se
basé en las caracteristicas morfolégicas de las colonias aisladas, posteriormente,
con el analisis de las secuencias se encontr6 que muchas de las cepas que
presentaban diferencias morfologicas, se relacionaron con una misma especie. Esto
podria deberse a que las cepas marinas pueden utilizar concentraciones muy bajas
de nutrientes en el medio marino, y en ocasiones el pleomorfismo que muestran en
los cultivos (formas celulares diferentes en un mismo organismo) puede deberse al
uso de un medio enriquecido como es el caso del utilizado en este estudio (Wood,
1953). Debido a ello, este pleomorfismo es mas marcado en especies marinas que
en terrestres (Wood, 1967).

La mayoria de las bacterias aisladas e identificadas por la secuenciacion
parcial del gen ADNr 16S fueron filogenéticamente mas cercanas a bacterias Gram
positivas que a Gram negativas como ya se habia observado al microscopio con las
tinciones Gram. Se aislaron representantes de Proteobacteria (a y y- Proteobacteria),
Actinobacteria y Firmicutes. Dentro de las bacterias asociadas a esponjas, se han
encontrado al menos 23 diferentes Phyla (Taylor et al., 2007; Webster et al., 2010),
en particular en esponjas del género Aplysina del mar Mediterraneo, autores como
Wilkinson et al. (1981), Friedrich et al. (2001) y Hill et al. (2006), encontraron que las
a- Proteobacteria, d- Proteobacteria y y- Proteobacteria son dominantes. Mientras
que para A. fulva de Brasil los grupos dominantes fueron Chloroflexi, ao-
Proteobacteria y y- Proteobacteria (Hardoim et al., 2009). La presencia de bacterias
del Phyla Proteobacteria también ha sido documentada en varias esponjas (Friedrich
et al., 1999; Thakur & Anil, 2000; Burja & Hill, 2001; Webster et al., 2001; Webster &
Hill, 2001; Hentschel et al., 2003; Li et al., 2006; Wang et al., 2008). Enticknap et al.
(2006) encontraron que bacterias de este grupo son transmitidas de los padres a las
larvas y mencionan que pueden tratarse de cepas especificas de la esponja que han
coevolucionado junto a su hospedero, ya que muchas de ellas no se han encontrado

en el agua de mar circundante por lo que han sido consideradas como simbiontes
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verdaderos de las esponjas. Dentro de este grupo se encuentran bacterias con un
importante papel ecoldgico ya que degradan una amplia variedad de compuestos
(mineralizacion) y participan en la conversion del amonio a nitrito (nitrificacion)
(Radax et al. 2012).

Se tiene evidencia de que esponjas del género Aplysina comparten a los
grupos bacterianos de las Proteobacterias y Actinobacterias, aun cuando se
encuentran en lugares diferentes (Friedrich et al., 2001; Hentschel et al., 2002; 2003;
Thoms et al., 2003). Sin embargo, es notable que en ninguno de esos estudios se
encontrara como grupo dominante a los Firmicutes como ocurrié en este trabajo con
Aplysina gerardogreeni. Cabe mencionar que los estudios realizados por los otros
autores estan basados en la comunidad bacteriana total, identificada mediante
herramientas moleculares, en nuestro caso solo pudimos obtener informacion acerca
de la fraccidon cultivable, por lo que seria dificil poder aseverar si ocurren 0 no

cambios evidentes en la composicidén de las especies dominantes.

Como se menciond en el apartado anterior, los Firmicutes fueron los
dominantes con el mayor numero de especies sobre todo el género Bacillus. Estas
especies han sido encontradas, aunque no como dominantes, en otras esponjas
como Stelletta tenuis, Halichondria rugosa, Dysidea avara, Craniella australiensis,
Callyspongia sp. € Hymeniacidon perleve, entre otras (Li, 2009). Al igual que con
Aplysina gerardogreeni, en otros trabajos se ha encontrado que las cepas mas
abundantes de este género asociadas a esponjas marinas son B. subtilis y B.
pumilus (Hentschel et al., 2001). Asimismo, estudios recientes mostraron que las
cepas de B. marinus, B. subtilis, B. pumilus, B. licheniformis, B. cereus y B.
myicoides son habitantes frecuentes en otros invertebrados marinos (Beleneva,
2008).

Los resultados del analisis filogenético y de similitud que se realizé sin duda
reflejan un nivel relativamente alto de diversidad de secuencias dentro de las

regiones de ADN especificas de las cepas de Bacillus que se examinaron. Sin
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embargo, el uso del gen 16S no permitié discernir entre las especies de este género,
ya que este es muy conservado. Como una alternativa para complementar estos
analisis, pudieran emplearse genes codificantes de proteina como el rpoB, el cual ha
sido utilizado como un marcador potencial que ha permitido la identificacién a nivel

de especie del género Bacillus (Ki et al., 2009).

Caracterizacion bioquimica.

Con las pruebas realizadas en este trabajo se caracteriz6é a los
microorganismos, encontrando entre las bacterias aisladas sistemas metabdlicos
muy variados, a pesar de ello todas fueron capaces de utilizar los nutrientes del
medio de cultivo empleado, aunque en ocasiones el crecimiento era mas lento, con
menor cantidad de biomasa o era mas dificil recuperar las cepas, esto debido a que
cada tipo de bacteria vive en condiciones ambientales diferentes y se adapta al
medio lo mejor posible, sin embargo, se sabe que no todos los géneros utilizan los
mismos sustratos como fuentes de energia, carbono o nitrégeno, existiendo también
gran diversidad de rutas metabdlicas para la obtencion de dicha energia (Madigan et
al., 2000). En el caso de Bacillus por ejemplo, la mayoria de las especies de este
género se caracterizaron por producir catalasa, enzima que es esencial en la defensa
bioldgica contra la toxicidad del oxigeno y que esta presente en la mayoria de las
bacterias aerobias y anaerobias facultativas (MacFaddin, 2003), estas especies
crecen en medios de cultivo que contengan azucares, acidos organicos, alcoholes,
entre otros, como unicas fuentes de carbono y pueden utilizar el amonio como fuente
de nitrégeno durante la fase exponencial de su crecimiento (Abarca et al., 1992). En
su medio natural los productos finales de la fermentacion reducen el piruvato a acido
lactico y en algunos casos el resto en una mezcla de CO, se convierten en acido
férmico o acético (Hernandez, 2003). Mediante la prueba del rojo de metilo se pudo
comprobar que la mayoria de las bacterias aisladas son fermentadoras de estos

acidos. Asimismo, aquellas que dieron positivo a la prueba de Voges Proskauer
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indicaron que la glucosa es fermentada con la produccion de butanodiol, que es un

producto que resulta de la reduccion de la acetoina (MacFaddin, 2003).

Todos estos resultados ademas de ayudar a tener un mayor conocimiento de
las especies que habitan en la esponja, proporcionan informacion para optimizar los
medios de cultivo, y continuar con la busqueda de bacterias de interés, ya que
algunas especies solo muestran crecimiento en presencia de un solo tipo de
carbohidrato utilizable como fuente de carbono y energia (Garcia-Martos et al.,
1996). Por ello es importante conocer los requerimientos y procesos metabdlicos
para incrementar el éxito de un cultivo y la biomasa o también para en un futuro
lograr una mayor produccion de antibidticos, esto es, asegurando primero las
condiciones apropiadas para un buen crecimiento y después, alterando esas
condiciones en el momento adecuado para asegurar una buena produccion del
metabolito secundario, ya que se conoce que el metabolismo secundario comienza
cuando el microorganismo detiene su crecimiento por alguna razoén, por ejemplo, por

falta de nutrientes, carbono, nitrégeno o fésforo principalmente (Abarca et al., 1992).

Variacion temporal de las bacterias asociadas a la esponja Aplysina
gerardogreeni.

Se observo una variacion temporal en el numero total de bacterias y en la
cantidad de cepas aisladas de Aplysina gerardogreeni, disminuyendo hacia los
meses calidos del verano y otofio e incrementandose hacia los meses frios. Esta
variacién temporal en numero de bacterias ha sido reportada por otros autores como
Bakus et al. (1985) (citado en Thakur & Anil, 2000), Thakur & Anil (2000) y Wichels et
al. (2006). Estos trabajos se enfocaron en bacterias de la superficie de las esponjas y
los autores mencionan que en los meses calidos, en respuesta al incremento del
numero de bacterias en el agua circundante, las esponjas presentan una mayor
abundancia de bacterias epibiontes para la defensa contra otros microorganismos.
Varios factores han sido reportados para explicar la variacion estacional en las

comunidades bacterianas, como los cambios en las condiciones fisicas (Vogel, 1977;
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Barthel, 1988; Erpenbeck & van Soest, 2002), la temperatura del agua, la exposicion
a corrientes de agua, el suministro de oxigeno, salinidad, pH, nitratos y la presencia o
ausencia de epibiontes, ademas se ha mencionado que la naturaleza y composicion
de los exudados del hospedero también puede influir (Barthel, 1986; Osgood &
Boylen, 1990; Guppy & Bythell, 2006; Ling et al., 2012). También se ha identificado
que algunos metales pesados son agentes capaces de modificar la estructura de las
comunidades bacterianas en el medio marino ya que estos varian con la época
principalmente en zonas de descarga de agua fluvial (Riquelme et al., 1997). En la
zona de estudio se ha documentado la presencia de metales pesados durante la
época de lluvias, los cuales son transportados desde la zona minera de San Antonio,
B.C.S. (Nava-Sanchez, 1992). Por lo que alguno de estos factores o en su conjunto

pudieron ser determinantes para lo ocurrido con A. gerardogreeni.

En relacién a la variacion de la composicion especifica, Bacillus subtilis y B.
licheniformis se mantuvieron constantes a lo largo del afo. En otros estudios en
donde han analizado la estabilidad y la especificidad de los microorganismos
asociados a esponjas han encontrado una asociacion permanente de las especies de
bacterias con las esponjas hospederas en largos periodos (Friedrich et al., 2001;
Thoms et al., 2003; Hoffmann et al., 2006; Mohamed et al., 2008a; 2008b; Webster et
al., 2008a; 2008b; Kloppel et al., 2008). Sin embargo, en este estudio varias especies
fueron aisladas solo durante uno de los meses de muestreo. Aun falta mucho por
conocer acerca de la estabilidad de las bacterias y las interacciones con la esponja,
asi como los factores que causan perturbacion y la desaparicion o presencia de

algunas especies.

Actividad biologica de las bacterias aisladas de Aplysina gerardogreeni.

En este estudio se encontr6 que un alto porcentaje de las bacterias aisladas
de Aplysina gerardogreeni mostraron actividad tanto antimicrobiana como

antiepibidtica. La actividad antimicrobiana fue mayor frente a Staphylococcus aureus,
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mientras que frente a Escherichia coli, si bien se inhibié su crecimiento, hubo menor
numero de cepas activas y los halos de inhibicién fueron de mucho menor tamario.
Las bacterias Gram negativas, como lo es E. coli, son generalmente menos
susceptibles a antimicrobianos que las bacterias Gram positivas (S. aureus) debido a
la presencia de una membrana externa y lipopolisacaridos que en conjunto actuan

como una barrera eficaz contra las moléculas hidrofobicas y lipofilicas.

Al realizar los bioensayos con la suspension bacteriana de los aislamientos, se
observd que un 58% de las cepas mostraron actividad frente a Staphylococcus
aureus y un 22% frente a Escherichia coli, 1o cual indica un alto porcentaje de
actividad en comparacion con bacterias aisladas de otras esponjas que han
mostrado que unicamente entre el 5 y el 14.4% de ellas presentaron actividad
antimicrobiana (Nair & Simidu, 1987; Chelossi et al.,, 2004; Chelossi et al., 2007;
Santos et al., 2010). Sin embargo, al realizar el bioensayo con los extractos
organicos, solo un 5% de ellos mostraron actividad frente a S. aureus lo que se
asemeja mas a los resultados reportados por otros autores. Esta diferencia en la
actividad entre la suspension bacteriana y los extractos organicos puede deberse a
varios factores, uno de ellos podria ser que la actividad antimicrobiana se pierde
facilmente durante las resiembras periddicas realizadas para la obtencion de los
cultivos, lo cual ya ha sido mencionado por otros autores (Muscholl-Silberhorn et al.,
2008). Otra explicacion podria ser que los disolventes utilizados y/o el método de
extraccion no fueron los adecuados para extraer los compuestos activos, por lo que
se requiere de un disefio experimental especifico para determinar el mejor método de

extraccion.

Sin embargo, en los bioensayos de actividad antiepibidtica con los extractos
se obtuvo buena actividad a bajas concentraciones, tanto frente a las bacterias
marinas como a las microalgas probadas. Hasta ahora, sélo un numero limitado de
bacterias del medio marino han sido utilizadas para evaluar su actividad
antiepibidtica, tal es el caso de las bacterias Pseudoalteromonas luteoviolacea, P.

tunicata y P. aurantia aisladas de esponjas y algas que inhibieron el crecimiento de
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otras bacterias en el medio marino (Holmstrom et al., 2002). Bacillus pumilus, B.
licheniformis, B. subtilis y Pseudomonas sp. aisladas de algas y de un nudibranquio,
al igual que en el presente trabajo inhibieron la adhesion bacteriana (Burgess et al.,
2003). También Satheesh et al. (2012) encontraron que dos especies de Bacillus
mostraron actividad inhibitoria de bacterias y microalgas formadoras de biopelicula.
Dado que so6lo una pequefia proporcion de microorganismos han sido estudiados
para la produccidn de compuestos antiepibidticos, se requiere mucha mas
investigacion con el fin de aislar y cultivar estos microorganismos para aprovechar al

maximo su potencial.

Los bacilos Gram positivos fueron los que presentaron mayor actividad
antimicrobiana y antiepibidtica frente a los microorganismos estudiados. En el medio
terrestre y marino, las bacterias Gram positivas son bien conocidas como
productoras de metabolitos secundarios biolégicamente activos. Estudios de su
genoma han revelado que mas del 3% de éste contiene genes que codifican para la
biosintesis de metabolitos, tales como policétido sintasas y péptido sintetasa no
ribosomal requeridos para la biosintesis de compuestos activos (Donadio et al.,
2007). De ellas, en este estudio, el género Bacillus fue el que presentd mayor
espectro de actividad frente a las cepas probadas. Este género constituye uno de los
grupos de microorganismos de alto potencial biomédico (Fenical & Jensen, 1993;
Muscholl-Silberhorn et al., 2008), han sido aislados con regularidad de varios
invertebrados y ampliamente estudiados por diversos autores por la produccion de
metabolitos con propiedades antimicrobianas, antiadherentes, algicidas y de interés
en farmacologia (Ilvanova et al., 1999; Jeong et al., 2003; Lugioyo, 2003; Pabel et al.,
2003; Zhang et al., 2004). En diversos estudios se ha encontrado que las bacterias
que pertenecen a este género son mas activas llegando a inhibir el crecimiento del
60% de las bacterias patogenas (Baam et al., 1966; Thakur & Anil, 2000; Anand et
al., 2006; Santos et al., 2010). Ha sido reportado que Bacillus brevis, B. cereus, B.
circulans, B. laterosporus, B. licheniformis, B. polymyxa, B. amyloliquefaciens, B.

pumilus, y B. subtilis aislados de diferentes sustratos producen metabolitos
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secundarios con propiedades antagonistas y han sido exitosos como agentes bio-
controladores (Wulff et al., 2002; Madigan et al., 2005; Nair et al., 2012).

En los bioensayos de actividad antiepibiética se encontraron buenos
resultados con los extractos obtenidos de las especies de Bacillus, aisladas de
Aplysina gerardogreeni frente a las cepas marinas del mismo género. Wiese et al.
(2009) indican que los miembros de este género producen alrededor de 800
metabolitos incluidos agentes anitimicrobianos (péptidos de bajo peso molecular),
entre ellos los mas importantes son las bacteriocinas, que son péptidos sintetizados
en el ribosoma, como la subtilina (Jansen & Hirschmann, 1944) y subtilosina (Zheng
& Slavik, 1999) comunmente letales para las bacterias estrechamente relacionadas
con las que las producen (de la Fuente-Salcido et al., 2008), como en este caso
(Bacillus vs. Bacillus) y que tienen gran potencial de aplicaciéon en alimentos,
agricultura y en la industria farmacéutica para prevenir o controlar el crecimiento de
los microorganismos (Riley & Wertz, 2002) ya que se ha comprobado que pueden
actuar sobre bacterias patdégenas, especialmente en Gram positivas (Cleveland et al.,
2001).

Bacillus licheniformis fue una de las especies que mostr6 mayor actividad
tanto antimicrobiana como antiepibiética. Se ha mencionado que debido a que esta
especie es muy frecuente, su amplio espectro de actividad podria ayudarle dandole
una ventaja competitiva en el medio marino para constituirse como uno de los
principales miembros de la comunidad asociada (Sayem et al., 2011). Entre los
compuestos antibidticos producidos por esta especie se encuentra la bacitracina,
también producida por B. subtilis la cual es actualmente utilizada como un tépico
para infecciones oculares o de la piel. Asimismo, hallazgos recientes sugieren que
polisacaridos producidos por Bacillus poseen también la capacidad de regular e

inhibir la formacion de biopeliculas (Valle et al., 2006; Sayem et al., 2011).

Las bacterias identificadas como Staphylococcus, Micrococcus, Psychrobacter

y Pseudovibrio aisladas de Aplysina gerardogreeni también mostraron buena
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actividad antimicrobiana y antiepibidtica. Estas especies han sido aisladas de otras
esponjas y han presentado actividad antimicrobiana, en algunos casos con tasas de
inhibicion del 50% frente a diferentes cepas (Ilvanova et al.,, 1999; Hentschel et al.,
2001; Jeong et al., 2003; Ortega-Morales et al., 2008; Berrue et al., 2009; Desriac et
al., 2010; Santos et al., 2010; Musthafa et al., 2011). Por otro lado, en la actualidad
muchos de los estudios orientados a la busqueda de metabolitos secundarios con
actividad se estan enfocando en las Actinobacterias, este grupo es uno de los
mayores productores de compuestos activos (Bull & Stach, 2007; Kennedy et al.,
2009), en el presente estudio la unica especie que logramos aislar fue Micrococcus
luteus. Esta fue una de las bacterias mas dificil de cultivar, debido a su lento
crecimiento y requerimientos nutricionales, pese a ello se obtuvo actividad
antiepibidtica frente a tres bacterias y una microalga, por lo que resulta de interés

darle seguimiento a las bacterias de este grupo, las cuales tienen un buen potencial.

Variacion temporal de los extractos con actividad bioldgica.

La actividad antimicrobiana que presentaron las bacterias (suspension) tuvo
una variacion temporal, presentando los mayores halos de inhibicién en los meses
del otofo e invierno. Estos resultados coinciden con lo obtenido en los extractos
crudos de esta esponja de la misma localidad, donde se encontré una mayor
actividad en otofio (Montes-Plascencia et al., 2010). Se ha reportado que las
esponjas producen los compuestos bioactivos cuando grandes poblaciones de
bacterias estan asociadas a ellas, lo que indicaria que estos compuestos son
sintetizados para su defensa contra depredadores o invasores (Richelle-Maurer et
al., 2003). Con los resultados de este trabajo se pudo comprobar que no siempre la
abundancia de bacterias esta relacionada con una mayor actividad producida por la
esponja, ya que en agosto y octubre (otofio) se encontré la menor abundancia de
bacterias asociadas, aunque estas pocas presentaron buena actividad. Esto pudiera
estar relacionado con las interacciones competitivas entre las bacterias, existiendo

un predominio de bacterias capaces de producir compuestos bioactivos que puede
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inhibir y hasta causar la muerte a otras bacterias que compiten por la misma fuente
de nutrientes (Chelossi et al., 2007).

En los bioensayos de antiepibiosis, al igual que con Ila actividad
antimicrobiana, se presentd una variacidon bimensual del numero de extractos
activos. Estos resultados coinciden con lo sefialado en otros estudios en los que
demuestran que la actividad antiepibiotica varia en el tiempo (Hellio et al., 2004).
Bernbom et al. (2011) observaron una diferencia significativa en el numero de
bacterias con actividad antiepibidtica en diferentes meses, con el mayor numero en
agosto y noviembre. Maréchal et al. (2004) mencionan que la actividad antiepibidtica
es mayor durante primavera y verano, cuando la presion de la epibiosis es mas
intensa y los valores de temperatura del agua y la intensidad de la luz son altos. En
nuestro caso, junio y agosto fueron los meses con mayor temperatura del agua, los
extractos de estos meses presentaron actividad a la menor concentracion probada
(0.01 pg mL™), aunque esto no explicaria lo ocurrido con los extractos de febrero que
también mostraron muy buena actividad. Lo mismo se encontré con las microalgas,

aunque en este caso durante agosto solo un extracto presenté actividad.

Al analizar si las bacterias con actividad antimicrobiana y antiepibidtica se
asociaban con temporadas especificas, se pudo comprobar que en ambos casos las
bacterias que presentaron una actividad constante a lo largo del tiempo fueron las
pertenecientes al género Bacillus y Staphylococcus. Las bacterias Gram positivas
representan una fuente potencial de sustancias antibiéticas como se puede constatar
en esta y otras investigaciones, que pudieran resultar incluso nuevas con relacién a
las producidas por las bacterias terrestres, por estar expuestas a otras condiciones
ambientales (Fenical & Jensen, 1993). El aislamiento e identificacion de bacterias
marinas productoras de sustancias activas ha dado gran importancia al fenédmeno de
antagonismo microbiano en el medio marino. Este hecho pudiera indicar que las
bacterias marinas juegan un papel determinante en el caracter autodepurador que se
le atribuye al mar, como ya han sugerido y comprobado otros investigadores

(Pushkar, 1979; Burgess et al., 2003). Los metabolitos secundarios producidos por
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ellas, entre los que se encuentran los antibidticos, tienen una funcién protectora en el
medio ambiente. Las bacterias como mecanismo de defensa producen sustancias
que eliminan o inhiben el crecimiento de otros microorganismos por lo que juegan un
papel ecoldégico importante en el ecosistema marino. Algunos autores proponen la
interaccion bacteriana antagonica como posible mecanismo de regulacion del
crecimiento poblacional y de esta forma del desarrollo de etapas subsecuentes de la
macroepibiosis (Mora-Cristancho et al., 2009).

Consideraciones finales

En este trabajo se pudo constatar que las bacterias asociadas a Aplysina
gerardogreeni que se lograron aislar en el medio soya tripticasa (TSA), son una
buena fuente de compuestos activos principalmente como agentes antiepibidticos.
Hay una serie de beneficios asociados con el uso de microorganismos como fuente
de compuestos. La primera ventaja es el subsanar los problemas relacionados con el
suministro ya que las bacterias pueden ser cultivadas facilmente. Otra ventaja de
usar microorganismos como fuente de compuestos bioactivos es que pueden
producirlos en corto tiempo y en grandes cantidades en comparacién con los
invertebrados y algas. Ademas, las cepas de bacterias de una misma especie
pueden producir diferentes compuestos bioactivos bajo diferentes condiciones de
cultivo, y por lo tanto aumentar el potencial numero de ellos (Armstrong et al., 2000).
Por otro lado, las bacterias de origen marino constituyen un recurso potencial de
nuevas sustancias bioactivas debido entre otras causas, a que las formas de vida
marina se cree han evolucionado por estar expuestas a condiciones ambientales
diferentes a sus contrapartes terrestres, por lo que se han descubierto moléculas

nuevas o con mayor actividad (Nair & Simidu, 1987; Barbier & Prieur, 1991).
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CONCLUSIONES

Al igual que en otras esponjas del género Aplysina reportadas en la literatura
se encontré un gran numero de bacterias asociadas a los ejemplares de A.
gerardogreeni con un promedio anual de 9.7 x 10® cél g'1 esponja, lo que la ubica
entre las esponjas con alta abundancia microbiana. Asimismo se lograron aislar 167
morfotipos diferentes, el 90.5% de los cuales son bacterias Gram positivas, en forma

de bacilos.

La identificacion de las bacterias mediante ADN reveld la presencia de 83
especies con secuencias diferentes, pertenecientes a tres Phyla, nueve géneros y
dos sin clasificar, entre ellas, las bacterias pertenecientes al género Bacillus fueron
las mejor representadas, ya que constituyen el 62% del total de las bacterias

aisladas.

La mayor cantidad de bacterias se aislaron en febrero, lo cual coincide con el
mes en el que la esponja presenta la mayor abundancia de bacterias en su tejido.
Bacillus subtilis, B. licheniformis y B. pumilus fueron consistentes a lo largo de los

meses, mientras que otras bacterias solo se encontraron en uno de ellos.

Una gran proporcion de las bacterias cultivadas (58%) fueron activas frente a
Staphylococcus aureus, mientras que frente a Escherichia coli el porcentaje fue mas

bajo (22%) aunque mayor que lo reportado en otros estudios similares.

Los extractos crudos de las bacterias no mostraron tan buena actividad
antimicrobiana como en los bioensayos con la suspension bacteriana, probablemente
debido al método de extraccion utilizado. Sin embargo, en los bioensayos de
actividad antiepibidtica, el 87% de los extractos fueron activos frente a las bacterias

colonizadoras y el 69% frente a microalgas epibidticas.

La actividad antimicrobiana y antiepibi6tica tuvo una variacién temporal, los

mayores halos de inhibicion frente a las cepas patégenas se obtuvieron con las
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bacterias aisladas en otofio e invierno, mientras que las mejores MIC frente a

bacterias marinas y microalgas se obtuvieron con los extractos de junio.

Con estos resultados se logré confirmar la hipotesis planteada, ya que tanto la

diversidad, la cantidad de bacterias y la actividad presentaron variaciones

temporales.
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ANEXO I. Caracteristicas morfoldgicas de las cepas aisladas de Aplysina

gerardogreeni.

Etiqueta Mes Prof. Forma Margen Elevacién Color Morfologia Gram
Ap041 4 1 CIRCULAR ENTERO PULVINADO BLANCO OPACO COCOs POSITIVO
Ap04101 4 1 CIRCULAR ENTERO PLANO BLANCO HIALINO BACILOS POSITIVO
Ap04102 4 1 IRREGULAR IRREGULAR VISCOSO HIALINO BACILOS POSITIVO
Ap04104 4 1 CIRCULAR ENTERO ELEVADO BLANCO OPACO COCOSs NEGATIVO
Ap04110 4 1 CIRCULAR ENTERO ELEVADO AMARILLO CLARO COCOS NEGATIVO
Ap04117 4 1 CIRCULAR ONDULADO CONVEXO  BLANCO HIALINO COCOSs POSITIVO
Ap04120 4 1 IRREGULAR IRREGULAR VISCOSO HIALINO BACILOS POSITIVO
Ap04172 4 1 IRREGULAR |IRREGULAR VISCOSO HIALINO BACILOS NEGATIVO
Ap04174 4 1 CIRCULAR ENTERO PLANO BLANCO HIALINO BACILOS POSITIVO
Ap04175 4 1 IRREGULAR |IRREGULAR VISCOSO HIALINO COCOSs NEGATIVO
Ap0444 4 1 IRREGULAR IRREGULAR VISCOSO HIALINO BACILOS POSITIVO
Ap0467 4 1 CIRCULAR LOBULADO PULVINADO CENTRO OBSCURO BACILOS POSITIVO
Ap0475 4 1 IRREGULAR IRREGULAR VISCOSO HIALINO BACILOS POSITIVO
Ap0480 4 1 CIRCULAR ENTERO PLANO BLANCO HIALINO BACILOS POSITIVO
Ap0490 4 1 CIRCULAR LOBULADO PULVINADO CENTRO OBSCURO BACILOS POSITIVO
Ap0496 4 1 IRREGULAR LOBULADO PLANO HIALINO COCOSs POSITIVO
Ap0498 4 1 CIRCULAR ENTERO PULVINADO AMARILLO COCOs POSITIVO
Ap0499 4 1 CIRCULAR ENTERO PLANO BLANCO HIALINO BACILOS POSITIVO
Ap04103 4 2 CIRCULAR ENTERO ELEVADO AMARILLO CLARO BACILOS POSITIVO
Ap04107 4 2 CIRCULAR ENTERO ELEVADO AMARILLO CLARO BACILOS POSITIVO
Ap04170 4 2 IRREGULAR  ONDULADO PULVINADO HIALINO BACILOS POSITIVO
Ap04173 4 2 CIRCULAR ENTERO ELEVADO AMARILLO CLARO BACILOS POSITIVO
Ap0456 4 2 IRREGULAR LOBULADO ELEVADO ROSA COCOs NEGATIVO
Ap0461 4 2 CIRCULAR LOBULADO ELEVADO CENTRO OBSCURO BACILOS POSITIVO
Ap0463 4 2 IRREGULAR IRREGULAR VISCOSO HIALINO BACILOS POSITIVO
Ap0473 4 2 CIRCULAR LOBULADO PULVINADO CENTRO OBSCURO BACILOS POSITIVO
Ap0477 4 2 CIRCULAR ENTERO ELEVADO AMARILLO CLARO BACILOS POSITIVO
Ap0405 4 3 CIRCULAR ENTERO PULVINADO BLANCO HIALINO BACILOS POSITIVO
Ap0406 4 3 CIRCULAR ENTERO PULVINADO AMARILLO CLARO BACILOS POSITIVO
Ap0408 4 3 IRREGULAR |IRREGULAR VISCOSO BLANCO BACILOS POSITIVO
Ap04100 4 3 CIRCULAR LOBULADO PULVINADO CENTRO OBSCURO BACILOS POSITIVO
Ap04114 4 3 IRREGULAR LOBULADO ELEVADO HIALINO BACILOS NEGATIVO
Ap04121 4 3 IRREGULAR  ONDULADO PULVINADO BLANCO HIALINO BACILOS POSITIVO
Ap04129 4 3 IRREGULAR |IRREGULAR PLANO AMARILLO CLARO COCOS NEGATIVO
Ap04168 4 3 CIRCULAR ENTERO ELEVADO BLANCO BACILOS POSITIVO
Ap0471 4 3 IRREGULAR IRREGULAR PLANO AMARILLO CLARO COCOS POSITIVO
Ap0488 4 3 CIRCULAR LOBULADO ELEVADO BLANCO OPACO BACILOS POSITIVO
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Etiqueta Mes Prof. Forma Margen Elevacién Color Morfologia Gram
Ap0491 4 3 CIRCULAR ENTERO ELEVADO BLANCO OPACO COCOs POSITIVO
Ap0492 4 3 CIRCULAR ENTERO PULVINADO AMARILLO COCOSs NEGATIVO
Ap06116 6 1 CIRCULAR ONDULADO PLANO BLANCO COCOs POSITIVO
Ap06141 6 1 CIRCULAR ONDULADO ELEVADO BLANCO BACILOS POSITIVO
Ap06145 6 1 CIRCULAR ONDULADO PULVINADO AMARILLO CLARO BACILOS POSITIVO
Ap06165 6 1 CIRCULAR ENTERO PLANO HIALINO BACILOS POSITIVO
Ap0618 6 1 CIRCULAR ENTERO ELEVADO HIALINO BACILOS NEGATIVO
Ap0620 6 1 CIRCULAR ONDULADO ELEVADO AMARILLO CLARO BACILOS POSITIVO
Ap0624 6 1 IRREGULAR IRREGULAR VISCOSO NARANJA COCOs NEGATIVO
Ap0641 6 1 CIRCULAR ONDULADO PULVINADO AMARILLO CLARO BACILOS POSITIVO
Ap0676 6 1 IRREGULAR  FILAMENTOSO PLANO AMARILLO CLARO BACILOS POSITIVO
Ap0684 6 1 CIRCULAR ENTERO PLANO BLANCO BACILOS POSITIVO
Ap0693 6 1 CIRCULAR ENTERO PLANO HIALINO BACILOS POSITIVO
Ap0603 6 2 IRREGULAR |IRREGULAR VISCOSO HIALINO BACILOS POSITIVO
Ap06109 6 2 CIRCULAR ENTERO CONVEXO BLANCO BACILOS POSITIVO
Ap06113 6 2 SEDIMENTOS LOBULADO PLANO HIALINO BACILOS POSITIVO
Ap06130 6 2 CIRCULAR ENTERO PLANO BLANCO BACILOS POSITIVO
Ap06131 6 2 IRREGULAR |IRREGULAR VISCOSO HIALINO BACILOS POSITIVO
Ap06155 6 2 CIRCULAR ENTERO PLANO HIALINO COCOs NEGATIVO
Ap0630 6 2 IRREGULAR  ONDULADO PULVINADO BLANCO BACILOS POSITIVO
Ap0635 6 2 CIRCULAR IRREGULAR VISCOSO HIALINO BACILOS POSITIVO
Ap0652 6 2 CIRCULAR ENTERO PLANO BLANCO BACILOS POSITIVO
Ap0665 6 2 CIRCULAR IRREGULAR VISCOSO HIALINO BACILOS POSITIVO
Ap0674 6 2 CIRCULAR IRREGULAR VISCOSO HIALINO BACILOS POSITIVO
Ap0678 6 2 CIRCULAR ENTERO PLANO AMARILLO BACILOS POSITIVO
Ap0685 6 2 IRREGULAR LOBULADO ELEVADO NARANJA COCOSs NEGATIVO
Ap0689 6 2 CIRCULAR ENTERO ELEVADO BLANCO BACILOS POSITIVO
Ap0694 6 2 IRREGULAR  ONDULADO PLANO BLANCO OPACO BACILOS POSITIVO
Ap0695 6 2 CIRCULAR ENTERO CONVEXO BLANCO BACILOS POSITIVO
Ap06106 6 3 IRREGULAR LOBULADO ELEVADO BLANCO BACILOS POSITIVO
Ap06111 6 3 SEDIMENTOS ENTERO PLANO BLANCO BACILOS POSITIVO
Ap06115 6 3 CIRCULAR ENTERO ELEVADO BLANCO BACILOS POSITIVO
Ap06137 6 3 IRREGULAR LOBULADO PLANO HIALINO BACILOS POSITIVO
Ap0637 6 3 CIRCULAR ENTERO VISCOSO HIALINO BACILOS POSITIVO
Ap0686 6 3 CIRCULAR ENTERO PLANO BLANCO BACILOS POSITIVO
Ap0697 6 3 CIRCULAR ENTERO PLANO BLANCO BACILOS POSITIVO
Ap08119 8 1 CIRCULAR IRREGULAR UMBONADO HIALINO BACILOS POSITIVO
Ap08147 8 1 CIRCULAR ENTERO PLANO BLANCO BACILOS POSITIVO
Ap08161 8 1 CIRCULAR ONDULADO PLANO HIALINO BACILOS POSITIVO
Ap0853 8 1 IRREGULAR IRREGULAR PLANO HIALINO BACILOS POSITIVO
Ap0869 8 1 IRREGULAR LOBULADO PLANO NARANJA COCOs NEGATIVO
Ap08127 8 2 CIRCULAR ENTERO UMBONADO BLANCO OPACO BACILOS POSITIVO
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Ap08133 8 2 CIRCULAR ENTERO CONVEXO BLANCO BACILOS POSITIVO
Ap08160 8 2 IRREGULAR IRREGULAR PLANO CAFE BACILOS POSITIVO
Ap0859 8 2 CIRCULAR LOBULADO PLANO BLANCO COCOs POSITIVO
Ap0860 8 2 CIRCULAR ENTERO UMBONADO HIALINO BACILOS POSITIVO
Ap0870 8 2 CIRCULAR LOBULADO UMBONADO BLANCO OPACO COCOs POSITIVO
Ap0879 8 2 IRREGULAR IRREGULAR PLANO AMARILLO CLARO COCOS POSITIVO
Ap0881 8 2 CIRCULAR ENTERO ELEVADO AMARILLO COCOs POSITIVO
Ap08122 8 3 CIRCULAR ENTERO UMBONADO BLANCO BACILOS POSITIVO
Ap0846 8 3 IRREGULAR IRREGULAR UMBONADO BLANCO BACILOS POSITIVO
Ap0857 8 3 CIRCULAR ENTERO ELEVADO HIALINO BACILOS POSITIVO
Ap0858 8 3 CIRCULAR ENTERO ELEVADO HIALINO BACILOS POSITIVO
Ap0887 8 3 CIRCULAR ENTERO ELEVADO HIALINO BACILOS POSITIVO
Ap10149 10 1 IRREGULAR |IRREGULAR PLANO HIALINO BACILOS POSITIVO
Ap1051 10 1 IRREGULAR  ONDULADO PLANO HIALINO BACILOS POSITIVO
Ap1054 10 1 SEDIMENTOS IRREGULAR PLANO BLANCO BACILOS POSITIVO
Ap10123 10 2 CIRCULAR ENTERO PULVINADO CAFE COCOs POSITIVO
Ap10164 10 2 CIRCULAR ENTERO ELEVADO AMARILLO CLARO BACILOS POSITIVO
Ap1048 10 2 CIRCULAR ENTERO ELEVADO HIALINO BACILOS POSITIVO
Ap1049 10 2 CIRCULAR ENTERO ELEVADO AMARILLO CLARO COCOS POSITIVO
Ap1066 10 2 CIRCULAR ENTERO PULVINADO AMARILLO BACILOS NEGATIVO
Ap1068 10 2 IRREGULAR  ONDULADO ELEVADO HIALINO BACILOS POSITIVO
Ap10138 10 3 CIRCULAR ENTERO ELEVADO BLANCO BACILOS POSITIVO
Ap1050 10 3 CIRCULAR ENTERO ELEVADO HIALINO BACILOS POSITIVO
Ap1055 10 3 CIRCULAR ENTERO ELEVADO HIALINO BACILOS POSITIVO
Ap1072 10 3 CIRCULAR ENTERO ELEVADO HIALINO BACILOS POSITIVO
Ap12126 12 1 CIRCULAR IRREGULAR VISCOSO HIALINO BACILOS POSITIVO
Ap12146 12 1 CIRCULAR ENTERO PULVINADO BLANCO BACILOS POSITIVO
Ap12151 12 1 CIRCULAR ENTERO PLANO BLANCO BACILOS POSITIVO
Ap12163 12 1 CIRCULAR ONDULADO ELEVADO AMARILLO CLARO BACILOS POSITIVO
Ap1217 12 1 CIRCULAR ENTERO ELEVADO AMARILLO COCOs POSITIVO
Ap1221 12 1 CIRCULAR IRREGULAR VISCOSO HIALINO BACILOS POSITIVO
Ap1226 12 1 CIRCULAR IRREGULAR VISCOSO HIALINO BACILOS POSITIVO
Ap1228 12 1 CIRCULAR IRREGULAR VISCOSO HIALINO BACILOS POSITIVO
Ap1243 12 1 CIRCULAR IRREGULAR VISCOSO HIALINO BACILOS POSITIVO
Ap1247 12 1 CIRCULAR ENTERO UMBONADO HIALINO COCOS POSITIVO
Ap1210 12 2 CIRCULAR IRREGULAR ELEVADO BEIGE BACILOS POSITIVO
Ap12162 12 2 CIRCULAR ENTERO PLANO BLANCO BACILOS POSITIVO
Ap12167 12 2 CIRCULAR ENTERO PLANO BLANCO BACILOS POSITIVO
Ap1219 12 2 CIRCULAR IRREGULAR VISCOSO HIALINO BACILOS POSITIVO
Ap1223 12 2 CIRCULAR IRREGULAR ELEVADO BEIGE BACILOS POSITIVO
Ap1227 12 2 CIRCULAR IRREGULAR ELEVADO BEIGE BACILOS POSITIVO
Ap1232 12 2 CIRCULAR IRREGULAR ELEVADO BEIGE BACILOS POSITIVO

111



Etiqueta Mes Prof. Forma Margen Elevacién Color Morfologia Gram

Ap1234 12 2 CIRCULAR IRREGULAR ELEVADO BEIGE BACILOS POSITIVO
Ap1242 12 2 CIRCULAR IRREGULAR ELEVADO BEIGE BACILOS POSITIVO
Ap1245 12 2 CIRCULAR ENTERO PLANO BLANCO BACILOS POSITIVO
Ap1214 12 3 CIRCULAR ENTERO PLANO BLANCO BACILOS POSITIVO
Ap12152 12 3 CIRCULAR ENTERO PLANO BLANCO BACILOS POSITIVO
Ap1225 12 3 CIRCULAR ENTERO ELEVADO BORDE HIALINO BACILOS POSITIVO
Ap1236 12 3 CIRCULAR ENTERO PLANO BLANCO BACILOS POSITIVO
Ap1239 12 3 IRREGULAR IRREGULAR VISCOSO HIALINO BACILOS POSITIVO
Ap0201 2 1 IRREGULAR IRREGULAR PLANO BLANCO BACILOS POSITIVO
Ap0211 2 1 CIRCULAR ENTERO PLANO BLANCO BACILOS POSITIVO
Ap0212 2 1 IRREGULAR ENTERO PLANO BLANCO BACILOS NEGATIVO
Ap02124 2 1 CIRCULAR ENTERO CONVEXO BLANCO BACILOS POSITIVO
Ap02128 2 1 IRREGULAR LOBULADO UMBONADO BLANCO BACILOS POSITIVO
Ap0213 2 1 IRREGULAR  LOBULADO PLANO BLANCO BACILOS POSITIVO
Ap0215 2 1 CIRCULAR ENTERO PLANO BLANCO BACILOS POSITIVO
Ap02151 2 1 IRREGULAR  LOBULADO UMBONADO BLANCO BACILOS POSITIVO
Ap0216 2 1 IRREGULAR LOBULADO PLANO BEIGE BACILOS POSITIVO
Ap02164 2 1 CIRCULAR ENTERO PLANO HIALINO BACILOS POSITIVO
Ap02171 2 1 CIRCULAR ENTERO CONVEXO BLANCO BACILOS POSITIVO
Ap022 2 1 IRREGULAR ENTERO PLANO BLANCO BACILOS NEGATIVO
Ap0231 2 1 IRREGULAR |IRREGULAR PLANO BLANCO BACILOS POSITIVO
Ap0240 2 1 CIRCULAR ENTERO PLANO BLANCO BACILOS POSITIVO
Ap027 2 1 CIRCULAR ENTERO PLANO CAFE BACILOS POSITIVO
Ap0209 2 2 CIRCULAR ENTERO ELEVADO HIALINO BACILOS NEGATIVO
Ap02125 2 2 IRREGULAR |IRREGULAR VISCOSO HIALINO BACILOS POSITIVO
Ap02135 2 2 CIRCULAR ENTERO ELEVADO BLANCO BACILOS POSITIVO
Ap02143 2 2 IRREGULAR LOBULADO PLANO BLANCO COCOSs POSITIVO
Ap02148 2 2 IRREGULAR LOBULADO UMBONADO BLANCO BACILOS POSITIVO
Ap02150 2 2 IRREGULAR |IRREGULAR CONVEXO BLANCO COCOs NEGATIVO
Ap02153 2 2 CIRCULAR ENTERO PLANO CAFE BACILOS POSITIVO
Ap02162 2 2 IRREGULAR LOBULADO CONVEXO BLANCO BACILOS POSITIVO
Ap0238 2 2 CIRCULAR ENTERO CONVEXO BLANCO COCOs POSITIVO
Ap0264 2 2 CIRCULAR ENTERO ELEVADO HIALINO BACILOS POSITIVO
Ap0282 2 2 CIRCULAR ENTERO ELEVADO HIALINO BACILOS POSITIVO
Ap0202 2 3 CIRCULAR ENTERO PLANO CAFE BACILOS POSITIVO
Ap0203 2 3 CIRCULAR ENTERO PLANO CAFE BACILOS POSITIVO
Ap0204 2 3 CIRCULAR ENTERO CONVEXO BLANCO BACILOS POSITIVO
Ap0205 2 3 CIRCULAR ENTERO PLANO CAFE BACILOS POSITIVO
Ap0206 2 3 CIRCULAR LOBULADO CONVEXO  CAFE BACILOS POSITIVO
Ap0207 2 3 CIRCULAR ENTERO PLANO CAFE BACILOS POSITIVO
Ap0208 2 3 CIRCULAR ENTERO PLANO CAFE BACILOS POSITIVO
Ap02139 2 3 CIRCULAR ENTERO CONVEXO BLANCO BACILOS POSITIVO
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Ap02156 2 3 CIRCULAR ENTERO PLANO BLANCO BACILOS POSITIVO
Ap02158 2 3 CIRCULAR ENTERO CONVEXO BLANCO BACILOS POSITIVO
Ap02159 2 3 IRREGULAR LOBULADO ELEVADO BLANCO BACILOS POSITIVO
Ap02172 2 3 CIRCULAR ENTERO CONVEXO BLANCO BACILOS POSITIVO
Ap0222 2 3 IRREGULAR IRREGULAR PLANO HIALINO BACILOS POSITIVO
Ap0233 2 3 IRREGULAR IRREGULAR PLANO BLANCO BACILOS POSITIVO
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ANEXO II. Comparacion de grupos taxondmicos de las bacterias asociadas a la
esponja Aplysina gerardogreeni con secuencias reportadas en el NCBI.

Numero de acceso

ID Especie mas cercana NCBI % identidad
Ap041 Staphylococcus arlettae An 116 FJ386956.1 100
Ap045 Bacillus subtilis ARO7 JF501099.1 100
Ap046 Bacillus subtilis ARO7 JF501099.1 100
Ap048 Bacillus subtilis CMST-SSS HM101154.1 85
Ap0444 Bacillus licheniformis Pb-WC11011 JX164088.1 100
Ap0456 Psychrobacter maritimus ZT7 HQ538762.1 99
Ap0461 Bacillus subtilis ARO7 JF501099.1 99
Ap0463 Bacillus licheniformis Pb-WC11011 JX164088.1 99
Ap0467 Bacillus pumilus M45 JX102495.1 100
Ap0471 Micrococcus luteus KS2 JQ581526.1 100
Ap0473 Bacillus pumilus M45 JX102495.1 99
Ap0475 Bacillus sp. HPB-25 AY433825.1 71
Ap0477 Bacillus licheniformis RP-GC GU723480.1 90
Ap0480 Bacillus subtilis ARO7 JF501099.1 100
Ap0488 Bacillus sp. SMAKKO003 JN007072.1 92
Ap0490 Bacillus pumilus M45 JX102495.1 97
Ap0491 Staphylococcus arlettae ARB7 JX215561.1 98
Ap0492 Psychrobacter maritimus ZT7 HQ538762.1 98
Ap0496 Staphylococcus arlettae ARB7 JX215561.1 99
Ap0498 Micrococcus luteus ADR52 FN667800.1 97
Ap0499 Bacillus subtilis ARO7 JF501099.1 97
Ap04100 Bacillus pumilus M45 JX102495.1 99
Ap04101 Bacillus subtilis AP254 JX094283.1 100
Ap04102 Bacillus licheniformis Pb-WC11011 JX164088.1 99
Ap04103 Bacillus subtilis ARO7 JF501099.1 98
Ap04104 Psychrobacter maritimus ZT7 HQ538762.1 97
Ap04107 Bacillus licheniformis CMST-SSS HM101154.1 98
Ap04110 Psychrobacter maritimus ZT7 HQ538762.1 92
Ap04114 Pseudovibrio sp. JM38 DQO097255 99
Ap04117 Staphylococcus arlettae ARB7 JQ342697.1 99
Ap04120 Bacillus subtilis BacCA4 JX215561.1 98
Ap04121 Bacillus pumilus AP280 JX120507.1 96
Ap04129 Psychrobacter maritimus ZT7 HQ538762.1 97
Ap04168 Pseudovibrio sp. Mexdtt2 JX436425.1 99
Ap04170 Bacillus licheniformis Pb-WC11011 JX164088.1 97
Ao04172 Bacillus pumilus M45 JX102495.1 99
Ap04173 Pseudovibrio sp. Mexdtt2 1X436425.1 98
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Ap04174 Bacillus subtilis ARO7 JF501099.1 97
Ap04175 Psychrobacter maritimus ZT7 HQ538762.1 95
Ap063 Bacillus licheniformis F198_B08 DQ234853.1 99
Ap0618 Pseudovibrio sp. Mexdtt2 JX436425.1 99
Ap0620 Bacillus pumilus M45 JX102495.1 99
Ap0624 Paracoccus sp. F11014 JQ691539.1 99
Ap0630 Bacillus licheniformis RP-GC GU723480.1 96
Ap0635 Bacillus subtilis F198 B09 DQ234853.1 100
Ap0637 Uncultured marine bacterium T3690 A4950194.1 99
Ap0641 Bacillus cibi 102 F1607434.1 99
Ap0652 Bacillus subtilis CMST-SSS HM101154.1 97
Ap0665 Bacillus subtilis CMST-SSS HM101154.1 92
Ap0674 Bacillus subtilis M50 JX102497.1 100
Ap0676 Bacillus subtilis M50 J1X102497.1 99
Ap0678 Bacillus licheniformis APS2 HQ634792.1 95
Ap0684 Bacillus subtilis M50 JX102497.1 99
Ap0685 Psychrobacter maritimus ZT7 HQ538762.1 99
Ap0686 Bacillus pumilus M45 JX102495.1 99
Ap0689 Bacillus subtilis CMST-SSS HM101154.1 98
Ap0693 Bacillus subtilis CMST-SSS HM101154.1 95
Ap0694 Bacillus megaterium AUBM29 JN990602.1 99
Ap0695 Bacillus sp. TCPS1 JN710379 89
Ap0697 Bacillus pumilus M45 JX102495.1 99
Ap06106 Bacillus licheniformis RP-GC GU723480.1 96
Ap06109 Bacillus licheniformis F198_B08 DQ234853.1 92
Ap06111 Bacillus subtilis CMST-SSS HM101154.1 98
Ap06113 Pseudovibrio denitrificans F71059 HQ908691.1 99
Ap06115 Bacillus nealsonii CB-KC-1 JN400828.1 99
Ap06116 Staphylococcus sp. CBMAI 1081 JN615429.1 99
Ap06130 Bacillus subtilis ARO7 JF501099.1 98
Ap06131 Bacillus licheniformis F198_B08 DQ234853.1 98
Ap06137 Bacillus sonorensis CSMCRI 1044 JQ665284.1 99
Ap06141 Pseudovibrio denitrificans CBMAI1103 JN615429.1 97
Ap06145 Bacillus cibi 102 F1607434.1 99
Ap06155 Psychrobacter maritimus ZT7 HQ538762.1 96
Ap06165 Bacillus pumilus M45 JX102495.1 98
Ap0846 Terribacillus goriensis CL-CR16 NR_043895.1 100
Ap0853 Bacillus licheniformis F198_B08 DQ234853.1 98
Ap0857 Bacillus subtilis ARO7 JF501099.1 100
Ap0858 Bacillus subtilis ARO7 JF501099.1 96
Ap0859 Staphylococcus sp. J2015s JF820801.1 99
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Ap0860 Bacillus subtilis M50 JX102497.1 100
Ap0869 Psychrobacter maritimus ZT7 HQ538762.1 100
Ap0870 Staphylococcus arlettae ARB7 JX215561.1 95
Ap0879 Micrococcus luteus DSM20030 NR_037113.1 99
Ap0881 Staphylococcus sp. clone 68 AB695118.1 100
Ap0887 Bacillus subtilis M50 JX102497.1 100
Ap08119 Bacillus subtilis M50 1X102497.2 97
Ap08122 Bacillus subtilis M50 J1X102497.3 99
Ap08127 Bacillus subtilis M50 JX102497.4 98
Ap08133 Bacillus subtilis M50 J1X102497.5 100
Ap08147 Bacillus pumilus PD3 JQ809230.1 92
Ap08160 Bacillus subtilis M50 JX102497.7 99
Ap08161 Bacillus subtilis M50 1X102497.8 100
Ap1048 Bacillus subtilis M50 J1X102497.1 99
Ap1049 Staphylococcus sp. EB338 FJ785516.1 100
Ap1050 Bacillus subtilis M50 J1X102497.1 99
Apl051 Bacillus subtilis M50 JX102497.1 99
Apl1054 Bacillus subtilis M50 JX102497.1 97
Apl1055 Bacillus subtilis M50 JX102497.1 99
Ap1066 Halomonas sp. H1(2012) 1Q044787.1 97
Ap1068 Bacillus subtilis M50 JX102497.1 99
Apl1072 Bacillus subtilis M50 JX102497.1 99
Ap10123 Staphylococcus sp. CBMAI 1081 JN615429.1 99
Ap10138 Bacillus subtilis CMST-SSS HM101154.1 97
Ap10149 Bacillus subtilis M50 JX102497.1 99
Apl10164 Bacillus subtilis M50 JX102497.1 99
Ap1210 Bacillus subtilis ARO7 JF501099.1 100
AP1214 Bacillus subtilis AP254 JX094283.1 99
Apl1217 Staphylococcus sp. DLS6 JN029533.1 99
Apl1219 Bacillus subtilis M50 JX102497.1 99
Apl1221 Bacillus subtilis ARO7 JF501099.1 99
Apl1223 Bacillus subtilis ARO7 JF501099.1 100
Apl225 Bacillus sp. RP-234 GU592214.1 92
Apl1226 Bacillus subtilis ARO7 JF501099.1 100
Apl227 Bacillus subtilis AP254 JX094283.1 100
Apl1228 Bacillus subtilis AP254 JX094283.1 100
Apl232 Bacillus subtilis ARO7 JF501099.1 100
AP1234 Bacillus subtilis ARO7 JF501099.1 100
Ap1236 Bacillus subtilis ARO7 JF501099.1 100
Ap1239 Bacillus licheniformis WX-06 FJ824666.1 99
Apl1242 Bacillus subtilis ARO7 JF501099.1 100
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Ap1243 Bacillus subtilis AP254 JX094283.1 100
Apl1245 Bacillus pumilus M45 JX102495.1 99
AP1247 Sporosarcina auimarina EU308120.1 92
Apl12126 Bacillus licheniformis RP-GC GU723480.1 97
Apl2146 Bacillus sp. ISA-3174 A4936960.1 92
Apl12151 Bacillus subtilis AP254 JX094283.1 100
Ap12152 Bacillus subtilis ARO7 JF501099.1 99
Apl12162 Bacillus subtilis ARO7 JF501099.1 100
Apl12163 Bacillus licheniformis CICC 10180 AY859478.1 90
Apl12167 Bacillus subtilis ARO7 JF501099.1 100
Ap021 Bacillus licheniformis RP-GC GU723480 92
Ap022 Pseudovibrio sp. Ad16 HQ647043.1 97
Ap023 Bacillus licheniformis Pb-WC11099 J1X164084.1 99
Ap025 Bacillus pumilus AP280 JX094286.1 100
Ap027 Bacillus licheniformis RP-GC GU723480 95
Ap029 Alpha proteobacterium JEO19 DQ097255.1 100
Ap0202 Bacillus pumilus M45 JX102495.1 99
Ap0204 Bacillus subtilis BacCA4 JX120507.1 99
Ap0207 Bacillus subtilis AP254 JX094283.1 100
Ap0208 Bacillus subtilis AP254 JX094283.1 100
Ap0211 Bacillus pumilus AP280 1X094286.1 100
Ap0212 Pseudovibrio sp. Pv348 HE818384.1 99
Ap0213 Bacillus licheniformis RP-GC GU723480 95
Ap0215 Bacillus licheniformis Pb-WC11099 JX164088 99
Ap0216 Bacillus subtilis LLS-M3-11 HM744709.1 100
Ap0222 Bacillus licheniformis F198_B08 DQ234853.1 99
Ap0231 Bacillus subtilis CMST-SSS HM101154.1 95
Ap0233 Bacillus flexus NIOT JQ818414.1 99
Ap0238 Staphylococcus equorum SCSAAB0024 JQ647888.1 100
Ap0240 Bacillus pumilus M45 JX102495.1 100
Ap0264 Bacillus subtilis M50 1X102497 99
Ap0282 Bacillus subtilis M50 JX102497 99
Ap02128 Bacillus subtilis M50 JX102497 99
Ap02128(2) Bacillus licheniformis Pb-WC11099 JX164084.1 99
Ap02135 Bacillus subtilis AP254 JX094283.1 100
Ap02124 Bacillus subtilis K4 JQ8633651.1 85
Ap02136 Bacillus licheniformis Pb-HK09001 HM006897.1 100
Ap02139 Bacillus subtilis M50 JX102497 99
Ap02140 Bacillus sp. 1-SI-32 EU787009.1 92
Ap02142 Bacillus licheniformis OIV 710 GU117643.1 97
Ap02143 Staphylococcus sp. D88 J1X094494.1 99
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Ap02148 Bacillus subtilis M50 1X102497 99
Ap02150 Psychrobacter sp. KJF12-16 JQ800211.1 78
Ap02153 Bacillus subtilis CMST-SSS HMO01154.1 97
Ap02154 Bacillus pumilus AP280 JX094286.1 98
Ap02156 Bacillus licheniformis Pb-W(C11225 JX164089.1 97
Ap02159 Bacillus pumilus B10 JX1112644.1 83
Ap02171 Bacillus subtilis F198_A06 DQ234839.1 97
Ap02181 Bacillus pumilus AP280 JX094286.1 99
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ANEXO lll. Analisis de homologias de las secuencias de las especies.

Bacillus licheniformis F198 B08

* 20 * 40 * &0 * 20 * 100
Apd222 1 : 107
ApOE131L - - . ¢ 106
AplE3 z T T : : 10
Ap0B53 P === : 104
Bacillus : |§ i T T 1 r 108

ata CTCCGGGARA COGGOGCTAATACCOOATOCITGATTGAACCOCATOL T ICAATTATAAARGGTOGCITITAQUTACCACTTACAGATOGACCOGCOGCOCATTAY

3

Ap0222 : : 216
Ap0Ei3l : : 215
ARDE3 i i 216
ApdBE3 ] : 213
Bacillus : : 218

TCAGCTAACGOCTCACCARGGCAaACARTGCGTAQUCAACCTCA AGGCETGATCCOCCACACTCGgACTCARACACGGCCCARRCTCCTACGRRAGCTACTA

20 - 240 - 260 = 280 - 300 - 320
aApo222 1 : 325
AROEL3L i 324
AplES 2 i i T T T 1 : 32%
RpOB53 H : 322
Bacillus : i i T T T 1 : 327

GTAGGAATCT TOCOCAATCCACAAAAGTCTGACGEAGCAACRCCCCTGAGTOATCAAGG T T T TCGgATCOTARAACTCTGT IO TAGOGAAARACAAGTACCOTITCY

' 340 - 360 ¥
ApO222 I: 7
ApOEi31 : E
ApQE3 i = & 3
ApoBsa - [ :
Bacillus : l H

AATAGSCCCSTACCTTGACGGTACCTAACTA AAAGTCACGGCTAACTa

100

Porcentaje de homologia entre secuencias relacionadas con Bacillus licheniformis
F198_B08
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Bacillus licheniformis PC-WC11011

ApO4E3
ApO4102
ApO4dad
ApO215
ApOZize_(2
Bacillus

& QUIAACCGREEET AATACCOEATGCITGAT TGARCCECATGOTTICAATCATARAAGOTGOCTTITTAPCTACCACTT CAGATERACCCGUGRFCGUATTAGT

20 - 140 - 160 - 180 - 200 -

ApO4E
ApO4102
Apl444
ApOZ1&
ApO212 S_ i2
Bacillus

. T T T

TR T T A TAR S e T A CA RGO oA A T O TR OO G A T AT AGCC T CAT OO CACAC TORCACT CAQACACCCOOCAQACTCCTACCCCAGECA

20 - 240 - 260 - 280 - 300 -
RpO4E3 B 315
ApO410Z H 314
ApO444 H r 314
ApOZLlE H i 314
ApO2128_(2 = 314
Bacillus B i, T 314
A T A AR T T T OO AAR T AT AAA G T T AR AG AR O LG LT AR T R AT ARG TT T IO A L COTARAACTC TG T TG T TAGEGARGAATARGTA
320 - 340 - 360
ApO4ED H T T @ 370
ApO410Z B + 3ES
RpO444 H T i 369
ApO21% H r 369
ApOZL2E_I2 B 7 ¢ 369
Bacillus H T H T

oG T TCGAA TACCGC S eACC T TGACSE TACC TARCC AOARAGC CAOGGCTAACT

1.0

i 1

1

Bl R PP e e e e EPEPEPEP R
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Bacillus licheniformis RP-GC
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Bacillus pumilus AP280
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Bacillus pumilus M45

[
appel
M
L B
Bptiati
bpret
By
[ HE
dpiidd
Bptiti
Bre
iy

[ 4
[
[ THH
TGRS
[ E R
[ 1R
wpbide
dpteit
By
wpiidd
dpiedd
[N
Fanidin

W

T TR o e et e T

e

i . H . H i . 1 i 18

E & o t H]
F & o T H]
L L i,

EH ]

E o & Bl
F & o i H]
1 ke e

e s P L F R L B R T P e e TR e o e T S PR T HT R e B TR T e ]

LR PR T S R H R R L R P L L

1.0

0.0

)

=] T pepep—

a 110

Porcentaje de homologia entre secuencias relacionadas con Bacillus pumilus M45

123



Bacillus subtilis AP254
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Bacillus subtilis ARO7
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Bacillus subtilis CMST-SSS
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Bacillus subtilis M50
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Pseudovibrio sp. Mexdtt2
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Psychrobacter maritimus ZT7
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Staphylococcus arlettae ARB7
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ANEXO IV. Secuencias de las bacterias aisladas de Aplysina gerardogreeni.

Secuencia: Ap041

Gen: 16S

Especie mas cercana: Staphylococcus arlettae An 116

Lugar y fecha de colecta: Punta Arena de la ventana, B. C. S., México. Junio, 2008.
Lugar de secuenciacion: MACROGEN, Seul, Corea.

No. de bases: 380

TCCACCGGGGCTAATGCCGGATAACATTTAGAACCGCATGGTTCTAAAGTGAAAGATGGTTTTGCTATCACTT
ATAGATGGACCCGCGCCGTATTAGCTAGTTGGTAAGGTAATGGCTTACCAAGGCAACGATACGTAGCCGACC
TGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATC
TTCCGCAATGGGCGAAAGCCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGGTTTCGGCTCGTAAAACTCT
GTTATTAGGGAAGAACAAACGTGTAAGTAACTGTGCACGTCTTGACGGTACCTAATCAGAAAGCCACGGCTAA
CTACGTGCCAGCAGCCGCGG

Secuencia: Ap0444

Gen: 16S

Especie mas cercana: Bacillus licheniformis Pb-WC11011

Lugar y fecha de colecta: Punta Arena de la ventana, B. C. S., México. Junio, 2008.
Lugar de secuenciacién: MACROGEN, Seul, Corea.

No. de bases: 380

GATCCGAACCGGGGCTAATACCGGATGCTTGATTGAACCGCATGGTTCAATCATAAAAGGTGGCTTTTAGCTA
CCACTTACAGATGGACCCGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCGACGATGCGTA
GCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGT
AGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTTTTCGGATCGTA
AAACTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTACCGTTCGAATAGGGCGGCACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGC
CACGGCTAACTACGTGCCAGCA

Secuencia: Ap0471

Gen: 16S

Especie mas cercana: Micrococcus luteus KS2

Lugar y fecha de colecta: Punta Arena de la ventana, B. C. S., México. Junio, 2008.
Lugar de secuenciacién: MACROGEN, Sedl, Corea.

No. de bases: 380

CTGGGAAGCCTGGGAACTGGGTCTAATACCGGATAGGAGCGTCCACCGCATGGTGGGTGTTGGAAAGATTT
ATCGGTTTTGGATGGACTCGCGGCCTATCAGCTTGTTGGTGAGGTAATGGCTCACCAAGGCGACGACGGGTA
GCCGGCCTGAGAGGGTGACCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGT
GGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCGACGCCGCGTGAGGGATGACGGCCTTCGGGTTGT
AAACCTCTTTCAGTAGGGAAGAAGCGAAAGTGACGGTACCTGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTACGTGCCAG
CAGCCGGGGTAATACGACTCCGTG
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Secuencia: Ap0496

Gen: 16S

Especie mas cercana: Staphylococcus arlettae ARB7

Lugar y fecha de colecta: Punta Arena de la ventana, B. C. S., México. Junio, 2008.
Lugar de secuenciacion: MACROGEN, Seul, Corea.

No. de bases: 380

GACTCCGGGAACCGGGGCTAATGCCGGATAACATTTAGAACCGCATGGTTCTAAAGTGAAAGATGGTTTTGC
TATCACTTATAGATGGACCCGCGCCGTATTAGCTAGTTGGTAAGGTAATGGCTTACCAAGGCAACGATACGTA
GCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTA
GGGAATCTTCCGCAATGGGCGAAAGCCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGGTTTCGGCTCGTA
AAACTCTGTTATTAGGGAAGAACAAACGTGTAAGTAACTGTGCACGTCTTGACGGTACCTAATCAGAAAGCCA
CGGCTAACTACGTGCCAGCA

Secuencia: Ap0498

Gen: 16S

Especie mas cercana: Micrococcus luteus ADR52

Lugar y fecha de colecta: Punta Arena de la ventana, B. C. S., México. Junio, 2008.
Lugar de secuenciacién: MACROGEN, Sedl, Corea.

No. de bases: 380

CCTGGGAACTGGGTCTAATACCGGATAGGAGCGTCCACCGCATGGTGGGTGTTGGAAAGATTTATCGGTTTT
GGATGGACTCGCGGCCTATCAGCTTGTTGGTGAGGTAATGGCTCACCAAGGCGACGACGGGTAGCCGGCCT
GAAAGGGTGACCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATA

TTGCACAATGGGCGAAAGCCTGATGCAGCGACGCCGCGTGAGGGATGACGGCCTTCGGGTTGTAAACCTCT

TTCAGTAGGGAAGAAGCGAAAGTGACGGTACCTGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGG
GGGTAGCGTGCCAGCAGCCGGAATA

Secuencia: Ap0499

Gen: 16S

Especie mas cercana: Bacillus subtilis ARO7

Lugar y fecha de colecta: Punta Arena de la ventana, B. C. S., México. Junio, 2008.
Lugar de secuenciacion: MACROGEN, Seul, Corea.

No. de bases: 380

TGGGATACTCCGGGAACCGGGGCTAATACCGGATGGTTGATTGAACCGCATGGTTCAAACATAAAAGGTGGC
TTCGGCTTCCACTTACAGATGGACCCCCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGGCACC
ATGCGTAGCCCACCTGAAAGGGTGATCGGCCACCCTGGGACTGAAACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGC
AACAGTAGGGAATCTTCCCCAATGGACGAAAGTCTGACGGAACAACCCCCCGTGAGTGATGAAGGTTTTCGG
ATCGTAAAACTCTGTTGTTTGGGAAAAACAAGTACCCGTTCAATTGGGCGGGCCCTTGACGGGACCCAACCA
AAAAGCCCCGGGTAAATACCG
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Secuencia: Ap04103

Gen: 16S

Especie mas cercana: Bacillus subtilis ARO7

Lugar y fecha de colecta: Punta Arena de la ventana, B. C. S., México. Junio, 2008.
Lugar de secuenciacion: MACROGEN, Seul, Corea.

No. de bases: 380

TGGGAACTCCGGGAACCGGGGCTAATACCGGATGCTTGTTTGAACCGCATGGTTCAATCATAAAAGGTGGCT
TCGGCTACCACTTACAGATGGACCCGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCCACG
ATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGC
AGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACCGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGTTTTCG
GATCGTAAAACTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGGACCGGTCGAATTGGGCGGTCCCTTGACGGTTCCTAACC
AAAAAGCCCCGGCTAACTACCTC

Secuencia: Ap04104

Gen: 16S

Especie mas cercana: Psychrobacter maritimus ZT7

Lugar y fecha de colecta: Punta Arena de la ventana, B. C. S., México. Junio, 2008.
Lugar de secuenciacién: MACROGEN, Sedl, Corea.

No. de bases: 380

GATAGCTTCGGGGAACTCGATTAATACCGCAAACGACCTACGGGAGAAAGGGGGCAACTTGTTGCTCTCGCT
ATTATATGAGCCTAAGTCGGATTAGCTACATGGTGGGGTAAAGGCCTACCATGGCGACAATCTGTAGCTGGT
CTGAGAGGATGATCAGCCGCACCGGGACTGAGACACGGCCCGGACTCCTACCGGAGGCATCAGTGGGGAA
TATTGGACAATGGGGGCAACCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGCCTTTTGGTTGTAAAGCAC
TTTAAGCACTGAATAATACTCCGTGATTAATACCCACGGACGATGACCTTATCTGCACAATAACCACCGGCTAA
CTCTGTGCCAGCACCGGGCG

Secuencia: Ap04107

Gen: 16S

Especie mas cercana: Bacillus licheniformis CMST-SSS

Lugar y fecha de colecta: Punta Arena de la ventana, B. C. S., México. Junio, 2008.
Lugar de secuenciacion: MACROGEN, Seul, Corea.

No. de bases: 380

GGATACTCCGGGAACCGGGGCTAATACCGGATGCTTGATTGAACCGCAGGTTCAATTATAAAAGGTGGCTTT

TACCTACCACTTACAGATGGACCCGCGGCGCATTACCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCAACAAT
GCGTACCCAACCTGAAAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAAACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAG
CAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACAAAAGTCTGACGGACCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTTTTCGAAT
CGTAAAACTCTGTTGTTAGGGAAAAACAATTACCGTTCAAATAGGGCGGTACCTTGACGGTACCTAACCAAAA
AGCCACGGCTAACTACGGCC
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Secuencia: Ap04114

Gen: 16S

Especie mas cercana: Pseudovibrio sp. JM38

Lugar y fecha de colecta: Punta Arena de la ventana, B. C. S., México. Junio, 2008.
Lugar de secuenciacion: MACROGEN, Seul, Corea.

No. de bases: 380

ACACAGTTGGAACGACTGCTAATACCCTATGAGCCCTATGGGGGAAAGATTTATCGCCATGAGATGTGCCCG
CGTTAGATTAGCTAGTTGGTAAGGTAATGGCTTACCAAGGCGACGATCTATAGCTGGTCTGAGAGGATGATCA
GCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGG
GCAACCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGAGTGATGACGGCCTTAGGGTTGTAAAGCTCTTTCAGCAGTGAAGA
TAATGACATTAACTGCAGAAGAAGCCCCGGCTAACTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACAAAATAACGGCT
AACTCCGTGCCAATATCGCTGGCCCCCACGCCGGTTTA

Secuencia: Ap04120

Gen: 16S

Especie mas cercana: Bacillus subtilis BacCA4

Lugar y fecha de colecta: Punta Arena de la ventana, B. C. S., México. Junio, 2008.
Lugar de secuenciacién: MACROGEN, Sedl, Corea.

No. de bases: 380

TGCTGGGTAACTCCGGGAACTCGGGGTCTATATACCGGATCGCATTCGTTTGAACCGCAGGGTTCAAACATA
AAAGGTGGCTTCTGCTACCACTTACATATGGACCCCCGGCGCATTAGCTAATTGGTGAGGTAATGGCTCACC
AAGGCCTGGATGCGTAGCCTACCTGACAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAAACACGGCCCAGACTCCT
ACGGGAGGCTATTGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAACAACGCCGCGTGAGTGATGA
AGGTTTTCGGATCGTAAAGCTCTGTTGTTTCGGAAGAACAAGTACCGTTCCAATAGGGCGGTACCTTGACGGT
ACCTAACCAAAAAGCCACGGC

Secuencia: Ap04121

Gen: 16S

Especie mas cercana: Bacillus pumilus AP280

Lugar y fecha de colecta: Punta Arena de la ventana, B. C. S., México. Junio, 2008.
Lugar de secuenciacion: MACROGEN, Seul, Corea.

No. de bases: 380

GTTACTCCGGGACCGGAGCTATTACCGGATAGTTCCTTGAACCGCAGGGTTCAAGGATGAGCTACGGTTTCT
GCTGTCACTTACATATGGACCCCCGGCGCGTTAGCTAATTGGTGGGGTAATGGCTCACCTGGGCCACGATGC
GTAGCCTAACTGACAGGGTGATCAGCCACACTGGGACTGAAACCCGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCTACT
GTACGGAATCTTCCACCATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGATTGATGAAGGTTTTCGGATCG
TAAAGCTCTGTTGATTCGGAAGAACAAATGCGAGAATAATTGCTCTCACCTTGAAAGTACCTAACCCTAAATCC
CCGGCTAACTCCGCGCCAA
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Secuencia: Ap04170

Gen: 16S

Especie mas cercana: Bacillus licheniformis Pb-WC11011

Lugar y fecha de colecta: Punta Arena de la ventana, B. C. S., México. Junio, 2008.
Lugar de secuenciacion: MACROGEN, Seul, Corea.

No. de bases: 380

GGGAAACTCCGGGACTCGGGGTTATATACCGGATGCTTGATTGAGCCGCAGGGTTCAATCTGATGATGTGGC
TTTTAGCTGACCCTTACTCATGGACCCTCGATGCTGTAGTTAATGGGTGAGGTGACGGCTATCCAAGGCTACA
ATGCGTAGCCGACCTGACAGGGTGATCGTCCACCCTGGGACTGACACCCGGCCCAGACTCCTACGGGAGGC
ATTGGTAGGTGATCTTCCCCCATGGACAAAAGTGTGACGGACCAACGCCGCGTGATTGATGAAGGTTTTCCT
ATCATAAAACTCTGTTATTCGGGAAAAACAACTCCCGTTCGATTAGGTTGGCTGCTTAATAGTCCCTAACCAAA
ACTCCGCGGCTAACTACG

Secuencia: Ap04175

Gen: 16S

Especie mas cercana: Psychrobacter maritimus ZT7

Lugar y fecha de colecta: Punta Arena de la ventana, B. C. S., México. Junio, 2008.
Lugar de secuenciacién: MACROGEN, Sedl, Corea.

No. de bases: 380

TGGAAACTCGGGAATCGGGTTTATTACGGGACGCTTGATTGAAACACAGGGTTCACTTGTTGCTGTGGCTTTT
AGATGACCCTAAGTCGGATTACCTAGATGGTGGGGTAAATGGCTACCATGGCGACTATCTGTGGCTGGTCTG
AGAGGATGATCTGCCAGGCCGGGACTGAAACCCGGCCCGGACTCCTACCCGAGACTCCAGTGGGGAATATT
GGACGGTGGTCTTCACCCTGATCCAACCATGCGACGTGTGTGAAGAAGGCCTTTTGGTTGGTTTCACTTTAAG
CAGTGTCTATGACTCCGTGAAAAATACCCACGGACGATGACGTTGGCTGCTGAATAAGCCCCGGCTAAATCT
GTGCCAGCAGTGGGGGGCA

Secuencia: Ap0618

Gen: 16S

Especie mas cercana: Pseudovibrio sp. Mexdtt2

Lugar y fecha de colecta: Punta Arena de la ventana, B. C. S., México. Junio, 2008.
Lugar de secuenciacion: MACROGEN, Seul, Corea.

No. de bases: 380

GACACAGTTGGAACGACTGCTAATACCCTATGAGCCCTATGGGGGAAAGATTTATCGCCATGAGATGTGCCC
GCGTTAGATTAGCTAGTTGGTAAGGTAATGGCTTACCAAGGCGACGATCTATAGCTGGTCTGAGAGGATGAT
CAGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGG
GGCAACCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGTGTGATGACGGCCTTAGGGTTGTAAAGCACTTTCAGCAGTGAAG
ATAATGACATTAACTGCAGAAGAAGCCCCGGCTAACTTCGTGCCAGCAGCCGCGGGTAATACAACGTAACCA
GACGCCCCCGTACAACTACTG
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Secuencia: Ap0624

Gen: 16S

Especie mas cercana: Paracoccus sp. FI1014

Lugar y fecha de colecta: Punta Arena de la ventana, B. C. S., México. Junio, 2008.
Lugar de secuenciacion: MACROGEN, Seul, Corea.

No. de bases: 380

CGGATAGCCCGGGAACTGGGAGTAATACCGTATACGCCCTTTGGGGGAAAGATTTATCGGAGAAGGATCGG
CCCGCGTTGGATTAGGTAGTTGGTGGGGTAATGGCCCACCAAGCCGACGATCCATAGCTGGTTTGAGAGGAT
GATCAGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATCTTAGACAAT
GGGGGCAACCCTGATCTAGCCATGCCGCGTGAGTGATGAAGGCCTTAGGGTTGTAAAGCTCTTTCAGCTGG
GAAGATAATGACGGTACCAGCAGAAGAAGCCCCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATAGAACCTA
ACCAAAAAGCCACGGCTATCTACT

Secuencia: Ap0630

Gen: 16S

Especie mas cercana: Bacillus licheniformis RP-GC

Lugar y fecha de colecta: Punta Arena de la ventana, B. C. S., México. Junio, 2008.
Lugar de secuenciacién: MACROGEN, Sedl, Corea.

No. de bases: 380

GGATACTCCGGGAACCGGGGCTAATACCGGATGCTTGATTGAACCGCATGGTTCAATTATAAAAGGTGGCTT
TTACCTACCACTTACAAATGGACCCGCGGCGCATTACCTATTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCAACAAT
GCTTACCCAACCTGAAAGGGTGATCGGCCACCCTGGAACTGAAACCCGGCCCAAACTCCTACGGAAGGCAC
CATTAGGAAATCTTCCGCATGGAACAAAATTCTAACGAACCACCCCCCCGTAATTAATAAAGTTTTTCGAATCT
AAAAACTCTTTTGTTAGGGAAAAACAATTACCGTCCAAATAGGGCGGTACCTTGACGGAACTTAACCAAAAGG
CCACGGTTAATTACTGG

Secuencia: Ap0635

Gen: 16S

Especie mas cercana: Bacillus subtilis F198_B09

Lugar y fecha de colecta: Punta Arena de la ventana, B. C. S., México. Junio, 2008.
Lugar de secuenciacion: MACROGEN, Seul, Corea.

No. de bases: 380

CTCCGGAACCAGTGCCTATTACCGGATGCTTGATTGACCACAGGGTATCACCTTGAAGGGGGCTTCCGTTAC
CTCTTACAGATGGACCCGCGGCGGATTACCTAGGTGATGAGGTAATGGTGCACCGAGGCGATGATGCGTAA
CCCAGCTGATGGGGCGATCGGCCACCCTGGGCCTGAGGCACGGCCGAGACTCCTACGGGAGGGGGCACTA
CGGAATCTTCCCCATGGGACGAAAGTCTGACGGACCAAGAAAAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCA
GCAGAGGATTGGCCAGGATTTGGAAAAGACTTTACGTTCTCCTATCAATTAACGAAAAAACTGTTTCTTTTACG
GGACCAGCAGCCGCGGTATAG
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Secuencia: Ap0637

Gen: 16S

Especie mas cercana: Uncultured marine bacterium Clone T3690

Lugar y fecha de colecta: Punta Arena de la ventana, B. C. S., México. Junio, 2008.
Lugar de secuenciacion: MACROGEN, Seul, Corea.

No. de bases: 380

GGACTTCGGACGGCTAATACCGGATAATCCTTTCCCTCACATGAGGGAAAGCTGAAAGACGGTTTCGGCTGT
CACTTACAGATGGGCCCGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCAACGATGCGTAG

CCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTA

GGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAACGATGAAGGCTTTCGGGTCGTA
AAGTTCTGTTGTCAGGGAAGAACAAGTACCGGAGTAACTGCCGGTACCTTGACGGTACCTGACCAGAAAGCC
ACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCC

Secuencia: Ap0641

Gen: 16S

Especie mas cercana: Bacillus cibi 102

Lugar y fecha de colecta: Punta Arena de la ventana, B. C. S., México. Junio, 2008.
Lugar de secuenciacién: MACROGEN, Sedl, Corea.

No. de bases: 380

TCCCGGACTAATACCGGATACTATGTCAAACCGCATGGTTTGACATTCAAAGACGGTTTCGGCTGTCACTTAC
AGATGGGCCCGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAATGGCTCACCAAGGCGACGATGCGTAGCCGACCT
GAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATC

TTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTTTTCGGATCGTAAAACTCTG
TTGTCAGGGAAGAACAAGTGCCGGAGTAACTGCCGGCGCCTTGACGGTACCTGACCAGAAAGCCACGGCTA
ACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTA

Secuencia: Ap0678

Gen: 16S

Especie mas cercana: Bacillus licheniformis APS2

Lugar y fecha de colecta: Punta Arena de la ventana, B. C. S., México. Junio, 2008.
Lugar de secuenciacion: MACROGEN, Seul, Corea.

No. de bases: 380

GTGTGGTTACTGCAGAGGAACCGGCCTATTCACAACGGTGCTTGTTCTTCCCTAACGGAGAGTTTTACAATCC
GAAAACCTTCATCACTCACGCGGCGTTGCTCCGTCAGACTTTCGTCCATTGCGAAAGATTCCCTACTGCTGCC
TCCCGTAGGAGTCTGGGCCGTGTCTCAGTCCCAGTGTGGCCGATCACCCTCTCAGGTCGGCTACGCATCGT
CGCCTTGGTGAGCCGTTACCTCACCAACTAGCTAATGCGCCGCGGGTCCATCTGGAAGTGGTAGCTAAAATC
CACTTTTTATAATTGAACCGTGGGGTTAAATCAAGCATCGGGTATTAGCCCCGGTTTCCCGGAGTTATCCAAG
TCTAACGGGCCGGTTACC
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Secuencia: Ap0684

Gen: 16S

Especie mas cercana: Bacillus subtilis M50

Lugar y fecha de colecta: Punta Arena de la ventana, B. C. S., México. Junio, 2008.
Lugar de secuenciacion: MACROGEN, Seul, Corea.

No. de bases: 380

GTTTGTTTCCCCATCGGAGCAATTAAAATTCGGTGCTTCATCATTTAACTGGCTGCGGCGGCTTTTTCTTTTGG
CAAGAAATGGCTCCGCTCCTGAGTAGTATCTGGTCGTGTCTGATCCCAAGTGGCCGATGACATCTCCGTCAG
CTCCGCATGGGTGCATTGGAGAGCATTTTCCTCACCAACTAAATAATTCCCCGAGGGTCCCTCTGTGAGTGGT
GGCCGAAGCCCCCTTTTAAGGTTGAGCCGTGGGGTTGAACAACCCTCCGGTATAAGCCCCGGTTTTTGAAAT
TCCCAACTCAAACGGCAGGTTACCCCGTGATGGGATAACTCCGGGAAACCGGGGCTAATACCGGAGGTTGTT
TGAACCGGTTCAAAGGA

Secuencia: Ap0693

Gen: 16S

Especie mas cercana: Bacillus subtilis CMST-SSS

Lugar y fecha de colecta: Punta Arena de la ventana, B. C. S., México. Junio, 2008.
Lugar de secuenciacién: MACROGEN, Sedl, Corea.

No. de bases: 380

GGGAATACTTCGGGAACGGAACTATACCGGATAATTTTTTTTACTCATGTAAAAGCTAAAGCTGGTCTTACTAT
ATCACAAACGGTTGCGGCGCATTACCTATTTGGTAGGTACCGGCTCCCAAGGCACCGATGCGTATTAACTTG

AAAGGGTAATCGGCCACACTGGGACTAAAACACGGCTTAAACCCTTACGGGAGGCACCATTAGGGAATCTTT
TCCATTGGACAAAATCCTGACGGACCACCCCCCCGTGATTGATGAAGTTTTTCGGATCGTAAAATTCTGTTGT
TAGGGAAAAACAATTACCGTTCAAATAGGGCGGTACTTTGACGGTACTTAACCAAAAAGCCACGGCTAATTAC
TTGCCCCCGGGAAAAA

Secuencia: Ap0694

Gen: 16S

Especie mas cercana: Bacillus megaterium AUBM29

Lugar y fecha de colecta: Punta Arena de la ventana, B. C. S., México. Junio, 2008.
Lugar de secuenciacion: MACROGEN, Seul, Corea.

No. de bases: 380

ATTCGACGAAGCTAATACCGGATAGGACTTCTCCTTCATGGGAGAGATTGAAAGATGGTTTCGGCTATCACTT
ACAGATGGGCCCGCGGTGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCAACGATGCATAGCCGAC
CTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAA
TCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGCTTTCGGGTCGTAAAACTC
TGTTGTTAGGGAAGAACAAGTACGAGAGTAACTGCTCGTACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCT
AACTACGTGCCAGCAGCCGCGG
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Secuencia: Ap06111

Gen: 16S

Especie mas cercana: Bacillus subtilis CMST-SSS

Lugar y fecha de colecta: Punta Arena de la ventana, B. C. S., México. Junio, 2008.
Lugar de secuenciacion: MACROGEN, Seul, Corea.

No. de bases: 380

CTGGGAAACTCCGGGAACCGGGGCTAATACCGGATGCTTGATTGAACCGCATGGTTCAATTATAAAAGGTGG
CTTTTACCTACCACTTACAAATGGACCCGCGGCGCATTACCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCAA
CAATGCGTACCCAACCTGAAAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAAACACGGCCCAAACTCCTACGGGAG
GCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACAAAAGTCTGACGGACCAACCCCCCGTGAGTGATGAAGGTTTTC
GAATCGTAAAACTCTGTTGTTAGGGAAAAACAAGTACCGTTCAAATAGGGCGGTACCTTGACGGTACCTAACC
AAAAAGCCACGGCTAACTAC

Secuencia: Ap06113

Gen: 16S

Especie mas cercana: Pseudovibrio denitrificans F71059

Lugar y fecha de colecta: Punta Arena de la ventana, B. C. S., México. Junio, 2008.
Lugar de secuenciacién: MACROGEN, Sedl, Corea.

No. de bases: 380

GGGTAGGGACACAGTTGGACGACTGCTAATACCCTATGAGCCCTATGGGGGAAAGATTTATCGCCATGAGAT
GTGCCCGCGTTAGATTAGCTAGTTGGTAAGGTAATGGCTTACCAAGGCGACGATCTATAGCTGGTCTGAGAG
GATGATCAGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGAC
AATGGGGGCAACCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGAGTGATGACGGCCTTAGGGTTGTAAAGCTCTTTCAGCA
GTGAAGATAATGACATTAACTGCAGAAGAAGCCCCGGCTAACTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACAACCA
AACCTAAAGCCCCCGGCTATT

Secuencia: Ap06115

Gen: 16S

Especie mas cercana: Bacillus nealsonii CB-KC-1

Lugar y fecha de colecta: Punta Arena de la ventana, B. C. S., México. Junio, 2008.
Lugar de secuenciacion: MACROGEN, Seul, Corea.

No. de bases: 380

ACTTCGGGAACCGGAGCTAATACCGGATAATCCTTTTCTACTCATGTAGAAAAGCTGAAAGACGGTTTACGCT
GTCACTTACAGATGGGCCCGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCGACGATGCGT
AGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAG
TAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTTTTCGGATCGT
AAAACTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTACGAGAGTAACTGCTCGTACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCC
ACGGCTAACTACGTGCCAGCA
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Secuencia: Ap06116

Gen: 16S

Especie mas cercana: Staphylococcus sp. CBMAI 1081

Lugar y fecha de colecta: Punta Arena de la ventana, B. C. S., México. Junio, 2008.
Lugar de secuenciacion: MACROGEN, Seul, Corea.

No. de bases: 380

TACTTCGGGAACCGGAGCTAATACCGGATAATATATTGAACCGCATGGTTCAATAGTGAAAGACGGTTTTGCT
GTCACTTATAGATGGATCCGCGCCGCATTAGCTAGTTGGTAAGGTAACGGCTTACCAAGGCAACGATGCGTA
GCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTA
GGGAATCTTCCGCAATGGGCGAAAGCCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTCTTCGGATCGTA
AAACTCTGTTATTAGGGAAGAACAAATGTGTAAGTAACTATGCACGTCTTGACGGTACCTAATCAGAAAGCCA
CGGCTAACTACGTGCCAGCA

Secuencia: Ap06141

Gen: 16S

Especie mas cercana: Pseudovibrio denitrificans CBMAI1103

Lugar y fecha de colecta: Punta Arena de la ventana, B. C. S., México. Junio, 2008.
Lugar de secuenciacién: MACROGEN, Sedl, Corea.

No. de bases: 380

AAATAGTACTCTAGCGGAACCCGAGGCTATTATACCGATAGGGTTAGTTTGAAGCACCGGGTGGATATGAAAA
AGGGATTTCGTTGCTCTCTTTCAAAGGGCCCCCCGCCGCATTCCTTTTTGGTAAGGAAAGGGGTCTTAGGGC
AGCATGGCGTACCAACCCAGAGGGTGGATGGGCCCCCGGGTACAAATAGGGCCCCAAACCCTCCTACGGGA
GGCATTAGGATTTCTTCGTCATTGATGGAAATTCTGATGGAGCAGCCCCCCTCATTGATGGTTTTTTCGATTG
GTACATTTTTGTGTTTGGGGAAAAAAAAACCCACTTCAAAGTGGGGGTGCACTTGTTGGTACCAACCCAAAAG
CCCACGGCTAACTACTTG

Secuencia: Ap06145

Gen: 16S

Especie mas cercana: Bacillus cibi 102

Lugar y fecha de colecta: Punta Arena de la ventana, B. C. S., México. Junio, 2008.
Lugar de secuenciacion: MACROGEN, Seul, Corea.

No. de bases: 380

ACTCCGGGAACCGGAGCTAATACCGGATACTATGTCAAACCGCATGGTTTGACATTCAAAGACGGTTTCGGC
TGTCACTTACAGATGGGCCCGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAATGGCTCACCAAGGCGACGATGCG
TAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCA
GTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTTTTCGGATC
GTAAAACTCTGTTGTCAGGGAAGAACAAGTGCCGGAGTAACTGCCGGCGCCTTGACGGTACCTGACCAGAAA
GCCACGGCTAACTACGTGCCACAG
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Secuencia: Ap06155

Gen: 16S

Especie mas cercana: Psychrobacter maritimus ZT7

Lugar y fecha de colecta: Punta Arena de la ventana, B. C. S., México. Junio, 2008.
Lugar de secuenciacion: MACROGEN, Seul, Corea.

No. de bases: 380

AAGCTCGGGGAACTCGAATTAATACCGCATACGACCTACGGGAGAAGGGGGCAACTTGTTGGTCTCGCTATT
ATATGATCCTAAGTCGGATTAGCTAGATGGTGGGGTAAAGGCCTACCATGGCGACGATCTGTAGCTGGACTG
ACAGGATGATCACCCACACCGGGACTGAAACCCGGCCCGGACTCCTACGGGAGGCACCAGTGGGGAATATT
GGACAATGGGGGCAACCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGCCTTTTGGTTGTAAAGCACTTTA
AACAGTGAAGAAAACTCCGTGGTTAATACCCACGGACGATGACATTACCTGCAGAATAAGCACCGGCTAACTC
TGTGCCAGCAGCCCGATACG

Secuencia: Ap0846

Gen: 16S

Especie mas cercana: Terribacillus goriensis CL-CR16

Lugar y fecha de colecta: Punta Arena de la ventana, B. C. S., México. Junio, 2008.
Lugar de secuenciacién: MACROGEN, Sedl, Corea.

No. de bases: 380

TCGGAACGGACTAATACCGGATAGTATTTCCTTTCTCCTGATTGGAAATGGAAAGACGGTTTCGGCTGTCACT
TACAGATGGGCCCGCGGTGCATTAGCTAGTTGGTGGGGTAATGGCCCACCAAGGCGACGATGCATAGCCGA
CCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGA
ATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGCGATGAAGGCCTTCGGGTCGTAAAGC
TCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTACGAGAGTAACTGCTCGTACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCCCGG
CTAACTACGTGCCAGCAGCCGCG

Secuencia: Ap0858

Gen: 16S

Especie mas cercana: Bacillus subtilis ARO7

Lugar y fecha de colecta: Punta Arena de la ventana, B. C. S., México. Junio, 2008.
Lugar de secuenciacion: MACROGEN, Seul, Corea.

No. de bases: 380

ACTCCGGGAACCGGGGCTAATACCGGATGCTTGTTTGAACCGCATGGTTCAAACATAAAAGGTGGCTTCGGC

TACCACTTACAGATGGACCCCCGGCGCATTAACTAGTTGGTGAGGTAATGGCTCACCAAGGGAACGATGCGT

AGCCAACCTGAAAGGGGGATCGGCCACCCTGGGACTGAAACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGT
AGGGAATCTTCCCCAATGGACGAAAGTCTGACGGAACAACCCCCCGTGAGTGATGAAGGTTTTCGGATCGTA

AAACTCTGTTGTTAGGGAAAAACAAGTACCGTTCGAATAGGGGGGTACCTTGACGGTACCTAACCAAAAAGCC
ACGGCTAAATACGTGCCAAC
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Secuencia: Ap0859

Gen: 16S

Especie mas cercana: Staphylococcus sp. J2015s

Lugar y fecha de colecta: Punta Arena de la ventana, B. C. S., México. Junio, 2008.
Lugar de secuenciacion: MACROGEN, Seul, Corea.

No. de bases: 380

ATACTTCGGGAACCGGAGCTAATGCCGGATAACATATAGAACCGCATGGTTCTATAGTGAAAGATGGTTTTGC
TATCACTTATAGATGGACCCGCGCCGTATTAGCTAGTTGGTAAGGTAATGGCTTACCAAGGCGACGATACGTA
GCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTA
GGGAATCTTCCGCAATGGGCGAAAGCCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTTTTCGGATCGTA
AAACTCTGTTATTAGGGAAGAACAAATGCGTAAGTAACTGTGCGCATCTTGACGGTACCTAATCAGAAAGCCA
CGGCTAACTACGTGCCAGC

Secuencia: Ap0869

Gen: 16S

Especie mas cercana: Psychrobacter maritimus ZT7

Lugar y fecha de colecta: Punta Arena de la ventana, B. C. S., México. Junio, 2008.
Lugar de secuenciacién: MACROGEN, Sedl, Corea.

No. de bases: 380

GGGGGAAGCTCGGGAACTCGAATTAATACCGCATACGACCTACGGGAGAAAGGGGGCAACTTGTTGCTCTC
GCTATTAGATGAGCCTAAGTCGGATTAGCTAGATGGTGGGGTAAAGGCCTACCATGGCGACGATCTGTAGCT
GGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACCGGGACTGAGACACGGCCCGGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGG
GAATATTGGACAATGGGGGCAACCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGCCTTTTGGTTGTAAAG
CACTTTAAGCAGTGAAGAAGACTCCGTGGTTAATACCCACGGACGATGACATTAGCTGCAGAATAAGCACCG
GCTAACTCTGTGCCAGCAGCCGC

Secuencia: Ap0870

Gen: 16S

Especie mas cercana: Staphylococcus arlettae ARB7

Lugar y fecha de colecta: Punta Arena de la ventana, B. C. S., México. Junio, 2008.
Lugar de secuenciacion: MACROGEN, Seul, Corea.

No. de bases: 380

ATAGAAGAACTCAGGGGGNCGGGGCTAATGCCGGATAATTTTAGAACCGCATGGTTCTAAAGTGAAAGATGG

TTTTGCTATGACTTATATTTGGACCCGCGCCGTATTACATTATTGGTAAGGTAATGGCTTACCAAGGCAACGAT
ACGTAGCCGACCTGACAGGGTGATCGGACCCACTGGAACTGAAACACGGTCCAGACTCCAACCGGAGGCAG

CAGTACGGAATCTTCCCCAATGGGCGAAAGCCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGGTTTCGGC

TCGTAAAACTCTGTTTTTGTGGAAAAGCAAAAATGAAAATCACTGTGCACGGGTTGACCCTTGAAATCACCTAG
CCACAAATACCTACGTGC
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Secuencia: Ap0879

Gen: 16S

Especie mas cercana: Micrococcus luteus DSM20030

Lugar y fecha de colecta: Punta Arena de la ventana, B. C. S., México. Junio, 2008.
Lugar de secuenciacion: MACROGEN, Seul, Corea.

No. de bases: 380

GCCTAACTCTGGGATAAGCCTGGGAACTGGGTCTAATACCGGATAGGAGCGTCCACCGCATGGTGGGTGTT
GGAAAGATTTATCGGTTTTGGATGGACTCGCGGCCTATCAGCTTGTTGGTGAGGTAATGGCTCACCAAGGCG
ACGACGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGTGACCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGG
AGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGAAAGCCTGATGCAGCGACGCCGCGTGAGGGATGACGGC
CTTCGGGTTGTAAACCTCTTTCAGTAGGGAAGAAGCGAAAGTGACGGTACCTGCAGAAGAAGCACCGGCTAA
CTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATA

Secuencia: Ap0881

Gen: 16S

Especie mas cercana: Staphylococcus sp. clone 68

Lugar y fecha de colecta: Punta Arena de la ventana, B. C. S., México. Junio, 2008.
Lugar de secuenciacién: MACROGEN, Sedl, Corea.

No. de bases: 380

TGACTTCGGCGGAGCTAATACCGGATAACATATTGAACCGCATGGTTCAATAGTGAAAGGCGGCTTTGCTGTC
ACTTATAGATGGATCCGCGCCGTATTAGCTAGTTGGTAAGGTAACGGCTTACCAAGGCAACGATACGTAGCC
GACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGG
GAATCTTCCGCAATGGGCGAAAGCCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTCTTCGGATCGTAAA
ACTCTGTTATCAGGGAAGAACAAATGTGTAAGTAACTGTGCACATCTTGACGGTACCTGATCAGAAAGCCACG
GCTAACTACGTGCCAGCAGCC

Secuencia: Ap08161

Gen: 16S

Especie mas cercana: Bacillus subtilis M50

Lugar y fecha de colecta: Punta Arena de la ventana, B. C. S., México. Junio, 2008.
Lugar de secuenciacion: MACROGEN, Seul, Corea.

No. de bases: 380

CTCCGGGAACCGGGGCTAATACCGGATGCTTGTTTGAACCGCATGGTTCAAACATAAAAGGTGGCTTCGGCT
ACCACTTACAGATGGACCCGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAATGGCTCACCAAGGCAACGATGCGTA
GCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGT
AGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTTTTCGGATCGTA
AAGCTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTACCGTTCGAATAGGGCGGTACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGC
CACGGCTAACTACGTGCCAGCA
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Secuencia: Ap1049

Gen: 16S

Especie mas cercana: Staphylococcus sp. EB338

Lugar y fecha de colecta: Punta Arena de la ventana, B. C. S., México. Junio, 2008.
Lugar de secuenciacion: MACROGEN, Seul, Corea.

No. de bases: 380

CGGAGCTAATACCGGATAATATTTCGAACCGCATGGTTCGATAGTGAAAGATGGTTTTGCTATCACTTATAGAT
GGACCCGCGCCGTATTAGCTAGTTGGTAAGGTAACGGCTTACCAAGGCGACGATACGTAGCCGACCTGAGA
GGGTGATCGGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCG
CAATGGGCGAAAGCCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTCTTCGGATCGTAAAACTCTGTTATT
AGGGAAGAACATACGTGTAAGTAACTATGCACGTCTTGACGGTACCTAATCAGAAAGCCACGGCTAACTACGT
GCCAGCAGCCGCGGTAATA

Secuencia: Ap1066

Gen: 16S

Especie mas cercana: Halomonas sp. H1 (2012)

Lugar y fecha de colecta: Punta Arena de la ventana, B. C. S., México. Junio, 2008.
Lugar de secuenciacién: MACROGEN, Sedl, Corea.

No. de bases: 380

GGGAACCTGGGGAACCCAGGCTAATACCGCATACGTCCTACGGGAGAAAGCAGGGGACCTTCGGGCCTTGC
GCTATCGGATGAGCCTATGTCGGATTAGCTGGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCGACGATCCGTAGCT
GGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGG
GAATATTGGACAATGGGCGCAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAG
CACTTTCAGCGGGGAAGAACGCCTGGCGGCCAATACCCGCCAGGAGGGACATCACCCGCAGAAGAAGCACC
GGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGG

Secuencia: Ap10123

Gen: 16S

Especie mas cercana: Staphylococcus sp. CBMAI 1081

Lugar y fecha de colecta: Punta Arena de la ventana, B. C. S., México. Junio, 2008.
Lugar de secuenciacion: MACROGEN, Seul, Corea.

No. de bases: 380

GGATACTTCGGGAACCGGAGCTAATACCGGATAATATATTGAACCGCATGGTTCAATAGTGAAAGACGGTTTT
GCTGTCACTTATAGATGGATCCGCGCCGCATTAGCTAGTTGGTAAGGTAACGGCTTACCAAGGCAACGATGC
GTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCA
GTAGGGAATCTTCCGCAATGGGCGAAAGCCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTCTTCGGATC
GTAAAACTCTGTTATTAGGGAAGAACAAATGTGTAAGTAACTATGCACGTCTTGACGGTACCTAATCAGAAAG
CCACGGCTAACTACGTGCCG
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Secuencia: Ap1217

Gen: 16S

Especie mas cercana: Staphylococcus sp. DLS6

Lugar y fecha de colecta: Punta Arena de la ventana, B. C. S., México. Junio, 2008.
Lugar de secuenciacion: MACROGEN, Seul, Corea.

No. de bases: 380

GGATACTTCGGGAACCGGAGCTAATACCGGATAACATATTGAACCGCATGGTTCAATAGTGAAAGGCGGCTT
TGCTGTCACTTATAGATGGATCCGCGCCGTATTAGCTAGTTGGTAAGGTAACGGCTTACCAAGGCAACGATAC
GTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCA
GTAGGGAATCTTCCGCAATGGGCGAAAGCCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTCTTCGGATC
GTAAAACTCTGTTATCAGGGAAGAACAAATGTGTAAGTAACTGTGCACATCTTGACGGTACCTGATCAGAAAG
CCACGGCTAACTACGTGCCA

Secuencia: Ap1239

Gen: 16S

Especie mas cercana: Bacillus licheniformis WX-06

Lugar y fecha de colecta: Punta Arena de la ventana, B. C. S., México. Junio, 2008.
Lugar de secuenciacién: MACROGEN, Sedl, Corea.

No. de bases: 380

GGACTCCGGGAACCGGGGCTAATACCGGATGCTTGATTGAACCGCATGGTTCAATCATAAAAGGTGGCTTTT
AGCTACCACTTGCAGATGGACCCGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCGACGAT
GCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCA
GCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTTTTCGG
ATCGTAAAACTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTACCGTTCGAATAGGGCGGCACCTTGACGGTACCTAACCA
GAAAGCCACGGCTAACTACGTGCC

Secuencia: Ap1247

Gen: 16S

Especie mas cercana: Sporosarcina aquimarina

Lugar y fecha de colecta: Punta Arena de la ventana, B. C. S., México. Junio, 2008.
Lugar de secuenciacion: MACROGEN, Seul, Corea.

No. de bases: 380

TACTCCGGGAACCGGAGCTAATACCGAATAATCGGTTCTTCCGCATGGAAGAACTCTGAAAGACGGTTTCGG
CTGTCACTGCAGGATGGGCCCGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGGGGTAACGGCCTACCAAGGCGACGATGC
GTAGCCAACCTGAAAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAAACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCA
TTAGGGAATCTTCCACAAGGGACAAAAGTCTGATGGACCACCCCCCCGTGAGCGAAAAAGGTTTTCGGATCG
TAAAGTTCTGTTGTAAGGGAAAAACAATTACGAAAGTAACTGCTCGTACCTTGACGGTACCTCTTTAAAAAGCC
CCGGTTAATTACTTGCCACC
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Secuencia: Ap12167

Gen: 16S

Especie mas cercana: Bacillus subtilis ARO7

Lugar y fecha de colecta: Punta Arena de la ventana, B. C. S., México. Junio, 2008.
Lugar de secuenciacion: MACROGEN, Seul, Corea.

No. de bases: 380

CTCCGGGAACCGGGGCTAATACCGGATGGTTGTTTGAACCGCATGGTTCAAACATAAAAGGTGGCTTCGGCT
ACCACTTACAGATGGACCCGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCAACGATGCGTA
GCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGT
AGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTTTTCGGATCGTA
AAGCTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTACCGTTCGAATAGGGCGGTACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGC
CACGGCTAACTACGTGCCAGCA

Secuencia: Ap022

Gen: 16S

Especie mas cercana: Pseudovibrio sp. Ad16

Lugar y fecha de colecta: Punta Arena de la ventana, B. C. S., México. Junio, 2008.
Lugar de secuenciacion: MACROGEN, Seul, Corea.

No. de bases: 380

ACAAAGTCGGGAACGACTGCTAATACCCTATGAGCCCTATGGGGCAAAGATTTATCGCCATGAAATGTGCCC
GCGTTACATTATCTAGTTGGTACCGTAATGGCTTACCAAGGCGACGATCTATAGCTGGTCTGAGAGGATGATC
AGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGG
GCAACCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGTGTGATGACGGCCTTAGGGTTGTAAAGCACTTTCAGCAGTGAAGA
TAATGACATTAACTGCAGAAGAAACCCCGGCTAACTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAACCTAACAAAA
CCCCCGCGACTAACTACGT

Secuencia: Ap023

Gen: 16S

Especie mas cercana: Bacillus licheniformis Pb-WC11099

Lugar y fecha de colecta: Punta Arena de la ventana, B. C. S., México. Junio, 2008.
Lugar de secuenciacion: MACROGEN, Seul, Corea.

No. de bases: 380

GCTGTGGATTGGAACCGCATGGTTCAATCATAAAAGGTGGCTTTTAGCTACCACTTACAGATGGACCCGCGG
CGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCGACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGG
CCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGA
AAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTTTTCGGATCGTAAAACTCTGTTGTTAGGGAAGAAC
AAGTACCGTTCGAATAGGGCGGTACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAG
CCGGGCCAAATACGAACAACTT
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Secuencia: Ap027

Gen: 16S

Especie mas cercana: Bacillus licheniformis Pb-WC11099

Lugar y fecha de colecta: Punta Arena de la ventana, B. C. S., México. Junio, 2008.
Lugar de secuenciacion: MACROGEN, Seul, Corea.

No. de bases: 380

ACTGGGATACTCCGGGAACCGGGGCTAATACCGGATGCTTGATTGAACCGCATGGTTCAATTATAAAAGGTG
GCTTTTACCTCCCATTTACAAAGGGCCCCCCGGCGCATTACCTATTTGGGGAGGTAACGGTTCACCAAGGCA
ACAATGCTTACCCAACCTGAAAGGGTGATCGGCCACCCGGGAACTGAAACCCGGCCCAAACCCCTACGGAA
GGCACCATTAGGAAATCTTCCCCATGGAACAAAAGTCTGACGAACCACCCCCCCGGGATTGATAAAGGTTTTC
GAATCGAAAAATTCTGTTGTTAGGAAAAAACAATTCCCGTTCAAATAGGGGGGTACCTTGACGGTCCCTAACC
AAAAAGCCACGGTTAATTAGAGATGATG

Secuencia: Ap029

Gen: 16S

Especie mas cercana: Alpha proteobacterium JEO19

Lugar y fecha de colecta: Punta Arena de la ventana, B. C. S., México. Junio, 2008.
Lugar de secuenciacién: MACROGEN, Sedl, Corea.

No. de bases: 380

GGGACACAGTTGGAACGACTGCTAATACCCTATGAGCCCTATGGGGGAAAGATTTATCGCCATGAGATGTGC
CCGCGTTAGATTAGCTAGTTGGTAAGGTAATGGCTTACCAAGGCGACGATCTATAGCTGGTCTGAGAGGATG
ATCAGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATG
GGGGCAACCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGAGTGATGACGGCCTTAGGGTTGTAAAGCTCTTTCAGCAGTGA
AGATAATGACATTAACTGCAGAAGAAGCCCCGGCTAACTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACAAAATAACG
GCTAACTCCGTGCCAATATCG

Secuencia: Ap0204

Gen: 16S

Especie mas cercana: Bacillus subtilis BacCA4

Lugar y fecha de colecta: Punta Arena de la ventana, B. C. S., México. Junio, 2008.
Lugar de secuenciacion: MACROGEN, Seul, Corea.

No. de bases: 380

TTCAAATCATAAAAGGTGGCTTCGGCTACCACTTACAGATGGACCCGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGT
AATGGCTCACCAAGGCAACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGG
CCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGC
GTGAGTGATGAAGGTTTTCGGATCGTAAAGCTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTACCGTTCGAATAGGGCGG
TACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGTGGGGAATTAATACGACTTTCG
GGGTTTTTTCCTCTCTTGTGGT
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Secuencia: Ap0211

Gen: 16S

Especie mas cercana: Bacillus pumilus AP280

Lugar y fecha de colecta: Punta Arena de la ventana, B. C. S., México. Junio, 2008.
Lugar de secuenciacion: MACROGEN, Seul, Corea.

No. de bases: 380

CCGCCGGAGCTAATACCGGATAGTTCCTTGAACCGCATGGTTCAAGGATGAAAGACGGTTTCGGCTGTCACT

TACAGATGGACCCGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGGGGTAATGGCTCACCAAGGCGACGATGCGTAGCCGA
CCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGA

ATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTTTTCGGATCGTAAAGCT
CTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTGCGAGAGTAACTGCTCGCACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGC
TAACTACGTGCCAGCAGCCGCGG

Secuencia: Ap0212

Gen: 16S

Especie mas cercana: Pseudovibrio sp. Pv348

Lugar y fecha de colecta: Punta Arena de la ventana, B. C. S., México. Junio, 2008.
Lugar de secuenciacién: MACROGEN, Sedl, Corea.

No. de bases: 380

GTTGGAACGACTGCTAATACCCTATGAGCCCTATGGGGGAAAGATTTATCGCCATGAGATGTGCCCGCGTTA
GATTAGCTAGTTGGTAAGGTAATGGCTTACCAAGGCGACGATCTATAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCA
CACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGGGCAAC
CCTGATCCAGCCATGCCGCGTGTGTGATGACGGCCTTAGGGTTGTAAAGCACTTTCAGCAGTGAAAATAATG
ACATTAACTGCAGAAGAAGCCCCGGCTAACTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGACCTTCCATTAGAAAG
CTGGGTAATTTTATTTGCTAA

Secuencia: Ap0213

Gen: 16S

Especie mas cercana: Bacillus licheniformis RP-GC

Lugar y fecha de colecta: Punta Arena de la ventana, B. C. S., México. Junio, 2008.
Lugar de secuenciacion: MACROGEN, Seul, Corea.

No. de bases: 380

TTACTCCGGGAAACCGGGGCTAATACCGGATGCTTGATTGAACCGCATGGTTCAATTATAAAAGGTGGCTTTT
ACCAACCCCTTACAGAGGGACCCGCGGGGCATTAGTTAGTGGGGGAGGTAACGGCTCACCAAGGCAACAAT
GCGTAGCCAACCTGAAAGGGGGATCGGCCACCCTGGGCCTGAAACCCGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCA
CCAGTAGGGAATCTTCCCCATGGGACAAAATTCTGACGGACCACCGCCCCGTGATTGATGAAGGTTTTCGAA
TCGTAAAACTCTGTTGTTAGGGAAAAACAAGTACCGTTCAAATAGGGGGGACCCTTAACGGACCCTAACCAAA
AAGCCCCGGTTAACTACTTGC
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Secuencia: Ap0216

Gen: 16S

Especie mas cercana: Bacillus subtilis LLS-M3-11

Lugar y fecha de colecta: Punta Arena de la ventana, B. C. S., México. Junio, 2008.
Lugar de secuenciacion: MACROGEN, Seul, Corea.

No. de bases: 380

GGGGCTAATACCGGATGCTTGTTTGAACCGCATGGTTCAAACATAAAAGGTGGCTTCGGCTACCACTTACAGA
TGGACCCGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAATGGCTCACCAAGGCAACGATGCGTAGCCGACCTGAG
AGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCC
GCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTTTTCGGATCGTAAAGCTCTGTTGT
TAGGGAAGAACAAGTACCGTTCGAATAGGGCGGTACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTA
CGTGCCAGCAGCCGCGGTAAT

Secuencia: Ap0222

Gen: 16S

Especie mas cercana: Bacillus licheniformis F198 B08

Lugar y fecha de colecta: Punta Arena de la ventana, B. C. S., México. Junio, 2008.
Lugar de secuenciacién: MACROGEN, Sedl, Corea.

No. de bases: 380

GGGATACTCCGGGAACCGGGGCTAATACCGGATGCTTGATTGAACCGCATGGTTCAATTATAAAAGGTGGCT
TTTAGCTACCACTTACAGATGGACCCGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCAACA
ATGCGTAGCCAACCTGAAAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAAACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGC
AGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACAAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTTTTCGG
ATCGTAAAACTCTGTTGTTAGGGAAAAACAAGTACCGTTCGAATAGGGCGGTACCTTGACGGTACCTAACCAA
AAAGCCACGGCTAACTACGC

Secuencia: Ap0233

Gen: 16S

Especie mas cercana: Bacillus flexus NIOT

Lugar y fecha de colecta: Punta Arena de la ventana, B. C. S., México. Junio, 2008.
Lugar de secuenciacion: MACROGEN, Seul, Corea.

No. de bases: 380

CCGGGAACCGGAGCTAATACCGGATAACATTTTTTCTTGCATAAGAGAAAATTGAAAGATGGTTTCGGCTATC
ACTTACAGATGGGCCCGCGGTGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCAACGATGCATAGCC
GACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGG
GAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGCTTTCGGGTCGTAAAA
CTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTACAAGAGTAACTGCTTGTACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGG
CTAACTACGTGCCAGCAGCC
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Secuencia: Ap0238

Gen: 16S

Especie mas cercana: Staphylococcus equorum SCSAAB0024

Lugar y fecha de colecta: Punta Arena de la ventana, B. C. S., México. Junio, 2008.
Lugar de secuenciacion: MACROGEN, Seul, Corea.

No. de bases: 380

CGGAGCTAATGCCGGATAACATTTGGAACCGCATGGTTCTAAAGTAAAAGATGGTTTTGCTATCACTTATAGAT
GGACCCGCGCCGTATTAGCTAGTTGGTAAGGTAACGGCTTACCAAGGCAACGATACGTAGCCGACCTGAGA
GGGTGATCGGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCG
CAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTTTTCGGATCGTAAAACTCTGTTATT
AGGGAAGAACAAATGTGTAAGTAACTGTGCACATCTTGACGGTACCTAATCAGAAAGCCACGGCTAACTACGT
GCCAGCAGCCGCGGTAATA

Secuencia: Ap0240

Gen: 16S

Especie mas cercana: Bacillus pumilus M45

Lugar y fecha de colecta: Punta Arena de la ventana, B. C. S., México. Junio, 2008.
Lugar de secuenciacién: MACROGEN, Sedl, Corea.

No. de bases: 380

GGGATACTCCGGGAACCGGAGCTAATACCGGATAGTTCCTTGAACCGCATGGTTCAAGGATGAAAGACGGTT
TCGGCTGTCACTTACAGATGGACCCGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGGGGTAATGGCTCACCAAGGCGACG
ATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGG
CAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTTTTC
GGATCGTAAAGCTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTGCGAGAGTAACTGCTCGCACCTTGACGGTACCTAACC
AGAAAGCCACGGCTAACTACGTGC

Secuencia: Ap02135

Gen: 16S

Especie mas cercana: Bacillus subtilis AP254

Lugar y fecha de colecta: Punta Arena de la ventana, B. C. S., México. Junio, 2008.
Lugar de secuenciacion: MACROGEN, Seul, Corea.

No. de bases: 380

ATCCGGGAACCGGGGCTAATACCGGATGGTTGTTTGAACCGCATGGTTCAAACATAAAAGGTGGCTTCGGCT
ACCACTTACAGATGGACCCGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCAACGATGCGTA
GCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGT
AGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTTTTCGGATCGTA
AAGCTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTACCGTTCGAATAGGGCGGTACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGC
CACGGCTAACTACGTGCCAGCA
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Secuencia: Ap02136

Gen: 16S

Especie mas cercana: Bacillus licheniformis Pb-HK09001

Lugar y fecha de colecta: Punta Arena de la ventana, B. C. S., México. Junio, 2008.
Lugar de secuenciacion: MACROGEN, Seul, Corea.

No. de bases: 380

GGATCCGGACGGGGCTAATACCGGATGCTTGATTGAACCGCATGGTTCAATCATAAAAGGTGGCTTTTAGCT
ACCACTTGCAGATGGACCCGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCGACGATGCGT
AGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAG
TAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTTTTCGGATCGT
AAAACTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTACCGTTCGAATAGGGCGGTACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAG
CCACGGCTAACTACGTGCCAGCA

Secuencia: Ap02142

Gen: 16S

Especie mas cercana: Bacillus licheniformis OIV 710

Lugar y fecha de colecta: Punta Arena de la ventana, B. C. S., México. Junio, 2008.
Lugar de secuenciacién: MACROGEN, Sedl, Corea.

No. de bases: 380

AAACTCCGGGAACGGGGCTATACCGGATGTTGATTGAACCGCAGGTTCATTATAAAAGGTGGCTTTACTACCC
TTACAGATGGACCCGCGGCGCATTACTAGTTGGTGAGGTAACGGCTTACCAAGGCGACGATGCGTACCCACC
TGAGAGGGTGATTGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTTCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATC
TTTCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTTTTCGGATCGTAAAACTCTG
TTGTTAGGGAAGAACAAGTACCGTTCGAATAGGGCGGTACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTA
ACTACGTGCCAGCACGGGGG

Secuencia: Ap02143

Gen: 16S

Especie mas cercana: Staphylococcus sp. D88

Lugar y fecha de colecta: Punta Arena de la ventana, B. C. S., México. Junio, 2008.
Lugar de secuenciacion: MACROGEN, Seul, Corea.

No. de bases: 380

ACTTCGGGAACCGGAGCTAATACCGGATAATATATTGAACCGCATGGTTCAATAGTGAAAGACGGTTTTGCTG
TCACTTATAGATGGATCCGCGCCGCATTAGCTAGTTGGTAAGGTAACGGCTTACCAAGGCAACGATGCGTAG
CCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAG
GGAATCTTCCGCAATGGGCGAAAGCCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTCTTCGGATCGTAA
AACTCTGTTATTAGGGAAGAACAAATGTGTAAGTAACTATGCACGTCTTGACGGTACCTAATCAGAAAGCCAC
GGCTAACTACGTGCCAGCAG
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Secuencia: Ap02156

Gen: 16S

Especie mas cercana: Bacillus licheniformis Pb-WC11225

Lugar y fecha de colecta: Punta Arena de la ventana, B. C. S., México. Junio, 2008.
Lugar de secuenciacion: MACROGEN, Seul, Corea.

No. de bases: 380

TAGATGGGATACTCCGGGAACCGGGGCTAATACCGGATGGTTGTTTGAACCGCATGGTTCAAACATAAAAGG
TGGCTTCGGCTGCCACTTACAGATGGACCCGCGGCGCATTAACTAGTTGGTGAGGTAATGGCTCACCAAGGC
GACGATGCCTAACCCACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGG
AGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAACAACGCCCCGTGAGTGATGAAGGTTT
TCGGATCGTAAAGCTCTGTTGTTAAGGAAAAACAAGTACCGTTCGAATAGGGCGGTACCTTGACGGTACCTAA
CCAAAAAGCCCCGGCTAACT

Secuencia: Ap02171

Gen: 16S

Especie mas cercana: Bacillus subtilis F198_A06

Lugar y fecha de colecta: Punta Arena de la ventana, B. C. S., México. Junio, 2008.
Lugar de secuenciacién: MACROGEN, Sedl, Corea.

No. de bases: 380

GAAACTCCGGGAACCGGGGCTAATACCGGATGCTTGATTGAACCGCAGGTTCAATTATAAAAGGTGGCTTTTA
TCTACCACTTACAAATGGACCCGCGGCGCATTACCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCAACAATGC
GTACCCAACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAAACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCA
GTAGGGAATCTTCCGCAATGGACAAAATTCTGACGGACCAACCCCCCGTGATTGATGAAGGTTTTCGAATCGT
AAAACTCTGTTGTTAGGGAAAAACAAGTACCGTTCGAATAGGGCGGTACCTTGACGGTACCTAACCAAAAAGC
CACGGCTAACTACGTGCC
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