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RESUMEN

La aparicion de organismos patdgenos resistentes a los antibiéticos ha desencadenado uno de los
mayores problemas de salud publica mundial. El uso inadecuado, la capacidad evolutiva de los
microorganismos Yy la baja en la investigacion farmacoldgica, ha provocado la urgente necesidad
de buscar compuestos nuevos para combatir las enfermedades infecciosas.

El océano se caracteriza por su gran diversidad bioldgica y poseer ambientes Unicos que lo
convierten en un prospecto ideal para esta blsqueda. Los microrganismos que habitan en él se
someten a condiciones Unicas de presion ecolégica que resulta en un gran potencial de
produccion de compuestos bioactivos. En particular, el phylum Actinobacteria se caracteriza por
los productos metabdlicos Utiles que sintetizan y excretan. De los cuales muchos son
antibioticos, agentes tumorales y agentes inmunodepresores.

En este estudio se evaluaron 9 cepas de actinobacterias raras pertenecientes a 7 géneros:
Aeromicrobium, Arthrobacter, Brachybacterium, Brevibacterium, Curtobacterium, Kocuria y
Microbacterium. Provenientes de tres zonas de Chile: Valparaiso, Rapa Nui y Fiordo de Comau.
Se realizaron pruebas de actividad antimicrobiana con extractos crudos utilizando 5 medios y 6
cepas modelo de interés clinico: Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes, Micrococcus
luteus, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa y Salmonella enterica. También se incluyd
una cepa de interés agricola Clavibacter michiganensis para comprobar y ampliar el potencial de
las actinobacterias. Las mayores inhibiciones se presentaron con los géneros Arthrobacter,
Brevibacterium y Curtobacterium, contra las patégenas Clavibacter michiganensis vy
Pseudomonas aeruginosa Tres muestras de los extractos obtenidos, pertenecientes al Fiordo de
Comau, fueron enviados a Fundacién MEDINA para su analisis cromatografico, con lo que se
comprobd la posible presencia de compuestos novedosos.

Por otra parte, la contaminacion ambiental por metales pesados presenta una problematica
mundial que se hace evidente en las costas de Valparaiso. Al poseer un sector industrial
ampliamente distribuido en el sector, se han generado episodios de intoxicacion y contaminacion
de los productos del mar. Se determiné el potencial de las actinobacterias para la
biorremediaciéon de 6 metales pesados, Cobre (Cu), Cobalto (Co), Niguel (Ni), Arsénico (As),
Cromo (Cr) y Mercurio (Hg), a través de ensayos con placas de agar diluidas con el metal en dos
concentraciones. Se obtuvo crecimiento en todos los metales, excepto Mercurio. Los géneros
que presentaron crecimiento en mas metales fueron Arthrobacter y Brevibacterium.

De esta investigacion se concluye el gran potencial que presentan las actinobacterias aisladas en
Chile para diferentes aplicaciones tanto clinicas y agricolas, produciendo compuestos bioactivos,
como posible agente de descontaminacion de metales pesados. Ademas, se revalida la
importancia de investigar lugares poco explorados y géneros distintos a Streptomyces, ya que las
cepas provenientes del Fiordo de Comau presentaron gran potencial en todas las pruebas
realizadas.



ABSTRACT

The emergence of pathogenic organisms resistant to antibiotics has triggered one of the biggest
public health problems in the world. The inadequate use, the evolutive capacity of the
microorganisms and the low in the pharmacological investigation, has provoked the urgent need
to look for new compounds to fight infectious diseases.

The ocean is characterized by its great biological diversity and unique environments that make it
an ideal prospect for this search. Microorganisms that inhabit the ocean undergo unique
conditions of ecological pressure that results in a great potential for the production of bioactive
compounds. The Actinobacteria Phylum is characterized by the synthesis and excretion of useful
metabolic products, many of which are used as antibiotics, tumor agents and immunosuppressive
agents.

In this study, 9 strains of rare actinobacteria belonging to 7 genera were evaluated:
Aeromicrobium, Arthrobacter, Brachybacterium, Brevibacterium, Curtobacterium, Kocuria and
Microbacterium. From three areas of Chile: Valparaiso bay, Rapa Nui and Comau fjord.
Antimicrobial activity tests were performed with crude extracts using 5 culture media and 6
model strains of clinical interest: Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes, Micrococcus
luteus, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa and Salmonella enterica. A strain of
agricultural interest Clavibacter michiganensis was also included to verify and expand the
potential of the actinobacterias. The greatest inhibitions were found in the genera Arthrobacter,
Brevibacterium and Curtobacterium, against the pathogens Clavibacter michiganensis and
Pseudomonas aeruginos. Three samples of the obtained extracts, belonging to strains from the
Comau fjord, were sent to Fundacién MEDINA for its chromatographic analysis, which proved
the possible presence of novel compounds.

On the other hand, environmental contamination by heavy metals presents a global problem that
is evident in the coasts of Valparaiso. By having a big industrial sector of intoxication and
contamination episodes related to seafood products have been generated. The potential of
actinobacteria was determined for the bioremediation of 6 heavy metals, Copper (Cu), Cobalt
(Co), Nickel (Ni), Arsenic (As), Chromium (Cr) and Mercury (Hg), through tests with agar
plates containing two different concentrations of the respective metal. Growth was obtained with
all metals, except Mercury. The genera that showed growth in the presence of more metals were
Arthrobacter and Brevibacterium.

In conclusion, this study shows the great potential of actinobacteria isolated in Chile for different
clinical and agricultural applications, producing bioactive compounds, as well as a possible
agent for decontamination of heavy metals. In addition, the importance of investigating
unexplored places and genera other than Streptomyces is revalidated, since the strains from the
Comau fjord presented great potential in all the tests performed.
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1 Introduccion y Objetivos

1.1 Introduccién

Hoy en dia el mundo enfrenta una de las mayores problematicas en la salud puablica, la
resistencia a los antimicrobianos. Cada vez hay mas infecciones causadas por bacterias,
parésitos, virus y hongos que ya no son susceptibles a los medicamentos comunes con los que se
solia tratarlos. Este problema es especialmente urgente en relacion con la resistencia a los
antibioticos en las bacterias. Durante varias décadas, en diversos grados, las bacterias que causan
infecciones han desarrollado resistencia a cada nuevo antibidtico que llega al mercado
(Prestinaci et al., 2015). Ante esta realidad, nace la necesidad de buscar nuevos compuestos que
puedan ser utilizados como agentes antimicrobianos (World Health Organization, 2014).

Histéricamente, los productos naturales de origen microbiano han sido una fuente rica de
estructuras y hasta hoy, casi el 35% de todas las drogas se basan en estructuras de pequefias
moléculas naturales (Benndorf et al., 2018). El phylum Actinobacteria destaca por ser
responsable de producir aproximadamente el 70% de los antibidticos utilizados en la terapia
humana, lo que los convierte en la fuente natural mas robusta de éstos. Los antibiéticos y otros
compuestos Unicos producidos por este phylum se conocen también como metabolitos
secundarios (Behie et al, 2016).

Con el objetivo de ampliar la basqueda y posibilidades de encontrar nuevos compuestos, se ha
desplazado la exploracion a ecosistemas marinos. Estos representan uno de los habitats mas ricos
y subexplotados con una gran diversidad microbiana que muestra el potencial para el
descubrimiento de compuestos antimicrobianos novedosos (Hug et al., 2018). Ademés de la
busqueda en nuevos ecosistemas, los descubrimientos de nuevos metabolitos naturales se centran
actualmente en las actinobacterias raras. Llamadas asi por pertenecer a géneros diferentes a
Streptomyces y que se conocen como cepas que son dificiles de aislar y podrian corresponder a

la fuente inigualable de nuevos metabolitos naturales (Azman et al., 2015).

En este estudio se investiga el potencial de produccién de compuestos bioactivos de

actinobacterias raras provenientes de estos ecosistemas. Para esto, se trabajé con cepas



previamente aisladas de tres lugares de Chile: Fiordo de Comau, ubicado en la X region, e, Rapa

Nui y Valparaiso, ambos lugares pertenecientes a la V region.

Con relacion al dltimo lugar nombrado, Valparaiso, y en especifico la zona industrial de
Quintero — Puchuncavi, se reconoce con uno de los problemas de contaminacion ambiental méas
importantes a nivel nacional, relacionado con metales pesados, y otros conflictos. En los Gltimos
afios, ha habido una creciente preocupacién ecolégica y de salud publica asociada a los dafios
ambientales por estos metales. Esta contaminacion es muy relevante en &areas como la
mencionada, de fuentes puntuales como mineria, fundiciones, y otras operaciones industriales

basadas en metales (Tchounwou et al., 2012).

En la actualidad, a pesar de haberse dado reiteradas emergencias por la mala calidad del aire y
accidentes por mal manejo de actividades industriales, poniendo en riesgo a la poblacion y sus
diferentes actividades (como las intoxicaciones por gases toxicos de nifios y nifias de la escuela
La Greda en los afios 2011 y 2012 y los ultimos 3 derrames de petréleo en la Bahia de Quintero),

el problema persiste sin solucion (Colegio Médico de Chile, 2018).

A partir de los antecedentes presentados, este estudio considera la evaluacion del potencial de
cepas de distintos lugares de Chile a través de ensayos antimicrobianos con patégenas cepas

modelo de interés clinico y agricola, y pruebas de biorremediacién de metales pesados.
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1.2  Objetivos

Objetivo General

Evaluar el potencial de actinobacterias marinas no miceliares para la produccion de compuestos

antibacterianos y de biorremediacion de metales pesados.

Objetivos Especificos

=  Seleccionar cepas marinas del phylum Actinobacteria distintos a Streptomyces con

potencial actividad antibacteriana.

= Realizar fermentaciones de cepas seleccionadas con diferentes medios de cultivo para la

produccién de compuestos bioactivos.

®=  Evaluar la capacidad de produccion de compuestos antibacterianos mediante ensayos

antibacterianas con extractos crudos.

= Determinar el potencial de biorremediaciéon de metales pesados con las cepas

seleccionadas.
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2 Marco Teobrico

2.1 Diversidad en Ecosistemas Marinos

El océano constituye méas del 70% de la superficie del planeta. Este entorno contiene méas del
80% de la vida en la Tierra y presenta mas de 300.000 especies de plantas y animales descritas
(Donia and Hamann, 2003). Se estima que el namero de especies desconocidas excede los 2
millones (Mora et al., 2011).

La biodiversidad del ambiente marino se encuentra favorecida por las condiciones sublimes
presentes. La presion ecoldgica a la que se expone: depredacion, competencia por el espacio,
contaminacion, ha generado la aparicién de metabolitos bioactivos Unicos (Donia and Hamann,
2003). El habitat especifico donde crece un microorganismo tiene influencia en la naturaleza de
estos metabolitos primarios y secundarios (Kiuru et al., 2014). Un ejemplo de esto es la
produccion de metabolitos bioactivos como mecanismo de adaptacion, ayudando a la

supervivencia de los depredadores (Bhatnagar and Kim, 2010).

Las fuentes marinas también han demostrado enormes habilidades como productores de
compuestos anticancerosos y metabolitos secundarios que actlan contra las enfermedades
infecciosas y la inflamacion (Bhatnagar and Kim, 2010). Las esponjas del ambiente marino
(37%), los celenterados (21%) y los microorganismos (18%), son fuentes principales de
compuestos biomédicos, seguidos de algas (9%), equinodermos (6%), tunicados (6 %), moluscos
(2%) briozoos (1%), etc. (Blunt et al., 2004). Sin embargo, y pese a su abundancia (una columna
de agua de los océanos contiene aproximadamente 106 células bacterianas por mililitro (Debbab
et al., 2010)), a los microorganismos marinos no se les ha prestado la atencion necesaria, y hasta

la fecha se dispone de una vision muy limitada de las capacidades y de su potencial bioactivo.

A diferencia de los macroorganismos, los microorganismos representan fuentes prometedoras de
productos naturales que tienen la ventaja de una produccion factible y sostenible de grandes
cantidades de metabolitos secundarios a un costo razonable, mediante el cultivo a gran escala y

la fermentacion del microorganismo fuente (Debbab et al., 2010).

El océano muestra dos dominios claramente diferidos: el agua y el sedimento. Ambos se

contrastan de gran manera en términos de propiedades fisicas, quimicas y bioldgicas. El agua de
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mar se caracteriza por una fuerte mezcla fisica debido a las corrientes y tormentas, un estado de
nutrientes variable y la presencia de microbios ampliamente distribuidos y diluidos. En
contraste, la mayor parte del mundo del fondo oceéanico consiste en entornos menos dindmicos
(Zinger et al., 2011). Uno y otro estan conectados a través de la sedimentacion de la materia

organica producida en la superficie.

Desde la temperatura y la disponibilidad de materia orgénica con el aumento de la profundidad
del agua, han sido identificados como factores importantes que determinan la distribucion
vertical y estratificacion de comunidades microbianas (Zinger et al., 2011). Hasta ahora la
mayoria de los estudios se han centrado en la zona fotosintéticamente productiva, que representa
menos del 10% del volumen total de agua en el océano.

Los sedimentos marinos son habitats que albergan diversas comunidades bacterianas vy
representa uno de las biomasas mas grandes del planeta. Se ha demostrado que la diversidad
microbiana en los sedimentos varia con los parametros ambientales tales como la estacionalidad
y la contaminacién antropogénica; sin embargo, los principales impulsores de la composicién de

la comunidad siguen siendo en gran parte desconocidos (Patin et al., 2017).

2.2 Microorganismos Marinos como fuente de Compuestos Bioactivos

En los organismos, vivos el metabolismo primario es el encargado de la biosintesis y la
descomposicion de sustancias esenciales como las proteinas, grasas, acidos nucleicos y
carbohidratos. EI metabolismo secundario es el responsable de producir compuestos que
generalmente no son esenciales para el crecimiento, desarrollo o reproduccién de un organismo
y se producen como resultado de la adaptacion al entorno o para actuar como un posible
mecanismo de defensa contra los depredadores para ayudar a la supervivencia (Demain and
Fang, 2000). Estos compuestos se conocen también como compuestos bioactivos, y se
encuentran a menudo como exclusivo de un organismo o es una expresion de la individualidad

de una especie (Dias et al., 2012).

El uso de productos naturales en la medicina se remonta a miles de afios. En el siglo XIX y
principios del XX, se utilizd aceite de higado de bacalao como suplemento nutricional. Sin

embargo, solo se comenzé a explorar los océanos de forma sistematica a partir de 1985, en busca
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de nuevas drogas. Debido a la peculiaridad del entorno marino, los compuestos bioactivos
marinos generalmente tienen estructuras quimicas Unicas y una alta actividad bioldgica. Las
nuevas estructuras y vias de metabolismo, asi como las actividades biol6gicas de estos

compuestos, son interesantes para el desarrollo de farmacos (Hu et al., 2015).

En la década del 1990 el niUmero aumentd y se mantuvo en un nivel constante de alrededor de
500 (Romano et al., 2017). Desde el afio 2008, mas de 1000 compuestos son descubiertos cada
afio y el 60% de las drogas actualmente en el mercado son de origen natural (Newman and
Cragg, 2012) (Ver Figura 2-1).
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Figura 2-1 Variacion en el nimero de nuevos productos marinos naturales entre 1985-2012, donde la
proporcion representa el nimero de compuestos bioactivos descubiertos por cantidad de compuestos
totales. (adaptado de Hu et al., 2015)

Con la exploracién continua del medio ambiente marino, la atencion se ha dirigido a
microorganismos como cianobacterias marinas, hongos marinos y varios otros grupos de
bacterias marinas debido a su diversidad biologica y de hébitat, dando como resultado la

capacidad de producir metabolitos con estructuras incomparables (Martins et al., 2014).
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2.3 Phylum Actinobacteria

El phylum Actinobacteria representa una de las unidades taxonémicas mas grandes dentro del
dominio Bacteria (Ventura et al., 2007). Se encuentra dividido en 6 clases, 23 6rdenes y 53
familias (Ludwig et al., 2012). El phylum se compone de una abundante cantidad de organismos
fenotipicamente diversos, con amplia distribucion en la naturaleza y que exhiben necesidades
variadas de oxigeno, nutricién, temperatura y pH para el crecimiento, lo que lo convierte en un
phylum importante (Polkade et al., 2016). La mayoria de las actinobacterias son organismos de
vida libre que estan ampliamente distribuidos en ecosistemas terrestres y acuéticos, incluidos los

ecosistemas marinos, aéreos y extremos (Goodfellow and Williams, 1983; Barka et al., 2016).

Las actinobacterias son bacterias filamentosas Gram-positivas con un alto contenido de guanina
mas citosina (G + C) en sus genomas (>50%) (Gao and Gupta, 2012). Las morfologias de las
especies de este phylum varian desde cocoides o varillas cocoides hasta formas de hifas
fragmentadas o micelios ramificados altamente diferenciados (Ventura et al., 2007) (Ver Figura
2-2).

Figura 2-2 Diversidad morfoldgica de actinobacterias. A) Streptomyces acuosus; formacion de cadenas
rectas de esporas. B) Luteimicrobium subarcticum; células en forma de cocos sin movimiento. C)
Pseudonocardia acaciae; cadenas de esporas con una superficie espinosa. D) Micromonospora
olivasterospora; las esporas son transmitidas por esporoforos cortos. E) Nocardia kruczakiae, espora, tipo
de micelio. Las hifas aéreas se enredan entre si. F) Pseudonocardia spinosa; prolongacion de toda la hifa
esporulada. (Fuente: http://www.actino.jp/Digital Atlas)
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Los miembros del phylum Actinobacteria son contribuyentes importantes en el proceso de
descomposicion de la biomasa vegetal. Algunas actinobacterias son simbiontes generalizados de
eucariotas, que ayudan a los herbivoros a obtener acceso a la biomasa vegetal como mutualistas

nutricionales y a producir productos naturales como mutualistas defensivos (Lewin et al., 2016).

Las especies de este grupo también exhiben una enorme diversidad fisiol6gica, como lo
demuestra su produccién de numerosas enzimas extracelulares y miles de productos metabdlicos
atiles que sintetizan y excretan en su medio. Muchos de estos productos metabdlicos se han
utilizado como antibidticos, agentes tumorales y agentes inmunosupresores (Bérdy, 2005; Gao
and Gupta, 2012).

El género Streptomyces, en particular, ha producido varios compuestos bioactivos importantes,
incluidos antibioticos, herbicidas bioldgicos y enzimas, todos los cuales poseen un alto valor
comercial. De hecho, casi dos tercios de los antibiéticos conocidos hoy en dia se han obtenido
desde Streptomyces (Nithya et al., 2018). El problema con este género es que al ser sencillo de
aislar y cultivar (es una de las especies mas dominantes en las colecciones de cultivos de todo el
mundo (Tiwari and Gupta, 2012)), es dificil encontrar compuestos bioactivos novedosos, mas
aun al saber que muchas Streptomyces terrestres frecuentan el intercambio genético entre éstas
(Bredholdt et al., 2007).

Con esta tendencia a la baja en el descubrimiento de nuevos compuestos, ha aumentado la
necesidad de que se investiguen los habitats no explorados, con el fin de identificar nuevas cepas

de actinobacterias y compuestos bioactivos (Nithya et al., 2018).

La investigacion de la mayor cantidad de géneros, especialmente aquellos que han sido aislados
en raras ocasiones, podria ser crucial para el éxito de descubrimiento de nuevos farmacos
(Tiwari & Gupta, 2012). Se cree que los habitats no y poco explorados, incluidos los ecosistemas
marinos, son fuentes ricas de tales actinobacterias raras, con un enorme potencial para producir

compuestos interesantes nuevos (Dhakal et al., 2017).

2.3.1 Actinobacterias Marinas

Las actinobacterias se asocian comunmente como habitantes de suelo. A través del tiempo, ha

quedado claro que los actinobacterias comunes que habitan en el suelo pueden recuperarse
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facilmente a partir de muestras marinas (especialmente muestras recolectadas en las costas). La
existencia oficial de distintas poblaciones marinas se hizo evidente en 1984 con la descripcién
taxondmica de la primera actinobacteria marina, Rhodococcus marinonascens sp. (Fenical and
Jensen, 2006). Las actinobacterias marinas viven en forma de unas pocas colonias, la mayoria de
las cuales no pueden crecer en condiciones de laboratorio. De hecho el género de Salinispora,
requiere obligatoriamente agua de mar para su desarrollo (Maldonado et al., 2005). La inmensa
diversidad de actinobacterias marinas ha quedado en evidencia con los inventarios y
estimaciones de diversidad filogenética segun el gen 16S ARNr y los enfoques de cultivo. Con
frecuencia estan presentes en los sedimentos del fondo, pero rara vez constituyen méas del 10%

de la microflora viviente.

La mayoria de los representantes de actinobacterias se pueden aislar de costas, aguas costeras,
sedimentos del fondo, peces, moluscos, esponjas, algas marinas y manglares (Manivasagan et
al., 2014). Los sedimentos de aguas profundas contienen >1300 unidades taxondmicas
operativas diferentes de actinobacterias, una gran proporciéon de las cuales se predice que
representan nuevas especies y géneros (Bull and Stach, 2007). Muchos aislamientos de
actinomicetos de los océanos profundos contienen rutas de policétido sintetasa (NRPS) vy
policétido sintetasa (PKS) no ribosdmicas, los sellos distintivos de la produccién de metabolitos

secundarios (Solanki et al., 2008).

2.3.2 Actinobacterias aisladas en Chile

El territorio de Chile se encuentra en el extremo sur de América y posee una longitud de
aproximadamente 4.300 kilémetros de norte a sur, la que se incrementa a 8.000 kilémetros, si se
considera el Territorio Antartico Chileno. Su ancho promedio es de 180 kilémetros. Chile es un
pais tricontinental, pues posee territorio en el continente americano, incluyendo las islas del
archipiélago Juan Fernandez, isla San Félix e isla San Ambrosio; en Oceania, a través de la isla

de Salas y Gomez, y Rapa Nui; y en la Antartica, a través del Territorio Chileno Antértico.

Un rasgo distintivo del territorio chileno corresponde a su insularidad. Es un fenémeno
resultante de las “barreras” naturales propias de su geografia. Por un lado, tenemos en el norte

una zona desértica que se ubica entre las regiones de Tarapaca y Atacama. También existe una
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barrera fisica ofrecida por la presencia a lo largo de casi toda la extension, de la cordillera de los
Andes, con una altura variable que disminuye de norte a sur. Finalmente, esta el Océano Pacifico
gue también se distribuye a lo largo del territorio continental e insular (Santibanez, Roa and
Santibafiez, 2008). Estas caracteristicas fisicas otorgar a Chile la condicién de Isla
Biogeografica. Esto permite una dotacion de una gran diversidad de ecosistemas terrestres,
marinos, costeros, glaciares, rios, lagos, humedales y ecosistemas insulares, los que en su
conjunto se estima que albergan cerca de 30.000 especies de plantas, animales, hongos y
bacterias. A esto se suma un alto grado de endemismo de especies (22 a 25%), que transforman
amplios espacios de nuestro territorio en verdaderos laboratorios naturales (Ministerios de
Medio Ambiente, 2014) y que tiene prioridad mundial de conservacion (Jorquera-Jaramillo et
al., 2012).

Figura 2-3 Sitios de Procedencia de Actinobacterias aisladas en Chile 1) Géiser del Tatio (Okoro et al.,
2009; Gonzélez, 2015) 2) Valle de la Luna (Okoro et al., 2009) 3) Salar de Atacama (Okoro et al., 2009)
4) Caleta Chafaral de Aceituno (Cumsille, 2015) 5) Rapa Nui (Vézina, Kudelski and Sehgal, 1975; Rojas,
2016) 6) Bahia de Valparaiso (Claverias et al., 2015; Gonzalez, 2015) 7) Lago Rifiihue, Lago Tarahuin,
Lago Natri y Lago Tepuhueico (Leiva P et al., 2004) 8) Huinay (Undabarrena, Beltrametti, Fernanda P.
Claverias, et al., 2016) 9) Antartica (Leiva et al., 2015; Lamilla et al., 2018)
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Tabla 2-1 Géneros de Actinobacterias aisladas en Chile.

Lugar Géneros aislados Referencia
. ) Amycolatopsis sp., Brachybacterium sp., (Okoro et al.,
Géiser del Tatio, ) ) ] o
Brevibacterium sp., Corynebacterium sp., Dietzia sp., 2009;
Salar de Atacama, ) ) o )
Gordonia sp., Knoellia sp., Lechevalieria sp., Gonzélez,
Valle de la Luna ) ) )
Microbacterium sp., Nocardia sp., Streptomyces sp. 2015)

Blastococcus sp., Brachybacterium sp.,

. Brevibacterium sp., Dietzia sp., Gordonia sp., )
Caleta Chanaral ) ) ) (Cumsille,
] Janibacter sp., Kocuria sp., Micrococcus sp.,
de Aceituno . o 2015)
Nocardioides sp., Nocardiopsis sp., Rhodococcus sp.,

Streptomyces sp.

Streptomyces sp., Arthrobacter sp., Brachybacterium (Vézina,
) sp., Brevibacterium sp, Knoellia sp., Kocuria sp., Kudelski and
Rapa Nui ] ]
Kytococcus sp., Micrococcus sp., Nesterenkonia sp., Sehgal, 1975;
Nocardioides sp., Rhodococcus sp. y Serinicoccus sp.  Rojas, 2016)
Actinomadura sp., Aeromicrobium sp.,
Agrococcus sp., Arthrobacter sp. Brachybacterium
sp., Brevibacterium sp., Clavibacter sp.,
Corynebacterium sp., Dietzia sp., Flaviflexus sp., (Claverias et
) Gordonia sp., Isoptericola sp., Janibacter sp., al., 2015;
Valparaiso ) ) ) )
Microbacterium sp., Mycobacterium sp., Gonzalez,
Nocardiopsis sp., Ornithinimicrobium sp., 2015)
Pseudonocardia sp., Rhodococcus sp.,
Salinactinospora sp., Salinibacterium sp.,
Streptomyces sp., Tessarococcus sp.
Arthrobacter sp., Brachybacterium sp.,
Brevibacterium sp., Corynebacterium sp.,
) ] O ) (Undabarrena
Fiordo de Curtobacterium sp., Dietzia sp., Kocuria sp.,
et al., 2016)

Comau Micrococcus sp., Rhodococcus sp., Streptomyces sp.




Lago Natri,
Lago Rifihue, Streptomyces sp., Micromonospora sp., (LeivaPetal.,
Lago Tarahuin,  Mycropolyspora sp. 2004)

Lago Tepuhueico

Agrococcus sp., Arthrobacter sp., Brachybacterium

sp., Citricoccus sp., Kocuria sp., Labedella sp., ]
) ) ) (Leiva et al.,
o Microbacterium sp., Micrococcus sp., Rhodococcus )
Antartica o ) ) 2015; Lamilla
sp., Salinibacterium sp., Sanguibacter sp.,
et al., 2018)

Streptomyces sp.

2.3.3 Potencial Biotecnoldgico

La biotecnologia consiste en la utilizacion de la maquinaria biol6gica de otros seres vivos de
forma que resulte en un beneficio para el ser humano, ya sea porque se obtiene un producto

valioso o porque se mejora un procedimiento industrial.

El phylum Actinobacteria se caracteriza por sus aplicaciones biotecnolégicas, consecuencia de la
gran diversidad metabdlica de estos organismos y su larga asociacion con el medio ambiente.
Este grupo es un potencial productor de sustancias antimicrobianas, inhibidores de enzimas,
inmunomodificadores, enzimas y sustancias promotoras del crecimiento para plantas y animales
(Dilip and Mohalkar, 2013). Esto los convierte los procariotas mas valiosos desde el punto de

vista econdémico y biotecnoldgico (Lam, 2006).

2.3.3.1 Potencial de Produccion de Compuestos Bioactivos

Las actinobacterias son productores prolificos de metabolitos secundarios. Los compuestos
bioactivos o metabolitos secundarios son productos metabolicos que no son esenciales para el
crecimiento vegetativo de los organismos productores, pero se los considera compuestos de
diferenciacion que confieren roles adaptativos, por ejemplo, al funcionar como compuestos de

defensa 0 como moléculas signantes en interacciones ecoldgicas. Se producen al final de la fase
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de crecimiento exponencial y sus sintesis dependen en gran medida de las condiciones de
crecimiento. La produccion generalmente ocurre cuando el crecimiento esta limitado por el

agotamiento de un nutriente clave como el carbono o el nitrégeno.

Estos metabolitos secundarios son estructuralmente diversos y la mayoria de ellos estdn dotados
de actividades bioldgicas, como agentes antimicrobianos, toxinas, pesticidas, iondforos,
biorreguladores y sefializacion de quérum. Los metabolitos bioactivos son profundamente
utilizados como agentes antimicrobianos para el tratamiento de diversas dolencias (Adegboye
and Babalola, 2013).

Actualmente la demanda de nuevos medicamentos es extremadamente urgente y extensa debido
a dolencias comunes y la rapida propagacién de enfermedades, el desarrollo de nuevas
enfermedades con causas desconocidas y la propagacion de patdgenos resistentes a los
antibidticos (Azman et al., 2015). Los estudios de bioactividad de los metabolitos naturales de
las actinobacterias raras se han vuelto populares. Los compuestos descubiertos a partir de estas
actinobacterias tienen una estructura Unica y conducen directamente al desarrollo de nuevos
antibidticos que son eficaces contra los patdgenos resistentes a los antibiéticos (Lam, 2006) (Ver
Tabla 2-2).

Tabla 2-2 Ejemplos de compuestos bioactivos aislados de actinobacterias raras (Azman et al., 2015).

Nombre Tipo y lugar de Actividad
Cepa Lo Fuente
Compuesto Muestra Bioldgica
) Sedimento Marino, Pseudonocardia sp. Antibacteriano y Lietal., 2011
Pseudonocardians ) ) )
Sur de China SCSIO 01299 citotdxico
Sedimento Marino Actinoalloteichus ) )
) o ) Antibacteriano y Fuetal., 2011
Caerulomycins Costa de Weihai, cyanogriseus WH1- o
) citotdxico
China 2216-6

. . Marinactinospora
Sedimento Marino,

Marinacarbolines . thermotolerans Antimalarial Huang et al., 2011

Sur de China

SCSIO 00652
Feling et al.,
] o . 2003; Williams et
) ) Muestra Marina, Salinispora tropica L

Salinosporamides ) Citotoxico al., 2005

Islas Bahamas (strain CNB-392)

21



Bister et al., 2004;

o Sedimento Marino, Verrucosispora sp. ) ) o
Abyssomicins i Antibacteriano Riedlinger et al.,
Japon AB-18-032
2004
. . Sedimiento Marino, Marinispora o
Marinomycins Citotoxico Kwon et al., 2006
La Jolla, USA CNQ-140
N Sedimento Marino, Micromonospora o Gértner et al.,
Levantilides o Citotoxico
Mar Mediterraneo M71-A77 2011

Un ejemplo exitoso proviene del género marino obligado Salinispora, del cual varias especies
han sido aisladas de sedimentos marinos de Guam, Palau y el Mar Rojo (Mincer, Fenical and
Jensen, 2005). Tiene la capacidad de producir salinosporamida A, un compuesto que inhibe el
proteasoma 20S, convirtiéndose en un género con fuerte actividad antitumoral (Jensen et al.,
2015; Wohlleben et al., 2016).

2.3.3.2 Potencial de Biodegradacion de Metales Pesados

El potencial biotecnoldgico de las actinobacterias en el medio ambiente tiene que ver con su
capacidad de eliminar contaminantes organicos e inorganicos. Esta capacidad es la razén por la
cual las actinobacterias han recibido especial atencién como candidatas para la biorremediacion,
proceso gque ha ganado importancia debido a la liberacion generalizada de contaminantes al

medio ambiente (Alvarez et al., 2017).

Los metales pesados estan presentes en el agua, el suelo, los sedimentos, el aire y los organismos
vivos, y tienen un origen tanto natural como antropogénica. Las fuentes antropogénicas generan
una contaminacion creciente, constante y permanente, mientras que la fuente natural suele ser un
fendmeno estacional, influenciado por el clima y generalmente no genera contaminacién (Wuana
and Okieimen, 2011). Los metales pesados son los principales contaminantes en el mar, en la
tierra, en los vertidos industriales e incluso en las aguas residuales tratadas, en particular, en los
paises en desarrollo. Estos microcontaminantes inorganicos se pueden acumular en el cuerpo
humano a través de la cadena alimentaria, promoviendo asi el desorden crénico y agudo y la

generacion de serios problemas de salud en la sociedad humana (El Baz, 2017).
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La resistencia a metales puede estar muy extendida entre las actinobacterias vivas en ambientes
contaminado (Amoroso et al., 1998). Se ha reportado que los géneros Streptomyces y
Amycolatopsis pueden sobrevivir en ambientes contaminados por metales pesados. Esto es
probablemente debido a su notable resistencia a condiciones ambientales extremas y diversos
contaminantes (El Baz, 2017).

2.4  Resistencia Antimicrobiana

La era moderna de los antibidticos comenzé con el descubrimiento de la penicilina por
Alexander Fleming en 1928. Desde entonces se desarrollaron nuevas clases de agentes
antimicrobianos uno tras otro (Saga and Yamaguchi, 2009) los que han transformado la
medicina moderna y han salvado millones de vidas (Ventola, 2015) .

Actualmente, los antibi6ticos disponibles en el mercado se producen por fermentacién
microbiana o se derivan a través de una ruta semisintética utilizando la estructura de un
antibidtico ya existente. El descubrimiento de varios de estos antibi6ticos, acompafiados con una
nueva generacion de farmacos semisintéticos condujo a pensar que cualquier enfermedad
infecciosa podria controlarse con éxito utilizando antibidticos. Sin embargo, la aparicion y
propagacion de cepas bacterianas resistentes a casi todos los antibiéticos Utiles durante las
Gltimas décadas, reveld la limitacién éstos (Sengupta et al., 2013). Desde el momento en que se
descubrieron los antibidticos, se han utilizado en exceso y con poca atencion a la consecuencia

inevitable de la resistencia (Carlet et al., 2011).

Las bacterias poseen un numero notable de mecanismos genéticos para la resistencia a los
compuestos antibacterianos y existe un conjunto sustancial de genes de resistencia a los
antibidticos en la naturaleza que ha evolucionado a lo largo de millones de afios. La evolucion y
la propagacion de organismos resistentes a maltiples farmacos se han acelerado draméaticamente
en los ultimos 50 afios. A finales de la década de 1950 y principios de la de 1960, se detectd por
primera vez resistencia en las bacterias entéricas: Escherichia coli, Shigella y Salmonella, (Levy
and Marshall, 2004). Este periodo de tiempo coincide con el descubrimiento y el uso cada vez

maés generalizado de agentes antibacterianos (Friedman et al., 2016).
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Producto de esta resistencia antimicrobiana se atribuyen alrededor de 700.000 muertes anuales y
se estima que para el afio 2050 esta cifra podria Ilegar a los 10 millones (Ver Figura 2-4)
(O’Neill, 2016). La consecuencia no es solo es un problema de salud, sino también un gasto
econdémico global importante. Aumenta los costos de atencion de salud, la duracion de la
estancia en los hospitales, la morbilidad y la mortalidad, tanto en los paises desarrollados y en

desarrollo (Founou et al., 2017).
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Figura 2-4 Estimacion de cantidad de muertes atribuibles a la resistencia antimicrobiana para 2050.
(World Health Organization, 2014)

El afio 2016 las Naciones Unidas declararon la resistencia antimicrobiana como una de las
mayores amenazas para la salud mundial (Hrvatin, 2017). Por lo mencionado anteriormente, se
han desarrollado estrategias globales para combatir la resistencia. Una de ellas por ejemplo, es la
educacion publica y profesional sobre el uso racional de los antibiéticos (Uchil et al., 2014).
Otra medida nace de la urgente necesidad de suplir los antibiéticos que han perdido su eficiencia
buscando nuevos compuestos bioactivos que tengan un efecto antimicrobiano (World Health
Organization, 2014).

Algunas bacterias patdgenas de importancia clinica con necesidad de encontrar nuevos agentes

bioactivos son:
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Staphylococcus aureus es una bacteria Gram positiva del Phylum Firmicutes. En los
humanos se encuentra frecuentemente en las fosas nasales, siendo portadora el 30% de
la poblacion aproximadamente (Tong et al., 2015). Puede causar una variedad de
infecciones que varian desde inflamaciones leves de la piel hasta enfermedades
potencialmente mortales como neumonia, osteomielitis, sepsis, endocarditis y
bacteriemia (Medina and Pieper, 2016). S. aureus presenta una preocupacion importante
a nivel mundial, tanto por su universalidad como por su capacidad de continuar

desarrollando resistencia a los nuevos antimicrobianos (Bishop and Howden, 2007).

Listeria monocytogenes es una bacteria Gram positiva de répido crecimiento, con un
nicho ecol6gico y un rango de hospederos inusualmente amplio. La infeccion en
humanos y animales se considera por parte de alimentos contaminados. Esto debido a la
propiedad del microorganismo de proliferar a temperaturas de enfriamiento, siendo el
queso Y la leche no pasteurizada las fuentes mas comunes (Koufakis et al., 2015). Puede
conducir a enfermedades graves, a menudo fatales siendo la enfermedad mas comuin
entre las mujeres embarazadas, los recién nacidos y las personas inmunocomprometidas
(Portnoy et al., 2002).

Escherichia Coli es una bacteria Gram negativa que tipicamente coloniza el tracto
gastrointestinal de los humanos a las pocas horas después del nacimiento (Kaper, Nataro
and Mobley, 2004). Es el patégeno mas comun en las personas, causa la gran mayoria de
las infecciones del tracto urinario (ITU), es la principal causa de bacteriemia en adultos
y es la segunda causa mas comun de meningitis neonatal. EI aumento de la resistencia a
maltiples farmacos entre las cepas extraintestinal de E. coli constituye un obstaculo
importante para el tratamiento y esta comprometido en un nudmero creciente de
hospitalizaciones y muertes y en el aumento de los costos de atencién médica asociados

con las infecciones causadas por esta bacteria (Poolman and Wacker, 2016).

Pseudomonas aeruginosa es una bacteria Gram negativa conocida por ser un patégeno
oportunista. Puede causar infecciones potencialmente mortales en pacientes con defectos
del sistema inmunoldgico, incluidos los pacientes con quemaduras. P. aeruginosa es una
de las principales causas de infecciones adquiridas en el hospital, en particular para los

pacientes ingresados en la UCI. La mayoria de estas infecciones a menudo son graves,
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ponen en peligro la vida y no se pueden tratar debido a la alta resistencia a los agentes

antimicrobianos y la falta de desarrollo de nuevos medicamentos (Lila et al., 2017).

= Salmonella enterica es una bacteria Gram negativa anaerobia facultativa y un patégeno
médicamente importante tanto para humanos como para animales (Andino and Hanning,
2015). La gastroenteritis es la manifestacion mas comdn de la infeccién por S. enterica
en todo el mundo, seguida de bacteriemia y fiebre entérica. La composicion genética de
las cepas permite su adaptacion en diversos entornos, incluidos los huéspedes humanos,
animales y no animales. Esto aumenta la dificultad para combatirlas (Eng et al., 2015).

= Micrococccus luteus es una bacteria en forma de coco Gram positivo estrictamente
aerobia que habita principalmente en la piel, pero también en las mucosas, el agua y el
suelo. Este organismo es reconocido como un patdégeno oportunista y ha sido implicado
en bacteremia, shock séptico y otras infecciones en pacientes inmunodeprimidos (Yang
et al., 2001). M. luteus puede adherirse a dispositivos médicos y causar infecciones en el
torrente sanguineo que generalmente ocurren después de la implantacion a largo plazo

de catéteres (Kogure et al., 2014).

2.5 Agricultura

El tomate es el cultivo de hortalizas mas grande del mundo con una produccion anual de 169
millones de toneladas, que representa el 16% de la produccién total de vegetales y 58 mil
millones de dolares (Nandi et al., 2018). A nivel nacional, Chile no se caracteriza por tener un
mercado exterior del tomate. Sin embargo, y desde el punto de vista de la alimentacion, el
tomate también es considerado la hortaliza mas importante. Ocupa el primer lugar dentro de las
hortalizas de la canasta, lo que significa que es a la que los hogares destinan mas recursos (Flafio
Ipinza, 2013).

El Cancro bacteriano del tomate, causado por Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis
(Cmm), se considera una grave amenaza para el procesamiento y las industrias de tomate de
mercado fresco, habiendo causado epidemias catastroficas en la mayoria de las &reas de cultivo
de tomate en el mundo (Nandi et al., 2018). Es un patgeno transmitido por la semilla y se

considera una de las enfermedades bacterianas mas destructivas de este cultivo (Figura 2-5).
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Figura 2-5 Ejemplos de infeccion por cmm en tomate. (Palacio Bielsa, 2010)

Fue reportado por primera vez por E. F. Smith a principios del siglo XX en Michigan, Estados
Unidos, y actualmente esta presente en todo el mundo. Su movimiento a largas distancias se ve
facilitado por las semillas comercializadas, lo que explica su distribucién en todas las regiones
productoras de tomate del mundo. Ademas puede sobrevivir en restos de plantas y en plantas
voluntarias o huéspedes alternativos que pueden actuar como fuentes locales de in6culo (de
Ledn et al., 2011).

Cmm es un actinomiceto Gram positivo que sobrevive en el suelo, en estacas, en espalderas,
bancos de invernadero y herramientas durante meses o afios debido a su capacidad para tolerar la
desecacion y las temperaturas frias. Las pequefias poblaciones bacterianas pueden aumentar
rapidamente durante la produccion de trasplante comercial por salpicaduras de agua y/o equipo.
Ademas, los brotes suelen pasar desapercibidos durante largos periodos de tiempo, ya que las
infecciones latentes y las plantulas asintomaticas son relativamente frecuentes. Actualmente

existen pocos controles quimicos efectivos (Tancos et al., 2013).

2.6 Contaminacion por Metales Pesados en Océanos

Los metales pesados son componentes naturales del ambiente marino y de agua dulce, que
generalmente se encuentran en concentraciones muy bajas. Estos se clasifican como
contaminantes cuando se agregan en cantidades suficientes para producir efectos nocivos
(Nammalwar, 1983).
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La actividad humana ha aumentado inevitablemente los niveles de iones metalicos en muchos de
sistemas de agua naturales. EIl drenaje de minas, exploracion de petréleo y gas en alta mar, los
residuos industriales (pesticidas, pinturas, cuero, textiles, fertilizantes, productos farmacéuticos)
y efluentes domésticos, escorrentia agricola, lluvia &cida, etc., han contribuido a que la mayor
carga de metal en estas aguas se incorpore finalmente a los sedimentos marinos (Ansari et al.,
2004); desde donde pueden ser bioacumulados por organismos marinos e incluso
biomagnificados a través de la cadena alimentaria, lo que resulta en niveles elevados en

organismos depredadores (Rainbow and Luoma, 2011).

Aunque algunos metales pesados son esenciales para la vida y algunos son meramente
beneficiosos, muchos de ellos son altamente tdéxicos. Las concentraciones a las cuales los
metales pueden considerarse importantes varian ya que algunos son esenciales en niveles bajos
pero toxicos en otras. Los criterios para establecer si un rastro de metal pesado es esencial para
el crecimiento saludable normal de plantas y/o animales incluyen si el organismo no puede
crecer ni completar su ciclo de vida sin un suministro adecuado del elemento; si el elemento no
puede ser completamente reemplazado por ningln otro elemento, si el elemento tiene una
influencia directa sobre el organismo y esta implicado en su metabolismo (Ansari et al., 2004).
Algunos metales (como Cu y Zn) son cofactores fundamentales en una serie de procesos
bioquimicos, mientras que otros (como Cd, Hg y Pb) no tienen funciones bioldgicas conocidas
en animales; sin embargo, todos los metales son toxicos a concentraciones elevadas (lvanina and
Sokolova, 2015).

Desde la década de 1950 y con la ocurrencia de la enfermedad de Itai-itai causada por cadmio y
la enfermedad de Minamata causada por mercurio en Japon, la contaminacién por metales
pesados, especialmente en ambientes marinos, ha sido motivo de gran preocupacion debido a su

toxicidad inherente, fuentes extensas, persistencia, y no degradabilidad (Wang et al., 2013).
Algunos de los metales mas significativos son:

e Mercurio (Hg) es un metal traza bioacumulativo y tdxico cuyas emisiones al medio
ambiente han aumentado significativamente como resultado de actividades
antropogenicas como la mineria y la combustion de combustibles fosiles (Ver Figura
2-6). Varios modelos recientes han estimado que estas emisiones han aumentado el
inventario de mercurio oceanico de 36 a 1313 millones de moles desde el afio 1500
(Lamborg et al., 2014).
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Figura 2-6 Estimacion de la concentracion de Mercurio en el Océano a partir de datos reportados en la
literatura de 120 perfiles de sedimentos de lagos y 88 datos de concentracion de Hg. (Zhang et al., 2014)

Una vez en la atmoésfera, el Hg se transporta globalmente hasta que se deposita en la
superficie de la Tierra, donde se bioacumula en las cadenas alimentarias acuaticas como
metilmercurio altamente toxico (Zhang et al., 2014). Se difunde en fitoplancton y luego
pasa a la cadena alimenticia en cantidades que se acumulan constantemente. Los grandes
peces predadores como el atln, por ejemplo, contienen aproximadamente 10 millones de
veces mas metilmercurio que el agua que los rodea (Winner, 2010). La concentracién de
mercurio total en la mayoria de los alimentos que no son pescados y mariscos es muy
baja, menor a < 0,01[ug/g], y la mayor parte del mercurio existe en forma de mercurio
inorganico. Sin embargo, los pescados y mariscos, contienen cantidades mucho mayores

de mercurio y el 90% del mercurio existe en forma de metilmercurio (Hong et al., 2012).

Las dosis altas de mercurio pueden ser fatales para los humanos, pero incluso dosis
relativamente bajas de compuestos que contienen mercurio pueden tener un impacto
adverso grave sobre el sistema nervioso en desarrollo, y recientemente se han
relacionado con posibles efectos dafiinos en los sistemas cardiovascular, inmune vy
reproductivo. ElI mercurio y sus compuestos afectan el sistema nervioso central, los
rifiones y el higado y pueden alterar los procesos inmunes; causa temblores, problemas
de vision y audicién, paralisis, insomnio e inestabilidad emocional. Durante el
embarazo, los compuestos de mercurio atraviesan la barrera placentaria y pueden
interferir con el desarrollo del feto y causar retrasos en el desarrollo y la atencién

durante la infancia.
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Cobre (Cu) es un nutriente traza esencial que se requiere en pequefias cantidades, 5-20
[ng/g], por humanos, otros mamiferos, peces y mariscos para el metabolismo de los
carbohidratos y el funcionamiento de méas de 30 enzimas. El cobre es moderadamente
soluble en agua y se adhiere facilmente a los sedimentos y la materia orgénica. La
bioconcentracion es particularmente alta en los animales que se encuentran en los
sedimentos en el fondo de un cuerpo de agua y en mariscos, como las ostras, que puede

filtrar materiales de grandes volimenes de agua.

La forma de cobre mas biodisponible y, por lo tanto, la méas toxica es el ion cuprico
(Cu™). Los peces y los crustaceos son de 10 a 100 veces mas sensibles a los efectos
toxicos del cobre que los mamiferos. Las algas, especialmente las especies de algas azul-
verdosas, son 1,000 veces mas sensibles a los efectos toxicos del cobre que los

mamiferos (Solomon, 2009).

Cromo (Cr) es un elemento considerado por la Agencia de Proteccion Ambiental (EPA)
como uno de los 129 contaminantes prioritarios y uno de los 14 metales pesados mas
nocivos. Varios organismos han demostrado que la exposicion a Cr (VI) por via de
inhalacidn es cancerigeno. Las propiedades anticorrosivas y curtientes Unicas del cromo
favorecen su utilizacion generalizada en las industrias de cromado, curtiembres, etc. Sin
embargo, no muchas industrias siguen las normas de tratamiento de desechos toxicos
antes de su liberacion al medio ambiente. Esto ha resultado en una mayor carga toxica

ecoldgica que conduce a la contaminacién del agua subterranea (Sharma et al., 2012).

Cobalto (Co) es un oligoelemento esencial ampliamente distribuido en la naturaleza. La
mayor parte del cobalto consumido se utiliza en la fabricacion de aleaciones, y aunque
no se libera extensamente en el medio ambiente, puede representar un peligro para la
salud humana. Ademas, el exceso de cobalto en la dieta produce efectos toxicos en los

animales (Domingo, 1989).

Niguel (Ni) es un metal que en el medio ambiente se encuentra principalmente
combinado con oxigeno o azufre en forma de Oxidos y sulfuros y puede formar
complejos estables con la materia orgénica disuelta. Tanto al 6xido como al sulfuro de
niquel, se han asociado con cancer de pulmén. El niquel que se encuentra en aguas
superficiales proveniente de la precipitacion pluvial de particulas suspendidas en la

atmosfera y por lixiviacion. Las descargas de aguas residuales domésticas y de diversas
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industrias (metallrgicas, fabricas de baterias y pinturas) en los cuerpos de agua han
incrementado su concentracidn en esos ecosistemas, disminuyendo su utilizacion como

agua potable y para fines agricolas e industriales (Duca et al., 2012).

e Arsénico (As) es un elemento quimico ambiental de gran preocupacion para la salud
humana. Presenta una amplia distribucién en rocas, suelo, agua y aire. EI compuesto de
arsénico se clasifica en dos: arsénico inorganico y arsénico organico. El arsénico
inorgéanico es generalmente abundante en aguas subterrdneas utilizadas para beber en
varios paises del mundo, como Chile, mientras que los compuestos organicos de
arsénico se encuentran principalmente en peces, lo que puede dar lugar a la exposicion
humana. El agua subterrdnea contaminada con arsénico es la principal fuente de
exposicion humana y animal al arsénico. La exposicidén cronica a este metal puede

causar canceres de piel, pulmdn y vejiga (Mandal, 2017).

2.6.1 Contaminacion por Metales Pesados en Chile

El desarrollo econémico experimentado por Chile en los Gltimos afios ha llevado a un mayor
estrés en los sistemas acuaticos. El informe de la OCDE ha demostrado que a pesar del
crecimiento econdmico se ha tenido que enfrentar un costo ambiental. La misma organizacién ha
declarado que la calidad del aire y la disponibilidad de agua han disminuido, debido a la gran
dependencia de los recursos naturales y que se han implementado mecanismos insuficientes para
internalizar las externalidades ambientales y la gestion ambiental (OECD Environmental

Performance Reviews: Chile 2016).

En Chile, como consecuencia del desarrollo minero en el norte y el desarrollo industrial en la
zona central, se registra una creciente y preocupante contaminacion ambiental en los ecosistemas
costeros por las altas concentraciones de metales que afecta desde el subsuelo hasta la atmdsfera,
incluyendo suelos y cuerpos de agua (Espejo et al., 2017). En las regiones costeras
industrializadas, las actividades antropogeénicas son las principales fuentes de contaminacion en
el medio marino. Debido a esto, la composicién de los sedimentos marinos ha sido alterada, ya
que estos se han convertido en un depoésito de una variedad de contaminantes emitidos desde la

atmosfera o el suelo en la columna de agua (Parra et al., 2015).
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Uno de los lugares méas cuestionados del pais es la Bahia de Quintero. Este representa un lugar
de gran importancia econémica, ya que en su limite costero se ubica un complejo industrial de
importantes dimensiones (principalmente una fundicion de cobre y una termoeléctrica). Las
actividades en este complejo industrial han demostrado ser potenciales de descarga de trazas de
metales al ecosistema marino. El afio 2014, y producto de constantes presiones, se realiz6 un
plan de vigilancia a los productos de mar de la zona para comprobar el efecto de los metales. El
resultado fueron altos indices de presencia de arsénico y cadmio tanto en mariscos como

pescados (Ver Figura 2-7).

h

B
I~ 3
E
2 Mariscos
1 Pescados
I Mariscos
P d
c I ) L — L Escados
As Cd Hg Pk As Cd Hg Cd
Pescados Mariscos
m Puchuncavi 1,974 0,788 0,088 0,216 4,358 4,278 0,068 0,29
m Quintero 0,107 0,016 0,073 0,103 3473 4,828 0,045 0,04
3an Antonio 1,283 0,205 0,202 0,113 0,014 0,083 0,04 0,052

Maximo permisible para A5 por el Reglamento Sanitario de Alimentos (Chile)

Maximo permisible para Cd por la Union Europea

Figura 2-7 Concentracion promedio de metales en muestras de productos de mar tomadas por comuna
[mg/kg]. (Ministerio de Medio Ambiente de Chile, 2014)

En los ultimos 10 afios, la zona ha experimentado 8 episodios de intoxicacién. Siendo iconico el
caso de la Escuela La Greda el afio 2011, donde 31 menores de edad y 7 adultos resultaron
afectados por emanaciones de SO, que llegaron a un maximo de 900 [ug/m®], cuando segun las
indicaciones de la Organizacién Mundial de la Salud (OMS), lo recomendable es de 500 [ug/m?]

como maximo.
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3 Procedimiento Experimental

3.1 Seleccion de Cepas y Medios de Cultivo

3.1.1 Seleccion de Cepas

Para la seleccion de cepas, se procedid a realizar un estudio del cepario perteneciente al grupo de

trabajo del laboratorio. Los pardmetros utilizados se abordan en los puntos 3.1.1.1y 3.1.1.2.

3.1.1.1 Actinobacterias no Streptomyces

Como se menciona en el punto 2.3, las actinobacterias, y en particular el género Streptomyces,
han contribuido con aproximadamente la mitad de los compuestos bioactivos caracterizados
hasta la fecha. Sin embargo, las posibilidades de descubrimiento de nuevas moléculas bioactivas
de Streptomyces han disminuido, y es muy frecuentes encontrar los mismos compuestos una y
otra vez. Por lo tanto, se ha vuelto relevante el aislamiento, seleccion y cultivo de actinobacterias

raras de localizaciones ambientales raras como fuentes marinas (Azman et al., 2015).
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Figura 3-1 Diversidad de Actinobacterias presentes en el Laboratorio. (Cumsille et al., 2017)
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El laboratorio cuenta con un cepario de 325 actinobacterias, pertenecientes a 32 géneros distintos
(Ver Figura 3-1), resultado de seis expediciones de muestreo a través de distintas regiones
costeras de Chile. Sedimentos y esponjas marinas fueron recolectados por buceadores de la Il
Region, especificamente en los alrededores de la isla Chafaral de Aceituno. De la V Region, se
tomaron muestras de dos localidades diferentes: la bahia de Valparaiso, donde se recolectaron
sedimentos marinos, provenientes de playa y uno de agua de mar, y de Rapa Nui, donde se
obtuvieron sedimentos y esponjas marinas. En la X regién se recolectaron sedimentos en el
Fiordo de Comau y se sumé a la coleccion un erizo de mar obtenido en la isla de Chiloé.
Finalmente, de la XI region se obtuvieron sedimentos marino del Golfo de Penas (Ver Figura
3-1) (Cumsille et al., 2017).

Dentro del cepario destacan los géneros Brevibacterium y Streptomyces, siendo los de mayor
predominancia con un total de 56 y 31 cepas respectivamente. Ademas, se tienen 9 cepas de
géneros Unicos: Actinomadura, Blastococcus, Clavibacter, Flaviflexus, Isoptericola,

Ornithinimicrobium, Salinactinospora, Salinibacterium, y Tessaracoccus.
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Figura 3-2 Diversidad de Actinobacterias segun lugar de muestreo: Fiordo de Comau, Rapa Nui, Chafaral
de Aceituno y Valparaiso.
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De las 325 actinobacterias, 69 pertenecen a Chafiaral de Aceituno, 148 a Valparaiso, 82 a Rapa
Nui, 25 a Fiordo de Comau y 1 a Golfo de Penas. 294 son actinobacterias raras, destacandose la

V regién con una gran diversidad (Ver Figura 3-2).

3.1.1.2 Cepas no Streptomyces con actividad antimicrobiana

Anteriormente se han realizado en el laboratorio antibiogramas y ensayos de extractos crudos de
algunas de estas actinobacterias contra: Staphylococcus aureus (STAU), Listeria monocytogenes
(LIMO), Escherichia coli (ESCO), Pseudomonas aeruginosa (PSAU) y Salmonella enterica
(SAEN). La primera prueba se realiza utilizando el método Cross streak (Haber and Ilan, 2014)
y permite observar los posibles comportamientos que puede presentar la cepa frente a las cepas
modelos. Los ensayos de extractos crudos y su método se describen en el punto 3.2.2.

Los resultados previos disponibles corresponden a antibiogramas pertenecientes a 44 cepas de
Valparaiso, 8 de Chafaral de Aceituno, 44 de Rapa Nui y 23 del Fiordo de Comau. Ademas, se
dispone de resultados de 4 cepas de cada uno de los dos Gltimos lugares nombrados, por el

método extractos crudos.

W Cross Streak (+) ™ Extractos Crudos (+) total

23
L4
R e s l
Rapa MNui Valparaiso Chafaral de Fiordo de Comau
Aceituno

Figura 3-3 Resultados positivos obtenidos por métodos de Cross streak y Extractos crudos.

A partir de los resultados de la Figura 3-1 mas la informacidn previa existente, se realiz6 una
seleccion considerando distintos géneros, lugares de procedencia y actividades descritas,

guedando con un grupo de 9 actinobacterias no Streptomyces (Ver Tabla 3-1).
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Tabla 3-1 Resultados previos de cepas escogidas.

Cepa Género Lugar de Procedencia Método Solvente Medio STAU PSAU SAEN ESCO LIMO
Hexano - - - - nd
H-KB5S Kocuria sp. Fiordo de Comau Extractos crudos  Acetato de etilo  ISP2 / ASW + + + + nd
Metanol - - - - nd
Hexano - - - - nd
H-JH3 Arthrobacter sp. Fiordo de Comau Extractos crudos  Acetato de etilo  ISP2 / ASW - - - - nd
Metanol - - + + nd
IpEH-1  Brachybacterium sp. Isla de Pascua Extractos crudos  Acetato de etilo  ISP2/ ASW ++ - - - +
Hexano - - - - nd
H-BE7 Brevibacterium sp. Fiordo de Comau Extractos crudos  Acetato de etilo  ISP2 / ASW - - + - nd
Metanol - - - - nd
TSA + - +/- +/- +/-
V820 Brevibacterium sp. Valparaiso Cross streak - 1SP2 — ) v N .t
TSA + - +/- b b
V030-3 Arthrobacter sp. Valparaiso Cross streak - 1SP2 ) ) N N N
ISP2 +/- nd nd - +++
VP2-3 Microbacterium sp. Valparaiso Cross streak - TSA - ) N N v
ISP2 ++ - - - ++
VO040-3  Aeromicrobium sp. Valparaiso Cross streak - TSA — - v v —
ISP2 ++ - +/- +- +
H-ED12  Curtobacterium sp. Fiordo de Comau Cross streak - TSA — ) ) - —

Donde: - No existe inhibicion en el crecimiento de las cepas modelo. +/- Atenuacion de crecimiento. + Crecimiento menor. ++Crecimiento

medio.

+++

Inhibicion en el

crecimiento

de la

cepa

modelo.

Nd no

determinado.
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3.1.2 Medios de Cultivo

La fermentacién es un procedimiento extremadamente importante para el descubrimiento de
nuevos compuestos bioactivos. Cada cepa de actinobacteria necesita diferentes condiciones de
fermentacidn; incluidos los componentes, la concentracion, el pH del medio, el tiempo, la
temperatura y la aireacién. El objetivo de este proceso es producir la mayor cantidad de
potenciales sustancias bioactivas (Jiang et al., 2016). La fuente de carbono juega un papel
importante como fuente de precursores y energias para la produccion de metabolitos
secundarios. Estos metabolitos secundarios no dependen totalmente del crecimiento de
microorganismos, sino también, de las condiciones adversas impuestas por el medio o el
entorno. Es por esto que el disefio de un medio de produccién apropiado es un paso importante
en la produccion de metabolitos secundarios (Naik et al., 2015).

Se escogieron dos medios clasicos para actinobacterias: ISP-1/ASW y ISP-2/ASW, vy tres
medios novedosos: SM19, R5A y SG - modificado. (Ver Anexo A). Los primeros dos debido a
sus componentes ricos en carbono y nitrégeno. Ambos estudiados y demostrados que ayudan a
maximizar la produccion de metabolitos (Usha Kiranmayi et al., 2011). Los medios SM19 y
R5A poseen ingredientes diferentes, como salsa de tomate y casaminoacidos respectivamente,
gue podrian inducir nuevos y distintos metabolitos (Becerril et al., 2018). EIl Gltimo medio que
fue utilizado, SG, posee originalmente entre sus componentes glucosa. Elemento que se sustrajo
de forma de imponer una condicion restrictiva, ya que su ausencia puede causar produccién

tardia o inhibicién de produccién (Escher et al., 2016).

3.2 Produccion de Compuestos Bioactivos

El procedimiento utilizado se basa en el llevado a cabo por A. Undabarrena (Undabarrena et al.,

2016) adaptando el solvente de resuspension para obtener mejores resultados.
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3.2.1 Fermentacion de Actinobacterias

A partir de colonias frescas, se realizaron pre-inéculos en tubos Falcon con 30 [mL] de caldo LB
(Ver Anexo A), y se incubaron en un agitador orbital a 30°C por 2 dias. Luego, en un
espectrofotometro se midié la densidad optica (OD) del pre-indculo a 600 [nm] y se hicieron
cultivos liquidos en matraces de 250 [mL] con 50 [mL] de caldo de cultivo. Los cultivos se
inocularon con el objetivo de lograr una ODsew de 0,2. Se utilizaron 5 medios distintos,
correspondientes a: ISP-1/ASW, ISP-2/ASW, R5A, SM19 y SG modificado (Ver Anexo A). Se
incubaron en un agitador orbital a 30°C por un periodo de 10 dias. Se realizaron ensayos en
distintos cultivos liquidos de manera de ver si existe inhibicion de crecimiento de la cepa modelo

de interés.

3.2.2 Ensayos de Actividad Antibacteriana con Extractos Crudos

Para la obtencidn de extractos crudos, se utilizaron 50 [mL] de cultivo liquido. Primeramente, se
lleva a centrifuga a 5.000 [rpm] por 10 minutos, para separar sobrenadante de pellet. El pellet es

desechado y los sobrenadantes se trabajan para obtener extractos crudos.

Una vez que el cultivo es centrifugado, el sobrenadante es almacenado en un frasco de vidrio.
Para evitar la interaccion del solvente con material plastico, en adelante se trabaja sélo con
material de vidrio. Luego, se lleva a un embudo decantador y se realiza la extraccion con acetato
de etilo en relacién 1:1. El embudo decantador se agita vigorosamente de manera manual y se
deja en reposo para que se separen las fases. La fase acuosa usualmente queda en la parte
inferior. Esta se recupera en el mismo frasco del sobrenadante y la fase organica se aparta en
otro frasco de vidrio. Se repite nuevamente el proceso con la fase acuosa, agitando el embudo
decantador en concentracién 1:1 con acetato de etilo. De esta manera se obtiene el doble de

volumen de fase organica en comparacion con el volumen de sobrenadante inicial.

La fase organica posee los posibles compuestos de interés, por lo que para eliminar parte del
acetato de etilo se lleva en un balon a Rotavapor, evaporando el solvente a 45°C, hasta quedar
con aproximadamente 5 a 10 [mL] de volumen en el balon, para evitar que el extracto se pegue a

las paredes del Rotavapor. Luego, el volumen obtenido se pasa a tubos Eppendorf previamente
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tarados, y se llevan a Speedvac a temperatura ambiente por aproximadamente 2 horas, donde se
termina de evaporar el solvente. Finalizado esto, se pesan nuevamente los tubos Eppendorf para

saber la cantidad de extracto crudo obtenida.

Para el ensayo de actividad antibacteriana, los extractos secos de sobrenadante se resuspenden en
metanol - agua (50%) a modo de obtener una concentracion de 5 [mg/mL] de extracto. El
extracto seco que no fue utilizado se guarda a -20°C.

En placas con medio LB previamente marcadas, se realiza un sembrado tipo césped de cada una
de las cepas por separado, contra las cuales se desea ver la susceptibilidad de los extractos. Se
utilizaron siete cepas modelo. Seis de éstas de interés clinico y una de interés agricola, para
probar su susceptibilidad contra extractos crudos producidos desde las actinobacterias escogidas.
Las cepas modelo corresponden a Staphylococcus aureus (STAU), Listeria monocytogenes
(LIMO), Micrococcus luteus (MILU), Clavibacter michiganensis (CLMI) todas Gram positivas,
y Escherichia coli (ESCO), Pseudomonas aeruginosa (PSAU) y Salmonella enterica (SAEN),
las tres Gram negativas. Para el ensayo, estas fueron inoculadas en 5 [mL] de caldo LB
dispuestos en tubos de ensayos e incubados en un agitador orbital por 24 horas a 30°C para
LIMO, MILU y CLMI y a 37°C para STAU, ESCO, PSAU y SAEN. La densidad optica (OD) se
midi6 a 600 [nm] y el in6culo se ajustd y guardd en un tubo Eppendorf a una concentracion final
de ODew = 0,2. Para la siembra, se introduce una toérula estéril en el tubo Eppendorf,
previamente preparado, y se hace un barrido hacia abajo y hacia arriba sin levantar la térula.
Esto se repite cuatro veces, en cuatro direcciones diferentes, para cubrir de manera homogénea

toda la superficie de la placa.

Una vez secas las placas, se les agregan 10 [uL] de cada extracto en concentracion de 5 [mg/mL]
con Methanol-Agua al 50% en diferentes cuadriculas, cuidando que las gotas no se toquen entre
si. Ademas, se incluyen como control 10 [uL] de Methanol-Agua al 50%. Finalmente, las placas
se incuban a 37°C por 24 horas para STAU, ESCO, PSAU y SAEN, y por 48 horas para LIMO,
MILU y CLMI.

Para el analisis de los resultados, se compara el tamafio del diametro de los halos de inhibicién,

segun los criterios mencionados en la Tabla 3-2.
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Tabla 3-2 Criterios para andlisis de resultados.

Resultado Observacion
- Sin inhibicién
+/- Atenuacion del crecimiento de la cepa modelo en la zona de la gota
+ Presencia de halo de inhibicién del tamafio de la gota
++ Presencia de halo de inhibicién de mayor tamafio al de la gota

3.3 Busqueda de Nuevos Productos

Cuatro extractos de interés se enviaron a Fundacion MEDINA (Granada, Espafa) para realizar
una desreplicacion quimica mediante cromatografia liquida-espectrometria de masas de alta
resolucion (LC-HRMS).

Las muestras se analizaron utilizando un HPLC 1200 (Agilent) de resolucion rapida acoplado a
un espectrometro de masas de alta resolucién MaXiz (Bruker). Para la separacion, se usd una
columna SB-C8 Zorbax (2,1 x 30 [mm], 3,5 [um]), usando un caudal de 0,3 [ml/min]. La fase
movil consistié en solvente A, H,O:Acetonitrilo (AcN) (90:10); y solvente B, H,O:AcN (90:10);

ambos con formiato de amonio 13 mM y 0.01% de acido trifluoroacético (TFA).

La combinacion del tiempo de retencidn y de la masa exacta se utiliz6 como criterio de bisqueda
en la base de datos de espectrometria de masas de alta resolucion de Fundacion MEDINA. En el
supuesto de que se encuentre alguna coincidencia, este dato se reporta con el nombre del
compuesto. Para aquellos componentes sin coincidencias en la base de datos mencionada, se
realizd una busqueda de la masa exacta o formula molecular en el Diccionario de Productos
Naturales (DPN) de Chapman & Hall. Si se encuentra una posible coincidencia, considerando la
masa exacta o férmula molecular, el organismo productor y el espectro UV, la molécula se

etiqueta como el componente sugerido.

En la Figura 3-4 se resume la metodologia utilizada y descrita previamente para los ensayos de

actividad antimicrobiana.
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Se evaluan los resultados
previos obtenidos vy los
componentes de los medios
para entregar nuevas
variables.

Eleccion de cepas y medios

A partir de un preinoculo colonias
frescas en medio LB se realiza la
fermentacion en el medio de
interés durante 10 dias.
Fermentacion

Loz resultados mas interesantes
son enviados a Fundacion
MEDINA para su analisis.

Nuevos Productos

Figura 3-4 Resumen metodologia
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3.4 Estudio de biorremediacion de metales pesados

En este ensayo, se probé la resistencia de las actinobacterias a algunos metales pesados. Para
realizarlo se utilizd el procedimiento empleado por A. Undabarrena (Undabarrena et al., 2017)

con las concentraciones modificadas previamente descritas (El Baz et al., 2015).

El ensayo se debe realizar utilizando un medio minimo que entregue los recursos justos para el
crecimiento de las bacterias. De esta manera, el resultado obtenido sera consecuencia de los
metales afiadidos en el medio. Para esto, se escogié un medio probado anteriormente preparado
con agua de mar artificial (ASW) debido a las caracteristicas de las actinobacterias trabajadas.

Tabla 3-3 Sales de metales utilizadas para medir potencial de biodegradacion.

Sales de Metal Concentracion inicial [mM]
HgCl, 5
CuSO4 500
CoCl; 7,70
NiSO4 2000
NaAsO; 500
K2CrO4 2000

Previo al ensayo, se procede a marcar las placas de forma de utilizar en cada una tres

actinobacterias diferentes. En total se utilizaron 36 placas.

Las sales de metales se diluyen en el MM/ASW (Ver Anexo A) en estado liquido, justo al
momento de realizar las placas. Fueron empleadas 6 sales de metales: HgCl,, CuSQa, CoCly,
NiSO4, NaAsO; y K,CrO, (Ver Tabla 3-3) para conseguir dos concentraciones finales: 0,02
[mg/mL] y 0,08 [mg/mL]. Posteriormente se siembran las placas y son incubadas a 30 °C para su

evaluacion alos dias 7y 14 .

Para el andlisis de los resultados se consideran los criterios mencionados en la Tabla 3-4.
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Tabla 3-4 Criterios de analisis de resultados.

Resultado Observacion

+ No existe inhibicion en el crecimiento de las cepas

- Inhibicién en el crecimiento de la cepa

4  Resultados

4.1  Produccién de Compuestos Bioactivos

4.1.1 Ensayos de Actividad Antibacteriana con Extractos Crudos

A las nueve actinobacterias seleccionadas se les realizd el procedimiento de obtencién de
extractos crudos a partir de sobrenadantes obtenidos en cada uno de los cultivos realizados.
Estos extractos fueron resuspendidos en Metanol - Agua (50 %) y llevados a una concentracion
de 5 [mg/mL]. Se utilizaron 10 [uL] del extracto resuspendido para la realizacion de los ensayos
de actividad antibacteriana, el que contempld evaluar la actividad contra las mismas 6 cepas
modelo de interés clinico y 1 de interés agricola: Staphylococcus aureus (STAU), Listeria
monocytogenes (LIMO), Micrococcus luteus (MILU), Escherichia coli (ESCO), Pseudomonas

aeruginosa (PSAU), Salmonella enterica (SAEN) y Clavibacter michiganensis (CLMI).

Cada cultivo de cada una de las 9 cepas de actinobacterias fue probado en un periodo de 10 dias
y 5 medios diferentes de cultivo. De esta manera fue posible observar si existe alguna diferencia

o dependencia en la actividad antibacteriana segtn el medio de los cultivos.

Para poder analizar y comparar la actividad inhibitoria de la actinobacteria contra el crecimiento
de la cepa modelo vista en el ensayo de actividad antibacteriana con extractos crudos, se

cuantificaron los resultados segun los criterios presentados en la Tabla 4-1.
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Tabla 4-1 Criterios para andlisis de resultados por extractos crudos.

Resultado Observacion
- Sin inhibicion
+/- Atenuacion del crecimiento de la cepa modelo en la zona de la gota
+ Presencia de halo de inhibicién del tamafio de la gota
++ Presencia de halo de inhibicién de mayor tamafio al de la gota

El detalle de los resultados se presenta en la Tabla 4-2. Estos se encuentran separados por

género, y por medio de cultivo.

Tabla 4-2 Resultados de Actividad Antimicrobiana con extractos crudos.

, Medio de Cepa Modelo de interés
Cepa Género -
Cultivo  MILU LIMO CLMI PSAU ESCO SAEN STAU

ISP-1/ASW - - +/- + +/- +/- -

ISP-2/ASW - - +/- + +/- +/- -

H-KB5 Kocuria sp. R5A - - - - - - -
SM19 - +/- + + +/- +/- +/-

SG modificado - - - - - +/- -

ISP-1/ASW +/- ++ + +/- +
ISP-2/ASW +- ++ + +/- +/-
H-BE7  Brevibacterium sp. R5A +- - ++ + +/- +/-
SM19 - - + +/- - _

SG modificado - + +/- - -

ISP-1/ASW - - + +/- - -

ISP-2/ASW + + ++ + +/- + +
H-JH3 Arthrobacter sp. R5A + +/- + +/- +/- +/-
SM19 - - + +/- - -

SG modificado + + +/- +/- -
ISP-1/ASW + +/- + +/- +/- +/-

ISP-2/ASW + + + +/- +/- ¥

H-ED12  Curtobacterium sp. R5A - - - + +/- +/- -
SM19 +/- - + + +/- +/-

SG modificado + + + + +/- +/- +

ISP-1/ASW - - - +- - - -
ISP-2/ASW +- +- +/- + +/- +/- +/-
IPEH-1  Brachybacterium sp. RoA - M - A+
SM19 - +/- + + + +/- -

+ +/- - + + + -

SG modificado
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ISP-1/ASW +/- + - + +/- +/- -

ISP-2/ASW +- +- + + +- +- -

V820 Brevibacterium sp. R5A +- + +/- + +/- +- -
SM19 + + +/- + +/- +/- +

SG modificado - - + - +/- - -

ISP-1/ASW - - ++ +/- - - -
ISP-2/ASW +/- +/- ++ +/- R - +/-

VP2-3  Microbacterium sp. ROA - - + +- - - -
SM19 - - - +/- - - -

SG modificado - - + +/- - - -

ISP-1/ASW +/- +/- + +/- +/- +/- -

ISP-2/ASW + + ++ +/- +/- +/-

VO30-3 Arthrobacter sp. R5A + ++ + + + +
SM19 - - - - +/- +/- -
SG modificado + + + +/- +/- +/- +/-

En total, se realizaron 315 ensayos antimicrobianos en donde fue posible encontrar actividad

contra todas cepas de interés evaluadas. Se destaca especialmente la actividad contra CLMI. Esta

Gltima fue la Unica cepa modelo en la que se obtuvo halos de inhibicién mayores a la gota de

aplicacién (Ver Figura 4-1 y Figura 4-2). También sobresale la actividad contra PSAU, una

bacteria patégeno oportunista que en la actualidad es de preocupacion mundial por el nimero

cada vez mayor de infecciones asociadas a la atencion de la salud, debido a la resistencia que ha

adquirido a maltiples farmacos (Maraolo et al., 2017).

CLMI

LIMO

MILU

SAEN ‘

ESCO

STAU

PSAU
T T T T T T
0 5 10 15 20 25

30

H+/-
M+

m+

Figura 4-1 Numero y tipo de Actividades Antimicrobianas totales obtenidas por Cepa Modelo.
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La mayor cantidad de actividades positivas se presentaron con las cepas Curtobacterium sp. H-
ED12, Brevibacterium sp. H-BE7, Arthrobacter sp. H-JH3 y Arthrobacter sp. VO30-3 (Ver
Figura 4-2). Destacan las tres primeras nombradas, cepas originarias del fiordo de Comau, ya
que tres de las cuatro evaluadas presentaron gran cantidad de actividades antimicrobianas y
sobre todo su accion contra STAU y SAEN, patdgenas que en total registraron menores casos de
inhibicién. La ultima cepa VO30-3, perteneciente a Valparaiso, se destaca por ser una de las dos
Unicas actinobacterias que presentaron actividad contra ESCO, y ser la Gnica que demostrd

efectividad contra todas las cepas modelo analizadas.

VP2-3
V030-3
H-ED12

Vc820

IpEH-1

H-JH3

H-BE7

H-KB5

20

Figura 4-2 Numero de actividades con resultado "+" y "++" por Actinobacteria.

Los cinco medios utilizados generaron resultados positivos en proporciones relativamente
similares (Ver Figura 4-3). EI medio ISP-2/ASW result6 el de mayor efectividad, en todas las
cepas se produjo al menos una actividad positiva en este medio. Algunos medios sobresalieron
especialmente con algunas cepas. Es el caso del medio SG modificado con la cepa
Brachybacterium sp. IpEH-1 y el medio R5A con la cepa Arthrobacter sp. VO30-3, este tltimo
generd actividades positivas contra todas las cepas modelos.

La cepa Aeromicrobium sp. VO40-3 present6 problemas en las tres oportunidades en que se le

realizo el ensayo, por lo que sus resultados fueron omitidos.
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Figura 4-3 Porcentajes de actividades positivas por cepa modelo (A) y medio de cultivo utilizado (B).

Ip-EH1

Figura 4-4 Ejemplos de halos de inhibicion observados en los ensayos antimicrobianos con extractos
crudos desde cultivos con diferentes medios de cultivo (1, ISP-1/ASW; 2, ISP-2/ASW; 3, R5A; 4, SM19y
5, SG modificado). A) Inhibicion contra MILU por Brevibacterium sp. H-BE7 y Arthrobacter sp. H-JH3.
B) Inhibicion contra MILU por Curtobacterium sp. H-ED12 y Brevibacterium Vc820. C) Inhibicién
contra STAU por Curtobacterium sp. H-ED12 y Brevibacterium Vc820. D) Inhibicién contra CLMI
Brevibacterium sp. H-BE7 y Arthrobacter sp. H-JH3. E) Inhibicidn contra CLMI por Kocuria sp. H-KB5
y Brachybacterium Ip-EH-1. F) Inhibicion contra STAU por Aeromicrobium VO40-3, Microbacterium sp.
VP2-3 y Arthrobacter sp. VO30-3. Se observa que para la cepa VO40-3 el resultado no es concluyente
debido a la contaminacion en el halo.
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4.2  Busqueda de Productos Naturales (PN)

Cuatro muestras de extractos fueron enviadas a Fundacion MEDINA (Granada, Espafia) para su
andlisis a través de HPLC Agilent 1200 de resolucion rapida conectado a un espectrometro de
masas maxis (Bruker). Las muestras consistian en un blanco que en este caso corresponde al
medio ISP-2/ASW, y los otros tres, extractos de las cepas en el medio mencionado, del fiordo de

Comau: Kocuria sp. H-KB5, Brevibacterium sp. H-BE7 y Arthrobacter sp. H-JH3.
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Figura 4-5 Cromatograma del medio ISP-2/ASW.

La muestra del medio ISP-2/ASW (Ver Figura 4-5) corresponde a un blanco (extraccion del
medio sin fermentar) y por tanto los componentes que se detectan en las otras muestras se
compararén con ésta para determinar si son realmente metabolitos secundarios o bien, parte

constituyente del medio de fermentacion.
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4.2.1 Resultados cepa Arthrobacter sp. H-JH3.
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Figura 4-6 Cromatograma cepa H-JH3

Se obtuvieron 10 picos en el cromatograma de los cuales, 9 son productos conocidos, y 1 no fue

posible ionizar (pico 1) por lo que no se logré resultados. Entre los 9 reconocidos, el pico 10

destaca por presentar coincidencia con un antibiético conocido con férmula molecular

Ci11H1sNO;3 (Ver Figura 4-7). Ademas con caracteristicas de antifingico que inhibe la sintesis de

proteinas (Bycroft and Payne, 2013).

Antibiotic SA 3097D,

R Oa
¥’OH

Figura 4-7 Forma Antibiotico cepa H-JH3
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4.2.2 Resultados cepa Brevibacterium sp. H-BE7.
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Figura 4-8 Cromatograma cepa H-BE7

Se encontraron 12 picos de los cuales 1 y 2, con formula molecular C;H1:NsS, y el pico 11,
férmula C19H16N20, no presentan coincidencias con la base de datos de Fundacion MEDINA ni

con el diccionario de productos naturales.

4.2.3 Resultados cepa Kocuria sp. H-KB5.
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Figura 4-9 Cromatograma cepa H-KB5

Para esta cepa se obtuvieron 9 picos, siendo 2 de éstos completamente nuevos. El pico 1y el 2

con férmulas moleculares C11Hi1sNO4y C10H16N203S respectivamente.
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4.3  Estudio de resistencia de actinobacterias a metales pesados

Para este ensayo, se utilizaron 6 sales de metales: HgCl,, CuSQs4, CoCl,, NiSOs, NaAsO; y
K>CrO, diluidas en placas con MM / ASW (Ver Anexo A) para conseguir dos concentraciones
finales: 0,02 [mg/mL] y 0,08 [mg/mL]. En total se realizaron 36 ensayos por metal, 18 por cada

dia estudiado y a dos concentraciones distintas por cada una de las 9 cepas.

Figura 4-10 Ejemplos de crecimiento de cepas en MM/ASW.

Los resultados obtenidos muestran una gran tolerancia a los metales por parte de todas las cepas,
la cual fue analizada a partir de los criterios presentados en la Tabla 4-3. El detalle de los
resultados se presenta en la Tabla 4-4. Estos se encuentran separados por género y

concentracion.

Tabla 4-3 Criterios analisis de resultados potencial de biodegradacién metales pesados.

Resultado Observacion

+ No existe inhibicion en el crecimiento de las cepas

- Inhibicion en el crecimiento de la cepa
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A excepcidn del mercurio, para el cual ninguna cepa fue capaz de crecer en presencia de él en
las concentraciones estudiadas, todas las cepas presentaron resultados positivos (Ver Figura

4-11). Se aprecia que los metales con menor resistencia son el cobre y el cromo.

18
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10 3
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Numero de Resultados Positivos
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!

Hg Cu Co Ni As Cr

Figura 4-11 Resultados positivos obtenidos por metal y dia estudiado.

Al igual que los ensayos antimicrobianos, las cepas provenientes del fiordo de Comau,
principalmente Brevibacterium sp. H-BE7 y Arthrobacter sp. H-JH3, destacan por su resistencia
en distintas concentraciones en cinco diferentes metales: Cu, Co, Ni, As y Cr. Las cepas
Brachybacterium sp. IpEH-1 y Microbacterium sp. VP2-3 demostraron ser las mas sensibles a

los metales.
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Tabla 4-4 Resultados de crecimiento de cepas con Metales Pesados.

Metales
] Concentracion Hg Cu Co Ni As Cr
Cepa Género
[mg/mL] Dia Dia Dia Dia Dia Dia Dia Dia Dia Dia Dia Dia
7 14 7 14 7 14 7 14 7 14 7 14
0,02 - - + + + + + + + + + +
H-KB5 Kocuria sp.
0,08 - - - - + + + + + + - -
0,02 - - + + + + + + + + + +
H-BE7 Brevibacterium sp.
0,08 - - + + + + + + + + + +
0,02 - - + + + + + + + + + +
H-JH3 Arthrobacter sp.
0,08 - - + + + + + + + + + +
0,02 - - + + + + + + + + - -
H-ED12 Curtobacterium sp.
0,08 - - - - + + + + + + - +
0,02 - - - + + + + + - - - -
IpEH-1  Brachybacterium sp.
0,08 - - - - + + - - - - - -
0,02 - - + + + + + + + + + +
V820 Brevibacterium sp.
0,08 - - + + + + + + + + + +
0,02 - - - - + + - - + + - -
VP2-3 Microbacterium sp.
0,08 - - - - - - - - + + - -
0,02 - - + + + + + + + + - -
VO30-3 Arthrobacter sp.
0,08 - - - - + + + + + + - -
0,02 - - - + + + + + + + + +

VO40-3 Aeromicrobium sp.

0,08 - - - - + + + + + + - -




5 Discusion

La resistencia antimicrobiana cada vez gana mas atencion como una de las mayores amenazas
para la prevencion y tratamiento de un nimero creciente de enfermedades infecciosas. Debido a
lo anterior, se busca con urgencia nuevos compuestos que puedan superar la resistencia cruzada

con antibioticos conocidos (Hug et al., 2018).

En particular, el género Streptomyces ha proporcionado numerosas moléculas bioactivas
novedosas, no solo antibidticos, sino también antiflngicos, antiprotozoarios y antivirales. Sin
embargo, el descubrimiento de nuevos farmacos derivados de metabolitos secundarios de
estreptomicetos ha ido disminuyendo constantemente, lo que se reflejé en una caida del 30% de
farmacos basados en productos naturales en estudios clinicos entre 2001 y 2008 (Li and Vederas,
2009). La investigacion de productos naturales fue ampliamente abandonada por la industria
farmacéutica debido a graves problemas de redescubrimiento.

En respuesta a las crecientes necesidades de la medicina para nuevos compuestos
antimicrobianos, el enfoque en el descubrimiento de productos naturales se desplazd hacia
habitats poco explorados, especialmente en ambientes marinos y extremos. De manera
alentadora, los géneros raros de actinomicetos, en general considerados como no
estreptomicetos, y los nuevos aislados de Streptomyces encontrados en estos habitats ya han
permitido el descubrimiento de nuevos antimicrobianos con estructuras quimicas Unicas, lo que
confirma que los productos naturales microbianos siguen siendo una fuente prometedora para el

descubrimiento de farmacos (Luzhetskyy et al., 2007).

5.1 Potencial de Produccion de compuestos Bioactivos

En este estudio se evalué la capacidad de produccién de compuestos bioactivos de cepas aisladas
de muestras de sedimentos marinos de Valparaiso, Rapa Nui y Fiordo de Comau, a través de
ensayos con extractos crudos. Para escoger las bacterias, se realizd una seleccién basada en los
ensayos previamente realizados en el laboratorio, y en los resultados obtenidos a partir de estos.
Se seleccionaron cepas distintas al género Streptomyces que presentaran resultados positivos en

los antibiogramas contra cepas modelos de interés. En total, se seleccionaron 9 cepas
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pertenecientes a 7 g@éneros distintos: Aeromicrobium, Arthrobacter, Brachybacterium,

Brevibacterium, Curtobacterium, Kocuria, y Microbacterium.

Con las cepas seleccionadas se obtuvieron extractos crudos a partir del sobrenadante obtenidos
desde las fermentaciones, realizando extracciones con acetato de etilo, los cuales fueron
posteriormente puestos a prueba contra 6 cepas modelo de interés clinico y 1 de interés agricola:
Staphylococcus aureus (STAU), Listeria monocytogenes (LIMO), Micrococcus luteus (MILU),
Escherichia coli (ESCO), Pseudomonas aeruginosa (PSAU), Salmonella enterica (SAEN) y
Clavibacter michiganensis (CLMI).

Se obtuvieron resultados positivos con todas las cepas a excepcion de la cepa VO40-3
perteneciente al género Aeromicrobium y aislada desde la costa de Valparaiso. Esta Gltima
presentd problemas las tres veces que se repitioé su proceso de extraccion exhibiendo presencia
de contaminacién en las placas finales. Para todas las demas cepas, fue posible observar
inhibicion en un 29% PSAU, 26% CLMI, 15% en LIMO, 11% en MILU, 8% STAU, 7% SAEN
y finalmente, s6lo un 4% en ESCO. Las Ultimas dos cepas modelos utilizadas mencionadas, que
ademas son las con menores porcentajes de inhibicion, son bacterias Gram negativas. Estas de
por si son intrinsecamente resistentes a muchos antibidticos, por lo que el descubrimiento de
nuevos compuestos efectivos contra ellas es un gran desafio (Zgurskaya et al., 2015). Es por esto
que, a pesar de ser porcentajes menores, es altamente valorable obtener cepas capaces de inhibir
este tipo de bacterias. Las cepas H-ED12 y VO30-3, pertenecientes a los géneros
Curtobacterium y Arthrobacter respectivamente, fueron las Unicas en presentar resultados
positivos de inhibicion contra ESCO en uno solo de los medios estudiados, SM19 y R5A
correspondientemente. Esto recalca la importancia de probar nuevos medios que le entreguen
distintas condiciones de crecimiento a la cepa de estudio. Es ampliamente conocido que la
composicién de los medios tiene un gran impacto en la produccion de los metabolitos

microbianos secundarios (Antoraz et al., 2015).

Para la bacteria modelo de interés clinico SAEN, hubo una cepa en especifico que sobresali6é por
su actividad antibacteriana, la cepa H-BE7 perteneciente al género Brevibacterium, y aislada
desde el fiordo de Comau. Esta presentd la mayor cantidad de inhibiciones, en 3 de los 5 medios
evaluados, ISP-1/ASW, ISP-2/ASW y R5A. Previamente se habia demostrado que el habitat
marino muestreado en la Patagonia Norte de Chile era un escenario prometedor con resultados

positivos en ensayos antimicrobianos realizados (Undabarrena et al., 2016).
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5.1.1 Produccion en cepas del mismo género

Las cepas del género Arthrobacter, H-JH3 y VO30-3, pertenecientes al fiordo de Comau
Valparaiso respectivamente, presentaron resultados bastante similares y positivos pese a la
lejania de su proveniencia (Ver Tabla 5-1). Esto indica un género con similares caracteristicas,
excluyente de su habitat. Estas cepas presentaron la mayor cantidad de resultados positivos y
contra todas las patégenas modelos.

Tabla 5-1 Comparacién cepas VO30-3 y H-JH3

Cepa Cepa SG
ISP-1/ASW  ISP-2/ASW R5A SM-19 -
Modelo Arthrobacter Modificado
H-JH3 - + + - -
MILU
V030-3 +/- + + - +
H-JH3 - + +/- - +
LIMO
VO030-3 +/- + + - +
H-JH3 + ++ + + +
CLMI
V030-3 + ++ ++ - +
H-JH3 + + + + +
PSAU
V030-3 +/- +/- + - +/-
H-JH3 +/- +/- +/- +/- +/-
ESCO
V030-3 +/- +/- + +/- +/-
H-JH3 - + +/- - +/-
SAEN
V030-3 +/- +/- + +/- +/-
H-JH3 - + +/- - -
STAU
V030-3 - + + - +/-

Al contrario de las cepas del género Arthrobacter, el género Brevibacterium parece si depender
su produccién de compuestos segun su habitat de procedencia. Por lo que cada cepa es Unica y
distinta. Esto se pudo apreciar principalmente contra LIMO, CLMI, SAEN y STAU (Ver Tabla
5-2). En el caso de las actividades contra CLMI y SAEN, se puede observar que la cepa H-BE7
presenta inhibicion en todos los casos, mientras que la cepa de Valparaiso, Vc820 no lo hace. En

el caso de LIMO es posible ver que las cepas presentan afinidad con distintos medios. Mientras

56



que la cepa H-BE7 indica resultados positivos exclusivamente con los medios ISP-1/ASW y
ISP-2/ASW, la cepa Vc820 presenta ademas correspondencia con los medios R5A y SM19.
Finalmente STAU, resulta ser la cepa modelo mas dificil de combatir para este género,
presentando solo un resultado definido de inhibicion por cepa evaluada. Se debe destacar que al
igual que en la evaluacion con las demas cepas de interes, existe una clara afinidad de la cepa

provenientes de Fiordo de comau, H-BE7, por los medios ISP.

El género Brevibacterium se encuentra presente en ambientes terrestres y acuaticos. Los
principales reportes sobre este género se han tratado de aislados provenientes de la tierra, donde
se sabe que producen compuestos antimicrobianos pero solo contra bacterias Gram positivas. Sin
embargo, estudios de muestras marinas de este género han demostrado que éstas son capaces de
inhibir los patégenos Gram negativos (Al-Zereini, 2014), como lo demuestra también este

estudio.

Tabla 5-2 Comparacién cepas H-BE7 y VVc820

Cepa Cepa SG

) ) ISP-1/ASW  ISP-2/ASW R5A SM-19 .
Modelo Brevibacterium Modificado

H-BE7 +/- +/- +/- - -
MILU

V820 +/- +/- +/- + -

H-BE7 + + - - -
LIMO

Vc820 + +/- + + -

H-BE7 ++ ++ ++ + +
CLMI

Vc820 - + +/- +/- +

H-BE7 + + + + +
PSAU

V820 + + + + -

H-BE7 +/- +/- +/- +/- +/-
ESCO

V820 +/- +/- +/- +/- +/-

H-BE7 + + + - -
SAEN

Vc820 +/- +/- +/- +/- -

H-BE7 + +- +- - -
STAU

V820 - - - + -
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5.1.2 Inhibicion de Clavibacter michiganensis (CLMI)

Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis (Cmm) es la causante del cancro del tomate,
enfermedad que puede considerarse como el padecimiento bacteriano més importante de la
especie, causando importantes pérdidas econémicas en todo el mundo (Gartemann et al., 2003).
El control de esta enfermedad suele ser el uso de antibidticos, cuyos compuestos se han
suspendido en algunos paises de la Union Europea debido a su impacto en el medio ambiente.
Ademas estos tratamientos han demostrado poca eficacia en Cmm, por lo tanto, la bdsqueda de
nuevos productos para combatir esta enfermedad, asi como para resolver el problema de la

resistencia bacteriana es esencial (Flores et al., 2018).

Este estudio demuestra que las actinobacterias marinas poseen un gran potencial de producir
compuestos bioactivos contra CLMI. Todas las cepas estudiadas presentaron resultados positivos
(Ver Tabla 5-3), ademas fue la Gnica patdgena modelo que present6 halos mayores a la gota de
inhibicion. Destacaron cuatro cepas en particular: Brevibacterium sp. H-BE7, Arthrobacter sp.
H-JH3, Arthrobacter sp. VO30-3 y Microbacterium sp.VP2-3.

Tabla 5-3 Resultados contra CLMI

Cepa ISP-1/ASW ISP-2/ASW R5A SM19 56
Modificado

H-KB5 +/- +/- - + -
H-BE7 ++ ++ ++ + +
H-JH3 + ++ + + +
IpEH-1 - +- +- + -
Vc820 . - +- +- +
H-ED12 +- - - - +
VO30-3 + ++ ++ - +
VP2-3 ++ ++ + - +
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5.1.3 Resultados Pseudomonas aeruginosa (PSAU)

Pseudomonas aeruginosa es un patdgeno oportunista que presenta un desafio terapéutico debido
a la alta tasa de morbilidad y mortalidad asociada con él y la posibilidad de desarrollar
resistencia a los medicamentos durante la terapia. Los regimenes estandar de antibioticos contra
PSAU se estan volviendo cada vez mas ineficaces debido al aumento de la resistencia a los
medicamentos. Solo en los Estados Unidos se producen alrededor de 51,000 infecciones
relacionadas con la asistencia médica por PSAU, de las cuales aproximadamente 6000 (13%)
son causadas por cepas de P. aeruginosa resistentes a multiples farmacos (MDR) que
representan aproximadamente 400 muertes cada afio (Chatterjee et al., 2016). La blsqueda de
nuevos compuestos para esta bacteria se encuentra con prioridad 1 segun la Organizacion
Mundial de la Salud.

Los resultados obtenidos contra PSAU pone en duda la veracidad en ellos debido a la gran
cantidad de inhibiciones positivas y a las actividades poco variantes entre cepa y cepa (Ver
Tabla 5-4). Ademas, P. aeruginosa es una bacteria Gram negativa, que como se ha mencionado

anteriormente, son mucho mas dificiles de abordar.

Tabla 5-4 Resultados contra PSAU

Cepa ISP-1/ ASW  ISP-2/ ASW R5A SM19 56
Modificado

H-KB5 + + - + -
H-BE7 + + + + +
H-JH3 + + + + +
IpEH-1 +/- + + + +
Vc820 + + + + -
H-ED12 + + + + +
VO30-3 +/- +/- + - +/-
VP2-3 +/- +/- +/- +/- +/-
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5.2  Nuevos Productos Naturales

Los productos naturales poseen una enorme diversidad estructural y quimica que no puede ser
igualada por ninguna biblioteca sintética de moléculas pequefias y continda inspirando nuevos
descubrimientos en quimica, biologia y medicina. Se optimizan evolutivamente como moléculas
similares a las de los medicamentos y siguen siendo las mejores fuentes de medicamentos (Shen,
2015).

Se obtuvieron cuatro cromatogromas a partir de las muestras enviadas a Fundacion MEDINA.
Tres de estos pertenencientes a tres de las cepas originarios del fiordo de Comau: H-JH3
(Arthrobacter), H-BE7 (Brevibacterium) y H-KB5 (Kocuria). La cuarta muestra corresponde a
un blanco del medio en comun ISP-2/ASW. Los resultados muestran la presencia de compuestos

desconocidos para la base de datos, y posibles, nuevos productos naturales.

Previamente se ha descrito la capacidad de produccién de nuevos compuestos naturales a partir
de los géneros Arthrobacter, un antibiético de quinolona con actividad contra bacterias Gram
positivas (Kamigiri et al., 1996), y Kocuria. De este Ultimo se conoce la produccion del
compuesto bioactivo kocurin, capaz de combatir STAU resistente a la meticilina (Palomo et al.,
2013).

5.3 Potencial de Biorremediacion de metales pesados

La contaminacion ambiental causada por metales pesados ha afectado negativamente al
ecosistema natural del hombre. Estos contaminantes provienen de fuentes antropogénicas y
desastres naturales como huracanes y erupciones volcanicas. Los metales toxicos podrian
acumularse en los suelos agricolas y entrar en la cadena alimentaria, convirtiéndose asi en una

gran amenaza para la seguridad alimentaria.

Los métodos convencionales y fisicos para remediar son costosos y no son efectivos en areas
con baja toxicidad por metales. La biorremediacion es, por lo tanto, un método ecoldgico y
eficiente para recuperar ambientes contaminados con metales pesados mediante el uso de los
mecanismos bioldgicos inherentes de los microorganismos para erradicar contaminantes

peligrosos (Ojuederie and Babalola, 2017).
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A modo de evaluar la capacidad inicial de biorremediacion de las cepas se realiz6 un ensayo
contra 6 metales: cobre (Cu), cobalto (Co), niquel (Ni), arsénico (As), cromo (Cr) y mercurio
(Hg). Se obtuvo resultados positivos para todas las cepas y contra todos los metales, a excepcion
del mercurio, donde no fue posible presenciar crecimiento de las cepas, confirmando asi la
toxicidad de este metal. EI mercurio es un importante contaminante ambiental, clasificado entre
las toxinas bioacumulables que persisten en el medio ambiente por largos periodos (Dash and
Das, 2012).

Las cepas que presentan mayor potencial son las dos pertenecientes al género Brevibacterium,
capaces de crecer en todos los metales, a excepcion del mercurio, en ambas concentraciones
utilizadas. Previamente ya existen estudios que demuestran que las cepas marinas de este género
poseen mecanismos de resistencia para metales pesados tdxicos y son capaces de eliminar
activamente los metales de sus alrededores (De et al., 2008). Otra cepa que destaco fue H-JH3,
perteneciente al género Arthrobacter, y aislada desde el fiordo de Comau. Este género ha sido
descrito previamente con un gran potencial para la remediacién de sitios contaminados con
metales pesados, ya que no solo los bioacumula, sino que también reduce y desintoxica los
metales activos como el Cr y Hg (Bafana et al., 2010). La otra cepa evaluada referente al género,
VO030-3, no logré los mismos resultados. Por lo tanto, y suméandose a los resultados
antimicrobianos, es posible reafirmar la posibilidad de que este género sea considerablemente

mas sensible a su habitat.

Las cepas que resultaron mas sensibles a los metales fueron las cepas VP2-3 e IpEH-1
pertenecientes a los géneros Microbacterium y Brachybacterium, respectivamente. Estos
géneros presentan poca informacion previa. Pero se ha reportado en relacion al primero que su
genoma podria presentar genes involucrados con la resistencia a metales pesados (Karimi et al.,
2017). Del segundo género, se demostré su capacidad de adsorcién de metales por sus
capacidades de oxidar manganeso (Wang et al., 2013). Debido a la escasa informacion de estos

géneros este estudio presenta informacion extra relevante.
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6 Conclusiones y Proyecciones

6.1 Conclusiones

A partir de los ensayos efectuados con el objetivo de evaluar el potencial de actinobacterias
marinas no miceliares, y los andlisis hechos con respecto a los resultados obtenidos, se puede
concluir del estudio:

= Las actinobacterias seleccionadas presentan potencial de produccién de compuestos
antimicrobianos y capacidad de biorremediacién de metales pesados. Esto demuestra la

importancia de muestrear en lugares poco explorados.

= Las cepas distintas al género Streptomyces presentan un gran potencial de produccion de

metabolitos secundarios, incluso en bacterias Gram negativas.

= Los lugares poco explorados como el fiordo de Comau representa un nicho rico en

actinobacterias con gran potencial.

= Con los resultados obtenidos contra Clavibacter michiganensis es posible afirmar la

facultad de utilizar las actinobacterias marinas para usos en la industria agricola.

6.2 Proyecciones

Debido al gran potencial agricola que presentaron las cepas estudiadas, se plantea profundizar y
seguir los estudios contra esta patdgena modelo en otras actinobacterias raras disponibles en el

cepario del laboratorio.

Por otra parte, con los resultados obtenidos por la cepa Brevibacterium sp. H-BE7, los cuales
reflejaron ser considerablemente positivos tanto para actividad antimicrobiana y potencial de
biorremediacion, y al comprobar que la cepa H-BE7 es capaz de producir moléculas no
identificadas segun los datos obtenidos en esta tesis, se sugiere profundizar los estudios de
actividad antimicrobiana de la cepa. Al ser distinta al género Streptomyces y de un lugar poco
invadido por el hombre, el fiordo de Comau, presenta la caracteristica de novedosa. Ademas,

esta bacteria se encuentra recientemente con su genoma secuenciada.
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8 Anexos

Anexo A Soluciones y medios de cultivo

Todos los medios y soluciones fueron esterilizados en autoclave a 121°C y 1 atmésfera de

presion durante 60 minutos.

1. Agua de Mar Artificial (Artificial Sea Water, ASW) (Kester et al., 1967)

Para 1 litro de agua Milli-Q

Tabla 8-1 Composicion agua de mar artificial (ASW)

Compuesto  Cantidad [g] | Compuesto Cantidad [g]
NaCl 23,47 KBr 0,096
NaSO4 3,92 H,BO; 0,026
MgCl2-6H20 10,64 SrCl2:6H.0 0,0404
CaCl22H:0 1,457 NaF 0,003
NaHCO3; 0,192 KCI 0,664

2. Tryptic Soy Agar (TSA, Difco) — Tryptic Soy Broth? (TSB, Difco)

Para 1 litro de agua Milli-Q

Tabla 8-2 Composicion TSA

Compuesto Cantidad [g] Compuesto Cantidad [g]
Digerido pancreético de caseina 15 Cloruro de sodio 5
Digerido papainico de soja 5 Agar 15

a: Tryptic Soy Broth se diferencia en que no utiliza Agar.
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3. Medio LB (Sambrook and Russell, 2001)

Para 1 litro de agua Milli-Q

Tabla 8-3 Composicion medio LB

Compuesto Cantidad [g] Compuesto Cantidad [g]
Triptona 10 Cloruro de sodio 10
Extracto de levadura 5 Agar 18

4. Medio ISP-1/ASW (Shirling and Gottlieb, 1966)

Para 1 litro de ASW

Tabla 8-4 Composicion medio ISP-1/ASW

Compuesto Cantidad [g]
Triptona 5
Extracto de levadura 3
Agar 18

5. Medio ISP-2/ASW (Shirling and Gottlieb, 1966)

Para 1 litro de ASW

Tabla 8-5 Composicion medio ISP-2/ASW

Compuesto Cantidad [g] Compuesto  Cantidad [g]
Extracto de malta 10 Dextrosa 4
Extracto de levadura 4 Agar 18

6. Medio SG (Modificado) (Shaaban et al., 2011)

Para 1 litro de agua Milli Q

Tabla 8-6 Composicion medio SG

Compuesto Cantidad [g] | Compuesto Cantidad [g]
Harina de Soya 10 CoCl2 6H20 0,001
Extracto de levadura 5 Carbongto 2

de Calcio
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7. Medio SM19 (Zhang et al., 1992)

Para 1 litro de agua Milli Q

Tabla 8-7 Composicion medio SM19

Compuesto Cantidad [g]
Pasta de Tomate 40
Avena 10
Glucosa 2

8. Medio R5A (Fernandez et al., 1998)

Para 1 litro de agua Milli Q

Tabla 8-8 Composicion medio R5AP

Compuesto Cantidad [g] Compuesto Cantidad [g]
Sacarosa 103 Fe >‘</t:31cltrc;de 5
K2S04 0,25 MOPS 21
MgClz 6H20 10,12 Agar 22
Glucosa 10 Casaminoacidos 0,1

b Para completar el medio se debe agregar 2 [ml] de oligoelementos por litro de Medio y ajustar
el pH en 6,85.

9. Medio Minimo MM/ASW (Hamedi et al., 2015)

Para 1 litro de agua ASW

Tabla 8-9 Composicion Medio Minimo

Compuesto Cantidad [g] Compuesto Cantidad [g]
L-asparagine 0,5 FeSQ, - 7H,0 0,01
K2HPO,4 0,5 Glucosa 10
MgSQO, - 7H;0 0,2 Agar 18
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Anexo B Equipos

Tabla 8-10 Equipos

Equipo Marca
Autoclave Huxle HL-341
Incubadora Memmert (Modell 100-800)

Agitador magnético

Thermo scientific

Termociclador

Bio-rad

Centrifuga Thermo scientific

Rotavapor DLAB (Rel100-Pro)
Espectrofotometro Hewlett Packard

Speedvac Arquimed S.A. (Concentrator 5301)

Anexo C Proyectos

Adjudicacion proyecto: “Actinobacterias marinas no miceliares provenientes de Valparaiso:

Evaluacion de la actividad antibacteriana y exploracion de su potencial ambiental”. Programa

de Iniciativas Estudiantiles y Académicas (PIE>A), Universidad Técnica Federico Santa Maria.
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Anexo D Nomenclatura

1. Nomenclatura Cepas

Tabla 8-11 Resumen Cepas utilizadas

Cepa Género Lugar de procedencia
H-KB5 Kocuria sp. Fiordo de Comau
H-JH3 Arthrobacter sp. Fiordo de Comau
IpEH-1 Brachybacterium sp. Isla de Pascua

H-BE7 Brevibacterium sp. Fiordo de Comau
V820 Brevibacterium sp. Valparaiso

VO30-3 | Arthrobacter sp. Valparaiso

VP2-3 Microbacterium sp. Valparaiso

VO040-3 | Aeromicrobium sp. Valparaiso

H-ED12 | Curtobacterium sp. Fiordo de Comau

1. Nomenclatura Patgenas

Tabla 8-12 Cepas Modelo de Patogenas utilizadas

Cepa

Patdgena

PSAU

Pseudomonas aeruginosa

STAU

Staphylococcus aureus

SAEN

Salmonella enterica

LIMO

Listeria monocytogenes

CLMI

Clavibacter michiganensis

ESCO

Escherichia coli

MILU

Micrococcus luteus
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