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GLOSARIO

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

Alineamiento de secuencias: procedimiento bioinforméatico que sirve para
representar y comparar dos o mas secuencias o cadenas de ADN, ARN o
proteinas, para resaltar su zona de similitud, que podrian indicar relaciones
funcionales o evolutivas entre los genes o proteinas consultados.

Antibidticos: sustancia quimica producida por un ser vivo o derivada sintéticamente
gue mata o inhibe el crecimiento de ciertas clases de microorganismos sensibles.
Bioactivos: sustancias 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: método estadistico que puede estimar las distribuciones por creacion
repetida y analisis de conjuntos de datos artificiales.

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

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 reaccidén en cadena de la polimerasa.

Electroforesis: técnica para la separacién de moléculas segun su movilidad en un
campo eléctrico. Dependiendo de la técnica, la separacidon obedece en distinta
medida a la carga eléctrica de las moléculas y a su masa.

Farmacologia: ciencia que estudia el origen, las acciones y las propiedades que las
sustancias quimicas ejercen sobre los organismos vivos.

Genbank: 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
gue no se produce crecimiento bacteriano.

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

Hospedero: organismo que alberga a otro en su interior o lo porta sobre si.

Gram positiva: célula procariética cuya pared celular esta compuesta basicamente
por peptidoglicano y que carece de membrana externa.

Gram negativa: célula procariética cuya pared celular contiene relativamente poco
peptidoglicano y presenta una membrana externa compuesta por lipopolisacarido,
lipoproteina y otras macromoléculas complejas.

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

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

Oligonucledtido: 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: conjunto de métodos y técnicas bioquimicas cuya finalidad es la
determinacion del orden de los nucleétidos (A, C, G y 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.

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

Taqg polimerasa: enzima termoestable aislada de Thermus aquaticus (Taq), una

bacteria que soporta altas temperaturas.
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Buffer TE
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RESUMEN

Las Bacterias Gram positivas, especificamente Actinobacterias y el Orden
Bacillales, son un grupo de interés por la produccion de compuestos secundarios
bioactivos, que pueden ser utilizados como fuente de antibidticos. Sin embargo, se
conoce poco acerca de la diversidad de estas bacterias cultivables asociadas a
esponjas. Por lo que el objetivo de este trabajo fue caracterizar, identificar
molecularmente y evaluar de manera estacional la actividad antibacteriana de
bacterias Gram positivas asociadas a la esponja Aplysina clathrata del area de Punta
Arena de la Ventana, B.C.S., durante un ciclo anual (2012). Partiendo de diluciones
seriales del tejido macerado de la esponja y utilizando seis diferentes medios de
cultivo, se aislaron un total de 103 cepas. Con un medio de cultivo adicionado con
asparagina y extracto de esponja se obtuvo el mayor nimero de aislamientos (30%).
Estacionalmente también se observaron diferencias, siendo en primavera cuando se
aislo el mayor numero de cepas (40) y en verano el menor (17). De las cepas
aisladas, 41 fueron caracterizadas e identificadas y los resultados del analisis
filogenético indicaron que el 56% de las bacterias pertenece al grupo de las
Actinobacterias, siendo los géneros Rhodococcus y Kocuria los mas representativos,
seguidos de Arthrobacter, Brevibacterium, Janibacter, Ornithinimicrobium vy
Salinispora. El otro 44% fue representado por el fila Firmicutes, siendo los géneros
Bacillus y Holobacillus los Unicos presentes. Los resultados de los ensayos de
actividad biolégica mostraron que el 32% de las cepas fueron activas. 33 cepas con
actividad antimicrobiana frente a Staphylococcus aureus (5 cepas), Escherichia
coli (1 cepa), Pseudomonas aeruginosa (27 cepas) y Candida albicans (1 cepa) con
halos de inhibiciébn de entre 7.8 a 25.7 mm, y once cepas con actividad hemolitica
tipo a y B. Este estudio muestra el potencial de la esponja A. clathrata para el
aislamiento de bacterias Gram positivas que pueden ser utilizadas con fines

biotecnolégicos.

Palabras clave: Actinomicetos, Actividad antimicrobiana, Aislamiento, Bacterias

Gram positivas, Esponjas, Firmicutes.



ABSTRACT

Gram positive bacteria, specifically Actinobacteria and order Bacillales are a
group of interest in the production of bioactive secondary compounds, and can be
used as source of antibiotics. However, little is known about the diversity of cultivable
bacteria associated with sponges. The aim of this study was to characterize,
molecularly identify and evaluate the antimicrobial activity of Gram positive bacteria
associated with Aplysina clathrata sponge from Punta Arena de la Ventana, B.C.S.,
seasonally during an annual cycle (2012). Serial dilutions of homogenizate tissue
sponge was cultivated in six different culture media. A total of 103 strains were
isolated. The greatest number of isolates (30%) was obtained from the culture
medium with asparagine and sponge extract added. Seasonally also differed, the
great isolates was in spring (40) and the minor in summer (17). Only 41 isolates were
characterized and identified. Phylogenetic analysis showed that 56% of the bacteria
are to the Actinobacteria group, being Rhodococcus y Kocuria the most
representative genera, followed by Arthrobacter, Brevibacterium, Janibacter,
Ornithinimicrobium and Salinispora. The other 44% was represented by the Phyla
Firmicutes, including only the genera Bacillus and Holobacillus. The results of
antimicrobial and hemolytic activity showed that 32% of the strains were active. Thirty
three strains exhibit antimicrobial activity against Staphylococcus aureus (5 strains),
Escherichia coli (1 strain), Pseudomonas aeruginosa (27 strains) and Candida
albicans (1 strain) with halos of inhibition between 7.8 to 25.7 mm. And eleven strains
presents hemolytic activity type a and (3. This study showed the potential of the
sponge A. clathrata for isolation of Gram positive bacteria that can be used for

biotechnological purposes

Key words: Actinobacteria, Antimicrobial activity, Gram positive bacteria, Isolation,

Sponges, Firmicutes.



1. INTRODUCCION

Las esponjas son consideradas como los metazoarios mas primitivos existentes
y ademas uno de los phylas de invertebrados con mayor éxito en los océanos. Se
encuentran ampliamente distribuidas y adaptadas a habitats que van desde aquellos
con luz limitada, profundos, tropicales, subtropicales y templados (Hentschel et al.,
2006; Raczkowski, 2010). Siendo organismos sésiles y simples han desarrollado un
poderoso mecanismo de defensa quimica contra depredadores y competidores, asi
como microorganismos patdgenos (Thomas et al., 2010). Por lo que son una rica
fuente de compuestos naturales con estructuras Unicas, las cuales presentan un
amplio rango de actividades biologicas (De la Rosa et al., 2003; Anand et al., 2006;
Blunt et al., 2009). Sin embargo, hay evidencia de que muchos de estos metabolitos
presentan una notable similitud con metabolitos microbianos, por lo que se especula
que varios de estos compuestos pueden ser de origen bacteriano (Santos et al.,
2010). Esta bien documentado que las esponjas muestran una relacion constante
con microorganismos asociados, los cuales pueden llegar a representar hasta el 50-
60% de la biomasa de la esponja (Blunt et al., 2003; Zeng et al., 2013).

El alto porcentaje de bacterias cultivables con actividad antimicrobiana aisladas
de esponjas marinas sugiere que estas representan un nicho ecoldgico que alberga
una diversidad microbiana en gran medida desconocida, con un potencial metabdlico
gue promete ser un recurso excelente para el descubrimiento de nuevos compuestos
activos frente al numero cada vez mayor de patdgenos resistentes (Ledn et al.,
2011).

Dentro de las bacterias de interés biotecnolégico, se encuentran las bacterias
Gram positivas que pueden ser separadas en dos grandes subdivisiones, las
bacterias con alto contenido de G+C pertenecientes al phyla Actinobacteria y las
bacterias con bajo contenido de G+C del phyla Firmicutes (Gontang et al., 2007). En
el ambiente marino, las bacterias Gram positivas han sido poco estudiadas con
respecto a sus contrapartes, las bacterias Gram negativas, debido tal vez a que se
han observado en menor abundancia. Sin embargo, este grupo de bacterias ha
demostrado ser una valiosa fuente de metabolitos secundarios, siendo tal su

importancia, que a partir de ellas se han aislado la mayoria de productos naturales
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caracterizados a partir de bacterias (Murphy et al., 2012). Estos compuestos, ademas
de tener roles ecoldgicos, actuan también como inhibidores de enzimas, promotores
de apoptosis y como agentes antifingicos, antibacterianos, anti-inflamatorios,
inmunosupresores y anticancerigenos (Faulkner et al.,, 2000; Gontang, 2008;
Raczkowski, 2010).

Las esponjas de la familia Aplysinidae albergan una alta diversidad microbiana
gue tiene un gran potencial para la busqueda de nuevos compuestos bioactivos
(Hentschel et al., 2001; Sacristan-Soriano et al., 2011). La alta densidad y diversidad
taxonomica de bacterias dentro del mesohilo de las esponjas de esta familia y en
especifico del género Aplysina, sugieren que este invertebrado marino proporciona
un ambiente propicio para la produccién de agentes antimicrobianos que le sirven
como defensa (Hentschel et al., 2001).

En el arrecife rocoso de Punta Arena de la Ventana, B.C.S., se presentan dos
especies del género Aplysina: gerardogreeni y clathrata. A partir de A. gerardogreeni
se aislaron cepas de bacterias pertenecientes a las a-proteobacterias y otras
especies Gram-negativas, Staphylococcus, Sporosarcina (Cocos Gram-positivos) y
varias especies del género Bacillus (Aguila-Ramirez et al., 2011). En el caso de A.
clathrata, una especie recientemente identificada (Cruz-Barraza et al., 2012) no se
conoce acerca de las bacterias que pueden ser cultivadas y el Unico antecedente que
se tiene es que los extractos organicos de la esponja presentan una mayor actividad
antibacteriana que A. gerardogreeni (Gandara-Zamudio, 2011). Por lo que el objetivo
de esta investigacion es identificar al grupo de bacterias Gram positivas que pueden
ser cultivadas a partir de Aplysina clathrata, su variaciéon temporal y establecer si las
cepas aisladas presentan una actividad biolégica significativa con la finalidad de

crear una coleccion de cepas Gram-positivas con potencial bioactivo.



2. MARCO TEORICO.

2.1. Esponjas y su microbiota asociada.

El phyla Porifera consiste en animales bentdnicos que se encuentran en
ambientes marinos, pero también los hay de agua dulce. En cuanto a biomasa, estos
organismos llegan a predominar en los arrecifes coralinos tropicales, pero también se
encuentran a zonas polares y de grandes profundidades, asi como en lagos de agua
dulce y arroyos. Un 85% de las 15000 especies descritas de esponjas pertenecen a
la clase Demospongiae, mientras que el resto pertenece a las clases Hexactinellida y
Calcarea (Hentschel et al., 2006; Santos-Gandelman et al., 2013).

En los ambientes marinos, estos invertebrados presentan una notable capacidad
filtradora, y pueden llegar a filtrar hasta 24 m® kg™ esponja dia®. Durante este
proceso, se llegan a incorporar un gran nimero de bacterias que de otra manera
pueden ser encontradas diluidas en el agua de mar (Mehbub et al., 2012). A pesar
del hecho de que las esponjas se alimentan de microorganismos, existe un gran
namero de bacterias extracelulares que habitan el mesohilo de muchas
Demospongias. A este tipo de esponjas también se les ha llamado “Bacteriosponjas”
o “Esponjas con alta abundancia microbiana”. En ellas, la densidad bacteriana llega a
alcanzar de 10® a 10™° bacterias por gramo de peso himedo de la esponja, valor
que excede al agua de mar hasta por 2 a 4 6rdenes de magnitud (Hentschel et al.,
2006). En la figura 1 se puede observar una representacion esquematica de una
bacteriosponja tipica. Donde en azul, se muestra canal del sistema acuifero. El agua
de mar entra en el osculo pasa a través de las camaras del coanocito y sale de la
esponja a través de los canales exhalantes como se demuestra con las flechas rojas.
Las células ameboides de la esponja (que se muestran en naranja) son las
responsables de la fagocitosis y la digestion. EI sombreado rojo en los alrededores
de la esponja muestra las cianobacterias en las superficies expuestas a la luz. Los
triangulos verdes representan la fraccion de microorganismos que presumiblemente
se transmiten verticalmente a través de las etapas reproductivas. Los circulos azules
simbolizan la fraccion de microorganismos que se absorben a partir del agua de mar.

Una vez dentro del mesohilo, o bien son digeridos rapidamente y sirven como fuente



de alimento, o pueden formar parte de la microbiota especifica de la esponja. Los
simbolos verdes en forma de media luna representan a las bacterias del agua de
mar, que probablemente pasan a través de la esponja sin ser procesadas (Hentschel
et al., 2006).

Figura 1. Representacion esquematica de una bacteriosponja tipica (Tomado de

Hentschel et al. 2006, modificado al espariol).

Existen dos vias por las cuales posiblemente una esponja en desarrollo adquiere
su microbiota simbionte. La primera es por absorcion selectiva de microorganismos
especificos que se encuentran en la columna de agua y que son adquiridos por la
esponja durante la filtracién. La segunda via es por la transmision vertical de estas
bacterias a través de los gametos de la esponja por inclusion de estos
microorganismos en los ovocitos o larvas (Radjasa et al., 2007; Thomas et al., 2010).

Se han descubierto alrededor de 26 phylas de bacterias asociadas a esponjas
(Lee et al., 2011; Flemmer et al., 2012; Zeng et al., 2013). Siendo las principales
Acidobacteria, Bacteroidetes, Chloroflexi, Cyanobacteria, Deinococcus-Thermus,
Firmicutes, Gemmatimonadetes, Nitrospira, Planctomycetes, Proteobacteria (Alpha,
Beta, Delta, y Gammaproteobacteria), Spirochaetes, y Verrucomicrobia (Taylor et al.,
2007).

Las asociaciones bacteria-esponjas, que pueden ser categorizadas como
mutualismo obligatorio donde los simbiontes juegan un papel importante en el
metabolismo del hospedero; mutualismo facultativo, los simbiontes tienen un efecto

benéfico en el hospedero pero este puede sobrevivir sin ellos; o comensalismo, los



simbiontes estan presentes pero sin mostrar un efecto evidente en el hospedero
(Selvin et al.,, 2009). Esta amplia variedad de microorganismos juegan papeles
importantes en las esponjas hospederas, como la adquisicibn de nutrientes,
estabilizacion del esqueleto de la esponja, procesamiento de los residuos
metabodlicos y producciébn de metabolitos secundarios (Hentschel et al., 2001;
Thomas et al., 2010). Mientras el hospedero proporciona un sustrato para el
microorganismo, que utiliza como nicho y aprovecha los productos del metabolismo
(Hill, 2004).

2.2. Mecanismos de resistencia bacteriana.

Los microorganismos han sido muy importantes en la produccion de farmacos de
origen natural. De 23,000 compuestos activos obtenidos a partir de microorganismos,
el 42% ha sido aportado por hongos y un 32% por bacterias filamentosas, los
actinomicetos (Demain, 2013). Debido al aumento de la resistencia bacteriana a los
antibioticos existentes se ha visto la necesidad de la busqueda de nuevos
compuestos que puedan ser empleados como farmacos. Actualmente los
microorganismos marinos son de gran interés como una nueva y prometedora fuente
de compuestos biolégicamente activos (EIAhwany et al., 2013).

Los agentes antibacterianos se clasifican segun la forma de accién, ya sea
mediante la inhibicion de la sintesis de la pared bacteriana, inhibiendo la sintesis de
proteinas, interfiriendo con la sintesis de los acidos nucleicos, inhibiendo rutas
metabolicas y dafiando la estructura de la membrana bacteriana (Tenover, 2006).

Las bacterias pueden presentar varias formas de resistencia, ya sea mediante la
resistencia intrinseca o natural sobre farmacos y/o de forma adquirida. Uno de los
meétodos de resistencia adquirida es la adquisicion de genes que codifican para
enzimas que inactivan los farmacos antes de que de que puedan cumplir su efecto.
Otro, es mediante la formacion de bombas de flujo que les permiten la eliminacion
del agente antimicrobiano antes que pueda unirse a su blanco. También mediante la
adquisicion de genes que pueden intervenir en rutas metabdlicas produciendo
cambios en la pared (Delcour, 2009). Para estos mecanismos las bacterias utilizan

varias estrategias genéticas, algunas se basan principalmente en la transferencia de



genes de resistencia mediante plasmidos y su estabilizacion en el cromosoma
bacteriano por medio de integrones y otras realizan mutaciones en genes de
importancia o modificaciones a nivel traduccional (Tenover, 2006; Correa-Gomez,
2012).

3. ANTECEDENTES

3.1 Diversidad filogenética de bacterias Gram positivas.

Las bacterias Gram positivas presentan una pared celular que consiste en una
capa gruesa de peptidoglicano, a excepcion de unos pocos géneros un tanto
inusuales que carecen de una pared celular por completo (Gotang, 2008; Murphy et
al., 2012). Este grupo estda compuesto principalmente por bacterias
quimiorganotrofas, llegan a producir esporas en respuesta a la inanicion o por
condiciones quimicas o fisicas estresantes. Las bacterias Gram positivas aerobias
son generalmente saprofitas y ademas son importantes productores de compuestos
bioactivos (Gotang, 2008). Aunque las bacterias Gram positivas mas estudiadas
incluyen patégenos humanos, actinomicetos aislados de suelo y productores de
antibioticos, poco se conoce acerca de la diversidad y distribucion de este grupo de
microorganismos en el ambiente marino, a pesar de que los aislamientos de estas
bacterias a partir de fuentes marinas se remonta varias décadas atras (Gotang et al.
2007).

Se reconocen dos Fila principales de bacterias Gram positivas. Uno de ellos es
Firmicutes, que incluye géneros bien conocidos tales como Bacillus, Listeria,
Staphylococcus, Streptococcus, Enterococcus y Clostridium. ElI otro Fila es
Actinobacteria, que incluye algunas de las bacterias mas tipicas de vida terrestre
pertenecientes a los
géneros Actinomyces, Arthrobacter, Corynebacterium, Frankia, Micrococcus, Microm
onospora, Mycobacterium, Nocardia, Propionibacterium y Streptomyces.

El nombre Firmicutes se deriva de las palabras del latin “firmus” y “cutis” que
significan “fuerte” y “piel” respectivamente. Estas bacterias son generalmente
unicelulares con un bajo contenido de G+C. En este fila se encuentra la familia

Bacillaceae, de dénde se han reportado la mayoria de los metabolitos secundarios
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para este fila, particularmente obtenidos de cepas del género Bacillus (Murphy et al.
2012).

En cuanto a las actinobacterias, la mayoria son aerobias, pero algunas pueden
crecer bajo condiciones anaerobias y al contrario que Firmicutes, tienen alto
contenido de G+C. En 1875 se describid la primer actinobacteria perteneciente al
género Strepthrotrix, sin embargo por su morfologia filamentosa se clasificd
originalmente como un hongo. Para diferenciar a las actinobacterias de los hongos,
en 1917 se propuso el orden Actinomicetales. Las actinobacterias, conocidas
también como actinomicetos presentan una morfologia y fisiologia muy diversa. La
mayoria de estos microorganismos producen filamentos ramificados y forman
micelios (Gotang, 2008; Murphy et al. 2012). Se creia que las actinobacterias
aisladas a partir de fuentes marinas tenian un origen terrestre debido a que la
mayoria de estos microorganismos presentan semejanzas 0 las mismas
caracteristicas que las especies terrestres y que las cepas aisladas eran esporas
inactivas que se encontraban en la columna de agua, sin embargo, se han aislado y
caracterizado especies de actinomicetos marinos cuyos requerimientos de salinidad
para su crecimiento no les permiten vivir en otros ambientes (Mincer et al., 2002;
Ward y Bora, 2006; Yoshida et al., 2008 ). El género Salinispora fue aislado en 1991
en lugares geograficamente diversos del trépico y subtrépico pero hasta el afio 2005
se identific6 como un organismo marino obligado (Maldonado et al., 2005; Fenical y
Jensen, 2006). A partir de entonces, muchos estudios de actinobacterias marinas se
han centrado en cepas de este género, del cual se han identificado las especies S.
tropica, S. arenicola y una tercera que sigue en revision, propuesta como S. pacifica
(Maldonado et al., 2005).

3.2. Compuestos bioactivos de bacterias Gram positivas.

En el ambiente natural, los antibidticos y otros metabolitos secundarios cumplen
diversas funciones que estan relacionadas con la supervivencia de los
microorganismos. Su produccion es inducida en la fase estacionaria en condiciones
de limitacion de nutrientes. Se piensa que los agentes antimicrobianos confieren una

ventaja selectiva en la competencia con otras bacterias con las que comparten
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habitat, ademas la produccion de metabolitos secundarios incluyen la prevencion de
ser fagocitados por los arqueocitos de la esponja, asi como establecer relaciones
simbidticas con el hospedero (Hentschel et al., 2001; Selvin et al., 2004).

De Bacillus amyloliquefaciens aislado de sedimento marino se aisla el
compuesto Macrolactina A (una lactona de 24 miembros) que presenta una notable
actividad antimicrobiana y antiviral frente Herpes simplex. Hasta la fecha, se han
aislado por lo menos 18 macrolactinas producidas por cepas marinas pertenecientes
a B. marinus, B. subtilis, B. polyfermenticus y Bacillus sp. (Lu et al., 2008: Murphy et
al., 2012). De B. cereus aislado del caracol marino Littorina sp., se encontré6 que
produce un péptido ciclico con actividad citotéxica (Wang et al., 1995). Mientras de B.
silvestris aislado de un cangrejo en las costas de Chile produce el péptido ciclico
Bacillistatina 1 con actividad antibacteriana (Pettit et al., 2009).

En estudios donde se cultivaron mas de cien cepas de Salinispora spp. para
probar la bioactividad de sus metabolitos secundarios se demostré que un 35% tiene
actividad antibacteriana frente a cepas de patdgenos resistentes (Mincer et al.,
2002). De estos microorganismos se obtuvieron las salinosporamidas 1 y 2, las
cuales presentan una inhibicion especifica sobre el proteosoma, ademas de
resultados favorables en evaluacién preclinica frente a cancer de mama, colon y
pulmén no microcitico (Groll et al., 2006; De la Calle, 2007). Otros compuestos
aislados a partir de estos actinomicetos son los salinicetales A y B, que inhiben la
induccion de la ornitina descarboxilasa, importante para la quimioprevencion del
cancer (Williams et al., 2007). Otro actinomiceto marino de interés farmacologico es
la cepa Marinispora (MARZ2) del cual se aislaron una serie de compuestos de tipo
marinomicina, teniendo como ejemplo a la marinomicina A, la cual es un potente
agente antitumoral y antibacteriano, que inhibe el crecimiento de bacterias patégenas
para el hombre como Staphylococcus aureus y Enterococcus faceium con una
concentracion minima inhibitoria de 0.1 uM (Fenical y Jensen, 2006).

A partir de estudios en sedimentos marinos en la India, se aislaron 192 cepas, de
las cuales 68 fueron morfologicamente distintas, todas estas pertenecientes a
diferentes géneros siendo el predominante Streptomyces seguido de

Actinopolyspora, Saccharopolyspora, Actinomadura, Nocardiopsis, Micromonospora,
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Actinomyces, Actinoplanes y Microbispora (Vijayakumar et al., 2007). También de

sedimento marino en la bahia de Ancén, Per(, se aislaron 29 cepas de actinomicetos

marinos, a las cuales se les prob6 su actividad antimicrobiana frente a las cepas

patogenas Staphylococcus aureus y Enterococcus faecalis teniendo resultados

favorables en la inhibicion de estos patégenos (Leon et al., 2011).

3.3. Estudios quimicos de bacterias Gram positivas aisladas de esponjas.

Diversos estudios han descrito el aislamiento de compuestos bioactivos de un

gran numero de bacterias asociadas a esponjas (Tabla 1).

Tabla 1. Compuestos obtenidos de bacterias Gram positivas aisladas de esponjas.

Esponja Microorganismo Compuesto Actividad Referencia
Halichondria _ _ o ) _ Suzumura et al.
. Bacillus cereus Peptido ciclico Antibacteriana
japonica (2003)

Acanthella acuta

Haliclona

simulans

H. simulans
A. aerophoba
A. aerophoba

A. aerophoba

A. aerophoba

A. aerophoba

A. aerophoba

A. aerophoba

B. pumilus AAS3

Bacillus sp. BC1

Bacillus sp. BC2
Bacillus sp. SB8
Bacillus sp. SB17

Enterococcus sp.

B. subtilis A184

B. subtilis A190

B. subitlis A202

B. pumilus

GG11
Sin definir
Sin definir
Sin definir
Sin definir
Sin definir

Surfactina,

iturina y fengicin

Surfactina

lturina

Pumilacidin

Antitumoral

Antibacteriana

Antibacteriana
Antibacteriana
Antibacteriana

Antibacteriana

Antifingica,
antibacteriana
hemolitica
Antifangica
hemolitica
Antifangica

hemolitica

Antibacteriana

Ramm et al. (2004)

Wang et al. (1998)

Wang et al. (1998)
Zheng et al. (2000)
Zheng et al. (2000

Zheng et al. (2000

Pabel et al. (2003)

Pabel et al. (2003)

Pabel et al. (2003)

Pabel et al. (2003)
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H. simulans

Xetospongia sp.

Acanthostrongyio

phora sp.
Craniella

australiensis

Dendrilla nigra

D. nigra

Halichondria

panacea

H. simulans

Mycale plumose

Suberea clavata

A. aerophoba

A. aerophoba

A. aerophoba

B. subtilis

Micrococcus luteus

Micromonospora

sp.
Streptomyces sp.

Streptomyces
dendra sp. Nov.
MS1051
Streptomyces sp.
BLT7

Microbacterium sp.

Varias cepas de
Streptomyces sp.
SM1 a SM19

Saccharopolyspora

sp. Nov.
Salinospora sp.

Micrococcus sp.
SB58
Arthrobacter sp.
SB95

Streptomyces

Subtilomicina

Triclosan y

Lutosida

Manzamina A

Quitinasa

Sin definir

Sin definir

1-O-acil-3-[R-
glucopiranosil-
(1-3) - (6-O-acil-
R-
manopiranosil)]-

glicerol

Sin definir

Metaciclo-

prodigiosina

Rimfacina B

Sin definir

Sin definir

Valinomicina

Antibacteriana

Antibacteriana

Antitumoral

antimalaria

Antifiingica

Antibacteriana

Antibacteriana

Antitumoral

Antibacteriana

Anticancerigena

Antibiético

Antibacteriana

Antibacteriana

Antiparasitario

Phelan et al.(2011)

Bultel-Ponce et al.
(1998)
Dunlap et al.
(2007)

Han et al. (2009)

Selvin et al. (2004)

Selvin et al. (2004)

Wicke et al. (2000)

Wang et al. (1998)

Liu et al. (2005)

Kim et al. (2005);
Mincer et al. (2002)

Zheng et al. 2000)

Zheng et al. (2000)

Pimentel-Elardo et
al., (2010)
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Thomas et al. (2010), realizaron una compilacion de las comunidades
microbianas asociadas a esponjas y los metabolitos secundarios que estas
producen, donde destaca el fila Actinobacteria como predominante en la produccion
de compuestos bioactivos con un 46.6%, seguido de las Proteobacterias con un

23.3% y Firmicutes que aporta un porcentaje del 11.6.

3.4 Aislamiento de bacterias Gram positivas de esponjas marinas.

Es de particular interés la presencia de actinomicetos en las comunidades
microbianas asociadas a esponjas, de las esponjas Rhopaloeides odorable, de un
arrecife coralino en Australia, Aplysina aerophoba y Theonella swinhoei se han
aislado nuevas especies de actinomicetos (Webster et al., 2001; Kim et al., 2005). De
una esponja de la clase hexactinelida de aguas profundas en las Antillas holandesas
se aisld la cepa Tsukamurella spongiae (Olson et al., 2007). Mientras que de la
esponja Dendrilla nigra se aislaron varias especies de actinomicetos de los géneros
Streptomyces, Micromonospora y Sccharomonospora (Selvin et al., 2009). Lo que
sugiere que las esponjas son una excelente fuente para el aislamiento de nuevas
especies de actinobacterias.

De la esponja Haliclona sp. se aislaron los actinomicetos Streptomyces,
Nocardiosis, Micromonospora y Verrucosispora siendo éste Ultimo aislado por
primera vez de una esponja (Jiang et al., 2007). En estudios realizados con la
esponja Lochotra sp. se aislo la cepa de Nocardiopsis alba, evaluandola como un
productor biosurfactante (Gandhimathi et al., 2009).

En la esponja Craniella austrialiensis se evalud la actividad biologica de los
actinomicetos aislados, predominando las cepas de Streptomyces sp. y
Actinomycetales bacterium, los cuales demostraron actividad frente a cepas
patdogenas para el hombre como Pseudomonas fluorescens, Escherichia coli,
Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis, Candida albicans y Pacecilomyces variotii
(Li y Liu, 2006).

De la esponja Hymeniacidon perleve recolectada en los mares de China se
aislaron diferentes cepas de actinomicetos como Salinispora pacifica, S. arenicola,

Nocardia araoensis, Gordonia terrae, Streptomyces sp. y Mycobacterium sp. (Sun et
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al., 2010). De la esponja Hymeniacidon perleve se aislaron los actinomicetos
Streptomyces,  Nocardiopsis, Pseudonocardia, Nocardia, = Micromonospora,
Rhodococcus y Actinoalloteichus, mientras que de la esponja Spongia sp. se
identificaron las cepas Streptomyces, Nocardiopsis y Pseudonocardia, ambas
esponjas recolectadas también de los mares de China (Xin et al., 2008).

Un estudio de las comunidades microbianas asociadas a la esponja A.
gerardogreeni en el Golfo de California, permitio el aislamiento de cepas
pertenecientes al phyla Firmicutes, y en menor proporcién Actinobacterias del género
Micrococcus, las cuales presentaron actividad antibacteriana frente a cepas de
bacterias patdgenas para el hombre como Staphylococcus aureus y Escherichia coli
(Aguila-Ramirez, 2012).

En cuanto a la variacién estacional de los actinomicetos, en cepas aisladas de
agua y sedimento marino se ha observado que estos microorganismos presentaron
una variacion en su abundancia, presentando el mayor nimero de aislamientos en
las estaciones célidas secas (Ghanem et al., 2000). En otros estudios la abundancia
de los aislamientos de actinomicetos de agua de mar fue menor en invierno (de
septiembre a mayo), mientras que en junio y julio se obtuvo una mayor abundancia
de estos microorganismos (Klausen et al., 2006).

Investigaciones realizadas en aguas de la bahia de Tokio mostraron que el
aislamiento de cepas cultivables de actinomicetos vario estacionalmente, mostrando
que en mayo se presentd una prominente abundancia de ciertos géneros de
actinomicetos pero una baja diversidad, por el contrario en mayo y diciembre la
diversidad fue alta, pero se presentd una baja abundancia, esto debido a variables en
la disponibilidad de nutrientes y a factores fisicoquimicos (Yoshida et al., 2008).
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4. JUSTIFICACION.

Diversos estudios han demostrado que las bacterias Gram positivas tienen un
gran potencial en la busqueda y descubrimiento de nuevas sustancias bioactivas que
poseen relevancia biomédica e industrial. A partir de este grupo se han aislado
practicamente la mitad de los compuestos bioactivos obtenidos a partir de
microorganismos. Sin embargo, en los ultimos afios el nimero de nuevos grupos y
de compuestos obtenidos a partir de este grupo de bacterias ha disminuido, por lo
qgue se ha visto la necesidad de buscar nuevas fuentes para su aislamiento, en este
sentido, las esponjas representan ser un excelente medio para aislar grupos de
bacterias con diferentes actividades bioldégicas. En México, son pocos los estudios
que se han enfocado al estudio de microorganismos asociados a esponjas, mucho
menos en especifico de las bacterias Gram positivas, por lo que resulta interesante
conocer y cultivar bacterias Gram positivas aisladas de la esponja Aplysina clathrata
de Punta Arena de La Ventana, con la finalidad de evaluar su actividad
antimicrobiana frente a cepas de bacterias patdgenas resistentes y determinar su
posible potencial farmacolégico, asi como probar su actividad hemolitica como un
recurso preliminar para su posible utilizacion como agentes biosurfactantes.

Tomando en cuenta lo antes mencionado, se formularon las siguientes preguntas
1) ¢Las bacterias Gram positivas presentan actividad antimicrobiana y hemolitica?,

2) ¢ Existe una variacion estacional en cuanto a su abundancia y actividad biologica?
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5. HIPOTESIS.

A partir de la esponja Aplysina clathrata se lograré el aislamiento de una gran
diversidad de bacterias Gram positivas, utilizando un protocolo de aislamiento que
involucre condiciones de cultivo estrictas que aumenten la posibilidad de encontrar
cepas que presenten una actividad biolégica interesante. Dicha diversidad no sera
constante a lo largo del afio sino que presentaran una evidente variacién estacional.

6. OBJETIVOS.

6.1. General.
Identificar, caracterizar y evaluar la actividad antimicrobiana y hemolitica de
bacterias cultivables Gram positivas asociadas a la esponja Aplysina clathrata de

Punta Arena de La Ventana, B.C.S., México.

6.2. Particulares.

e Aislar e identificar molecularmente bacterias cultivables Gram positivas a

partir de la esponja A. clathrata en diferentes épocas del afio.

e Evaluar la actividad antimicrobiana y hemolitica de las bacterias Gram

positivas aisladas.

e Analizar la variacion estacional de las bacterias Gram positivas asociadas

a la esponja, durante un ciclo anual.
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7. MATERIALES Y METODOS.

7.1. Obtencion del material bioldgico.

Las esponjas fueron recolectadas de manera estacional durante el ciclo anual
2012, en los meses de marzo (invierno), junio (primavera), septiembre (verano) y
noviembre (otofio), mediante buceo SCUBA en el arrecife rocoso de Punta Arena de
La Ventana, B.C.S. (Lat. 24°03'40"'N y Long. 109°49°52"W). El material biologico
obtenido se transporté en hielo hasta el laboratorio de Microbiologia del CICIMAR

donde se procesé de manera inmediata.

Punta Arena 7/
de la Ventana

24.02 /7

-109.50

Figura 2. Area de recolecta de los ejemplares de Aplysina clathrata.
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7.2. Aislamiento y caracterizacion morfolégica de las bacterias Gram positivas
asociadas a Aplysina clathrata.

7.2.1. Preparacion de medios de cultivo.

Para el aislamiento de los microorganismos se utilizaron diferentes medios de
cultivo (Tabla 2): agar marino (M1), medio suplementado con arginina (M2), y medio
suplementado con asparagina (M3) se ha observado que estos medios favorecen un
mayor aislamiento de morfotipos cultivables (Sun et al., 2010). Los medios
previamente mencionados se utilizaron como base con la adicion del extracto acuoso
de la esponja de donde se aislaron los microorganismos (M4, M5 y M6) para simular
la composicion in situ (Bull y Stach, 2007). A cada uno de los medios se les adicion6
Ac. Nalidixico y Nistatina a una concentracion de 25 pg mL.

Tabla 2. Composicibn de medios de cultivo empleados para el aislamiento de

bacterias Gram positivas asociadas a Aplysina clathrata.

Medio de Cultivo Composicién Referencia
10g de almidén soluble, 4g de Mincer et al. (2002)
M1 extractos de levadura, 2g de

peptona, 18gde agary 1 L
H,0 de mar artificial
M2 6ml de glicerol, 1g arginina, 19 Mincer et al. (2002)
K,HPO,4, 0.5 g MgSQOy, 18g de
agary 1 L H,0 de mar artificial
M3 0.1 g L-asparagina, 0.5g Zhang et al. (2006)
K,HPOy4, 0.001 g FeS0Oy, 0.1g
MgSOQ,, 2g Peptona, 4g de
propinato de sodio, 189 de
agary 1 L H,0 de mar artificial

M4 M1 mas extracto acuoso de la  Mincer et al. (2002); Sun et al.,
esponja (2010)

M5 M2 mas extracto acuoso de la  Mincer et al. (2002); Zhang et
esponja al. (2006)

M6 M3 mas extracto acuoso de la Zhang et al. (2006)
esponja
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Para la obtencidén del extracto acuoso de la esponja, se maceraron 120 g de
tejido en 120 mL de agua de mar artificial y posteriormente fue filtrado repetidamente
por mallas de 1 pm. EIl liquido resultante se centrifugd a 5000 rpm durante 20
minutos, el sobrenadante se recuperd por decantacion y se volvid a centrifugar
durante 20 minutos. En ambiente estéril, el sobrenadante se filtr6 con ayuda de un
sistema de filtracibn con bomba de presion y membranas de 0.45 um, proceso que
se repiti6 dos veces. Finalmente el extracto se esterilizo por filtracibn con membranas

de 0.2 pm.

7.3. Identificaciéon molecular de las bacterias asociadas a Aplysina clathrata.

7.3.1. Aislamiento de ADN

Debido a que muchas de las cepas aisladas crecieron formando micelio, fue
necesario disgregarlo previamente para realizar la extraccion de ADN. Ademas estas
cepas crecen fuertemente adheridas al agar, por ello se cultivaron en el medio liquido
en el que fueron aisladas y se mantuvieron en agitacion durante 5 a 7 dias a 33°C.
Cuando la biomasa fue suficiente, se llevo a cabo la cosecha de las células, 1.5 mL
de la muestra del cultivo se puso en tubo de 1.7 mL y se centrifugaron a 14000 rpm
por 10 minutos, el sobrenadante se decant6 y al boton formado se le adicionaron 575
uL de buffer TE (Tris-EDTA pH 8.0), y perlas de vidrio para ser homogenizados en un
vortex a maxima velocidad, seguido de esto se sometieron a otro paso de disrupciéon
en el Sonicador durante 4 minutos. Posteriormente se agregaron 5 pL de lisozima (1
mg mL™) a cada tubo y se incubaron durante 1 hora a 37° C agitando cada 10
minutos para facilitar la accion de la enzima (Soler-Hernandez, 2012). Las cepas que
no forman micelio o no se adhirieron al agar se suspendieron directamente del medio
liquido en TE.

Posteriormente se afadieron 30 pL de dodecil sulfato sédico (SDS) al 10% y 3 pL
de Proteinasa K (20 mg mL™), los tubos se volvieron a agitar en un vortex y se
incubaron durante una hora a 37° C. Transcurrido este tiempo se adicionaron 100 uL

de NaCl 5M y 80 pL de Bromuro de cetil trimetilamonio (CTAB) mezclando por
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inversion e incubando 10 minutos a 65° C. Posteriormente, se agrego un volumen de
fenol: cloroformo: alcohol isoamilico (25:24:1), y nuevamente se mezclo por inversion
y se centrifugé a 14000 rpm por 10 minutos, el sobrenadante se recuperd y se
transfirid a tubos nuevos. Se realiz6 una segunda extraccion con un volumen igual de
cloroformo: alcohol isoamilico (24:1) mezclandose por inversién. Los tubos se
centrifugaron nuevamente a 14000 rpm por 5 minutos. La fase acuosa se recuperé y
la precipitacion del ADN se llevé a cabo adicionando un volumen de isopropanol
preenfriado. Los tubos se incubaron a -20° C durante toda la noche. Transcurrido el
tiempo de incubacién los tubos se centrifugaron a 14000 rpm por 20 minutos. Los
botones resultantes (ADN) se lavaron con etanol al 70% preenfriado y se
centrifugaron nuevamente; este lavado se realizé en dos ocasiones. Finalmente el
botdén se resuspendié en 50 puL de TE y el ADN se visualizd con luz ultravioleta en
geles de agarosa al 1% tefiidos con SYBER GOLD y se documentaron en un
fotodocumentador BioDoc-I1t™ (Sambrook y Russell 2001; Ausubel et al., 2002).

7.3.2. Amplificaciéon de ADN mediante PCR

El ADN se amplificO mediante reacciéon en cadena de la polimerasa (PCR)
utilizando oligonucleétidos especificos para la clase Actinobacteria, SC-Act-235aS20
(CGC GGC CTA TCA GCT TGT TG) y SC-Act-878aA19 (CCG TAC TCC CCA GGC
GGG G) para amplificar la region variable V3-V5 de la sub-unidad pequefia del acido
ribonucléico ribosomal (ARNr) 16S (Stach et al. 2003) y una mezcla de
oligonucleotidos, uno universal para bacterias Gram positivas 27F (AGA GTT TGA
TCM TGG CTC AG) y el especifico de actinobacterias SC-Act-878aA19, para
amplificar la regién variable V1-V3 de la sub-unidad pequefia del &cido ribonucléico
ribosomal (ARNr) 16S (Farris & Olson, 2007).

Para determinar la temperatura de elongacion de los diferentes pares de
oligonucledtidos utilizados, se realizaron reacciones de PCR en gradiente de
temperatura. Asi el programa de reaccion se determind dependiendo de las
temperaturas en la que se presentd la mejor banda de amplificacién. La reaccion de
amplificacion contuvo 100 ng de ADN, 1 uL de cada oligonucleétido, 5 pL de 10X
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buffer PCR, 0.2 mM de dNTP’s, 0.075 Mm de MgCl,, 1 U de Taq polimerasa
(INVITROGEN) y agua Mili-Q para tener un volumen final de 50 pL.

Las reacciones se amplificaron en un termociclador BioRad con el siguiente
programa para la mezcla de los oligonucledtidos 27F y SC-Act-878aA19: Un ciclo de
desnaturalizacion a 95°C durante 3 minutos, 30 ciclos de 95°C durante un minuto,
50°C por un minuto y 72°C por 2 minutos, seguidos de una fase de extension final a
72°C por 15 minutos (Farris y Olson, 2007).

Mientras que para las reacciones con los oligonucledtidos especificos de
Actinobacterias SC-Act-235aS20 y SC-Act-878aA19 el programa utilizado fue: Un
ciclo de desnaturalizacion de 94°C durante 5 minutos, 35 ciclos de 94°C durante 40
segundos, 55°C durante 40 segundos y 72°C durante 1 minuto, seguidos de una fase
de extension final de 72°C por 7 minutos.

Los productos de PCR se evaluaron en geles de agarosa al 1%, de cada
reaccion se tomaron 1.0 pL que se mezclaron con 1 pyL de buffer de carga (LB)
(Sambrook y Russell 2001), la electroforesis se corrid a 70V durante 30 minutos, los
geles fueron tefiidos con SYBER GOLD vy los resultados se documentaron en un

fotodocumentador BioDoc-It™.

7.3.3. Secuenciacién y analisis filogenético.

Los productos PCR fueron enviados a la empresa MACROGEN (Corea del Sur)
donde fueron purificados y secuenciados. Las secuencias obtenidas fueron
analizadas y editadas utilizando el programa FinchTv, posteriormente se realizo el
analisis de alineamiento Blast entre las secuencias obtenidas y aquellas reportadas
en el NCBI (National Center for Biotechnology Information,
http://www.ncbi.nlm.nih.gov). Luego se hicieron alineamientos entre todas las
secuencias obtenidas mediante la rutina MUSCLE incluida en el programa MEGA5,
los graficos de identidad se realizaron mediante el programa GeneDoc y los arboles
filogenéticos que nos permitieron evaluar la posicion taxonomica de las bacterias
fueron generados usando el método del vecino mas cercano, los cuales fueron

realizados en el programa MEGADS.
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7.4. Ensayo de actividad antimicrobiana.

Para probar la bioactividad de las cepas aisladas se realizé un ensayo preliminar
in vitro. Se utilizaron cepas de Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa,
Escherichia coli, Salmonella enterica y Candida albicans. Para los bioensayos las
cepas se sembraron en agar TSA y PDA para C. albicans, se incubaron por 24 h a
35° C. Por otro lado, se prepararon placas con agar Mueller Hinton para las pruebas
y se preparé una suspension celular con cada una de las cepas en solucion salina
ajustando a una concentracién aproximada de 1xI0® cel mL™ y se hizo una siembra
masiva con un hisopo estéril.

A cada placa se le realizaron perforaciones con la ayuda de un sacabocados de
6 mm de didmetro en donde se colocaron alicuotas de 50 pL del sobrenadante
proveniente del medio de cultivo de las cepas. Como control positivo se colocaron 25
uL de ampicilina a una concentracién de 1 ug pL™. Posteriormente, las placas fueron
incubadas a 35° C por 24 h. La presencia de un halo de inhibicion (mm) puso de

manifiesto la produccion de sustancias con actividad antibacteriana.

7.5. Prueba de hemolisis.

La prueba de actividad hemolitica se realiz6 en medios de cultivo TSA con 5% de
sangre de carnero. A cada placa se le hicieron perforaciones con la ayuda de un
sacabocados de 6 mm de diametro, en donde se colocaron alicuotas de 50 pL del
sobrenadante proveniente del medio de cultivo de las cepas. Las cepas aisladas con
crecimiento de 24 h fueron ademas resembradas en estria en las placas de agar
sangre.

Las placas fueron incubadas a 35° C y se realizaron mediciones de los halos a
las 6, 12, 24 y 48 h. Todas las pruebas se hicieron por triplicado.
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8. RESULTADOS

8.1. Aislamiento y caracterizacion morfolégica de las bacterias Gram positivas

asociadas a Aplysina clathrata.

A partir de A. clathrata se aislaron un total de 103 cepas de bacterias Gram
positivas en las diferentes épocas del afio (2012) y en los diferentes medios de
cultivo utilizados. Se confirmé la pureza de las cepas mediante su morfologia colonial
y microscopica (Anexo 2). La morfologia colonial que presentaron las cepas aisladas
fue muy variada, siendo las formas irregulares las predominantes, como se puede

apreciar en la figura 3.

Figura 3. Diferentes morfotipos de bacterias aisladas de la esponja A. clathrata en
las diferentes épocas del afo. A) Ap0210, B) Ap0215, C) Ap0913, D)
Ap0216, E) Ap0505 y F) Ap0904.
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El mayor nimero de cepas aisladas se obtuvo en primavera (40), mientras que el

menor aislamiento fue en verano (17) (Figura 4).

40
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# de bacterias
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INVIERNO PRIMAVERA VERANO OTONO

Figura 4. Variacion estacional de las cepas aisladas de la esponja Aplysina clathrata

en el ciclo anual 2012.

Con respecto al uso de diferentes medios de cultivo para el aislamiento de
cepas, fue con medio M6 (asparagina con extracto de esponja) con el que se
lograron los mayores aislamientos, representando el 30% del total de bacterias
cultivables de la esponja A. clathrata, seguido del medio M3 (asparagina sin extracto
de esponja) obteniéndose el 21% de las cepas. Los medios M4 y M1 presentaron
porcentajes de aislamiento similares, 15 y 13% respectivamente. Mientras que en los
medios M2 y M5 fue de donde se aislé el menor nUmero de cepas, aportando el 12 y
9% (Figura 5).

Estacionalmente, el uso del medio M6 (asparagina con extracto de esponja) fue
mas efectivo sélo en verano y otofio (logrando aislar el 58.8 y 50% respectivamente).
Mientras que para invierno y primavera fueron los medios M1 (agar marino sin
extracto de esponja) y M4 (agar marino con extracto de esponja) con los que se logré
el mayor aislamiento, respectivamente. Resulta evidente que en invierno y primavera

en todos los medios de cultivo se logro el aislamiento de cepas, mientras que en
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verano Unicamente se obtuvieron aislamientos en dos medio (M3 y M6) y en otofio
con cuatro medios (M1, M3, M4 y M6) (Figura 6).

40 -~
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20 -

" [ B s
M2 M3 M4 M5

M1

Numero de bacterias

M6
Medios de cultvo

Figura 5. Aislamiento de las diferentes bacterias de la esponja A. clathrata en los

seis diferentes medios de cultivo empleados.

# de bacterias
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PRIMAVERA
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Figura 6. Aislamiento de las diferentes cepas por época y medio de cultivo. M1= agar
marino; M2= arginina; M3= asparagina; M4= agar marino/extracto de
esponja; M5= arginina/extracto de esponja y M6= asparagina/extracto de
esponja.
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8.2. Identificacion molecular de las bacterias asociadas a Aplysina clathrata.

Las bacterias Gram positivas aisladas de A. clathrata fueron identificadas usando
el andlisis del gen ARNr 16S, mediante la extraccion de ADN (con el método de
cloroformo: alcohol isoamilico) y amplificacion por PCR. El ADN de las bacterias
aisladas en cada una de las temporadas del afio 2012 fue extraido y confirmado por

electroforesis en gel de agarosa al 1%.

Para llevar a cabo la amplificacion del ADN se emplearon oligonucleétidos
especificos para la clase Actinobacteria y una combinacién de un oligonucleotido
universal con uno especifico para Actinobacterias. Aun asi de las 103 cepas aisladas
originalmente de la esponja A. clathrata solamente se lograron amplificar 41 cepas
utilizando diferentes pares de oligonucleotidos. En la figura 7 se pueden observar

algunos ejemplos de los productos de PCR obtenidos.

Figura 7. Productos de PCR obtenidos a partir del ADN de las bacterias aisladas de
A. clathrata, con los dos diferentes pares de oligonucleo6tidos empleados
27F y Act235. 1 — Marcador molecular, 2 — Ap0507, 3 — Apl104, 4 —
Ap0201, 5 — Ap0504, 6 — Ap0505, 7 — Ap0506, 8 — Ap0512, 9 — Ap0513 y
10 — Ap0904.
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Las secuencias fueron analizadas mediante un alineamiento BLAST con aquellas

reportadas en el NCBI (National Center of Biotechnology Information), lo cual

permitio establecer la clasificacion taxonémica de las 41 cepas aisladas (Tabla 3).

Tabla 3. Comparaciéon de las bacterias asociadas a la esponja A. clathrata en las

diferentes épocas del afio con secuencias reportadas en el NCBI.

Numero de
ID Medio Temporada Especie mas cercana % identidad acceso
NCBI

Ap0205 M6 Invierno Clona de bacteria sin cultivar 100% JF151750.1
Ap0207 M1 Invierno Bacillus sp. 99% FN179280.1
Ap0201 M1 Invierno Bacillus sp. 99% AF326373.1
Ap0203 M6 Invierno Kocuria rhizophila 99% KC429605.1
Ap0204 M2 Invierno Halobacillus kuroshimensis 99% JN128247.1
Ap0206 M2 Invierno Kocuria rhizophila 99% KC429605.1
Ap0208 M3 Invierno Micrococcus luteus 91% FJ380993.1
Ap0202 M1 Invierno Bacillus cohnii 79% KF156796.1
Ap0504 M3 Primavera Rhodococcus sp. 100% JN627179.1
Ap0505 M6 Primavera Rhodococcus sp. 100% JN627179.1
Ap0507 M4 Primavera Rhodococcus sp. 100% JN392432.1
Ap0511 M2 Primavera Halobacillus kuroshimensis 100% JN128247.1
Ap0512 M1 Primavera Ornithinimicrobium sp. 100% DQ448703.1
Ap0513 M3 Primavera Janibacter sp. 100% AB778259.1
Ap0514 M3 Primavera Rhodococcus sp. 100% JN392432.1
Ap0501 M3 Primavera Bacillus infantis 99% KC843346.1
Ap0503 M3 Primavera Bacillus algicola 99% JX005838.1
Ap0506 M3 Primavera Salinispora arenicola 99% HQ873946.1
Ap0515 M3 Primavera Rhodococcus sp. 99% JN627179.1
Ap0517 M5 Primavera Actinobacterium 99% GU061171.1
Ap0519 M3 Primavera Janibacter sp. 99% AB778259.1
Ap0518 M2 Primavera Nocardia sp. 98% JQ716952.1
Ap0508 M5 Primavera Rhodococcus sp. 97% JN627179.1
Ap0520 M4 Primavera Clona de bacteria sin cultivar 94% JQ032574.1
Ap0516 M4 Primavera Clona de bacteria sin cultivar 89% JF176836.1
Ap0510 M3 Primavera Bacillus licheniformis 87% DQO071564.1
Ap0502 M4 Primavera Clona de bacteria sin cultivar 84% JF151750.1
Ap0509 M3 Primavera Halobacillus sp. 84% FJ477400.1
Ap0904 M6 Verano Rhodococcus sp. 100% JN627179.1
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/322137156?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=ZG9BWXH901R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/324125243?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=8NFKU7E901R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/14326032?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=8NFNJSBA01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/459358222?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=ZG9W7MVV01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/339899610?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=ZG9YVRHV015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/459358222?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=07G4FYGN01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/219809053?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=3KWNXMKX014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/513798461?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=ZG9A4FDK01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/359360925?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=ZG9TD0GK01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/359360925?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=ZGA1F12S015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/384162005?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=2087N41901R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/339899610?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=07GCNK2401R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/443609460?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=07GM22H9014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/384162005?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=209M0XGT015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/194136536?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=ZG9PXA9P01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/325989144?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=ZGA4W87W015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/359360925?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=3FJK81KR01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/262072094?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=3FJYW0KT01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/443609460?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=3FKEC0MS01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/384095901?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=3FK5KYNS01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/359360925?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=ZGAA94AC01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/372121906?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=3KWWKYNR01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/322162241?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=13&RID=3FJUK7YM01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/67782271?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=8NH084BP01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/322137156?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=ZG9BWXH901R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/218766497?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=07GAZMP4014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/359360925?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=ZG8U9YJN01R

Ap0901 M6 Verano Kocuria rosea 99% HG000002.1

Ap0902 M6 Verano Arthrobacter tumbae 99% FR877739.1
Ap0907 M6 Verano Rhodococcus sp. 99% JN627179.1
Ap0906 M3 Verano Rhodococcus sp. 98% JN392432.1
Ap0908 M6 Verano Micrococcus sp. 98% GQ163718.1
Ap0903 M3 Verano Clona de bacteria sin cultivar 94% GQ089469.1
Ap0905 M6 Verano Rhodococcus sp. 93% JN627179.1
Apl101 M6 Otofio Bacillus algicola 99% JX005838.1
Apl1102 M6 Otofio Bacillus algicola 99% FR775437.1
Apl104 M3 Otofio Bacteria sin cultivar de Bacillus sp. 99% HQ821572.1
Ap1103 M6 Otofio Brevibacterium iodinum 98% JX490101.1
Apl1105 M6 Otofio Clona de bacteria sin cultivar 97% KF454863.1

La gran mayoria de las bacterias aisladas comparten un alto porcentaje de
identidad con aquellas reportadas en el GenBank, siendo el género Rhodococcus el
mayor representado. SOlo once secuencias mostraron un porcentaje de identidad
menor al 96%. Seis de las cepas secuenciadas (Ap0205, Ap0502, Ap0516, Ap0520,
Ap0903 y Apl1105) se relacionaron con bacterias registradas en el GenBank como
“Clonas de bacterias sin cultivar”, presentando las ultimas cinco porcentajes de
identidad menores al 98%. Mientras que la cepa Apl1104 se relaciona con un alto

porcentaje de identidad con un Bacillus sp. no cultivable.

Se elaboraron dos arboles filogenéticos (Figura 8 y 9), con base a las secuencias
obtenidas con los oligonucleotidos empleados (27F y Act235), usando el método del
vecino mas cercano en donde se muestran las relaciones taxondmicas de las
bacterias aisladas en las diferentes estaciones del afio 2012 con aquellas reportadas
en el NCBI. En ellos se aprecian a cada lado de las ramas los porcentajes de
replicacion a los cuales se asocian los grupos de taxa en las pruebas boostrap con

1000 repeticiones.

En el primer arbol (Figura 8), elaborado con las secuencias amplificadas a partir
de los oligonucleédtidos 27F, las bacterias aisladas se agruparon en dos clados, el
primero representado en su mayoria por bacterias pertenecientes al fila Firmicutes y
el segundo al grupo Actinobacteria. Por otra parte, las cepas Apl1101, Ap0503,
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/517326648?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=ZG79XCJ7015
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/384162005?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=3FKKUH5K01R
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/238325646?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=ZG7KJFZ501R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/359360925?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=ZG9HN8JM01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/396095897?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=ZG7H150501R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/413915338?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=205ZGH0K014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/324125243?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=ZG9M4KV701R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/408061158?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=ZG9DUTTS01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/532001572?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=3KX7XDHD01R

Apl104 y Ap1102 se agrupan con distintas bacterias del género Bacillus. Con estos
oligonucledtidos sdélo se tuvieron cuatro representantes del phyla Actinobacterias,
que se unieron con cepas del género Kocuria, Brevibacterium y Rhodococcus.

En el segundo arbol (Figura 9), elaborado con las secuencias amplificadas a
partir de los oligonucleotidos Act235, se observa que la mayoria de las bacterias
aisladas pertenecen al phyla Actinobacteria. Las cepas Ap0202, Ap0903, Ap0516 y
Ap0502 no fueron consideradas en el analisis porque al compararlas con secuencias

del GenBank presentaron porcentajes de identidad muy bajos.

En el anexo I, se presenta las fichas de las diferentes cepas de bacterias. Donde
se incluyen secuencia y el nombre de la especie con la que mostré6 mayor identidad
con base en los resultados obtenidos en la comparacién con las secuencias

registradas en el NCBI.
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Halobacillus sp. JSM 076017
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Halobacillus kuroshimensis strain HNS013

Halobacillus sp. B298Ydz-ds
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Planctomyces limnophilus DSM 3776
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A Apl1103
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Figura 8. Arbol filogenético elaborado a partir de los oligonucleétidos 27F, de las

bacterias aisladas de la esponja A. clathrata. A Actinobacteria m Firmicutes

o Sin Clasificar
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A Ap0907

A Ap0508

A Ap0515

A Ap0905

Nocardia sp. WMMB213
A Ap0518
Actinobacterium SF65
A Ap0517

—E Ornithinimicrobium sp. JL1084
23 A Ap0512

—— A Ap0519

Janibacter sp. HR08-44

34 A Ap0513

34 Micrococcus luteus strain BQN4N-02d
Micrococcus sp. BBN3N-02d
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A Ap0902
Kocuria rosea strain PrD
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Figura 9. Arbol filogenético elaborado a partir de los oligonucledtidos Act235, de las
bacterias aisladas de la esponja A. clathrata. A Actinobacteria m Firmicutes

o Sin Clasificar
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En resumen, las bacterias Gram positivas aisladas de A. clathrata en las
diferentes estaciones del afio 2012 corresponden en su mayoria al phyla
Actinobacteria, representando el 61% de las cepas de bacterias, seguido del phyla
Firmicutes que representa el 24%. Cabe aclarar que el resto de las cepas no
pudieron ser identificadas debido a que se relacionaron con bacterias no cultivables
(Figura 10).

Las Actinobacterias estuvieron representadas por 5 familias del orden
actinomicetales, mientras que para Firmicutes las bacterias pertenecieron

Unicamente a la familia Bacilliaceae (Tabla 4).

En cuanto a los diferentes géneros, Rhodococcus predominé en el aislamiento
(10 cepas), seguido del género Bacillus (6 cepas) y Kocuria (4 cepas)

respectivamente (Figura 11).

Actinobacteria
61%

Figura 10. Porcentaje de bacterias correspondientes a los dos phyla de bacterias

Gram positivas identificadas de A. clathrata.
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Tabla 4. Posicion taxonomica de las bacterias aisladas de la esponja A. clathrata.

Phylum Clase Orden Familia Género
Firmicutes Bacilli Bacillales Bacillaceae Bacillus
Firmicutes Bacilli Bacillales Bacillaceae Halobacillus
Firmicutes Bacilli Bacillales sc

Actinobacteria Actinobacteria  Actinomicetales Micrococcaceae Arthrobacter

Actinobacteria
Actinobacteria
Actinobacteria
Actinobacteria
Actinobacteria
Actinobacteria
Actinobacteria
Actinobacteria
Actinobacteria

Actinobacteria
Actinobacteria
Actinobacteria
Actinobacteria
Actinobacteria
Actinobacteria
Actinobacteria
Actinobacteria
Actinobacteria

Actinomicetales
Actinomicetales
Actinomicetales
Actinomicetales
Actinomicetales
Actinomicetales
Actinomicetales
Actinomicetales
Actinomicetales

Micrococcaceae Micrococcus

Micrococcaceae Kocuria

Brevibacteriaceae Brevibacterium

Nocardiaceae Rhodococcus
Nocardiaceae Nocardia
Micromonosporaceae Salinispora
Intrasporangiaceae Janibacter

Intrasporangiaceae  Ornithinimicrobium

SC

Brevibacterium

Salinispora
3%

6%

6%

Nocardia
6%

Kocuria

Ornithinimicrobium

Janibacter
6%

12%

g

Micrococcus

3%

Arthrobacter

3%

Halobacillus
9%

Figura 11. Representacion en porcentaje de los diferentes géneros de bacterias

identificadas de la esponja Aplysina clathrata.
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En cuanto a la diversidad de especies aisladas Rhodococcus sp. fue la mas

abundante, seguida de Kocuria rhizophila y Bacillus algicola (Figura 12).
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Figura 12. Especies de bacterias aisladas de la esponja Aplysina clathrata.

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

clathrata.

Tomando en consideracion las cepas identificadas, se observa de manera
general una variacion estacional, con la mayor frecuencia de géneros en primavera y
la menor en otofio. Siendo el género Bacillus el Unico que se mantiene constante en
mas temporadas a lo largo del afio y sélo en verano no fue registrado como parte de
la flora bacteriana asociada (Tabla 5). Resulta notable que la mayoria de las
bacterias fueron especificas para cada época del afio, a excepcion de B. algicola,
Halobacillus kuroshimensis y Rhodococcus sp. que estuvieron presentes en dos
épocas (Tabla 6).
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Tabla 5. Frecuencia de bacterias por género en las diferentes épocas del afio.

Invierno Primavera Verano Otofo

Actinobacteria Kocuria 3 1
Micrococcus 1 1
Rhodococcus 4

Salinispora
Ornithinimicrobioum

Janibacter

RPN R PO

Nocardia

Brevibacterium 2

N
w

Firmicutes Bacillus 2

Halobacillus

De manera general se observa que las Actinobacterias estuvieron mejor
representadas en las diferentes épocas de muestreo, siendo primavera la época en
la que se aislo el mayor nimero de representantes tanto de las Actinobacterias como

de los Firmicutes en las cuatro épocas del afio (Figura 13).

[ T T
O N A OO
1 1 1 1 ]

Actinobacteria

B Firmicutes

Frecuencia de aparicion

o N B O
1

Invierno Primavera Verano Otofio

Figura 13. Representacion del aislamiento de las bacterias por fila en las diferentes

épocas del afio.
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Tabla 6. Especies de bacterias aisladas de A. clathrata en las diferentes épocas del

afo 2012.

Especie mas cercana

Invierno

Primavera

Verano

Otofio

Bacillus sp.
Bacillus cohnii
Bacillus infantis
Bacillus algicola
Bacillus licheniformis
Halobacillus sp.
Halobacillus kuroshimensis
Actinobacterium
Arthrobacter tumbae
Brevibacterium sp.
Brevibacterium iodinum
Janibacter sp.
Kocuria rhizophila
Kocuria rosea
Micrococcus sp.
Micrococcus luteus
Nocardia sp.
Ornithinimicrobium sp.
Rhodococcus sp.
Salinispora arenicola
Uncultured bacterium clone
Uncultured bacterium clone
Uncultured bacterium clone
Uncultured bacterium clone
Uncultured bacterium clone
Uncultured Bacillus sp.

X
X

X X X X X X

X X X X

X X

X

>
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Los arboles filogenéticos obtenidos para cada época del afio se muestran en la
figura 14. En invierno las bacterias aisladas se relacionaron con cuatro géneros y con
una bacteria marina no cultivable. (Figura 14a y 14b). En primavera, las bacterias
corresponden a 8 géneros, y tres sin clasificar (Figura 14c y 14d). En esta época fue
donde se presentd el mayor numero de aislamientos y se presenta una mayor
diversidad en cuanto al numero de géneros aislados. Las cepas Ap0502, Ap0516 y
Ap0520 al ser comparadas sus secuencias en el NCBI se relacionaron con bacterias
marinas no cultivables y sus porcentajes de identidad fueron de 74%, 89% y 94%
respectivamente, debido a esto al intentar incluirlas en el arbol correspondiente en
este periodo de muestreo causaban conflicto con las demas secuencias por lo que se
decidié excluirlas del arbol (14d). En verano, las bacterias aisladas sélo pudieron ser
amplificadas usando los oligonucleétidos Act235, donde todas las cepas salvo una se
relacionan con bacterias pertenecientes al fila actinobacterias, la cepa Ap0903 se
relaciona con una clona de bacteria no cultivable (Figura 14e). En otofio, época con
el menor nimero de bacterias identificadas, se aprecia que con los oligonucleétidos
especificos para Actinobacterias (14g), s6lo se identific6 una bacteria que se
relaciona con el género Brevibacterium, mientras que con los olgonucleétidos 27F la
mayoria de las bacterias identificadas se relacionan con cepas del género Bacillus
(14e).
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a) Invierno 27 F b) Invierno Act235

7 Bacillus sp. SG-1 38 A Apa206
100 W Ap0207 9 Kocuria rhizophila strain XFB-BG
79
58 Uncultured bacterium clone EMIRGE_OTU_s1t2b_1243 A Ap0203
Bacillus sp. M71_S32 luteus strain BQN4N-02d
100 W Ap0201 A Ap0208
] L strain HNS013 | W Ap0202
10— mApo204 % { Bacillus cohnii strain B2
DSM 3776 100 Bacillus zhanjiangensis strain JSM 099021
95 Rhodococcus sp. A2-19
62 A Ap0504
A Ap0505
56
95 A Ap0515
70 A ApO508
77 A Ap0507 A Ap0518
100 Rhodococcus sp. A2-19 —‘87 Nocardia sp. WMMB213
10 A Ap0514 " A ApO512
S W Ap0503 Omithinimicrobium sp. JL1084
100 Bacillus sp. FR 100 A Ap0517
B Ap0509 22 Actinobacterium SF65
65 H illus sp. JSM 076017 100 Salinispora arenicola strain AMS300
100 B Apo511 I:A APO506
o1 Halobacillus kuroshimensis strain HNS013 62 A Ap0519
W Ap0510 100 A Ap0513

100l Bacillus licheniformis strain MKU 4 77 Janibacter sp. HR08-44

e) Verano Act235

35
J(E

Arthrobacter sp. 6_38
Arthrobacter tumbae strain BD120L1-S43

88 A Ap0902
Micrococcus luteus strain BTFF1
9 {86 A Ap0908
Kocuria rosea strain PrD
10— A Apooo1
A Ap0905
28 Rhodococcus sp. SCSIO 00026
00 J‘E Rhodococcus sp. SpC090624SC_13
Rhodococcus sp. A2-19

57 A Ap0907
A Ap0904

A Ap0906

E
33

 — Uncultured bacterium clone nbw322b06c1
10— O Apo9o3

f) Otofio 27 F

66

g) Otoio Act235

Bacillus algicola strain CBW9
Bacillus sp. OPT-S7

Uncultured Bacillus sp. clone OO.P1.HT.73.abl
95

W Ap1101
‘ W Ap1104 73 sp. 43
‘ W Ap1102 sp. 91
i Uncultured lone ncd712| 1
[ Breubacterium iodinum strain REN12N ‘ culture clone ncd712b03c
100l A Ap1103 A Ap1105

Figura 14. Arboles filogenéticos de las bacterias aisladas de la esponja A. clathrata y
cepas de referencia en las diferentes épocas del afio, con los dos
diferentes pares de oligonucleétidos empleados 27F y Act235.
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8.4. Ensayos de actividad antimicrobiana.

Actividad antibacteriana

En los bioensayos de actividad antibacteriana se probaron las 103 cepas
aisladas en los diferentes muestreos frente a las cepas patdgenas de Escherichia
coli, Staphylococcus aureus y Pseudomonas aeruginosa. La mejor actividad
antibacteriana se present6 frente a P. aureginosa, ya que fue inhibida por 27 cepas.
Siendo Ap0909 y Apll05 (identificadas como Brevibacterium sp.) las que
presentaron los mejores resultados con halos de inhibicién de 19.83 mm y 19.66 mm
respectivamente, mientras que la cepa Ap0518 (identificada como Nocardia sp.) fue
la que registré6 el menor halo de inhibicion (12 mm) frente a esta cepa (Tabla 7,
Figura 16a). Frente a Staphylococcus aureus sélo cinco cepas Ap0504 (Identificada
como Rhodococcus sp.), Ap0527, Ap0528, Ap0529 y Ap0530 fueron activas (Tabla 7,
Figura 16c¢.), mientras que frente a Escherichia coli s6lo una cepa (Ap0211),
correspondiente al muestreo de invierno, fue activa (Tabla 7, Figura 16b). El extracto
acuoso de las bacterias aisladas también fue probado frente a la cepa Salmonella
enterica, sin embargo ninguno de las cepas presentaron actividad frente a esta

bacteria patdgena.

Actividad antifungica

Los resultados de los ensayos de actividad de los extractos acuosos de las
bacterias asociadas a la esponja frente a la levadura Candida albicans, mostraron
que Unicamente la cepa identificada como Halobacillus sp. presentd actividad con un
halo de inhibicion promedio de 25.7 mm (Tabla 7, Figura 15).
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Tabla 7. Actividad antimicrobiana de las bacterias aisladas de Aplysina clathrata.

P. aeruginosa S. aureus E. coli S.entérica  C. albicans
. Halo inhibicion . Ha!0 _Halo _Halo _Halo
D Especie mas Prom inhibicion inhibicion inhibicion inhibicion
smim) T e e
Ap0201 Bacillus sp. 13.2+2.2
Ap0202 Bacillus cohnii 14.2+0.2
Ap0203 Kocuria rhizophila 14.8+0.2
Ap0205 Kocuria rhizophila 15.7+2.4
Ap0206 Kocuria rhizophila 15.2+0.2
Ap0209 N.I. 17+2.6
Ap0211 N.I. 78+0.2
Ap0504 Rhodococcus sp. 13.7+0.7 13.3+15
Ap0506 Salinispora arenicola 15+0.8
Ap0509 Halobacillus sp. 14.8+0.7 25712
Ap0510 Bacillus licheniformis 12.3+2.2
Ap0517 Actinobacterium 125+2.2
Ap0518 Nocardia sp. 12 #1
Ap0520 N.I. 13.2+0.2
Ap0522 N.I. 122+25
Ap0523 N.I. 12.7+2.2
Ap0524 N.I. 11+£0.5
Ap0525 N.I. 123+15
Ap0526 N.I. 9.8+0.2
Ap0527 N.I. 12.3+05
Ap0905 Rhodococcus sp. 15.2+0.2
Ap0907 Rhodococcus sp. 155+0.5
Ap0908 Micrococcus sp. 15+0.8
Ap0909 N.I. 198+1
Ap0910 N.I. 14+1
Ap1101 Bacillus algicola 13.8+0.2
Ap1102 Bacillus algicola 16.5+1.3
Ap1103 Brevibacterium 17+13
Apl1104 Uncultured Bacillus sp. 15.3+0.5
Ap1105 Brevibacterium sp. 19.7+0.7
Ap1106 N.I. 15.7+2.9
C.P. 12.7+0.5 10.2+0.2 30.5+0.8

N.I. (No identificada), CP (Control positivo), -- (sin actividad)
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Figura 15. Halos de inhibicion de crecimiento a) Pseudomonas aeruginosa b)

Escherichia coli y c) Staphylococcus aureus.

Figura 16. Actividad antifangica de la cepa Ap0509 frente a Candida albicans.
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8.5. Ensayos de actividad hemolitica.

En los ensayos de actividad hemolitica 11 extractos presentaron hemolisis, todos
ellos a las 24 horas de incubacién. Las cepas Ap0518, Ap0519 y Ap0520
presentaron una hemolisis de tipo a, la cual produce una coloracion verde (Figura
18c, Tabla 9), mientras que las cepas Ap0201, Ap0209, Ap0506, Ap0509, Ap0510,
Ap0517, Ap0521 y Ap0522 presentaron una hemolisis tipo B (Figura 18a, 18b, 18d.
Tabla 9).

Figura 17. Actividad hemolitica de los extractos acuosos de las cepas aisladas de la
esponja A. clathrata. a) Ap0510 y Ap0522, b) Ap0520, c) Ap0518 y Ap0519
y ¢) Ap0509 y Ap0517.
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Tabla 8. Actividad hemolitica de los extractos acuosos de las cepas aisladas de la

esponja A. clathrata con un tiempo de incubacién de 24 h.

o ETeen®  acwvdm 0hote
Ap0201 Bacillus sp. ++ B
Ap0209 N.I. ++ B
Ap0506 Salini;pora + B

arenicola
Ap0509 Halobacillus sp. + B
Ap0510 ichenformis ++ B
Ap0517 Actinobacterium ++ B
Ap0518 Nocardia sp. a
Ap0519 Janibacter sp. a
oszo Comedeatern a
Ap0521 N.I. + B
Ap0522 N.I. ++ B

+(5a10 mm), ++ (11 a 15 mm)

8.6. Variacion estacional de la actividad antimicrobiana y hemolitica.

Para analizar la variacion temporal de la actividad antimicrobiana y hemolitica se
hizo un comparativo entre el nimero de bacterias aisladas por época del afio y
aquellas que presentaron actividad frente a las diferentes bacterias patdgenas.
(Figura 19).

Las bacterias que presentaron actividad frente a Pseudomonas aeruginosa
estuvieron presentes a lo largo de todo el afo, siendo en primavera cuando se
presentd el mayor numero de cepas (10) con actividad frente a esta bacteria
patdgena y la menor cantidad de cepas activas (5) se presentd en verano. Frente a
Escherichia coli s6lo una cepa correspondiente a invierno presentd inhibicion,
mientras que para Staphylococcus aureus fueron cinco cepas las que presentaron
actividad, todas ellas correspondientes a primavera. Con el hongo Candida albicans

la Unica cepa activa fue aislada en primavera (Figura 20).
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Figura 18. Variacion temporal del porcentaje de bacterias aisladas de A.

clathrata con actividad antimicrobiana frente a las diferentes bacterias patégenas.
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B P. gureginosa ME.coli WS. aureus MC. albicans WMS. enterica

Figura 19. Variacion temporal de la actividad de las bacterias aisladas de A. clathrata
con actividad antimicrobiana.
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La actividad hemolitica también presenté variacion estacional ya que soélo
algunos representantes de las épocas de invierno y primavera presentaron actividad
de hemolisis, siendo primavera cuando se aislé el mayor nimero de bacterias con
actividad (9), presentando ademas dos tipos de hemolisis (a y B), y en invierno sélo

dos cepas presentaron actividad hemolitica (8) (Figura 21).

JI |

Invierno Primavera Verano Otoiio

Numero de bacterias
activas
o - N w H (0] (o)} ~N
1

Figura 20. Variacion temporal de la actividad hemolitica de las bacterias aisladas de

A. clathrata.

45



9. DISCUSION.

9.1. Aislamiento y caracterizacion morfologica de las bacterias Gram positivas

asociadas a Aplysina clathrata.

Las esponjas representan un excelente nicho para el crecimiento de bacterias y
diversos estudios han puesto de manifiesto que existe una alta diversidad de
bacterias asociadas que aun no ha sido caracterizada (Friedrich et al. 1999;
Raczkowski, 2010). La naturaleza de la asociacion esponja-bacteria y la relevancia
biotecnolégica hace que las esponjas sean un sistema ideal para el estudio de
diversidad bacteriana (Wang, 2008). Recientemente, las investigaciones se han
centrado en microorganismos marinos para el descubrimiento de metabolitos
secundarios que puedan ser empleados como farmacos, y se ha hecho evidente que
las cepas de bacterias Gram positivas son una rica fuente de nuevas estructuras con
prometedoras actividades antibacterianas (Blunt et al., 2009), ya que los Bacilliales y
Actinomicetales son los responsables de casi el 50% de los metabolitos bioactivos de
origen microbiano descubiertos (Thomas et al., 2010). Estudios como el presente
trabajo son importantes porque proporciona una contribucién al conocimiento de las
bacterias Gram positivas cultivables asociadas a la esponja A. clathrata, cuya
quimica y diversidad de biosintesis puede ser investigada a futuro.

Se logré el aislamiento de un total de 103 cepas de bacterias Gram positivas a
partir de la esponja Aplysina clathrata, en diferentes medios de cultivo y épocas del
afo 2012 (Figura 5). En ejemplares de A. gerardogreeni de la misma localidad se
aislaron 167 cepas de bacterias de diversos grupos dénde mas del 90% de estos
fueron bacterias Gram positivas, particularmente del phyla Firmicutes y tres cepas de
actinobacterias del género Micrococcus (Aguila-Ramirez, 2012). Esto pone de
manifiesto que el género Aplysina presenta un gran potencial para el aislamiento de
bacterias Gram positivas. Un estudio con la esponja Mycale sp. del Golfo de
California, muestra que la mayoria de las bacterias aisladas también fueron Gram
positivas, predominando los Firmicutes sobre las Actinobacterias (Parera, 2012). Si
bien, no es posible comparar el numero de cepas aisladas en estos trabajos debido a

los tiempos de incubacion y al uso de un s6lo medio de cultivo que aunque rico en
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nutrientes es generalista para bacterias heterétrofas, si es notorio que aun utilizando
diferentes medios, las bacterias Gram positivas siempre fueron las mas abundantes.
Esta misma tendencia se ha observado en otros estudios con esponjas y sedimentos
marinos donde se ha encontrado una alta proporcién de bacterias Gram positivas
(Lugioyo et al., 2003; Jensen et al., 2005; Gontang et al., 2007).

A partir de diez esponjas de Puerto Rico se logro el aislamiento de un total de
180 actinomicetos utilizando tres medios de cultivos, dando lugar a la identificacion
de tres familias y siete géneros (Raczkowski, 2010). Mientras que a partir de once
esponjas del MediterrAdneo se aislé un total de 90 actinomicetos pertenecientes a 18
géneros diferentes, empleando ocho diferentes medios de cultivo (Abdelmonhsen et
al., 2010). En este trabajo a pesar de solo haber trabajado con una sola esponja se
presentd una considerable diversidad en cuanto al nUmero de representantes de

cinco familias y nueve géneros de Actinobacterias.

La eficiencia de los medios de cultivo varia considerablemente dependiendo del
grupo de bacterias que se desee aislar (Yang, 2013). El uso de medios de cultivos
ricos en nutrientes puede explicar porque gran parte de bacterias Gram positivas no
han sido cultivadas, ya que en otros estudios los medios de -cultivo con
concentraciones bajas de nutrientes mejoran el aislamiento inicial ya que ayudan a
evitar la contaminacion y proliferacion de cepas de crecimiento rapido (Gotang,
2008). En este trabajo al utilizar diferentes tipos de medios de cultivo (enriquecidos y
limitados en nutrientes) las placas pudieron ser incubadas hasta por 12 semanas sin
presentar los problemas antes mencionados. Otro punto a destacar es que la
complementacion de los medios de cultivo con extracto acuoso de la esponja
incrementa la posibilidad de aislar nuevas cepas de bacterias. Esto puede ser debido
a que en el extracto se encuentren factores de crecimiento y nutrientes, ademas de
representar un sustrato que puede ser colonizado por estos microorganismos (Taylor
et al., 2007; Kennedy et al., 2009), y algunas bacterias asociadas que necesitan a la
esponja para crecer (Bull y Stach, 2007; Yang, 2013). Lo cual se confirma con los

resultados de este trabajo, dénde el medio que presentdé el mayor numero de
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aislamientos de bacterias resulté ser Arginina complementado con el extracto acuoso

de la esponja (Figura 6).

9.2. Identificacion de las bacterias Gram positivas asociadas a Aplysina
clathrata.

Aun cuando se emplearon medios selectivos para el aislamiento de bacterias
Gram positivas, los cuales fueron complementados con un antibiético (Ac. nalidixico)
para impedir que crecieran bacterias Gram negativas y un antifungico (Mycostatina),
al realizar las tinciones de Gram, si bien la mayoria fueron Gram positivas, se
obtuvieron algunas cepas Gram negativas. Bajo esta seleccion se aislaron un total de
103 cepas que presentaron diferentes morfotipos.

De las 103 cepas seleccionadas originalmente, solo 41 pudieron ser
secuenciadas. El andlisis de las secuencias permiti6 ver que muchas de las
bacterias, aun cuando presentaban caracteristicas morfologicas diferentes, se
relacionaron con una misma especie (Tabla 2). Esto podria explicarse a que la forma
de una colonia varia dependiendo de ciertos factores, tales como la temperatura a la
que estdn sometidos en el proceso de incubacién, la edad del cultivo y la

composicion del medio (Rodriguez et al., 2006).

La identificacion de las 41 cepas se realizo mediante la secuenciacion parcial del
gen ADNr 16S, el uso de este gen ha revolucionado el campo de la ecologia
microbiana, ya que ha sido posible determinar posiciones filogenéticas de muestras
ambientales de poblaciones bacterianas en el arbol evolutivo de la Vvida,
independientemente de que puedan ser cultivadas y asi poder seguir el rastro de
ecosistemas complejos, como es el caso del existente entre la esponja-bacteria
(Radwan et al., 2010). ElI hecho de que no se hayan podido amplificar todas las
muestras puede ser debido a que las bacterias Gram positivas al ser un grupo tan
diverso y variado entre si, es dificil disefiar un sistema de oligonucleétidos que logren
amplificar todas las muestras por lo que es siempre recomendable usar mas de un
par de oligonucledtidos (Schafer et al., 2010). Es por eso que en este trabajo se
emplearon dos pares diferentes de oligonucleétidos. Otro factor que puede explicar
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por qué no se pudieron identificar todas las cepas aisladas es la alta homologia
genética que presentan determinados géneros bacterianos o un reciente cambio en
su asignacién taxondémica, que no permite realizar con el ARNr 16S una
identificacion a nivel de especie o0 de géneros. En estos casos, es necesario recurrir

a otros genes dianas para realizar la asignacion de especie (Bou et al., 2011).

En este trabajo fueron 11 cepas las que presentaron porcentajes de identidad
menores al 98.5%, esto podria llevar a la conclusion de que se tratan de especies
nuevas ya que el porcentaje de divergencia del 1.5% entre secuencias donde se
emplea el gen ARNr 16S indican que los valores menores al 98% hacen referencia a
posibles nuevas especies (Bou et al., 2011), sin embargo, son necesarios estudios
mas profundos para obtener una identificacibn mas adecuada. Sobre todo cuando el
aislamiento de bacterias Gram positivas que tienen el requerimiento de agua de mar
para su crecimiento, como son el caso de varias especies de Bacillus (Ruger et al.,
2000; Gotang, 2008) y el actinomiceto Salinospora, sugieren que en el ambiente

marino residen nuevos taxas (Maldonado et al., 2005).

La identificacién de Actinobacterias dentro de las esponjas ha resultado de gran
interés debido a que muchos géneros pertenecientes a este phyla son prolificos
productores de compuestos bioactivos (Hentschel et al., 2006). Un ejemplo es la
cepa Salinospora que habia sido aislada sélo de sedimentos marinos, sin embargo,
Kim et al. (2005) la aislan de la esponja Pseudoceratina clavata, mientras Yang
(2013) logra aislar esta cepa de la esponja Chalinula sp. y en el presente estudio se
reporta por primera vez el aislamiento de S. arenicola en una esponja del género
Aplysina. También es importante mencionar que los actinomicetos Janibacter sp. y
Ornithinimicrobium sp. son aislados por primera vez de esponjas de este género,
aungue anteriormente cepas de estos géneros ya habian sido aislados de
sedimentos marinos (Stach et al., 2003). Los géneros Rhodococcus, Kocuria,
Nocardia, Micrococcus y Brevibacterium han sido aislados frecuentemente de
esponjas lo que sugiere que pueden ser componentes comunes asociados a estos
invertebrados (Abdelmohsen et al., 2010).
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Es de particular interés que en el trabajo de Aguila-Ramirez (2012) el grupo
dominante haya sido Firmicutes, ya que en esponjas del género Aplysina se ha
documentado que a pesar de que su presencia es constante en estas esponjas se
encuentran en menor abundancia en comparacion con otros grupos de bacterias. Tal
es el caso del estudio de Hentschel et al. (2002) que reporta que dentro del grupo de
bacterias Gram positivas dominantes son las Actinobacterias, lo cual concuerda con

lo observado en este estudio con A. clathrata.

Dentro de los Firmicutes, el género dominante fue Bacillus, lo cual también fue
observado en otros trabajos con esponjas del género Aplysina (Hentschel et al.,
2001; Aguila-Ramirez, 2012) y de otras esponjas como Mycale sp. (Parera, 2012),
Dysidea avara, Craniella australiensis, Stelletta tenuis, (Li et al., 2007), Myxilla

incrustans, Haliclona rufescens y Halichondria panicea (Lee et al., 2009).

Un hecho interesante es que varios géneros de la familia Bacilliae que fueron
aislados en el presente trabajo presentaron porcentajes de identidad bajos (<95%) al
compararlos con secuencias conocidas del GenBank, lo cual podria poner de
manifiesto que hay una considerable diversidad de nuevas bacterias dentro de esta
familia que pueden ser aisladas de ambientes marinos (Gotang et al., 2007; Gotang,
2008).

Si bien el ambiente marino es propicio para el aislamiento de nuevas bacterias,
no todas las bacterias aisladas tiene un origen marino y se habla de que pudieran
haberse originado en ambientes terrestres, estd documentado que algunos
actinomicetos terrestres tienen una alta tolerancia a medios salinos y son capaces de
crear vesiculas de gas que les permiten hacer grandes viajes cuando son
transportados por rios hacia el océano (Yang, 2013). Estas condiciones hacen que
en muchos casos resulte dificil determinar si son autoctonos del ambiente marino o si

son verdaderos simbiontes de las esponjas (Jensen et al., 1991).

Las bacterias marinas Gram positivas, al igual que su contraparte terrestre,
pueden tener un papel importante en la descomposicion de materia organica

recalcitrante y por lo tanto en ciclos biogeoquimicos en el océano. Incluso se ha
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documentado que estas bacterias en forma de esporas, poseen la capacidad de
afectar el ambiente quimico circundante debido a su capacidad para oxidar metales
(Gotang, 2008). El papel ecolégico que juegan los actinomicetos en las esponjas
marinas es aun desconocido, sin embargo, se ha propuesto su participacion en el
ciclo biogeoquimico del fésforo, solubilizando los fosfatos en los procesos de
desfosforilacion enzimatica para hacerlos disponibles para la esponja hospedera
(Sabarathnam, 2010).

9.3. Variacion estacional de las bacterias Gram positivas asociadas a la

esponja Aplysina clathrata.

Resultd evidente que las bacterias Gram positivas cultivables de la esponja A.
clathrata presentaron una variacion estacional tanto en el nimero de cepas aisladas
como en la diversidad de especies que se presentan. Por lo que las comunidades
bacterianas asociadas a esta esponja no son estables a lo largo del tiempo, al menos
en el nivel de resolucion alcanzado en este estudio. La variabilidad estacional de
bacterias asociadas esta determinada por diversos factores bidticos y abidticos de
cada época del afo, asi factores como la temperatura, salinidad, oxigeno, pH,
corrientes, comunidades bacterianas del agua de mar circundante y la presencia o
ausencia de epibiontes pueden modificar la flora bacteriana presente en la esponja
(Osgood & Boylen, 1990; Thakur & Anil, 2000; Wichels et al., 2010).

En este trabajo la mayor cantidad de bacterias Gram positivas asociadas a A.
clathrata se present6 en primavera cuando la temperatura del agua de mar fue de 26
°C. Esto coincide con lo observado para A. gerardogreeni de la misma localidad de
estudio, donde la mayor cantidad de bacterias aisladas fue en invierno y primavera
(Aguila-Ramirez, 2012). En otras localidades y esponjas de diferentes géneros
también se ha observado que en los meses de primavera se obtiene una mayor
cantidad de bacterias asociadas (Bakus et al., 1985; Ramaiah et al., 1996; Thakur &
Anil, 2000).
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En el caso especifico de las Actinobacterias, la mayor diversidad se present6 en
primavera (10 especies) y verano (8 especies), al igual que en otros trabajos en los
que se ha observado la mayor abundancia en épocas calidas (Klausen et al., 2006;
Ghanem et al., 2008; Yoshida et al., 2008). El unico género que solo se presentd en
una época del afio (otofio) fue Brevibacterium, a diferencia de otras esponjas en las
es uno de los géneros mas representativos dentro de las actinobacterias asociadas
(Abdelmohsen et al., 2010).

Con respecto a los Firmicutes, la mayor diversidad se presentd en primavera,
mientras que en verano no se observd la presencia de este grupo, y fueron las
actinobacterias las dominantes. Dentro de los Firmicutes se ha reportado que el
género Bacillus constituyen uno de los grupos dominantes en la flora bacteriana de
esponjas (Li et al., 2007; Lee et al; 2009) y en Aplysina gerardogreeni de Punta
Arena de la Ventana este género se encontrd asociado a la esponja a lo largo de las
diferentes épocas del afio (Aguila-Ramirez, 2012). De igual forma en este trabajo se
observo que Bacillus fue el Unico que se present6 en tres de las temporadas de
muestreo, mostrando ausencia solo en verano, lo que sugiere que estas bacterias
viven en relacién simbidtica con este género en Punta Arena de la Ventana. Sin
embargo, aun se requieren de mas estudios que permitan conocer la relacién de
este grupo de bacterias con la esponja, asi como los factores que pudieran intervenir

en la presencia o ausencia dentro del organismo hospedero.

9.4. Actividad antimicrobiana de las bacterias Gram positivas aisladas de

Aplysina clathrata.

Los antibiéticos son definidos como substancias que son producidas por
microorganismos que son antagonistas para el crecimiento o supervivencia de otros
microbios. Las bacterias son conocidas por producir substancias bioactivas en los

ambientes marinos, usualmente para protegerse de depredadores (Devi et al., 2011).

Se probd el extracto acuoso de las 103 cepas aisladas de la esponja frente a

cepas de bacterias patdgenas para el hombre (E. coli, P. aeruginosa y S. aureus) y el
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hongo Candida albicans, obteniendo que el 31% de las bacterias presentaron
actividad frente a estas bacterias patogenas. El 5% de los extractos presentaron
actividad antimicrobiana frente a S. aureus, el 26% fueron activas frente a P.
aeruginosa, mientras que frente a E. coli y C. albicans solo el 1% del total de cepas
presentd actividad. Es importante mencionar que los halos de inhibicién presentados
frente a E. coli y S. aureus fueron menores a los reportados en la literatura (Aguila-
Ramirez, 2012). Romanenko et al. (2008) aislan bacterias marinas asociadas a
moluscos, observando que la bacteria B. licheniformis presenté actividad frente a S.
aureus pero no frente a P. aeruginosa, caso contrario se observa en el presente
trabajo donde la cepa Ap0510 identificada como B. licheniformis no presento
actividad frente a S. aureus pero si frente a P. aeruginosa, En los trabajos con las
esponjas Mycale sp. (Parera, 2012) y A. gerardogreeni (Aguila-Ramirez, 2012) donde
también aislan cepas de B. licheniformis, muestran que esta bacteria también fue
activa frente a S. aureus y E. coli, lo cual no se observd en el presente trabajo. La
diferencia en la actividad con estos trabajos puede ser asociada a que la actividad
antimicrobiana se pierde durante las resiembras periodicas para la obtencion de los
cultivos (Muscholl-Silberhorn et al., 2008).

Abdelmohsen et al. (2010) prueban la actividad del extracto crudo del
actinomiceto Rhodococcus sp. aislado de esponjas, el cual presenta actividad frente
a S. aureus con un halo de inhibicion de 12 mm, comparable con el encontrado en

este trabajo que fue de 13.3 mm (cepa Ap0504).

La cepa Ap0509 identificada como Halobacillus sp., aunque con bajo porcentaje
de identidad (84%), fue la Unica bacteria que presento actividad frente a C. albicans y
ademas actividad hemolitica. En cepas del género Bacillus, la presencia de ambas
actividades es un indicador de la produccién de un lipopéptido de la clase iturina o
surfactina pero también se ha documentado en otros géneros de la familia

Bacillaceae (Thomas et al., 2010).

Al comparar los métodos de siembra directa y siembra en pozo de la actividad
hemolitica, sélo la cepa Ap0509 presentdé actividad en los dos métodos con

diferencia de la presencia de hemolisis en cuanto al periodo de incubacion. Ha sido
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reportado que la técnica de siembra en pozo contribuye a incrementar la actividad
hemolitica la cual puede ser atribuida a un mayor volumen de suspension bacteriana.
Esta técnica es de mayor utilidad practica en la deteccion de la actividad hemolitica
ya que permite una lectura mas facil, reproducible y con menor tiempo de incubacion
que el requerido por siembra directa (Ruiz et al., 2006). La actividad hemolitica se
reporta como un primer estudio para probar si los microorganismos presentan
actividad surfactante (Loganathan et al., 2010). Los surfactantes tienen propiedades
caracteristicas tales como reducir tensiones superficiales, aumento de solubilidad,
poder de detergencia, capacidad de formaciébn de espuma y se aplica como
adhesivos, floculantes y humectantes. Otros estudios reportan sus aplicaciones en la

industria alimenticia, cosmética y farmacéutica.
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10. CONCLUSIONES

A partir de la esponja Aplysina clathrata de la localidad de Punta Arena de la
Ventana, B.C.S., se aislaron un total de 103 cepas Gram positivas que presentaron
morfologias coloniales distintas, poniendo de manifiesto la gran diversidad de este
grupo de bacterias. Sin embargo, Unicamente 41 cepas pudieron ser secuenciadas
mediante la amplificacion parcial del gen ADNr 16S, por lo que es necesario el
empleo de un mayor sistema de oligonucleétidos que permitan su identificacion.

Dentro de las bacterias identificadas, se tuvieron representantes de seis familias
de bacterias Gram positivas y 11 géneros distintos. La mayoria pertenecen al grupo
de las Actinobacterias, el cual dentro de las bacterias Gram positivas se ha
caracterizado por su dominancia en las comunidades bacterianas asociadas a
esponjas. Los géneros mejor representados fueron Rhodococcus en Actinobacterias
y Bacillus en Firmicutes, el primero aislado con 10 representantes y el segundo con
siete representantes.

Utilizar diferentes medios de cultivo incrementa el nimero y diversidad de
bacterias cultivables. En este trabajo de los seis medios de cultivo utilizados, el que
estuvo suplementado con arginina y extracto acuoso de la esponja, fue el que
presento el mayor niumero de aislamiento de bacterias Gram positivas, seguido de su
simil pero sin el extracto de esponja.

Las bacterias Gram positivas cultivables de la esponja A. clathrata presentaron
una variacion estacional tanto en el nimero de cepas aisladas como en la diversidad
de especies que se presentan. El mayor niumero de bacterias se presentd en
primavera, aportando el 42.7% del total en las diferentes épocas del afio, mientras
que en otofio se tiene el menor nimero de bacterias asociadas. Por lo que estas
bacterias asociadas a esta esponja no permanecen estables a lo largo del tiempo, al
menos en el nivel de resolucion alcanzado en este estudio.

En cuanto a la actividad biologica de las bacterias, el 33% presentaron actividad.
La mejor actividad registrada fue frente a Pseudomonas aeruginosa con 27 cepas
que presentaron inhibicion. El 4.8% fueron activas frente a S. aureus mientras que
sélo una bacteria fue activa frente a E. coli y otra frente a C. albicans. Once bacterias

presentaron actividad hemolitica, presentando hemolisis tipo a 'y 3.

55



La actividad antibacteriana también presenté una variacion estacional, ya que las
cepas que fueron activas frente a S. aureus correspondieron al muestreo de
primavera, mientras que la Unica cepa que presento inhibicion frente a E. coli fue del
muestreo de invierno. Frente a P. aeruginosa representantes de los diferentes
muestreos tuvieron actividad contra esta cepa patdégena. La actividad hemolitica solo
la presentaron las cepas correspondientes a los muestreos de invierno y primavera.

El presente trabajo contribuye a un mejor conocimiento de las bacterias
asociadas a esponjas del género Aplysina en el area de Punta Arena de la Ventana,
B.C.S. una zona de gran diversidad biolégica que ha sido poco estudiada desde este
punto de vista. Ademas de que revela el potencial activo que presentan estas

bacterias Gram positivas que pueden ser utilizadas con fines biotecnolégicos.
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12. ANEXOS
Anexo 1. Identificacion taxondmica de la esponja Aplysina clathrata.
Phyllum: Porifera
Clase: Demospongia
Subclase: Ceranctinomorpha
Orden: Verongida (Bergquist, 1978)
Familia: Aplysinidae (Carter, 1875)
Género: Aplysina (Nardo, 1834)

Aplysina clathrata sp. nov. (Cruz-Barraza, Carballo,

Rocha-Olivares, Ehrlich & Hog, 2012)
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ANEXO II. Caracteristicas morfolégicas de las

cepas aisladas de Aplysina

clathrata.
Tinciény
Clave Forma Borde Superficie Color morfologia
microscopica
Ligeramente Café a
Ap0201 Irregular 9 Umbonado amarillo, G +Bacilos
ondulado
opaco
Cafe G + Bacilos
Ap0202  Circular Liso Umbonado, elevada oscuro,
esporulados
opaco
Ap0203 Irregular Ondulado Convexa Café claro G +Bacilos
Ap0204 Filamentosa Lobulada Convexa Arcr;g:glo G + Cocos
Ap0205 Filamentosa Lobulado Elevada/Convexa Opaca G + Bacilos
robustos
Ap0206  Circular Liso Elevada Amarilla G + Cocos
Ap0207 C_:lrcular a Liso Elevada Blan_ca a G + Bacilos
irregular beige
Ap0208  Circular Liso Elevada/Umbonado Na,ranja a G + Cocos
café/ opaca
Café claro a
Ap0209  Circular Liso Umbonado amarillo, G + Bacilos
transparente
Circular a Amarillo a G + Bacilos
Ap0210 Lisa Convexa café, muy cortos y
irregular
claro robustos
Ap0211 C_:lrcular a Liso Umbonado Cafe G + Bacilos
irregular verdoso
Circular, Crema a G + Bacilos
Ap0212 ligeramente Liso Elevada/Umbonado amarillo
. . esporulados
irregular translucido
Ap0213  Circular Liso Elevada/Convexa Cafe G + Cocos
verdoso
Café oscuro
Ap0214 (_:lrcular a Liso Umbonado/Convexa al centro G + Bacilos
irregular con bordes  esporuados
mas claros
Café con
Ap0215 Rizoide Lobulado Umbilicada puntos G+ Cocos
pequefios
Ap0216 Irregular Ondulado Acuminada Café G + Bacilos
Ap0217  Irregular Ondulada Convexa a plana Beige claro G + Bacilos
Ap0218 Irregular Ondulado Convexa Nglr;rgjo G + Cocos
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Ap0219

Ap0220

Ap0221

Ap0222

Ap0501

Ap0502
Ap0503
Ap0504
Ap0505

Ap0506

Ap0507
Ap0508
Ap0509
Ap0510
Ap0511
Ap0512
Ap0513
Ap0514
Ap0515

Ap0516

Ap0517

Ap0518

Ap0519
Ap0520
Ap0521

Ap0522

Ap0523

Ap0524

Ap0525

Irregular

Circular a
Igeramente

irregular

Circular

Irregular

Irregular

Circular
Circular
Irregular
Irregular

Irregular

Circular
Irregular
Circular
Irregular
Circular
Circular
Circular
Circular
Circular

Irregular

Irregular

Irregular

Irregular
Irregular
Irregular

Irregular

Punteada

Circular a
ligeramente

irregular
Circular

Lobulada

Ligeramente
ondulada

Liso

Ondulado

Filamentoso
Liso
Entero

Irregular
Ondulado

Lobulado

Entero
Irregular
Entero
Ondulado
Liso
Entero
Irregular
Irregular
Entero

Lobulada

Irregular

Liso
Liso
Liso
espiral

Ondulado
Liso
Liso

Liso

Elevada

Convexa

Convexo

Elevada

Plano

Plano
Plano
Viscoso
Umbilicada

Plano

Plano
Viscoso
Plano
Pulvinado
Viscoso
Plano
Viscoso
Viscoso
Plano

Elevada

Convexo

Elevada

Elevada
Plano
Plano

Ligeramente
elevada

Umbonado

Elevada/Umbonado

Convexo

Beige con

puntos de

color mas
0scuro

Café a
verde

Beige a
amarillo

Café oscuro
a verde

Amarillo
claro
Blanco
Hialino
Hialino
Naranja
Blanco y
ligeramente
transparente
Blanco
Hialino
Hialino
Blanco
Hialino
Blanco
Hialino
Hialino
Amarillo

Blanco

Café oscuro
a verde

Amatrillo
claro

Blanco
Hialino
Blanco

Café
Café
verdoso
Crema a
amarillo
translucido
Hialino

G + Bacilos
largos

G + Bacilos
esporulados

G + Bacilos

esporulados

G + Bacilos
cortos y
pequefos

G +Bacilos

G +Bacilos
G +Bacilos
G +Bacilos
G +Bacilos

G +Bacilos

G +Bacilos
G +Bacilos
G + Cocos
G +Bacilos
G +Bacilos
G +Bacilos
G +Bacilos
G +Bacilos
G +Bacilos

G + Bacilos
esporulados

G + Bacilos

G + Bacilos
cortos y
robustos

G+ Cocos
G + Bacilos
G + Bacilos

G + Cocos
G + Bacilos

G + Bacilos
esporulados

G +Bacilos
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Ap0526 Irregular
Ap0527  Circular
Ap0528 (_:|rculara

irregular
Ap0529
Ap0530 Irregular
Ap0531

Irregular
Ap0532

Irregular
Ap0533 Circular
Ap0534

Irregular
Ap0535 |rregular
Ap0536

Irregular
Ap0537  Circular
Ap0538 Irregular
Ap0539  Circular
Ap0540 Irregular
Ap0541  Circular
Ap0542  Irregular
Ap0543 (_:|rculara

irregular
Ap0544  Circular
Ap0901  Circular
Ap0902  Circular
Ap0903  Irregular

Ap0904 Irregular

Ap0905  Irregular
Ap0906 Irregular
Ap0907  Irregular
Ap0908  Circular

Ondulado

Liso

Liso

Irregular

Ligeramente
acerrada

Irregular
Lisa

Lisa

Irregular

Ondulado
Liso

Irregular

Liso
Ondulado

Liso

Ligeramente
ondulado

Liso

Liso

Entero
Liso
Ondulado

Ondulado
Irregular
Ondulado

Lobulado

Entero

Elevada

Umbonado, elevada

Elevada

Elevada

Plana

Ligeramente
elevada

Elevada

Convexa
Acuminada
Acuminada
Umbonado, elevada

Convexo

Convexo
Elevada

Umbonado, elevada

Umbonado

Elevada

Umbonado, elevada

Plano
Convexo
Elevada

Acuminada
Viscoso

Umbilicada
Plano

Plano

Amarillo
Café
oscuro,
opaco
Blanca a
beige

Blanco
Amatrillo

Amatrillo
Blanco

Blanca a
beige
Naranja

Blanco
Café
oscuro,
opaco
Café oscuro
a verde
Hialino
Amarillo
Café
oscuro,
opaco
Café a
amatrillo,
opaco
Blanca a
beige
Café
oscuro,
opaco
Amatrillo
Hialino
Amarillo

Naranja
Hialino
Naranja
Blancoy

ligeramente
transparente

Blanco

G +Bacilos

G + Bacilos
esporulados

G + Bacilos

G + Bacilos

G + Bacilos

G + Bacilos
G + Bacilos
G + Bacilos

G + Bacilos
G + Bacilos
esporulados
muy gorditos

G + Bacilos
esporulados
G + Bacilos

G +Bacilos
G +Bacilos

G + Bacilos
esporulados

G +Bacilos

G + Bacilos

G + Bacilos
esporulados

G +Bacilos
G +Bacilos
G +Bacilos
G +Bacilos
G +Bacilos
G +Bacilos

G +Bacilos

G +Bacilos
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Ap0909 Irregular Irregular Viscoso Hialino G +Bacilos
Ap0910  Circular Entero Plano Hialino G + Cocos
Ap0911 Irregular Ondulado Pulvinado Blanco G +Bacilos
Cafe G + Bacilos

Ap0912 Circular Liso Umbonado, elevada oscuro,
esporulados

opaco
G +Bacilos
Ap0913 Circular Liso Umbilicada Blanco muy cortos
Ap0914  Circular Liso Elevada Amarilla G + Cocos
Ap0915 ercular a Liso Elevada BIanpa a G + Bacilos

irregular beige
Ap0916  Circular Liso Elevada/Umbonado Na,ranja a G + Cocos

café/ opaca

Cafe G + Bacilos

Ap0917 Circular Liso Umbonado, elevada oscuro,
opaco esporulados
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ANEXO lll. Secuencias de las bacterias aisladas de Aplysina clathrata.

Secuencia: Ap0201

Gen: 16S

Especie mas cercana: Bacillus sp.

Lugar y fecha de colecta: Punta Arena de la ventana, B. C. S., México. Febrero, 2012.
Lugar de secuenciacion: MACROGEN, Seul, Corea.

No. de bases: 800

AGCGGAGAAATGGGAGCTTGCTCCCATTTCTCAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTG
GGCAACCTGCCCTACAGACTGGGATAACTCCGGGAAACCGGAGCTAATACCGGGTAAT
ACATAGCATCGCATGATGCAACGTTGAAAGTTGGCCTTTGGCTAACACTGTAGGATGGG
CCCGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTAAGGTAACGGCTTACCAAGGCCACGATGCGTAGC
CGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGG
GAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGT
GAGTGACGAAGGCCTTCGGGTCGTAAAGCTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTACCGTTC
GAATAGGGCGGTACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAG
CAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCG
CGCAGGCGGTCTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCACGGCTCAACCGTGGAGGGCCATT
GGAAACTGGGGGACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAA
ATGCGTAGATATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTCTCTGGTCTGTAACTGA
CGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCC
GTAAACGATGAGTGCTAGTGTTGGGGGGTTCCACCCTCAGTGCTG

Secuencia: Ap0202

Gen: 16S

Especie mas cercana: Bacillus cohnii.

Lugar y fecha de colecta: Punta Arena de la ventana, B. C. S., México. Febrero, 2012.
Lugar de secuenciacion: MACROGEN, Sedl, Corea.

No. de bases: 580

GCCACACTTGGGGACTGAGATACGGGCCCATACTCCTACGGGATGCAGCAGTGGGGAA
ATATTGCACAATGGGCGAAAATCCTGATGCAGCAACGCCGCGTGAGGGATGACAGCCTT
CGGGTTGTAAACCTCTTTCTTTGGACGAAGCGTGCCTGAATATCTGGTGTAACCTTGACC
GGCCTAACCAGAACCCACGGCTAACTAATTGCCAGCGTGCGAGGTAATACCTGAGTTAT
TGGGGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCTCGCAGGTGGTTTCTTGGGGCTTATG
TCTAAGCCTGCTGTTCAACCGGGGAGGGTTGTTGAAAGCTGGGGAAATTGAATTTCCAG
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GAGGAGAGTGGAATTCCGCGTATATCGGGGAGAACCCTAGAGATGAAGGGGGTTCTCT
GGGGCTTTCTTGACTCTCTGGACTGAAACTGTGGGGAACGAACAAAATTAAATACACCG
AACATCATTACATACCCTGGTGGTCCCTAGGGGTGGGGTGATTCCTCGGTGTTCGGGG
GGTTTCCGCCCTTTTTGCTGCCCCCCCGGGGGAAATCCGCGCCGCCTGGGA

Secuencia: Ap0203

Gen: 16S

Especie mas cercana: Kocuria rhizophila

Lugar y fecha de colecta: Punta Arena de la ventana, B. C. S., México. Febrero, 2012.
Lugar de secuenciacién: MACROGEN, Sedl, Corea.

No. de bases: 580

GGTGACCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGT
GGGGAATATTGCACAATGGGCGGAAGCCTGATGCAGCGACCCCGCGTGAGGGATGAC
GGCCTTCGGGTTGTAAACCTCTTTCAGCACGGAAGAAGCGAAAGTGACGGTACGTGCA
GAAGAAGCGCCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGCGCAAGCGT
TGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGAGCTCGTAGGCGGTTTGTCGCGTCTGCTGTGAAAG
CCCGGGGCTTAACCCCGGGTGTGCAGTGGGTACGGGCAGACTTGAGTGCAGTAGGGG
AGACTGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGATATCAGGAGGAACACCGATGG
CGAAGGCAGGTCTCTGGGCTGTTACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCATGGGGAGCGAAC
AGGATTAGATACCCTGGTAGTCCATGCCGTAAACGTTGGGCACTAGGTGTGGGGAACAT
TCCACGTTTTCCGCGCCGTAGCTAACGCATTAAGTGCCCCGCTGGGGAGAGTTACCGAA

Secuencia: Ap0204

Gen: 16S

Especie mas cercana: Halobacillus kuroshimensis

Lugar y fecha de colecta: Punta Arena de la ventana, B. C. S., México. Febrero, 2012.
Lugar de secuenciacion: MACROGEN, Sedl, Corea.

No. de bases: 800

GCGCGGGAAGCGAGTGGATCCCTTCGGGGTGAAGCTCGTGGAACGAGCGGCGGACGG
GTGAGTAACACGTGGGCAACCTGCCTGTAAGATCGGAATAACCCCGGGAAACCGGGGC
TAATGCCGGGTAATACTTTTCTTCGCATGAAGATAAGTTGAAAGATGGCTTCTCGCTATC
ACTTACAGATGGGCCCGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGC
AACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCC
AGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGA
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GCAACGCCGCGTGAACGATGAAGGTCTTCGGATCGTAAAGTTCTGTTGTCAGGGAAGAA
CAAGTACCGTGCGAATAGAGCGGTACCTTGACGGTACCTGACGAGGAAGCCCCGGCTA
ACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGGGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGG
GCGTAAAGCGCGCGCAGGCGGTTCCTTAAGTCTGATGTGAAAAGCCCACGGCTCAACC
GTGGAGGGTCATTGGAAACTGGGGAACTTTGAGGACAGAAGAGGAGAGTGGGAATTCC
CACGTGTAGCGGGTGAAATGCGTAGATATGTGGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGAC
TCTCTGGTCTGTTTCTGACGCTGAGGTGCGAAAGCGTGGGTAGCAAACAGGATTAGATA
CCCTGGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAGTGTTAGG

Secuencia: Ap0205

Gen: 16S

Especie mas cercana: Kocuria rhizophila

Lugar y fecha de colecta: Punta Arena de la ventana, B. C. S., México. Febrero, 2012.
Lugar de secuenciacién: MACROGEN, Sedl, Corea.

No. de bases: 800

GGTGCTTGCACTGGGTGGATGAGTGGCGAACGGGTGAGTAATACGTGAGTAACCTGCC
CTTGACTCTGGGATAAGCCTGGGAAACTGGGTCTAATACTGGATATGACATGTCACCGC
ATGGTGGTGTGTGGAAAGGGTTTTACTGGTTTTGGATGGGCTCACGGCCTATCAGCTTG
TTGGTGGGGTAATGGCTCACCAAGGCGACGACGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGTGACC
GGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAAT
ATTGCACAATGGGCGGAAGCCTGATGCAGCGACGCCGCGTGAGGGATGACGGLCCTTCG
GGTTGTAAACCTCTTTCAGCACGGAAGAAGCGAAAGTGACGGTACGTGCAGAAGAAGC
GCCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGCGCAAGCGTTGTCCGGA
ATTATTGGGCGTAAAGAGCTCGTAGGCGGTTTGTCGCGTCTGCTGTGAAAGCCCGGGG
CTTAACCCCGGGTGTGCAGTGGGTACGGGCAGACTTGAGTGCAGTAGGGGAGACTGGA
ATTCCTGGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGATATCAGGAGGAACACCGATGGCGAAGGCA
GGTCTCTGGGCTGTTACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCATGGGGAGCGAACAGGATTAG
ATACCCTGGTAGTCCATGCCGTAAACGTTGGGCACTAGGTGTGGGGAACATTCCACGTT
TTCCGCGCCGTAGCTAACGCATTAAGTGCCCGTGGGGGGGGAAAC

Secuencia: Ap0206
Gen: 16S
Especie mas cercana: Kocuria rhizophila

Lugar y fecha de colecta: Punta Arena de la ventana, B. C. S., México. Febrero, 2012.
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Lugar de secuenciacion: MACROGEN, Seul, Corea.
No. de bases: 580

CCGGGCTGGGAGGATGACGGGCCCACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGG
GAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGGAAGCCTGATGCAGCGACGCCGCG
TGAGGGATGACGGCCTTCGGGTTGTAAACCTCTTTCAGCACGGAAGAAGCGAAAGTGAC
GGTACGTGCAGAAGAAGCGCCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGG
GCGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGAGCTCGTAGGCGGTTTGTCGCGTCT
GCTGTGAAAGCCCGGGGCTTAACCCCGGGTGTGCAGTGGGTACGGGCAGACTTGAGTG
CAGTAGGGGAGACTGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGATATCAGGAGGAA
CACCGATGGCGAAGGCAGGTCTCTGGGCTGTTACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCATGG
GGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCATGCCGTAAACGTTGGGCACTAGGTGT
GGGGAACATTCCACGTTTTCCGCGCCGTAGCTAACGCATTAAGTGCCCCGCGGGGGG

Secuencia: Ap0207

Gen: 16S

Especie mas cercana: Uncultured bacterium clone

Lugar y fecha de colecta: Punta Arena de la ventana, B. C. S., México. Febrero, 2012.
Lugar de secuenciacion: MACROGEN, Sedl, Corea.

No. de bases: 580

TGCAGTCGAGCGGACTGATGGGAGCTTGCTCCCTGATGTCAGCGGCGGACGGGTGAGT
AACACGTGGGTAACCTGCCTGTAAGACTGGGATAACTCCGGGAAACCGGGGCTAATAC
CGGATAGTTCTTTTCCTCGCATGAGGAAGAGTGGAAAGGTGGCTTTTAGCTACCACTTAC
AGATGGACCCGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCAACGAT
GCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACT
CCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAAC
GCCGCGTGAGTGATGAAGGTTTTCGGATCGTAAAGCTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGT
GCCGTTCAAATAGGGCGGCACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTAC
GTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTA
AAGCGCGCGCAGGCGGTCTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCACGGCTCAACCGTGGAG
GGTCATTGGAAACTGGGGGACTTGAGTACAGAAGAGGAAAGTGGAATTCCACGTGTAGC
GGTGAAATGCGTAGATATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTTTCTGGTCTGTA
ACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCC
ACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGAGGGTTTCCGCC
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Secuencia: Ap0208

Gen: 16S

Especie mas cercana: Micrococcus luteus

Lugar y fecha de colecta: Punta Arena de la ventana, B. C. S., México. Febrero, 2012.
Lugar de secuenciacion: MACROGEN, Sedl, Corea.

No. de bases: 580

ACACGGTGGTCACACTCCTGCGGGAGGCAACTCTGGGGAATATTGCACAATGGGCGCA
AGCCTGATGCAGCGACGCCGCGTGAGGGATGACGGCCTTCGGGTTGTAAACCTCTTTC
AGTAGGGAAGAAGCAGAAAGTGACGGTACCTGCGGAATAAGCACCGGCTAACTACGTG
CCAGCAGCCGCGGTAATACCTAGGATGTTAGCGATATACGGAATTATTGGCCGAAAAGA
TCTTTAAGCCCATTATTTCCCGTATAACGCTCACACCCTACGTATTACCGCGGCTGCTGG
CACGTATTTAGCCGGTGCTTCTTCTGCAGGTACCGTCACTTTCTCTTCTTCCCTACTGAA
AGAGGTTTACAACCCGAAGGCCGTCATCCCTCACACGGCGTCTCTGCATCATGCTTGCA
CCCATTGTGCAATATTCCCCACTGCTGCCTCCCGAATGAGTCTGGGCCGTGTCTCAGTC
CCAGTGTTTGCGGTCTACCTCTCAGGACGGTTACCCGTCTTCCCCTTGGTGACTCATTA
CCTCACTGCCCAGCTGAGGGGCCGCGAATATGTTTTATTGGGTTTGTTTT

Secuencia: Ap0501

Gen: 16S

Especie mas cercana: Bacillus infantis

Lugar y fecha de colecta: Punta Arena de la ventana, B. C. S., México. Mayo, 2012.
Lugar de secuenciacién: MACROGEN, Sedl, Corea.

No. de bases: 800

CGAGCGGACGGATGGGAGCTTGCTCCCTGAAGTCAGCGGCGGACGGGTGAGTAACAC
GTGGGCAACCTGCCTGTAAGACTGGGATAACTTCGGGAAACCGGAGCTAATACCGGATA
ATGCACAACCTCTCATGAGGCTATGCTGAAAGATGGTTTCGGCTATCACTTACAGATGG
GCCCGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCAACGATGCGTAG
CCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGG
GAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGT
GAGTGATGAAGGTTTTCGGATCGTAAAACTCTGTTGTCAGGGAAGAACAAGTGCCGGAG
TAACTGCCGGCACCTTGACGGTACCTGACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGC
AGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGC
GCAGGCGGTCTCTTAAGTCTGATGTGAAAAGCCCACGGCTCAACCGTGGAGGGTCATT
GGAAACTGGGGGACTTGAGTGCAGAAGAGGAAAGTGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAA
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ATGCGTAGAGATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAAGCGACTTTCTGGTCTGTAACTGAC
GCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCG
TAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGAGGGTTTCCGCCCTTTAGTG

Secuencia: Ap0502

Gen: 16S

Especie mas cercana: Uncultured bacterium clone

Lugar y fecha de colecta: Punta Arena de la ventana, B. C. S., México. Mayo, 2012.
Lugar de secuenciacion: MACROGEN, Sedl, Corea.

No. de bases: 580

TCTCAGGCGAATACGGAACGCAGGATTCTCCAGGACGGTTCTTTTTACCCTGTCCCTTCT
GGGGATACTTGGTCAAACGTTGCCGGTGGACCCGGAGTCACTGGGTGTCAGCTCCAAA
CGCCCTCATAATCCTCAACCCCTTCTGGGGAGGACGGACCGAAATTGACGGACCCTCCA
AAAAAGCCACCGGTAACTTACTTGCAAGCACCGGCGAAATACCTTAGGGCGCCCGCGTT
ATCCGGAATTTTTGAGCGTTTAAAGCTAATAGGCGGGTTTTCACGCCTCCCGTGAAATTC
CTTAGCTTTAATCTGAAGCCCCACGGGTTACCGGGGAACGCTCTTGCAATACGGGGGAA
TTTGATTCCTGAGGTGGAGATGGAATTTCCCCATATCACGAGGAACACCCATGGCGAAA
GCAGGTCTCTGGGCTGTCACTGACACTGAAGAGAGAAAACTGGGGAGCCAAGAGATTAT
ATACCCTGGTACTCCACTCCCATAAACCTGGGACTCCACGTGGTGAGGATTTTCTTCTAG
TTCTTCCGTGCCTTCAACACTTTATCCGCGCCCCCGTGGGGAGTAAG

Secuencia: Ap0503

Gen: 16S

Especie mas cercana: Bacillus algicola

Lugar y fecha de colecta: Punta Arena de la ventana, B. C. S., México. Mayo, 2012.
Lugar de secuenciacion: MACROGEN, Sedl, Corea.

No. de bases: 800

TTTGTCTGCGTCCGACGGGTGAGTAACACATGTGCAACCTGCCCTGCAGACTGGGATAA
CTCCGGGAAACCGGAGCTAATACCGGGTAATACGTAGCATCGCATGATGCAACGTTGAA
AGTTGGCCTTTGGCTAACACTGTAGGATGGGCCCGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTAAG
GTAACGGCTTACCAAGGCCACGATGCGTAGCCGACCTGAAAGGGTGATCGGCCACCCT
GGGACTGAGACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAATAGGGAATCTTCCGCAAT
GGACGAAAGTCTGACCGAGCAACGCCGCGTGAGTGACTAAGGCCTTCGGGTCGTAAAG
CTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTACCGTTCGAATAGGGCGGTACCTTGACGGTACCTA
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ACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGC
GTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGCGGTCTCTTAAGTCTGATGTGAA
AGCCCACGGCTCAACCGTGGAGGGCCATTGGAAACTGGGGGACTTGAGTGCAGAAGAG
GAGAGTGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATGTGGAGGAACACCAGTG
GCGAAGCGGCTCTCTGGTCTGTACTGACGCTGATGCGCTGACAGCGTGAGGCAGCGAC
AGATAGATACCTGGTAGTCCACGCAGTAAACGATGACTGCTAGTGTGGGGGTTCTACTC
AGTGCTGAGTAACACAGTAGCACCGCTGGAGAACAGGGAAA

Secuencia: Ap0504

Gen: 16S

Especie mas cercana: Rhodococcus sp.

Lugar y fecha de colecta: Punta Arena de la ventana, B. C. S., México. Mayo, 2012.
Lugar de secuenciacién: MACROGEN, Sedl, Corea.

No. de bases: 580

GACGGGTAGCCGACCTGAGAGGGTGACCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAG
ACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGAAAGCCTGATGCAGC
GACGCCGCGTGAGGGATGACGGCCTTCGGGTTGTAAACCTCTTTCAGCGCCGACGAAG
CGTAAGTGACGGTAGGCGCAGAAGAAGCACCGGCCAACTACGTGCCAGCAGCCGCGG
TAATACGTAGGGTGCAAGCGTTGTCCGGAATTACTGGGCGTAAAGAGCTCGTAGGCGGT
TTGTCGCGTCGTCTGTGAAAACTCGTAGCTCAACTACGGGCGTGCAGGCGATACGGGC
AGACTCGAGTACTGCAGGGGAGACTGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGAT
ATCAGGAGGAACACCGGTGGCGAAGGCGGGTCTCTGGGCAGTAACTGACGCTGAGGA
GCGAAAGCGTGGGTAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGGT
GGGCGCTAGGTGTGGGTTTCCTTCCACGGGATCCGTGCCGTAGCTAACGCATTAAGCG
CC

Secuencia: Ap0505

Gen: 16S

Especie mas cercana: Rhodococcus sp.

Lugar y fecha de colecta: Punta Arena de la ventana, B. C. S., México. Mayo, 2012.
Lugar de secuenciacién: MACROGEN, Sell, Corea.

No. de bases: 580

TTGGGCTAGTCGCACGTGAGAGTGTGCCCGGCCGGGGGTGCACGGAGACACGGCCCA
GACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGAAAGCCTGATGCAG
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CGACGCCGCGTGAGGGATGACGGCCTTCGGGTTGTAAACCTCTTTCAGCGCCGACGAA
GCGTAAGTGACGGTAGGCGCAGAAGAAGCACCGGCCAACTACGTGCCAGCAGCCGCG
GTAATACGTAGGGTGCAAGCGTTGTCCGGAATTACTGGGCGTAAAGAGCTCGTAGGCG
GTTTGTCGCGTCGTCTGTGAAAACTCGTAGCTCAACTACGGGCGTGCAGGCGATACGG
GCAGACTCGAGTACTGCAGGGGAGACTGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGAAATGCGCAG
ATATCAGGAGGAACACCGGTGGCGAAGGCGGGTCTCTGGGCAGTAACTGACGCTGAGG
AGCGAAAGCGTGGGTAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGG
TGGGCGCTAGGTGTGGGTTTCCTTCCACGGGATCCGTGCCGTAGCTAACGCATTAAGC
GC

Secuencia: Ap0506

Gen: 16S

Especie mas cercana: Salinispora arenicola

Lugar y fecha de colecta: Punta Arena de la ventana, B. C. S., México. Mayo, 2012.
Lugar de secuenciacion: MACROGEN, Sedl, Corea.

No. de bases: 580

CTGGCGAGTACGGAGACCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGG
GAGGCAGCAGTGGGGAATCTTGCACAATGGGCGGAAGCCTGATGCAGCGACGCCGCG
TGAGGGATGACGGCCTTCGGGTTGTAAACCTCTTTCAGCAGGGACGAAGCGTTTGTGAC
GGTACCTGCAGAAGAAGCGCCGGCCAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAAGACGTAG
GGCGCAAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGAGCTCGTAGGCGGCTTGTCGCGT
CGACTGTGAAAACCCGTGGCTCAACTGCGGGCTTGCAGGCGATACGGGCAGGCTAGAG
TTCTGTAGGGGAGACTGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGATATCAGGAGGA
ACACCGGTGGCGAAGGCGGGTCTCTGGGCCGATACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGT
GGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCTGTAAACGTTGGGCGCTAGG
TGTGGGGGGCCTCTCCGGTTCTCTGTGCCGCAGCTAACGCATTAAGCGCCCCGCCTGG
GA

Secuencia: Ap0507

Gen: 16S

Especie mas cercana: Rhodococcus sp.

Lugar y fecha de colecta: Punta Arena de la ventana, B. C. S., México. Mayo, 2012.
Lugar de secuenciacién: MACROGEN, Sell, Corea.

No. de bases: 800
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AGCGGTAAGGCCCTTCGGGGTACACGAGCGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGGGTGA
TCTGCCCTGCACTTCGGGATAAGCCTGGGAAACTGGGTCTAATACCGGATAGGACCTCT
TGCCGCATGGTGGGGGGTGGAAAGGTTTACTGGTGCAGGATGGGCCCGCGGCCTATCA
GCTTGTTGGTGGGGTAATGGCCTACCAAGGCGACGACGGGTAGCCGACCTGAGAGGGT
GACCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGG
GAATATTGCACAATGGGCGAAAGCCTGATGCAGCGACGCCGCGTGAGGGATGACGGCC
TTCGGGTTGTAAACCTCTTTCAGCGCCGACGAAGCGTAAGTGACGGTAGGCGCAGAAG
AAGCACCGGCCAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGTGCAAGCGTTGTC
CGGAATTACTGGGCGTAAAGAGCTCGTAGGCGGTTTGTCGCGTCGTCTGTGAAAACTCG
TAGCTCAACTACGGGCGTGCAGGCGATACGGGCAGACTCGAGTACTGCAGGGGAGACT
GGAATTCCTGGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGATATCAGGAGGAACACCGGTGGCGAAG
GCGGGTCTCTGGGCAGTAACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGTAGCGAACAGGAT
TAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGGTGGGCGCTAGGTGTGGGTTTCCTTCCAC
GGGATCCGTGCCGTAGCTAACGCATTAAGCGCCCCGCTGGGGAGA

Secuencia: Ap0508

Gen: 16S

Especie mas cercana: Rhodococcus sp.

Lugar y fecha de colecta: Punta Arena de la ventana, B. C. S., México. Mayo, 2012.
Lugar de secuenciacién: MACROGEN, Sedl, Corea.

No. de bases: 580

CGGCCTGAGAGGGTGACCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGG
GAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGAAAGCCTGATGCAGCGACGCCGLCGT
GAGGGATGACGGCCTTCGGGTTGTAAACCTCTTTCAGCGCCGACGAAGCGTAAGTGAC
GGTACGGGCAGAAGAAGCACCGGCCAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGG
GTGCAAGCGTTGTCCGGAATTACTGGGCGTAAAGAGCTCGTAGGCGGTTTGTCGCGTCT
TCTGTGAAAACTCGGGGCTTAACTCCGGGCGTGCAGGGGATACGGGCAGACTTGAGTG
CTGGAGGGGAGACTGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGATATCAGGAGGAA
CACCGGTGGCGAAGGCGGGTCTCTGGGCCGTTACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCCTG
GGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCATGCCGTAAACGGTGGGCGCTAGGT
GTGGGGGTCCTTCCACGGGATCCGTGCCGTAGCTAACGCATTAAGCGCCCCGCCTGGG
G

Secuencia: Ap0509
Gen: 16S
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Especie mas cercana: Halobacillus sp..

Lugar y fecha de colecta: Punta Arena de la ventana, B. C. S., México. Mayo, 2012.
Lugar de secuenciacion: MACROGEN, Sedl, Corea.

No. de bases: 800

GGGGTGAACCTCGTGGAGCTAGCGGCGGACTGGTGAGTATCACTTGGGCAACCTGCCT
GCTCCATCGGAATAACCCCGGGAAACCGGGGCTAATGCCGGGTAATACTTTTCTTCTCA
TGAGTATCTTCTGAAAGATGGCTTCTCGCTATCCCTTACAGATGGGCCCGCGGCGCAGG
TAATGGTTGGCGAGGGAACGGCTCCCCAAGGCACCTATGCGGGTCCTACCTGACAGGG
GGACCGGCCACCCTGGGACTGACACACGGCCCGGACTCCTACGGGAGGCTCCACTAT
GGAATCTTCCCCAATGGACCAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCTTGAAGAATGAAGGTC
TTCGGATCTTAGAAATATGTTGTACCGGAAGAACAAGTACCGTCCTTATAGGGCGCTACC
TTGACGGTCCCTGACAAGTAAGCCCCGGCTAACTACGTGCCACCTACCGGGGTAATACT
TACGGGGAATGCTTTGTCCGAAATTATTGGGCGTAAATCCCTCACTCGCAGTTCCTTAAC
TCTGATGTGAACGCCCACGGTTCATCCGAGCAGGGTCATTGGAAACTGGGGAACTTGAG
TGCAGATCAGGATAGTGCAGTTCCACGTGTAGAGATGAAATGCAAAAACATGTGGAGGA
GCACCTCTGTGGAATGTGACTCTCTGTTCTGTTTCTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGT
GTATCCCACGGGATTACATACCCTGAAAGACCACTCCTTAGACTATGAGTGCTACGTGCT
CTGAGTGTTCCACTCCATTACTGCTGCACTCACG

Secuencia: Ap0510

Gen: 16S

Especie mas cercana: Bacillus licheniformis

Lugar y fecha de colecta: Punta Arena de la ventana, B. C. S., México. Mayo, 2012.
Lugar de secuenciacion: MACROGEN, Seul, Corea.

No. de bases: 800

ATGCAGTCGAGCGGACAGATGGGAGCTTGCTCCCTGATGTTAGCGGCGGACGGGTGAG
TAACACGTGGGTAACCTGCCTGTAAGACTGGGATAACTCCGGGAAACCGGGGCTAATAC
CGGATGCTTGATTGAACCGCATGGTTCAATTATAAAAGGTGGCTTCTGCTTACCCTTTCC
GAAGGGCCCCCCGGCCCATTACTTATTGGGGAAGGAACCGGTCCACCAGGGCACCAAT
CCTAACCCAACTGGAAAGGGGGTCCGGCACCCTGGGACCGGAACCCCGGCCCAAATCC
TTCCGGAAGGCACCATTGGGAATCCTCCCCCATGGAACAAAGTTTGAACGAACCACCCC
CCCGGGATTGATAAAGGTTTTCGAATCTAAAACTTCTTTGGTTAGGAAAAACCAATTCCG
GTTCAATTAGGGCGGACCTTGGCCGTTCCTTACCCAAAAGCCCCGCTTACTACCTTGCC
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AGCACCGGGGGAATACTAAGTGGAAACCTTTGTCGGGATTATTGGGCTAAAGCCCGCG
CAGGCGTTTTCTAAGTCTGATGGGAAAGCCCCGGCTTAACGGGGGGAGGGTCATTGGA
AACTGGGGACTTGAGTGCAAGAAGGAGGGAATGGGATTCCACGGGTAGCGGTGAAATG
CGTAGAGATGTGAAGGAACACCAGTGCGAGGCGACTCTTCTGTCTGTAACTGACGCTGA
GGCGCGAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCCGCCGTAAACGA
TTGATGCTTCTGTAAGGTTCGCTTAATGCTTGCAGCAA

Secuencia: Ap0511

Gen: 16S

Especie mas cercana: Halobacillus kuroshimensis

Lugar y fecha de colecta: Punta Arena de la ventana, B. C. S., México. Mayo, 2012.
Lugar de secuenciacién: MACROGEN, Sell, Corea.

No. de bases: 580

GAAGCGAGTGGATCCCTTCGGGGTGAAGCTCGTGGAACGAGCGGCGGACGGGTGAGT
AACACGTGGGCAACCTGCCTGTAAGATCGGAATAACCCCGGGAAACCGGGGCTAATGC
CGGGTAATACTTTTCTTCGCATGAAGATAAGTTGAAAGATGGCTTCTCGCTATCACTTAC
AGATGGGCCCGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCAACGAT
GCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACT
CCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAAC
GCCGCGTGAACGATGAAGGTCTTCGGATCGTAAAGTTCTGTTGTCAGGGAAGAACAAGT
ACCGTGCGAATAGAGCGGTACCTTGACGGTACCTGACGAGGAAGCCCCGGCTAACTAC
GTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGGGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTA
AAGCGCGCGCAGGCGGTTCCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCACGGCTCAACCGTGGAG
GGTCATTGGAAACTGGGGAACTTGAGGACAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCACGTGTAG
CGGTGAAATGCGTAGATATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTCTCTGGTCTG
TTTCTGACGCTGAGGTGCGAAAGCGTGGGTAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTC
CACGCCGTAAACGATGAGTGCTAGGTGTTAGGGGGCTTCCACCC

Secuencia: Ap0512

Gen: 16S

Especie mas cercana: Ornithinimicrobium sp.

Lugar y fecha de colecta: Punta Arena de la ventana, B. C. S., México. Mayo, 2012.
Lugar de secuenciacién: MACROGEN, Sedl, Corea.

No. de bases: 580
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TGAGAGGGTGACCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGC
AGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGAAAGCCTGATGCAGCGACGCCGCGTGAGGG
ATGACGGCCTTCGGGTTGTAAACCTCTTTCAGCTCTGACGAAGCCTTCGGGTGACGGTA
GGAGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGTGC
GAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGAGCTTGTAGGCGGTTTGTCGCGTCTGCTG
TGAAAGCCCGGGGCTTAACCCCGGGTCTGCAGTGGGTACGGGCAGGCTAGAGTGTGGT
AGGGGAGACTGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGGAATGCGCAGATATCAGGAGGAACACC
GATGGCGAAGGCAGGTCTCTGGGCCACTACTGACGCTGAGAAGCGAAAGCGTGGGGA
GCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGTTGGGCGCTAGGTGTGG
GTCCCATTCCACGGGGTCCGTGCCGCAGCTAACGCATTAAGCGCCCCGCCTGGGGGAA

Secuencia: Ap0513

Gen: 16S

Especie mas cercana: Janibacter sp.

Lugar y fecha de colecta: Punta Arena de la ventana, B. C. S., México. Mayo, 2012.
Lugar de secuenciacion: MACROGEN, Sedl, Corea.

No. de bases: 580

CTGAGAGGGCGACCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGG
CAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGAAAGCCTGATGCAGCGACGCCGCGTGAGG
GATGACGGCCTTCGGGTTGTAAACCTCTTTCAGCAGGGAAGAAGCGAAAGTGACGGTAC
CTGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGTGCG
AGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGGGCTTGTAGGCGGTTTGTCGCGTCTGCTGT
GAAAATCCGAGGCTCAACCTCGGACTTGCAGTGGGTACGGGCAGACTAGAGTGTGGTA
GGGGAGACTGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGATATCAGGAGGAACACCG
ATGGCGAAGGCAGGTCTCTGGGCCACTACTGACGCTGAGAAGCGAAAGCATGGGGAGC
GAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCATGCCGTAAACGTTGGGCGCTAGGTGTGGGA
CTCATTCCACGAGTTCCGTGCCGCAGCTAACGCATTAAGCGCCCCGCCTGGGGAGAG

Secuencia: Ap0514

Gen: 16S

Especie mas cercana: Rhodococcus sp..

Lugar y fecha de colecta: Punta Arena de la ventana, B. C. S., México. Mayo, 2012.
Lugar de secuenciacién: MACROGEN, Sell, Corea.

No. de bases: 800
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CCCTTCGGGGTACACGAGCGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGGGTGATCTGCCCTGCA
CTTCGGGATAAGCCTGGGAAACTGGGTCTAATACCGGATAGGACCTCTTGCCGCATGGT
GGGGGGTGGAAAGGTTTACTGGTGCAGGATGGGCCCGCGGCCTATCAGCTTGTTGGTG
GGGTAATGGCCTACCAAGGCGACGACGGGTAGCCGACCTGAGAGGGTGACCGGCCAC
ACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCAC
AATGGGCGAAAGCCTGATGCAGCGACGCCGCGTGAGGGATGACGGCCTTCGGGTTGTA
AACCTCTTTCAGCGCCGACGAAGCGTAAGTGACGGTAGGCGCAGAAGAAGCACCGGCC
AACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGTGCAAGCGTTGTCCGGAATTACTG
GGCGTAAAGAGCTCGTAGGCGGTTTGTCGCGTCGTCTGTGAAAACTCGTAGCTCAACTA
CGGGCGTGCAGGCGATACGGGCAGACTCGAGTACTGCAGGGGAGACTGGAATTCCTG
GTGTAGCGGTGAAATGCGCAGATATCAGGAGGAACACCGGTGGCGAAGGCGGGTCTCT
GGGCAGTAACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGTAGCGAACAGGATTAGATACCCT
GGTAGTCCACGCCGTAAACGGTGAGCGCTAGGTGTGGGTTTCCTTCCACGGGATCCGT
GCCGTAGCTAACGCATTAAGCGCCCCGCAGGGGAAGTTACCGGCCA

Secuencia: Ap0515

Gen: 16S

Especie mas cercana: Rhodococcus sp..

Lugar y fecha de colecta: Punta Arena de la ventana, B. C. S., México. Mayo, 2012.
Lugar de secuenciacion: MACROGEN, Sedl, Corea.

No. de bases: 580

GCCGCCGAGTGAGGGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGCGAGGCAGCAGTGGGGAAT
ATTGCACAATGGGCGAAAGCCTGATGCAGCGACGCCGCGTGAGGGATGACGGCCTTCG
GGTTGTAAACCTCTTTCAGCGCCGACGAAGCGTAAGTGACGGTAGGCGCAGAAGAAGC

ACCGGCCAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGTGCAAGCGTTGTCCGGA
ATTACTGGGCGTAAAGAGCTCGTAGGCGGTTTGTCGCGTCGTCTGTGAAAACTCGTAGC
TCAACTACGGGCGTGCAGGCGATACGGGCAGACTCGAGTACTGCAGGGGAGACTGGAA
TTCCTGGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGATATCAGGAGGAACACCGGTGGCGAAGGCGG
GTCTCTGGGCAGTAACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGTAGCGAACAGGATTAGA
TACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGGTGGGCGCTAGGTGTGGGTTTCCTTCCACCGG

ATCCCTGCCGGAACTAACGCATTAAGCGCCCCGCCTGGAGAGGGACGGGGACGAATCC

Secuencia: Ap0516
Gen: 16S
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Especie mas cercana: Uncultured bacterium clone

Lugar y fecha de colecta: Punta Arena de la ventana, B. C. S., México. Mayo, 2012.
Lugar de secuenciacion: MACROGEN, Sedl, Corea.

No. de bases: 580

TACTGTTGACTTCTAGTCTGCTTATTTAACTTGCCTGATGGGCCGGGACTCATCCTGCTC
ATCCCCGTGTACTCTGACGACCTTCGGGTTTCATCCCCTTTGGCGAGTACGGAGCCTCT
TTTACGGTAATGGGTAAAGAAGCACCGGCTAACTACATGCCAGCACCCGCGGTGATACG
TATGGTGCGAGCGTTATCCGGATTTATTGGGCGTAAAGGGCTCGTACGCGGTTGATCGC
GTCCGAAGTGTAATCTTAAACCCTGAGCTTGAGCCCGGTTTCGCAAGCGGTTGGGTTTA
TGATGGTTTGCGAGAATAGAAGTTTTAAGACTAGGGGGGGCTTTCAAAAGTTCAGTGGC
AACCTGCAGCGTTGGGCGTATCCAGTCTTAATTGCGTGTCCGCTATTTTACGCCAGTCC
ACCCGACGGGTAGGTTTTTGGGGCATTCGAAACCACAATATGGTGGCCCTTCCGGGGC
CTGAAAGCTCTCCTTTCCCTAGTATTTGGAGATCTGAACCACCCAGGGGGGGAGGTAAG
AGGGGAGTTTGCGGAGTGTGTTCGAATCCTGCTTCGATATCTTGTATGA

Secuencia: Ap0517

Gen: 16S

Especie mas cercana: Actinobacterium

Lugar y fecha de colecta: Punta Arena de la ventana, B. C. S., México. Mayo, 2012.
Lugar de secuenciacion: MACROGEN, Sedl, Corea.

No. de bases: 580

CCGGCCACACTGGGACTGACACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGA
ATATTGCACAATGGGCGAAAGCCTGATGCAGCGACGCCGCGTGAGGGATGACGGCCTT
CGGGTTGTAAACCTCTTTCAGCTCTGACGAAGCCTTCGGGTGACGGTAGGAGCAGAAGA
AGCACCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGTGCGAGCGTTGTCC
GGAATTATTGGGCGTAAAGAGCTTGTAGGCGGTTTGTCGCGTCTGCTGTGAAAGCCCGG
GGCTTAACCCCGGGTCTGCAGTGGGTACGGGCAGGCTAGAGTGTGGTAGGGGAGACT
GGAATTCCTGGTGTAGCGGTGGAATGCGCAGATATCAGGAGGAACACCGATGGCGAAG
GCAGGTCTCTGGGCCACTACTGACGCTGAGAAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGAT
TAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGTTGGGCGCTAGGTGTGGGTCCCATTCCAC
GGGGTCCCTGCCGCAGCTAATGCCTTAAGCGCCCCGCCTAGGGGACTACGGAGACCC

Secuencia: Ap0518
Gen: 16S
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Especie mas cercana: Nocardia sp.

Lugar y fecha de colecta: Punta Arena de la ventana, B. C. S., México. Mayo, 2012.
Lugar de secuenciacion: MACROGEN, Sedl, Corea.

No. de bases: 580

GCCGCCTGGGAGGGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATAT
TGCACAATGGGCGAAAGCCTGATGCAGCGACGCCGCGTGAGGGATGACGGCCTTCGG
GTTGTAAACCTCTTTCGACTCCGACGAAGCGCAAGTGACGGTAGGAGTAGAAGAAGCAC
CGGCCAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGTGCGAGCGTTGTCCGGAAT
TACTGGGCGTAAAGAGCTTGTAGGCGGTTTGTCGCGTCGTCTGTGAAAACTCACAGCTC
AACTGTGAGCCTGCAGGCGATACGGGCAGACTTGAGTACTGCAGGGGAGACTGGAATT
CCTGGTGTAGCGGTGGAATGCTCAGATATCAGGAGGAACACCGGTGGCAAAGGCGGCT
CTCTGGGCAGGTTTTGACCCTTAGCGCAAATTCCCGGTGGTTGCACCCGAATAAATACT
GGGCGGGGCCTCAGCCCAATCGTGGCCGGCCACCTTCTAAGGCGGTCTACCGGTCTCC
GCCTTGATAGGCCTTTACCCACCACCACGCTGATGGGCCAGGAGACAATCTGATAGG

Secuencia: Ap0519

Gen: 16S

Especie mas cercana: Janibacter sp.

Lugar y fecha de colecta: Punta Arena de la ventana, B. C. S., México. Mayo, 2012.
Lugar de secuenciacion: MACROGEN, Sedl, Corea.

No. de bases: 580

GCAGACTGAGGACTGAGACACGGCCCACACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATAT
TGCACAATGGGCGAAAGCCTGATGCAGCGACGCCGCGTGAGGGATGACGGCCTTCGG
GTTGTAAACCTCTTTCAGCAGGGAAGAAGCGAAAGTGACGGTACCTGCAGAAGAAGCAC
CGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGTGCGAGCGTTGTCCGGAAT
TATTGGGCGTAAAGGGCTTGTAGGCGGTTTGTCGCGTCTGCTGTGAAAATCCGAGGCTC
AACCTCGGACTTGCAGTGGGTACGGGCAGACTAGAGTGTGGTAGGGGAGACTGGAATT
CCTGGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGATATCAGGAGGAACACCGATGGCAAAGGCAGGT
CTCTGGGCCACTACTGACGCTGAGAAGCGAAAGCATGGGGAGCGAACAGGATTAGATA
CCCTGGTAGTCCATGCCCTAAACGTTGGGCGCTAGGTGTGGGACGCATTCCACCAGTTC
CCTGCCTGGGAGTAACATATATATTCGCCCACACCTTGGATGGTGCCGGGGAAAGT

Secuencia: Ap0520
Gen: 16S
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Especie mas cercana: Uncultured bacterium clone

Lugar y fecha de colecta: Punta Arena de la ventana, B. C. S., México. Mayo, 2012.
Lugar de secuenciacion: MACROGEN, Sedl, Corea.

No. de bases: 580

ACTACAGTGAAGCTTCTGGGGAGATCTTCTGCAGTGTTTGAAAGCCTGACCGAGGAACA
CCGCGTGAGCGATGAAGGCCTTCGGGTCGTAAAGCTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTA
CCGTTCGAATAGGGCGGTACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGT
GCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGTGTAAA
GCGCGCGCAGGCGGTCCCTTATGTCTGAGGTGAAAGCCCACGGCTTACCCGTGGAGGT
CCGTTGAAAACTGGGGAAGTTCCTCCCGATTCAGAACGGTACATGTTCTTCCCTAACAAC
AGAGCTTTACGACCCGAAGGCCTTCATCGCTCACGCGGCGTTGCTCGGTCAGGCTTTCT
CCCATTGCCGAACATCCCTAGTGCTGCCTCCCGTATGAGTCTGGGCGGTGTCTCACTCC
CTATGTGGCCAATCACCCTCTCAGGTCGGCTACGCATCGTCGCCTTGGTGAGCCCTTAC
CTCACCACAAGCTGATAGGGCCGCGAGAATTTTTTTTTGTCCCGTTTTTT

Secuencia: Ap0901

Gen: 16S

Especie mas cercana: Kocuria rosea.

Lugar y fecha de colecta: Punta Arena de la ventana, B. C. S., México. Septiembre, 2012.
Lugar de secuenciacion: MACROGEN, Sedl, Corea.

No. de bases: 580

GACTACGGAGCCGGCGCTGAGAGGGTGACCGGCCACACGTGGGACTGAGACACGGCC
CAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGC
AGCGACGCCGCGTGAGGGATGACGGCCTTCGGGTTGTAAACCTCTTTCAGCAGGGAAG
AAGCCACAAGTGACGGTACCTGCAGAAGAAGCGCCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCG
CGGTAATACGTAGGGCGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGAGCTCGTAGG
CGGTTTGTCGCGTCTGCTGTGAAAGCCCGGGGCTCAACCCCGGGTCTGCAGTGGGTAC
GGGCAGACTAGAGTGCAGTAGGGGAGACTGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGAAATGCGC
AGATATCAGGAGGAACACCGATGGCGAAGGCAGGTCTCTGGGCTGTTACTGACGCTGA
GGAGCGAAAGCATGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCATGCCGTAAAC
GTTGGGCACTAGGTGTGGGGGACATTCCACGTTCTCCGCGCCGTAGCTAACGCATTAA
G
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Secuencia: Ap0902

Gen: 16S

Especie mas cercana: Arthrobacter tumbae

Lugar y fecha de colecta: Punta Arena de la ventana, B. C. S., México. Septiembre, 2012.
Lugar de secuenciacion: MACROGEN, Sedl, Corea.

No. de bases: 580

AGGGTGGACGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCA
GTGGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCGACGCCGCGTGAGGGATGA
AGGCCTTCGGGTTGTAAACCTCTTTCAGTAGGGAAGAAGCGAAAGTGACGGTACCTGCA
GAAGAAGCGCCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGCGCAAGCGT
TATCCGGAATTATTGGGCGTAAAGAGCTCGTAGGCGGTTTGTCGCGTCTGCCGTGAAAG
TCCGGGGCTTAACCCCGGATCTGCGGTGGGTACGGGCAGACTTGAGTGATGTAGGGGA
GACTGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGATATCAGGAGGAACACCGATGGC
GAAGGCAGGTCTCTGGGCATTAACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCATGGGGAGCGAACA
GGATTAGATACCCTGGTAGTCCATGCCGTAAACGTTGGGCACTAGGTGTGGGGGACATT
CCACGTTTTCCGCGCCGTAGCTAACGCATTAAGTGCCCCGCCTGGGGGAAGTACGG

Secuencia: Ap0903

Gen: 16S

Especie mas cercana: Uncultured bacterium clone

Lugar y fecha de colecta: Punta Arena de la ventana, B. C. S., México. Septiembre, 2012.
Lugar de secuenciacién: MACROGEN, Sedl, Corea.

No. de bases: 580

TGGGAGTACGTGTCCCCCGCCTGGGGAGTACGGAGCCCTACACTCCTACGGGATGCAA
CACTGGGGAATATTGCCCAATGGGCGGAGGCTGATGCATCAACTCCATGTGAGGGATG
ACGGCCTTCCCGTTGTAAACCACTTTGCCTGTGACGAAGCCTGAGTGACGGTAATGGGT
AAAGAAGCACCGGCTAACTACATGCCAGCAGCCGCGGTGATACGTATGGTGCGAGCGT
TGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGGGCTCGTACGTGGTTGATCGCGTCCGAATTGTAAT
CTTGGGGCTTAACCCTGAGCGTGCTTTCGATACGGGTTGACTTGAGGAAGGTAGGGGA
GAATGGAATTCCTGGTGCAGGGGGGAAATGCGCAAATATCAGGAGGAACACCAATGGC
CAAGGCGGTTCTCTGGGCCTTTCCTGACGCTGAGGACCGAAAACGTGGGGAGCGAACA
GGCTTAAATACCCTGGTAGTCCACGCTGTAAACGGTGGGTACTAGGTGTGGGGTGCATT
CCACGGGTTCCGGGCCGTAGCTAACGCTTTAAGTACCCCGCCTGGGGGAGTACGG
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Secuencia: Ap0904

Gen: 16S

Especie mas cercana: Rhodococcus sp.

Lugar y fecha de colecta: Punta Arena de la ventana, B. C. S., México. Septiembre, 2012.
Lugar de secuenciacion: MACROGEN, Sedl, Corea.

No. de bases: 580

ACCTGAGAGGGTGACCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGA
GGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGAAAGCCTGATGCAGCGACGCCGCGTGA
GGGATGACGGCCTTCGGGTTGTAAACCTCTTTCAGCGCCGACGAAGCGTAAGTGACGG
TAGGCGCAGAAGAAGCACCGGCCAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGT
GCAAGCGTTGTCCGGAATTACTGGGCGTAAAGAGCTCGTAGGCGGTTTGTCGCGTCGT
CTGTGAAAACTCGTAGCTCAACTACGGGCGTGCAGGCGATACGGGCAGACTCGAGTAC
TGCAGGGGAGACTGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGATATCAGGAGGAAC
ACCGGTGGCGAAGGCGGGTCTCTGGGCAGTAACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGG
GTAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGGTGGGCGCTAGGTG
TGGGTTTCCTTCCACGGGATCCGTGCCGTAGCTAACGCATTAAGCGCCCCGCCTGGGG
AA

Secuencia: Ap0905

Gen: 16S

Especie mas cercana: Rhodococcus sp.

Lugar y fecha de colecta: Punta Arena de la ventana, B. C. S., México. Septiembre, 2012.
Lugar de secuenciacién: MACROGEN, Sell, Corea.

No. de bases: 580

GGGTGACCGGCCCACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGT
GGGGAATATTGCACAATGGGCGAAAGCCTGATGCAGCGACGCCGCGTGAGGGATGACG
GCCTTCGGGTTGTAAACCTCTTTCAGCGCCGACGAAGCAGTAAGTGACGGTAGGCGCA
GAAAAAGCACCGGCCAACTACCTGCCAGCAGCCGCGGTAATACTTACGGTGCAAGCGT
TGTCCGGAATTTCTGGGCGTAAAGAGCTCGTAGGCGGTTTGTCACGTCGCCTGTGAAAA
CTCGTAGCTCAACTACGGACGTGCACGCGATACCGGCAGACTCGAGTACTGCACGGGA
GAATGGAATTCCTGGTGAAGCGATGAAATGCCCAGATATCACGAGGAACTCCGGTGGC
GAATGCAGGTCTCTGGGCGTAACTGACGCTCAGGAGCGAAACCTGGGTAGCAAACACG
ATTCATACCCTGGTAGTCCGCGCCGAAAACGGGGGGCGCTAGGTGTGGGTTTCCTTCC
GCTAGATCCGTGCCGTATCTAACGTATTAACGCCCGCTGGGAATACGGCCGCCGGTGA
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Secuencia: Ap0906

Gen: 16S

Especie mas cercana: Rhodococcus sp.

Lugar y fecha de colecta: Punta Arena de la ventana, B. C. S., México. Septiembre, 2012.
Lugar de secuenciacion: MACROGEN, Sedl, Corea.

No. de bases: 580

GGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAAT
ATTGCACAATGGGCGAAAGCCTGATGCAGCGACGCCGCGTGAGGGATGACGGCCTTCG
GGTTGTAAACCTCTTTCAGCGCCGACGAAGCGTAAGTGACGGTAGGCGCAGAAGAAGC
ACCGGCCAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGTGCAAGCGTTGTCCGGA
ATTACTGGGCGTAAAGAGCTCGTAGGCGGTTTGTCGCGTCATCTGTGAAAACTCGTAGC
TCAACTACGGGGGTGCAGGCGATACGGGCAGACTCTAGTACTGCACGGGAGACTGTAA
TCCTGGTGGGCGTTGAAAAGGTTAAAACCCGAAGGCCGCCTTCCGTCAAAGGGGGTCC
TTGCGCCAGGATTTGACCCTTAGAGCAAAATTCCCGATTGCTGCCTCGGGTAGGATCCC
GGGCCGGGCCTCACCCCAAATGGGGCCGGCCAGGTGCGGGTGTCGGTTACCGGTATC
CGCGTTGTAACGCCAGTACTACGCGACCAGCCTGAGGAGCACGGGAAGGGGTGGGGG
G

Secuencia: Ap0907

Gen: 16S

Especie mas cercana: Rhodococcus sp.

Lugar y fecha de colecta: Punta Arena de la ventana, B. C. S., México. Septiembre, 2012.
Lugar de secuenciacién: MACROGEN, Sell, Corea.

No. de bases: 580

GCCGCGCTGGGAGGGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATA
TTGCACAATGGGCGAAAGCCTGATGCAGCGACGCCGCGTGAGGGATGACGGCCTTCGG
GTTGTAAACCTCTTTCAGCGCCGACGAAGCGTAAGTGACGGTAGGCGCAGAAGAAGCA
CCGGCCAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGTGCAAGCGTTGTCCGGAA
TTACTGGGCGTAAAGAGCTCGTAGGCGGTTTGTCGCGTCGTCTGTGAAAACTCGTAGCT
CAACTACGGGCGTGCAGGCGATACGGGCAGACTCGAGTACTGCAGGGGAGACTGGAAT
TCCTGGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGATATCAGGAGGAACACCGGTGGCGAAGGCGGG
TCTCTGGGCAGTAACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGTAGCGAACAGGATTAGAT
ACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGGTGGGCGCTAGGTGTGGGTTTCCTTCCACGGGA
TCCGTGCCGTAGCTAACGCATTAAGCGCCCCGCCTGGGGAGTACGGGAACTGATTTAG
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Secuencia: Ap0908

Gen: 16S

Especie mas cercana: Micrococcus sp.

Lugar y fecha de colecta: Punta Arena de la ventana, B. C. S., México. Septiembre, 2012.
Lugar de secuenciacion: MACROGEN, Sedl, Corea.

No. de bases: 580

TGAGTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATG
GGCGCAAGCCTGATGCAGCGACGCCGCGTGAGGGATGACGGCCTTCGGGTTGTAAAC
CTCTTTCAGTAGGGAAGAAGCGAAAGTGACGGTACCTGCAGAAGAAGCACCGGCTAACT
ACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGTGCGAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCG
TAAAGAGCTCGTAGGCGGTTTGCCGCGTCTGTCGTGAAAGTCCGGGGCTTAACCCCGG
AGCTGCGGCGGGTACGGGCAGACCATAGTGCGCAAGGGCAGACTGTTTTTCTTCGTGC
CTAGGGAAAGAGGTTTAATACCCGGAGGAAGTCATCCCTCAAGCGGCGGCCCTTCATCA
GGCTTGCACCCATTGTGCAATATTCCCCACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTCTGGGCCGTG
TCTCAGTCCCAGTGTGGCCGGTCACCCTCTCAGGCCGGCTACCCGTCGTCGCCTTGGT
GAGCCATTACCTCACCAACCAGCTGAAGGGCCGCGAAATCTCCTTTTTTCCTTCGA

Secuencia: Ap1101

Gen: 16S

Especie mas cercana: Bacillus algicola.

Lugar y fecha de colecta: Punta Arena de la ventana, B. C. S., México. Noviembre, 2012.
Lugar de secuenciacién: MACROGEN, Sedl, Corea.

No. de bases: 800

AGGTGGCCGACTGGTGAGTTACGGTGGGGCAACCTGCCCTACAGACTGGGATAAGTCC
GGGAAACCGGAGCTAATACCGGGTAATACGGAGCATCGCATGATGCAACGTTGAAAGTT
GGCCTTTGGCTAACACTGTAGGATGGGCCCGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTAAGGTAA
CGGCTTACCAAGGCCACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGA
CTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGAC
GAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGACGAAGGCCTTCGGGTCGTAAAGCTCT
GTTGTTAGGGAAGAACAAGTACCGTTCGAATAGGGCGGTACCTTGACGGTACCTAACCA
GAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTG
TCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGCGGTCTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCC
CACGGCTCAACCGTGGAGGGCCATTGGAAACTGGGGGACTTGAGTGCAGAAGAGGAGA
GTGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATGTGGAGGAACACCAGTGGCGA
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AGGCGGCTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGG
ATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAGGTGTTGGGGGGTTCCA
CCCTCAGTGCTGAAGTTAACACATTAAGCACCCGTGGGGGGA

Secuencia: Apl1102

Gen: 16S

Especie méas cercana: Bacillus algicola.

Lugar y fecha de colecta: Punta Arena de la ventana, B. C. S., México. Noviembre, 2012.
Lugar de secuenciacion: MACROGEN, Sedl, Corea.

No. de bases: 800

AAGTCAAGGGACCATTGTCAGTGCGCTCGCACGCACAATAATAAAACTGAACAAACCAG
CCATCAGAGCAGCGATATCACCCATTGCTGCCAGCCGCGCGGGTCCAAGTCCTTTTAGG
AAGTCCAGGAATCCACTCAAAGTTGCCGCCCCGCCGGGGAGTACGGAACACTGTAGGA
TGGGCCCGCGGCGCACTAGCTAGTTGGTAAGGTAACGGCTTACCAAGGCCACGATGGG
TAACCGACGTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTA
CGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCG
CGTGAGTGACGAAGGCCTTCGGGTCGTAAAGCTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTACCG
TTCGAATAGGGCGGTACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCC
AGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCG
CGCGCAGGCGGTCTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCACGGCTCAACCGTGGAGGGCCA
TTGGAAACTGGGGGACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCACGTGTAGCGGTG
AAATGCGTAGATATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAAGGCGGCTCTCTGGTCTGTAACT
GACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACG
CCGTAAACGATGAGTGCTAGTGTTGGGGGGGTTCACCCTCA

Secuencia: Ap1103

Gen: 16S

Especie mas cercana: Brevibacterium iodinum.

Lugar y fecha de colecta: Punta Arena de la ventana, B. C. S., México. Noviembre, 2012.
Lugar de secuenciacion: MACROGEN, Seul, Corea.

No. de bases: 800

GGGGACCAGGCTGGCGAATCGGCCTGAGTGCCGAACGGGTGAGTCCATGTGGCTCTCT
GCCCCTGATTTCGGGATAAGCCTGGGAAGCTGGGTCTAATACCGGATACGACCAATCCT
CGCATGAGGATTGGTGGAAAGTTTTTCGATCGGGGATGGGCTCGCGGCCTATCAGCTT
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GTTGGTGGGGTAATGGCCTACCAAGGCGACGACGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGCGAC
CGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAA
TATTGCACAATGGGGGAAACCCTGATGCAGCGACGCAGCGTGCGGGATGACGGCCTTC
GGGTTGTAAACCGCTTTCAGCAGGGAAGAAGCGAAAGTGACGGTACCTGCAGAAGAAG
TACCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGTACGAGCGTTGTCCGG
AATTATTGGGCGTAAAGAGCTCGTAGGTGGTTGGTCACGTCTGCTGTGGAAACGCAACG
CTTAACGTTGCGCGTGCAGTGGGTACGGGCTGACTAGAGTGCAGTAGGGGAGTCTGGA
ATTCCTGGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGATATCAGGAGGAACACCGGTGGCGAAGGCG
GGACTCTGGGCTGTAACTGACACTGAGGAGCGAAAGCATGGGGAGCGAACAGGATTAG
ATACCCTGGTAGTCCATGCCGTAAACGTTGGGCACTAGGTGTGGGGGACATTCCACGTT
CTCCGCGCCGTAGCTAACGTCATTAACTGCCCTGCTGTGGGAAAA

Secuencia: Ap1104

Gen: 16S

Especie mas cercana: Uncultured Bacillus sp.

Lugar y fecha de colecta: Punta Arena de la ventana, B. C. S., México. Noviembre, 2012.
Lugar de secuenciacion: MACROGEN, Sedl, Corea.

No. de bases: 800

GGAGCTTGCTCCCATTTCTCTCGGCGGATGGGTGAGTAACCCATGGGAAACCTGCCCT
GCCCACTGGGATAACTCCGGGAAACCGGAGCTAATACCGGGTAATACATAGCATCACTC
GATGCAACGTTGAAAGTTGGCCTTTGGGGAACACTGTAGGATGGGCCCGCGGCGCATT
AGCTAGTTGGTAAGGTAACGGCTTACCAAGGCCACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGG
TGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGG
GAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGACGAAGGCC
TTCGGGTCGTAAAGCTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTACCGTTCGAATAGGGCGGTAC
CTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATAC
GTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGCGGTCTCTT
AAGTCTGATGTGAAAGCCCACGGCTCAACCGTGGAGGGCCATTGGAAACTGGGGGACT
TGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATGTG
GAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCGCGAAA
GCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGC
TAGTGTTTGGGGGGGTTCCACCCTCAGTGCTGAAGTTTACAC

Secuencia: Ap1105
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Gen: 16S

Especie mas cercana: Brevibacterium sp.

Lugar y fecha de colecta: Punta Arena de la ventana, B. C. S., México. Noviembre, 2012.
Lugar de secuenciacion: MACROGEN, Sedl, Corea.

No. de bases: 580

TGGTCACATGCCTACGCGGGGGCGACTCTGGGGAATATTGCACAATGGGGGAAACCCT
GATGCAGCGACGCAGCGTGCGGGATGACGGCCTTCGGGTTGTAAACCGCTTTCAGCAG
GGAAGAAGCGAAAGTGACGGTACCTGCAGAAGAAGTACCGGCTAACTACGTGCCAGCA
GCCGCGGTAATACGTAGGGTACGAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGAGCTCG
TACGTGGTTGGTCCGTCTGCTGTGGAACGCAACGCTTAACGTTGCGCGTGGAGCGGGT
TCGGGCTGACTTCAGTCGGAAGGGGAGTCCGGTACTCTTCGTCCCGGCGGAAAACGGT
TAAAAACCCGGAGGCAGACAGCCGGCGAGCGGCGGCCCTTCATCAGGGTTTCCCCCAG
TGGGCAGAATTCCCGAGGGGTGCCTCCGGGAGGAGACTGGGCGGTGTCCCATGCCCA
ATGTGGCGGGCCGCCGTGTGGGCGAGTTACCCGCTCCCCCTTGGTAGCTATTACCCCA
CCAGCACCCCAGGGGCCGCGAGAGGGGGGTTGGTTAGATTACACGAGGCTAGGGATA
AA
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