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RESUMEN

Los poriferos y su microbiota simbionte poseen una relacion muy estrecha que
busca el establecimiento y el mantenimiento de la homeostasis del holobionte.
Dentro de este vinculo se transfieren servicios ecosistémicos que no solo benefician
a la comunidad bacteriana simbionte y al cuerpo de la esponja sino al ecosistema
marino al que pertenecen; de esta manera, la secrecion de metabolitos secundarios,
la transformacion y puesta en disposicion de nutrientes esenciales y la
intermediacién en eventos de comunicacion del porifero y su entorno, modulan la
composicién de la microbiota que interviene como el establecimiento de nuevas
especies bacterianas y organismos de orden superior en la superficie de la
biopelicula en donde la microbiota simbionte se estructura, dando lugar al biofouling
o epibiosis. La comunidad bacteriana dentro de sus relaciones “sociales” complejas,
regula tanto la composicion de sus poblaciones como la expresion de genes que
pueden no ser benéficos para el contexto del consorcio. Asi, la produccién de
factores de virulencia, sustancias bactericidas y bacteriostaticas e incluso la
produccion de sustancias toxicas para organismos eucariotas se encuentran
reguladas desde el control de la proliferacion celular y desde la misma activaciéon de
genes especificos. En eventos como la comunicacion bacteriana tipo Quorum
Sensing (QS), se usan moléculas de sefalizacion celular que aumentan en
concentracion con la densidad poblacional. Estas moléculas, se convierten en una
sefal que activa la expresion de genes requeridos por la poblacion total e incluso
por la comunidad a la que pertenecen, permitiendo que los consorcios bacterianos
adquieran ventajas o respondan a presiones del entorno. Modular los eventos de
comunicacién tanto como regular el crecimiento poblacional son algunos de los
mecanismos usados por la comunidad para mantener la estabilidad del holobionte.
La producciéon de moléculas inhibidoras del QS y de compuestos inhibidores del
crecimiento bacteriano, que también se encuentran altamente regulados, provee al
sistema biolégico herramientas para evitar que algunas poblaciones excedan la
produccion de estas sustancias alterando tanto a la comunidad como la integridad
del hospedero. En esta investigacion, pionera en el campo de la ecologia microbiana

asociada a esponjas del caribe colombiano, caracterizamos comunidades



bacterianas cultivables asociadas a cuatro esponjas marinas con biofouling
(Aplysina insularis (AiBf) y Desmapsamma anchorata (DaBf)) y sin biofouling
(Xestospongia muta Xml y Xm2) en su superficie. Realizamos la determinacion
taxondémica y la comparacion de la composicién de cada comunidad, seguida de
una descripcion cualitativa de la capacidad que tienen estos aislamientos para
producir e inhibir el QS via moléculas tipo Acil Homoserin Lactonas (AHLS). Asi
mismo evaluamos la capacidad de producir sustancias inhibidoras del crecimiento
bacteriano sobre aislamientos de su mismo consorcio.

Los resultados demostraron dominancia por parte del filo Firmicutes (representado
por el género Bacillus), seguido por el filo Actinobacteria (representado por el género
Micrococcus) y la presencia de apenas cuatro especies bacterianas pertenecientes
al filo Proteobacteria, de los géneros Pseudomonas, Oceanimonas y Paracoccus.
Se report6 por primera vez la producciéon de moléculas AHL por parte de
aislamientos de las especies Pseudomonas oceani y Pseudomonas stutzeri; y la
produccion de moléculas inhibidoras del QS por 25 aislamientos bacterianos, 13 de
ellos asociados a esponjas sin biofouling y 12 asociados a esponjas con biofouling.
De un total de 2148 ensayos se reportaron 138 eventos de antagonismo por parte
de aislamientos de esponjas sin epibiosis y 118 eventos de esponjas con epibiosis.
Los resultados obtenidos y la informacién colectada de bibliografia sirvieron para
proponer el papel de ciertas especies bacterianas en ambos nichos ecoldgicos con
y sin epibiosis; ademas se observé un nimero similar eventos de antagonismo e
inhibicion de la comunicacién celular entre bacterias pertenecientes a las
comunidades microbianas asociadas a biofouling o a la ausencia de éste. Esto nos
permite inferir que existen variables dentro de la comunidad bacteriana, ademas de
las evaluadas, que regulan estos fenotipos, generando las condiciones adecuadas

para que el biofouling se establezca, se desarrolle, o se inhiba.
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l1l. INTRODUCCION

A pesar del supuesto de que organismos como las esponjas marinas son muy
simples, multiples estudios han demostrado que estos organismos basales, aunque
con una anatomia poco compleja, poseen interacciones muy estrechas, diversas y
dindmicas con la microbiota asociada a su tejido superficial y en el interior de sus
camaras (Hentschel et al., 2012; Taylor et al., 2007a; Wulff, 2001; Xin et al., 2017).
Asi, la comunidad bacteriana asociada a las esponjas proporciona formas
asimilables de nitrégeno, fésforo, carbono y otros nutrientes a los que el porifero por
si mismo no podria acceder en ausencia del servicio ecosistémico que estos
microrganismos le ofrecen (Peterson et al., 2006; Ribes & Jimenez, 2011).

Las comunidades bacterianas presentes en la esponja producen ademas un arsenal
qguimico dada la sintesis de sustancias bacteriostaticas, bactericidas, fungicidas e
inhibidoras de la comunicacion celular, y toxinas a las que son susceptibles otros
organismos eucariotas de orden superior; sustancias que permiten seleccionar y
modular el crecimiento y desarrollo de organismos que puedan traer beneficio al
porifero o puedan promover complicaciones como enfermedades y pérdida del
tejido (Papaleo et al., 2012; Sayem et al., 2011; Su et al., 2011; Wietz, et al., 2013).
Dadas las ventajas que trae permitir el asentamiento y desarrollo del microbioma, la
esponja hospedera provee el material indispensable para la generacién y
maduracién de las comunidades de microrganismos, como lo es proporcionar la
superficie de asentamiento, secretar sustancias que posibilitan la adhesién vy
proveer de nutrientes esenciales para alimentar al consorcio (AlAbbas et al., 2013;
Solano et al., 2014; Webster & Taylor, 2012).

El término holobionte, usado en principio para la descripcion de la asociacion de
microrganismos procariotas y eucariotas a la superficie de los corales, se ha
extendido a la definicion general de asociacion entre organismos de orden superior
como plantas y animales y su microbioma (Cerqueda-Garcia & Falcon, 2016;
Rosenberg & Zilber-Rosenberg, 2014). Asi, la relacion del microbiomay la esponja,
con sus interacciones complejas y dependientes, son abarcadas por el término
holobionte, permitiendo que en torno a este, se realicen conjeturas y descripciones

de la dinamica anatémica, fisiolégica y bioquimica que todo el conjunto del porifero
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y su comunidad microbiana asociada realizan para mantener la homeostasis de su
relacion (Webster & Thomas, 2016).

Para que el holobionte se establezca deben suceder ciertos pasos obligatorios que
permiten tanto la adhesion de los microrganismos a la superficie del hospedero,
como la formacién y maduracién de la comunidad en la que participaran. Todo esto
comienza con el asentamiento de bacterias planctonicas sobre una superficie
enriquecida con proteinas, polisacaridos y proteoglicanos (Solano et al., 2014), que
proveen los recursos suficientes para la adhesion definitiva e irreversible de estas
bacterias, permitiendo el aumento de su densidad poblacional junto a la produccién
de exopolisacéridos (EPS) que funcionan como matriz para el asentamiento de
nuevas bacterias y microalgas (Mieszkin et al., 2013).

Cuando las bacterias aumentan en nimero y su matriz se enriquece con nuevos
compuestos de sefializacion, de nutricion y de modulacion de esa comunidad que
se estd formando, inicia el siguiente paso conocido como la formacion de
biopeliculas o biofilms; estas estructuras hacen que la comunidad sea mas
compleja, le permite sectorizar a sus participantes y establecer funciones
metabdlicas particulares para mantener al consorcio bacteriano en equilibrio,
semejante a un organismo multicelular. Esta estratificacion y diferenciacién dentro
de la comunidad estd acompafada de la sincronizacibn en sus eventos de
comunicacién, de la que derivan actividades especificas y vitales en diferentes
regiones de la biopelicula, como la incorporacion de nutrientes, produccién de
sustancias para competencia con otros microrganismos y de resistencia a moléculas
toxicas, secrecion de matriz extracelular y produccién de esporas, entre otras
funciones (Dickschat, 2010; Papenfort & Bassler, 2016).

La comunicacién bacteriana es orquestada por un fenémeno conocido como
Quorum Sensing (QS) que es fundamentalmente la expresidbn de genes en
respuesta al aumento en la densidad poblacional (Batista, et al., 2018; Fuqua,
Winans, & Greenberg, 1994; Rice, Mcdougald, & Givskov, 2008). Asi, una bacteria
produce de forma basal una molécula sefial que difunde al espacio extracelular,
pero que en bajas concentraciones no puede activar ninguna respuesta fisiolégica

ni en ella ni en otras bacterias circundantes (Parray et al., 2018). Al aumentar la
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densidad poblacional bacteriana, aumenta también la produccion de moléculas
sefal hasta el punto en que las concentraciones de esta sefial son iguales dentro y
fuera de las células; cuando esto ocurre, la molécula sefial activa una serie de
respuestas bioquimicas al interior de la célula, promoviendo la expresién de genes
como factores de virulencia, pigmentos accesorios, aumento en la efectividad de
alguna ruta metabdlica especifica, produccion de esporas, etc., que responden al
contexto social y ambiental en el que se desarrollan (Solano et al., 2014).

El QS es fundamental para la maduracion de las biopeliculas y ademas modula la
composicién de la comunidad; es decir, mediante la comunicacion celular, las
bacterias producen sustancias que no solo inhiben el crecimiento de ciertas
especies bacterianas que pueden alterar la homeostasis del holobionte, sino que
también bloquea la expresion de otros fenotipos dependientes de QS en otras
bacterias asociadas al consorcio; asi, toda la comunidad bacteriana busca su
equilibrio entre la densidad poblacional de diferentes especies bacterianas
presentes en la biopelicula y el ingreso de nuevas especies procariotas o eucariotas
que traigan algun beneficio al holobionte (Delauney et al., 2010; Kumar et al., 2017;
Muller et al., 2013). Cuando la comunidad bacteriana produce sustancias que
permiten el asentamiento de organismos de nivel superior como macroalgas y
crustaceos, y les provee ademas de nutrientes y defensas; este nuevo consorcio,
aun mas complejo, recibe el nombre de biofouling (Delauney et al., 2010).

El biofouling o epibiosis, es un fendmeno en el cual la superficie del holobionte se
coloniza por organismos eucariotas como productores primarios (algas),
secundarios y terciarios (como crustaceos y moluscos) que completan el ciclo trofico
dentro de este micronicho que se forma (Mieszkin et al., 2013). Asi, el holobionte
adquiere complejidad y promueve el asentamiento de nuevos microrganismos a las
superficies de los organismos secundarios adheridos al hospedero, microrganismos
gue pueden traer al biofouling nuevos nutrientes que aseguren el éxito de esta
comunidad ahora mas heterogénea. La formacion del biofouling solo es posible
cuando existe una biopelicula madura en la superficie a colonizar, que permite el

asentamiento de estos nuevos organismos (Goecke et al., 2010).
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Aunque el biofouling es un problema a nivel industrial porque se genera sobre la
superficie de los navios y aumenta con esto la friccion y la energia necesaria para
la navegacion que repercute en la cantidad de combustible necesario, estas
epibiosis en ciertos nichos marinos promueven el asentamiento y desarrollo de
organismos necesarios para mantener el equilibrio del ecosistema en general
(Sayem et al., 2011; Schultz et al., 2011; Taylor et al., 2007b). Por ejemplo, Franco
y colaboradores encontraron que bacterias asociadas a la superficie del cangrejo
Pagurus longicarpus promueven el asentamiento y maduracion de larvas del
cnidario Hydractinia symbiolongicarpus a la superficie de la concha de este
cangrejo. Lo anterior pone en evidencia que los procesos de asentamiento y
desarrollo de los organismos marinos son mucho mas complejos de lo que se piensa
(Franco, Cadavid, & Arévalo-ferro, 2019).

Los organismos de orden superior también evitan el asentamiento de organismos
en su superficie; por ejemplo, el alga Delisea pulchra controla el desarrollo de
biofouling en su superficie produciendo furanonas halogenadas similares a las
moléculas sefial usadas generalmente por bacterias Gram negativas para su
comunicacién. Asi, el alga bloguea el QS evitando la generacion del biofilm,
indispensable para desarrollar la epibiosis, manteniendo su superficie desprovista
de organismos que imposibiliten la fotosintesis (Sandy et al., 2011).

La inhibicién del biofouling no sucede Unicamente por la intervencion directa del
organismo; en muchos casos bacterias asociadas a este, modulan e impiden el
asentamiento de organismos mas complejos, tal como sucede en el alga Ulva
lactuca con la bacteria Pseudoalteromonas tunicata que produce unas sustancias
pigmentadas que inhiben la formacion de biofilm de otras especies bacterianas,
mediante el bloqueo de la transcripcion de genes activados por QS; asi, la superficie

del alga se mantiene desprovista de biofouling (Dobretsov et al., 2011).

En el caribe colombiano se pueden observar esponjas con biofouling en su
superficie, asi como esponjas completamente desprovistas de esta epibiosis. Tras
esta observacion inicial y con el conocimiento de la complejidad de los holobiontes

marinos se puede sospechar que este fendbmeno esta modulado tanto por la esponja
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como por el consorcio bacteriano asociado, que puede promover o inhibir el
asentamiento de algas, crustaceos y moluscos.

El objetivo del presente trabajo fue determinar si estos aislamientos realizan
comunicacion bacteriana QS via moléculas sefial tipo Acil- Homoserin- Lactonas
(AHLs), y si producen sustancias que inhiban el QS o que tengan actividad
antagonica sobre otras bacterias pertenecientes a su consorcio, ademas de
caracterizar y comparar las comunidades bacterianas cultivables presentes en
esponjas marinas con y sin biofouling en su superficie. Estos fenotipos de inhibicion
y antagonismo son relevantes dentro del contexto de comunidad, pues demuestran
la potencial participacion de las bacterias del consorcio en procesos de modulacion
y restriccion de la participacion de otras bacterias y eucariotas en el holobionte. La
caracterizacion de las bacterias aisladas presentes en las esponjas con y sin
biofouling se realiz6 mediante la amplificacion, secuenciacion y comparacion del
gen ribosomal 16S ARN de cada aislamiento bacteriano obtenido (Hadaidi et al.,
2018). La actividad QS via moléculas tipo AHL se evalué mediante el uso de
biosensores capaces de detectar la produccion de estas moléculas por parte de los
aislamientos en estudio. Para la determinacion de la produccién de moléculas
inhibidoras del QS por parte de los aislamientos en estudio, éstos se enfrentaron
con la cepa tipo Chromobacterium violaceum ATCC 31532, que en presencia de
alguna molécula inhibidora de QS, deja de producir el pigmento violeta y sus
colonias mantienen su color blanco crema (McLean et al., 2004). Por ultimo, se
evalu6 la actividad antagonica de las bacterias en estudio mediante el
enfrentamiento de cada una de ellas con su comunidad, a fin de determinar si
producen moléculas inhibidoras del crecimiento bacteriano a las que puedan ser
susceptibles otras bacterias del consorcio.

Los estudios realizados en esponjas marinas, mas especificamente en la relacion
con su microbiota asociada, demuestran que aun existen muchas incégnitas en la
comprension del holobionte y en el papel que tienen estos microorganismos en los
procesos de nutricion, metabolismo, proteccion e interaccion con el ambiente marino

de la esponja, particularmente en los mediados por comunicacion celular y
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antagonismo bacteriano, eventos asociados a la conformacion de la estructura de
la comunidad del holobionte.

La evaluacién de la composicion de la comunidad aislada, asociada a esponjas con
y sin epibiosis, junto a la caracterizacion de fenotipos como la produccién de
moléculas de QS, la inhibicion de la comunicacién celular y la produccion de
sustancias antagonicas, contribuye con evidencia experimental al conocimiento de
los consorcios bacterianos y a los fenotipos que pueden estar regulando la
composicion y la expresion de genes por parte de la comunidad, demostrando que
estas variables existen y deben estar involucradas en un sistema biolégico
complejo, organizado y jerarquizado que permite 0 no el establecimiento y
proliferacion de organismos especificos sobre el holobionte, diversificando la
composicién del ecosistema marino.

En esta investigacion encontramos que las comunidades bacterianas asociadas a
esponjas con biofouling (Aplysina insularis y Desmapsamma anchorata) y sin
biofouling (Xestospongia muta Xm1 y Xm2), son diferentes entre ellas y existen
aislamientos compartidos entre estas comunidades bacterianas, que pertenecen a
los géneros Bacillus y Micrococcus, conocidos por su capacidad de colonizar
diversos ambientes gracias a su perfil bioquimico verséatil. La gran mayoria de las
bacterias cultivables en estudio pertenecen a los filos Firmicutes y Actinobacteria.
Del filo Proteobacteria se reportaron 5 aislamientos de 3 especies, pertenecientes
a la comunidad de D. anchorata con biofouling, y un aislamiento del género
Paracoccus de la comunidad asociada a X. muta Xml. Se reporta también pa
produccion de moléculas sefial tipo AHL para Pseudomonas oceani y P. stutzeri.
Ademas, se reportaron 25 aislamientos bacterianos con capacidad inhibidora de QS
sobre la cepa tipo C. violaceum ATCC31532, 13 de ellos aislados de esponjas con
epibiosis y 12 aislados de esponjas con ausencia epibiosis.

Durante la evaluacién de la capacidad antagonica de los aislamientos frente a otros
de su misma comunidad cultivable, reportamos de un total de 2162 ensayos, un total
de138 eventos de antagonismo en comunidades asociadas a esponjas sin biofoling,
y, de un total de 2362 ensayos, un total de 118 eventos de antagonismo en

comunidades asociadas a esponjas con biofouling. En este estudio se observa que
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la capacidad de inhibir el crecimiento de algunas especies bacterianas sobre otras
de su consorcio existe en ambos eventos y que esta propiedad puede contribuir
significativamente en la composicion y diversificacion de la comunidad bacteriana,
modificando a su vez el perfil bioquimico y fisiol6gico que expone para permitir o no
el asentamiento de organismos de orden superior que configuren el biofouling.

Los hallazgos de esta investigacion que es pionera en la caracterizacién taxonomica
de bacterias aisladas y de fendmenos trascendentes en el contexto de comunidad
bacteriana y del holobionte, para esponjas marinas del caribe colombiano,
demuestran de forma descriptiva que la comunicacién bacteriana mediada por
moléculas tipo AHL, la produccién de moléculas que bloquean el QS, y la produccién
de sustancias antagonicas dentro del mismo consorcio, existen y pueden estar
participando activamente en la distribucion, la composicién y el comportamiento de
las comunidades bacterianas asociadas a esponjas con y sin epibiosis en su
superficie. Ademas, se observa que la configuracion de estos micronichos no esta
dada unicamente por la aparicion de estos fenotipos reguladores; sino que estos
deben estar super-regulados por otras variables fisicoquimicas, por otras bacterias,
por otros organismos pertenecientes al consorcio, y por la relacion entre ellos.
Todos estos elementos modulan la produccién de los compuestos inhibidores y
antagonicos, y permiten, por ejemplo, la proliferacion de otras bacterias que
posibilitan la formacion de biofouling. Esta investigacion contribuye al conocimiento
de las comunidades bacterianas asociadas a organismos marinos como las
esponjas, y demuestra que mas alla de la descripcién de eventos trascendentes en
la regulacion de las comunidades bacterianas, la explicacion de cdmo surgen y se
modulan estos consorcios requiere de la evaluacion de otros multiples eventos y
fenotipos que se jerarquizan y modulan la proliferacion y expresion de genes
capaces de permitir o inhibir el asentamiento de organismos eucariotas para la

generacion de nichos como el biofouling.
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IV. MARCO TEORICO

4.2 COMUNIDADES BACTERIANAS

Las comunidades bacterianas que crecen y se desarrollan en toda la extensién del
planeta Tierra son transformadores de sustratos para numerosos organismos de
orden superior y proveen a todos los habitats de servicios ecosistémicos dentro de
los cuales se encuentra la asimilacion y puesta en disposicidon de nutrientes
esenciales para los organismos que alli se desarrollan; ademas de configurarse
como una barrera inmune frente a organismos patdégenos, una vez estas
comunidades se incorporan a los organismos tanto en su tegumento como en su
sistema digestivo (Snajdr, Urbanov, & Baldrian, 2015; Zhu, et al., 2016). Incluso, las
comunidades bacterianas asociadas a animales marinos que reciben un gran nivel
de radiacién proveen de una capa reflectora que impide que los rayos UV ingresen
al tejido del animal, generando mutaciones y lesiones, como en el caso de las
esponjas (Webster & Taylor, 2012). La evolucién de la vida en el planeta incluyendo
organismos conocidos y extintos se le debe a las bacterias que, organizadas en
poblaciones y comunidades altamente estructuradas y complejas, pudieron acceder
a sustratos que otros organismos no podian usar, modificandolos, transformandolos
y ofreciéndolos al resto del bioma para su utilizacion (Hamilton, Bryant, & Macalady,
2016; Ramanan et al., 2016; Ribes & Jimenez, 2011). También, la disponibilidad de
gases como el oxigeno y el diéxido de carbono se ha dado gracias a la participacién
de microrganismos dentro de los que se encuentran principalmente las bacterias
(Hamilton et al., 2016).

Dada la importancia de las comunidades bacterianas en la Tierra y su importancia
tanto en eventos de colonizacion, establecimiento, desarrollo, mantenimiento de
salud y procesos de enfermedad, investigadores en el area de la microbiologia han
aunado esfuerzos para comprender no solamente la composicibn de las
comunidades presentes en amplios nichos, sino adquirir informacién que articule el
conocimiento de estos sistemas bioldgicos, a fin de generar modelos que retnan
tanto a los organismos participantes como a sus perfiles bioquimicos y el papel de

éstos en el contexto de comunidad, ofreciendo servicios tanto al consorcio al que
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pertenecen como al organismo donde se hospedan o sobre los sustratos en donde
proliferan.

En el contexto de los ecosistemas marinos encontramos multiples investigaciones
enfocadas en comprender las interacciones entre las comunidades procariotas
asociadas a organismos eucariotas, donde se incluyen no sélo la relacién
metabdlica y el préstamo de servicios ecosistémicos dentro del holobionte, sino la
produccion de moléculas involucradas en la comunicacion inter-reinos, que
permiten la sincronizacion y mantenimiento de la homeostasis del consorcio,
demostrando que muchos de los elementos usados por los procariotas, modulan el
comportamiento de los eucariotas hospederos y viceversa (Joint et al., 2002).
Ademas de evaluar estas interacciones, investigadores han aunado esfuerzos en
evaluar como la modificacion de las comunidades bacterianas que tienen una
relacion obligada con sus hospederos (la gran mayoria de organismos marinos),
pueden concluir en la generacion de eventos de enfermedad, o cOmo ese mismo
cambio de la composicibn en la comunidad permite que nuevos organismos
encuentren un sitio de asentamiento, maduracion y reproducciéon (Cardenas, et al.,
2012; Franco, Cadavid, & Arévalo-ferro, 2019; Zimmer et al., 2014). Por ejemplo, el
grupo CCB, que ha realizado multiples investigaciones asociadas a las
comunidades bacterianas simbiontes de corales del caribe, han encontrado que en
eventos de enfermedad las comunidades bacterianas asociados a esos cnidarios
cambian, dando paso a especies oportunistas que proliferan y extienden la
enfermedad tanto a todo el cuerpo del octocoral como al resto del arrecife al que se
encuentra asociado (Miller & Richardson, 2012; Roder, et al., 2014). Es el caso de
la enfermedad de la Plaga Blanca en octocorales. Cardenas y colaboradores
encontraron que durante la enfermedad la composicion de la comunidad es
diferente y es muestra de que en estados de salud existe una composicion del
consorcio bacteriano que se mantiene, contribuyendo a la homeostasis de todo el
holobionte (Cardenas et al., 2012). Cuando aumenta la temperatura, la eutrofizacion
y la turbidez del cuerpo de agua, las comunidades bacterianas que son susceptibles
tanto como el coral, no puede mantener el equilibrio y algunas bacterias antes

reguladas pueden dominar el consorcio, promoviendo nuevas vias metabdlicas que
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buscan usar al tejido coralino como fuente de nutricion (Cardenas et al., 2012). En
otras investigaciones realizadas por el grupo del CCB (en proceso de publicacion;
(Ripe, Diaz, & Arévalo-Ferro, 2016) en enfermedad de la Banda Negra, también en
octocorales del caribe colombiano, se presenta el mismo fenémeno: una
desestabilizacion del equilibrio del consorcio bacteriano permite la proliferacion de
bacterias que antes estaban reguladas y estas no solo proveen de toxinas
degradadoras de sustrato coralino sino que ademas ofrecen las condiciones para el
asentamiento y proliferacion de nuevas bacterias patdgenas que redisefian la
arquitectura de la comunidad (Voss & Richardson, 2006; Zimmer et al., 2014). En el
caso de la Banda Negra, las bacterias oportunistas estatifican la comunidad,
generando una pelicula de bacterias en la superficie que impiden la difusién de
oxigeno y luz solar, asfixiando no sélo a la comunidad bacteriana sino al mismo
hospedero (Miller & Richardson, 2012).

En otro estudio realizado también por el CCB sobre la comunidad bacteriana
cultivable presente en la concha de Pagurus longicarpus, que es colonizada por
cnidarios de la especie Hydractinia symbiolongicarpus, se encontré que las
bacterias de esta comunidad producen moléculas que sefializan el sitio de
colonizacion y modifica el ritmo de la metamorfosis de las larvas de este cnidario
(Franco, Cadavid & Arévalo-ferro, 2019). Este ejemplo demuestra que las
comunidades bacterianas no solo modifican el sustrato o nicho en donde se
desarrollan otros organismos, sino que ademas proveen de moléculas de
sefalizacion que modifican la conducta y el desarrollo de organismos tan
importantes para la manutencién del ecosistema arrecifal como lo son los cnidarios,
convirtiéendose en una clara demostracion de la comunicacion inter-reinos,
presentes no solo en este modelo sino en una gran cantidad de simbiontes marinos

y terrestres (Sun et al., 2016).

Los anteriores son ejemplos de como las comunidades bacterianas representan un
topico importante no solo para el reconocimiento del comportamiento de estas en
Su ecosistema sino como su participacion modula el funcionamiento de niveles

troficos superiores, manteniendo la estabilidad de habitats completos. Lo anterior se

20



constituye con el mdvil principal para esta investigacion, que comprende la
complejidad de las interacciones del microbioma con los organismos de orden
superior en un contexto de relaciones troficas obligatorias y definitivas para la

manutencién de la vida en el mar.

4.3 ESPONJAS MARINAS Y SU ASOCIACION CON BACTERIAS

Las esponjas marinas, como miembros funcionales en las comunidades marinas
bentdnicas, proveen de mdultiples servicios ecosistémicos que no son desarrollados
Gnicamente por el organismo, sino que dependen significativamente de las
comunidades bacterianas asociadas a sus tejidos. Del peso total de las esponjas,
un 35% de su biomasa corresponde a la microbiota asociada, o que da cuenta de
la densidad poblacional de la comunidad bacteriana que se mantiene dentro del
porifero (Hentschel et al., 2012)

Procesos tan importantes para la supervivencia de las esponjas marinas como la
fijacion y asimilacion de carbono y nitrdgeno, son desarrollados por las bacterias
simbiontes que proveen constantemente al organismo de nutrientes asimilables,
tras la transformacion y puesta en disposicién de los compuestos que se filtran por
el cuerpo del porifero, mas la produccién de compuestos propios del metabolismo
de las bacterias asociadas (Dudley-evans et al., 2012). Ademas de participar en
procesos de adquisicion de nutrientes esenciales para el simbionte, las bacterias
cooperan para la defensa del tejido del porifero, y asi, complejizan al sistema
inmune de la esponja, produciendo sustancias antagonicas que inhiben la fijacion y
crecimiento de organismos patdgenos u oportunistas (Slaby et al., 2017).

A continuacién, se presentara un resumen de los dos procesos de fijacion y
asimilacion de nutrientes esenciales mas estudiados en la interaccion entre la
microbiota simbionte y las esponjas marinas:

Asimilacién del carbono: Los reportes sobre las comunidades bacterianas
asociadas a esponjas revelan que estos simbiontes poseen perfiles metabdlicos
heterotréficos y autotroficos (Schmitt et al., 2011; Slaby et al., 2017). Un estudio
realizado por Siegl y colaboradores encontrd, tras muestreo de bacterias asociadas

a diferentes especies de esponjas del género Aplysinidae, que existe un alto
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enriquecimiento de genes que codifican para reacciones de glicdlisis, de la reaccion
de pentosa-fosfato, del acido tricarboxilico (o ciclo de Krebs) y de fosforilacion
oxidativa, entre otras rutas metabdlicas; demostrando que gran cantidad de
microrganismos usan un amplio rango de carbohidratos en su metabolismo primario
(Hentschel et al., 2012; Siegl et al., 2011). Bacterias asociadas al género tentativo
“Poribacteria”, encontradas Unicamente en esponjas, como su nombre lo indica,
poseen un perfil mixétrofo en la que puede fijar carbono por la via Wood-Ljungdahl
(Hentschel et al., 2012; Mohamed et al., 2010; Schmitt et al., 2011). Estos eventos
de fijacion de carbono y transformacion a compuestos consumibles por la esponja
hospedera, ademas, se encuentran asociados a procesos de adhesion al sustrato,
liderados por un incremento en la produccién de transcritos para la produccion de
tetratricopéptidos y anquirinas, que son proteinas especificas usadas como
marcadores para reconocer a las bacterias del simbionte como microbiota propia de
la esponja y no ser degradadas por los amebocitos, que son las células encargadas
de la fagocitosis y degradacion de bacterias del cuerpo de agua y nutrientes
adquiridos (Webster & Taylor, 2012; Webster & Thomas, 2016). Estudios sobre la
microbiota de la esponja del caribe C. singaporensis y S. flabelliformis han
demostrado que la comunidad asociada provee la mayor cantidad de carbono
asimilable por la esponja, lo que fue medido mediante la deteccién y cuantificaciéon
de copias de los genes asociados a las importinas tipo ABC para D-xylosa, alfa-1,4-
digalactorunato, arabinosacéaridos y lactosas/L-arabinosa, entre otras, que son
producida poR bacterias heterotrofas del simbionte (Botté et al., 2019). Otros genes
expresados por la microbiota como los que codifican para enzimas que solubilizan
el material organico particulado (POM), interactia con la masa de agua filtrada
modificando la disponibilidad de Carbono, tanto para si misma, como para su
consorcio y el de la esponja y los organismos de orden superior asociados al nicho
(Azam & Malfatti, 2007).

Las Cyanobacterias, que en numerosos estudios ha demostrado una gran
abundancia dentro de la microbiota bacteriana , y que posee actividad fotosintética,
ha estado asociada con esponjas del caribe que dependen de estos organismos

para que recibir mas del 60% de la energia requerida para su supervivencia
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(Webster & Taylor, 2012). De esta forma, las Cyanobacterias proveen un
suplemento nutricional importante para el crecimiento y desarrollo de las esponjas.
El género Synechococcus ha sido catalogado como el mas influyente en el flujo de
carbono de las esponjas de la clase Desmospongiae, no sélo por su alta abundancia
sino por la gran cantidad de copias de transcritos asociadas al anabolismo de
carbohidratos (Botté et al., 2019; Simister et al., 2012). Estas bacterias simbiontes
ademas de participar en el metabolismo del carbono, juega un papel importante en
la fijacién del nitrégeno y en la defensa del tejido de la esponja, produciendo un
biofilm en la superficie y el mesohilo del individuo que actia como aislante al dafio
de los rayos UV (Konstantinou et al., 2018).

Se ha reportado que dentro de la comunidad simbiote de algunas esponjas marinas
de la familia Pachastrellidae se encuentran especies bacterianas con perfil
tioautotrofico, en el que las bacterias pueden asimilar sulfitos e incorporarlos en vias
de metabolismo energético. Algunos géneros representantes son Bathymodiolus sp
y Methilobacter sp. (Nishijima et al., 2010; Webster & Taylor, 2012)

Las descripciones antes mencionadas son muestra de la gran variedad de
microrganismos y vias metabdlicas activas en ellos que participan activamente en
la fijacion y transformacién del carbono que sirve de sustrato propio, para el
consorcio y para la esponja hospedera.

Asimilacién de Nitrégeno: Las bacterias asociadas a las esponjas marinas han
demostrado una alta capacidad en la fijacion, asimilacién y transformacion de
Nitrégeno, a fin de disponibilizarlo para la comunidad bacteriana y la esponja
hospedera (de Voogd et al.,2015; Schmitt et al., 2011).

Las comunidades bacterianas presentan numerosas vias de participacion en el ciclo
del nitrégeno como lo es la via ANAMMOX (o degradacion anaerdbica del amonio),
con los Planctomycetales como filo representativo; denitrificacién, con los filos
Proteobacteria, Actinobacteria, Firmicutes, Bacteroidetes, Aquificae, como
representantes de este proceso metabolico; fijacion de nitrdgeno, nitrificacion,
asimilacion, reduccion y mineralizacion de amonio, con el filo Nitrospira,
caracterizado en numerosos estudios como el filo mas relevante en el metabolismo

del nitrégeno para varias especies de poriferos, incluido el género Aplysinia
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(Hoffmann et al., 2009; Reveillaud et al., 2014); las cuales complejizan las
interacciones de la microbiota, incrementando el nimero de especies bacterianas
asociadas y la dependencia de las mismas para la consolidacion y mantenimiento
del holobionte (Hoffmann et al., 2009).

Estudios dirigidos a la deteccién y cuantificacion de genes involucrados en enzimas
usadas en la fijacién del nitrogeno como nifH (que codifica para una subunidad
nitrogenasa) en esponjas de la clase Desmospongiae como Ircinia strobilina y
Mycale laxissimai, demostraron que la principal participacién est4 asociada los filos
Cyanobacteria, Proteobacteria y Verrucomicrobia (Li, 2019; Mohamed et al., 2010).
Para el caso de Xestospongia muta, una esponja ampliamente descrita, los analisis
metatranscriptomicos han encontrado que tal y como los anteriores resultados
quienes participan activamente en la fijacion del nitrdgeno son las bacterias del filo
Cyanobacteria, Cloroflexi, Proteobacteria y Actinobacteria (Fiore et al., 2015),
aungue existen investigaciones que suman a la lista de bacterias fijadoras de
nitrogeno la clase Flavobacteria (de Voogd et al., 2015).

Otros reportes en la caracterizacion del metabolismo del nitrégeno asociado a la
microbiota de los poriferos, describen comunidades bacterianas que metabolizan
los productos de desecho de las esponjas, principalmente, asimilando el amonio a
través de la via GS-GOGAT, que involucra a la glutamin-sintasa y a la
aminotransferasa oxoglutarato (Hentschel et al., 2012; Thomas et al., 2016).
Ademéas de las vias antes mencionadas, se han caracterizado comunidades
bacterianas asociadas a esponjas, que pueden metabolizar la Urea (principal
componente de desecho de animales pertenecientes al nicho coralino),
convirtiéndose en una fuente alternativa de nitrégeno, en escases de otras fuentes
del mismo (Webster & Taylor, 2012).

Las caracterizaciones metabdlicas y taxondmicas de las comunidades asociadas a
esponjas marinas han permitido describir los procesos activos para el metabolismo
y ciclo de elementos esenciales como el nitrégeno, que va desde la obtencion de
este nutriente gracias al proceso de filtrado, hasta el aprovechamiento de productos
de excrecion de la esponja y otros organismos eucariotas asociados, lo que

demuestra que la comunidad bacteriana puede articularse en todos los niveles del
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ciclo del nitrégeno, aprovechando los sustratos de cada nivel (Hoffmann et al., 2009;
Mohamed et al., 2010; Webster & Taylor, 2012).

Aunque la participacion de las comunidades bacterianas en la asimilacion del
nitrégeno es muy activa y dindmica, la contribucion de éstas y de la esponja al ciclo
del nitrdgeno del ecosistema arrecifal no es significativa en &reas del caribe, pero si
lo es en otras regiones geograficas como en el hemisferio sur y los polos (Gilan et
al, 2004; Hoffmann et al., 2009; Webster & Taylor, 2012).

La composicién y estructura que desarrollen las comunidades bacterianas del
holobionte, definen en gran medida las interacciones ecoldgicas entre los individuos
de esponja y el nicho en el que viven. Por tanto, resulta de interés la caracterizacion
de estas comunidades, que proveen no sélo informacion de las especies
bacterianas asociadas, sino de los procesos complejos que podrian estar realizando
en su interior, que pueden suponerse tras el conocimiento del perfil bioquimico
reportado para las especies encontradas (Hentschel et al., 2003; Wulff, 2001).
Multiples estudios han usado técnicas de secuenciacion de Ultima generacion para
la determinacién de las especies bacterianas del holobionte de las esponjas,
encontrando que en general y sin distincion de especie, se asientan en abundancia
flos como Chloroflexi, Cyanobacteria, Actinobacteria y Proteobacteria
(Principalmente Alfa y Delta-Proteobacteria)(Schmitt et al., 2011; Siegl et al., 2011;
Simister et al., 2012; Thomas et al., 2016). En estudios descriptivos aplicados a
especies particulares de esponjas, se ha propuesto que las comunidades
bacterianas son especificas de cada genero de porifero (incluso de cada especie),
encontrando, por ejemplo, que especies de esponjas del género Hexadella 'y Mycale
comparten una composicion de microbiota Unica de ese grupo taxondémico
(Reveillaud et al., 2014); y especies como Ircinia ramosa posee una microbiota
bacteriana que difiere significativamente del resto de las especies de su género
(Webster et al., 2010).

Ademas de la especificidad de las comunidades bacterianas por género o especie
de esponjas, se ha estudiado un filo candidato Poribacteria reportado Unicamente

para ese taxén animal (Thomas et al., 2016). El filo Poribacteria fue propuesto en el
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aflo 2004 por Fieseler y colaboradores, como un nivel taxonémico que agrupa
bacterias cercanas a los filos Planctomycetes, Verrucomicrobia y Chlamydia, pero
gue presentan menos del <75% de similitud con estos grupos y solo se encuentran
asociados a tejido de esponja marina, descritos por microscopia electronica como
células bacterianas asociadas a cuerpos nucleares (compartimientos nucleados que
permiten el ingreso y almacenamiento de bacterias), descritos Unicamente para el
filo Planctomycetes (Fieseler et al., 2004; Siegl et al., 2011; Webster & Taylor, 2012).
Tal como se describié anteriormente, las bacterias identificadas dentro del filo
Poribacteria participan activamente dentro del holobionte en el metabolismo del
carbono y el nitrogeno (Mohamed et al., 2010), y al tener relaciones fisicas y
fisiol6gicas tan estrechas, demuestran que este filo, tal como los otros participantes
en el holobionte, co-evolucionan con las esponjas, se transmiten de forma vertical y
generan asociaciones particulares con cada individuo, respondiendo a las presiones
ambientales a lo largo de la vida del porifero (Taylor et al., 2007a; Webster &
Thomas, 2016).

El género de poriferos Xestospongia se ha descrito en numerosas investigaciones
dado el impacto que ha tenido en el descubrimiento de metabolitos secundarios con
potencial biotecnolégico. Por ejemplo, de la especie X. testudinaria se encontraron
péptidos citotdxicos producidos por la comunidad bacteriana simbionte que
mostraron una alta toxicidad en cultivos de células de céncer cervical
(HeLa)(Sathiyanarayanan et al., 2017). Para el género Xestospongia se ha
reportado una alta diversidad y dominancia asociada al filo Cloroflexi, seguido del
filo Cyanobacteria y Nitrospira (Hentschel et al., 2012), reportado en numerosas
ocasiones especificamente para las especies X. muta y X. testudinaria (de Voogd
et al., 2015; Fiore et al., 2015; Lee et al., 2011) Los filos con perfil heterotréfico mas
abundantes en las comunidades bacterianas asociadas a Xestospongia son
Aquificiae, Proteobacteria (donde delta y gamma- proteobacterias son dominantes,
y en menor medida, alfa y beta-proteobacteria) y Actinobacteria. Los filos menos
dominantes son Firmicutes (representado principalmente por las clases Bacilli,

Negativicutes y Clostridia), Acidobacteria y Bacterioidetes, con una muy baja
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abundancia, para todos los reportes encontrados (de Voogd et al., 2015; Fiore et
al., 2015; Hentschel et al., 2001). Para este género también se ha reportado la
presencia del filo Poribacteria, sin embargo, estos reportes se han hecho con una
baja riqueza y abundancia en las muestras analizadas; resultados similares a los
encontrados para el género Aplysina, aunque los reportes de abundancia y riqueza
son incluso mas bajos que los reportados para Xestospongia (Fieseler et al., 2004;
Simister et al., 2012; Slaby et al., 2017), demostrando que aunque es un filo
candidato propio de los poriferos, no es dominante en la comunidad bacteriana y se
reportan pocas especies asociadas (Webster & Taylor, 2012).

Para el género Aplysina se han descrito comunidades bacterianas en las que
participa el filo Poribacteria, pero, comparado con géneros de esponja ampliamente
descritos como Xestospongia, Aplysina presenta la menor abundancia de bacterias
de este filo, asociada al holobionte (Slaby et al., 2017) . Al comparar distintas
especies de este género, se ha encontrado que las comunidades bacterianas son
muy similares entre especies testeadas (con cerca del 80% de similitud) (Hentschel
et al., 2003; Schmitt et al., 2011; Simister et al., 2012) y dominan principalmente el
filo Cloroflexi, Planctomycetes y del filo Proteobacteria, la clase delta-
proteobacteria; mientras que el filo Firmicutes, el filo Actinobacteria, el filo
Bacterioidetes y las clases beta y gamma-proteobacterias, se encuentran en baja
abundancia (Friedrich, et al., 2001; Pimentel-Elardo, et al., 2003; Thomas et al.,
2016). Sin embargo, un estudio realizado por Hardoim y colaboradores en el 2009
encontré que en Aplysina fulva, Firmicutes es uno de los filos dominantes (Hardoim
et al., 2009), lo que lleva a pensar que existen modificaciones a la composicion
bacteriana del simbionte que debe modularse por otros eventos distintos de la

pertenencia a un género de esponja especifico (Pawlik, 2011).

Dentro de los estudios realizados se analiz6 el nivel de riqueza de las comunidades
bacterianas asociadas a los géneros Aplysina y Xestospongia, reportando que la
especie X. bocatorensis posee una menor rigueza en su comunidad bacteriana

asociada, mientras A. fulva y A. cauliformis poseen un indice inverso de Simpson-
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Gini alto, que traduce en una alta riqueza y equitabilidad de especies, por tanto una
diversidad compleja en la comunidad bacteriana simbionte (Easson & Thacker,
2014; Thomas et al., 2016). Ademas, reportes de comparacion entre comunidades
de diferentes esponjas arrojaron que, tal como se mencioné antes, el género
Aplysina tiene comunidades muy similares entre las especies de porifero de este
grupo taxondémico, mientras Xestospongia posee similitud entre comunidades

bacterianas de menos del 60% (Thomas et al., 2016).

Para el género de esponjas Desmapsamma no se encuentran reportes detallados
sobre la composicién de la comunidad bacteriana simbionte. Sin embargo, se han
realizado aproximaciones donde se reporta presencia de Actinobacterias (aunque
sin descripcion de niveles taxondémicos inferiores) (Liu, Lai, & Shao, 2019).
Adicionalmente, se han realizado ensayos de cultivo de esponjas de este género,
encontrando que cerca de 48h después de la siembra del individuo en el acuario,
éste empieza procesos de degradacion y necrosis del tejido que aceleran hasta
alcanzar la muerte del animal en 72h (Wanick & Cunha, 2015). Los autores
especulan que este organismo, al encontrarse no solo en arrecifes coralinos sino
asociados a zonas de manglar (creciendo en la superficie de las raices sumergidas
de Rizophora mangle), posee requerimientos fisiolégicos muy especificos para
ambos nichos, donde depende estrechamente no sélo de los nutrientes asociados
al cuerpo de agua que pueden estar disponibles en el cultivo, sino también de las
condiciones fisicoquimicas, que incluyen el cambio de salinidad del agua, el
intercambio de microbiota asociada a la columna de agua y al sustrato donde esta
esponja crece; de tal forma que en ausencia de esas relaciones ecoldgicas, tanto el
porifero como la microbiota asociada entran en estrés, desestabilizando la
homeostasis del simbionte y provocando la muerte (Hunting et al., 2013; Wanick &
Cunha, 2015). De este género también se reporta la produccién de sustancias
inhibidoras del fouling, que no se han caracterizado a la fecha, sin reconocer si son
producto del metabolismo del porifero o de la comunidad bacteriana simbionte
(Ribeiro et al., 2013).
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Aunqgue la mayor contribucion de las comunidades bacterianas al holobionte de los
poriferos esta asociado a la asimilacion del carbono y el nitrogeno (Bell, 2008; Taylor
et al., 2007a; Webster & Taylor, 2012), las bacterias asociadas también cumplen
funciones de defensa del holobionte mediante procesos de comunicacion
bacteriana y produccién de sustancias antagonicas o inhibidoras de Quorum
Sensing que modulan, promueven o evitan el asentamiento de otros organismos de
todos los reinos, seleccionando los participantes del micronicho y coordinando la
manifestacion de fenotipos sociales que contribuyen a la homeostasis del
holobionte, evitando paréasitos, formacion de biofouling o proliferacion de
enfermedades (Cebrian et al., 2011; Pawlik, 2011; Thurber et al., 2009).

Cuando se produce un cambio sobre la comunidad bacteriana establecida en un
individuo de esponja sano, muchos microrganismos que se encontraban limitados
encuentran la forma de proliferar sin la presion que la comunidad ejercia sobre ella,
promoviendo con esto un aumento en la abundancia de esa poblacion particular
junto con la consecuente produccion de metabolitos secundarios asociados que
pueden deteriorar al simbionte, o llamar a nuevas bacterias causantes de
patologias. Un ejemplo de esto es el reporte para la especie Geodia barretti, donde
en un estado saludable, los filos dominantes de la comunidad bacteriana asociada
son Proteobacteria (Particularmente Gamma-proteobacterias), Thaumarchaeota,
Acidobacterias y Poribacterias, mientras que en estado de enfermedad los filos mas
abundantes son Firmicutes, Bacterioidetes y del filo Proteobacteria la clase Delta-
proteobacteria, que promueven la decoloracion y degradacion del tejido del porifero,
junto con el aumento en la formacién de biofouling (Luter et al., 2017).

Otro ejemplo en el cual un cambio en la composicidon de la microbiota altera la
integridad de la esponja hospedera, es el reportado para la especie Lubomirskia
baicalensis, donde existe un cambio en la composicién de la microbiota y en estado
de enfermedad aumenta draméticamente la abundancia del filo Cyanobacteria y
Verrucomicrobia, mientras decrece la abundancia de los filos Bacterioidetes,
Actinobacteria, Planctomycetes y Proteobacteria (sin especificidad en la clase que
se reduce en la patologia) (Denikina et al., 2016). El cambio en la composicion de

la comunidad simbionte no se da Unicamente en la diferencia de abundancia en los
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filos antes descritos, sino que es acomparfado por una reduccion significativa de la
diversidad de especies asociadas, haciendo que la comunidad se homogenice y
primen poblaciones que producen en el tejido una pigmentacion rosada anormal,
seguida de una supresion en el numero de algas asociadas, para concluir con la
necrosis del tejido y muerte del animal (Denikina et al., 2016).

En el caso de Agelas tubulata, en estado de salud los filos dominantes son
Proteobacteria, Thaumarchaeota y Chloroflexi mientras en estado de enfermedad,
estos se reducen draméticamente mientras incrementa la abundancia de los filos
Proteobacteria (particularmente el orden Rhodobacterales, Sphingomonadales y la
familia Ectothiorhodospiraceae), promoviendo la pérdida de tejido de espongina,
dejando expuesto un cumulo de fibras organicas retenidas en un enramado de
espiculas expuestas (Deignan, Pawlik, & Erwin, 2018; Deignan & Pawlik, 2016).
Comparando las enfermedades asociadas a esponjas producto de un cambio en la
composicidon de la microbiota simbionte, es claro que no existe un cambio predecible
durante los eventos de enfermedad que permita identificar un agente etiol6gico
especifico, y que en cambio, demuestra que el proceso de enfermedad se encuentra
asociado a las condiciones del contexto en el que la comunidad bacteriana se
desestabiliza, que involucra entre otros efectos, el aumento de la temperatura del
océano, la eutrofizacién del cuerpo de agua y el aumento de salinidad (Cebrian et
al., 2011, Deignan et al., 2018; Denikina et al., 2016; Luter et al., 2017).

4.4 QUORUM SENSING

El Quorum Sensing (QS), es el mecanismo por el cual una comunidad bacteriana
regula su expresion genética en respuesta a un aumento en la densidad celular,
mediante el uso de una molécula sefal (Fuqua et al., 1994; Miller & Bassler, 2001;
Papenfort & Bassler, 2016). Con el QS, las poblaciones bacterianas se cohesionan
formando comunidades y adquieren complejidad conforme interpretan las sefales
quimicas, modulando el entorno conformado (Solano et al., 2014).

El QS puede dividirse en cuatro etapas: (1) se producen unas moléculas sefial por
parte las células bacterianas; (2) estas moléculas se liberan ya sea de forma activa

o pasiva hacia el medio circundante; (3) una vez las moléculas alcanzan una
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concentracion suficiente para ser detectadas por el total de la poblacion en el
ambiente (concentracion que es directamente proporcional a la densidad
poblacional), son reconocidas por receptores especificos de otras bacterias y de si
mismas.(4) Tras el reconocimiento de la molécula sefial se generan cambios en la
regulacion de la expresion genética (Bodelon et al., 2016; Leoni & Rampioni, 2018;
Papenfort & Bassler, 2016).

Los pasos anteriores contribuyen a la expresion de fendmenos tan llamativos como
la bioluminiscencia en el calamar Euprymna scolopes, que albergando en una
cavidad aislada a una poblacion bacteriana de Vibrio fischeri, promueve el QS
usando moléculas sefal tipo Acil Homoserin Lactonas (AHLS), sintetizadas por
sintasas de la familia Luxl, que una vez alcanzan la concentracion adecuada en el
espacio extracelular, difunden hacia el interior cada célula bacteriana y es detectada
por un receptor especifico que recibe el nombre de LuxR, que junto a la molécula
sefal se convierte en factor de transcripcion, promoviendo la expresion de los genes
de la bioluminiscencia (Dickschat, 2010). Este modelo, aunque sencillo, sirvié como
punto de partida para la descripcién de nuevos circuitos que activan otros fenotipos,
algunos asociados con la produccion de factores de virulencia, promocion de la
generacion y maduracion del biofilm y elaboracibn de algunos pigmentos
especificos como la violaceina (Mireille et al., 2015; Papenfort & Bassler, 2016;
Solano et al., 2014; Swift et al., 1993).

Salinispora arenicola y Salinispora pacifica, dos especies de actinobacterias
pertenecientes a esponjas del pacifico producen moléculas tipo 3-oxo-C12-AHL,
descritas tras la caracterizacibn con cromatografia liqguida y espectometria de
masas. Aproximaciones bioinformaticas demostraron que estas moléculas,
participan en un circuito de comunicacion bacteriana Luxl/LuxR, similar al descrito
para Vibrio fischeri (Bose et al., 2017).

A diferencia del modelo canénico asociado a bacterias Gram negativas donde la
molécula tipo AHL difunde de forma pasiva al interior de cada célula bacteriana; en
la comunicacion mediada por péptidos, existe un transporte activo dependiente de
proteinas que usan energia para el reconocimiento, transformacion y exportacion

de esos péptidos cortos que no difunden al interior de la célula, sino que son
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captados por otras proteinas receptoras o transportadoras, ancladas a la membrana
y pared celular de cada bacteria (Dickschat, 2010; Monnet, Juillard, & Gardan,
2016).

En el modelo candnico propuesto para los eventos estudiados en este grupo de
bacterias, la molécula sefal es producida como un péptido grande que luego de ser
clivado se cicla y se exporta mediante canales exportadores transmembranales tipo
ABC. Una vez fuera de la célula y alcanzando la concentracién umbral, la molécula
se adhiere a un receptor transmembranal que, tras la union de la molécula, realiza
un cambio en su estructura, promoviendo corriente abajo, eventos de fosforilacién
y defosforilacion que activan factores de transcripcion que encienden genes
importantes en el contexto de comunidad. En caso de que el péptido ingrese, lo
hace mediante una proteina transmembranal que reconoce esa secuencia y permite
su ingreso selectivo; y una vez dentro, es capaz de adherirse a un factor de
transcripcion particular que al activarse promueve la transcripcibn de genes
particulares necesarios para el consorcio (Monnet et al., 2016). Los dos modelos

canonicos se ilustran en la Figura 1. (pg.33)
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FIGURA 1. REPRESENTACION DE SISTEMAS CANONICOS DE QUORUM SENSING PARA BACTERIAS
GRAM NEGATIVAS Y GRAM POSITIVAS

A. Sistema candnico de QS en bacterias Gram negativas donde las AHLs son producidas por la sintetasa LuxI
y se difunden de forma pasiva a través de la membrana. Tras un aumento en la concentracion, estas moléculas
se unen al receptor LuxR, activandolo e iniciando la expresion de genes particulares. B. Sistema candnico de
QS en bacterias Gram positivas donde péptidos de cadena corta salen de la célula por medio de transportadores
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tipo ABC y en altas concentraciones se unen a un receptor transmembranal de dos componentes, activando un

factor de transcripcion que inicia la expresion de genes particulares. (Tomado de Cardenas, 2012)

Las moléculas sefial tipo Acil Homoserin Lactonas han sido ampliamente
estudiadas entorno a la descripcién del QS, especificamente en bacterias Gram
negativas, que son las que generalmente usan esta via de comunicacion, aunque
en los ultimos afos estudios han demostrado que bacterias Gram positivas (de las
que se han descrito en su mayoria comunicacion celular mediante péptidos cortos)
también producen y se comunican mediante este tipo de moléculas (Biswa & Doble,
2013; Pillai et al., 2017; Steindler & Venturi, 2007). La primera evidencia de la
produccion in situ de AHLs por bacterias asociadas a esponjas marinas fue
reportada en Roseobacter ruegeria, una Alfa-Proteobacteria aislada del porifero
Cymbastela concéntrica. Los autores sugirieron que la presencia de AHLs puede
estar implicada en la colonizacién de estas y otras bacterias sobre la superficie de
la esponja (Taylor et al., 2004).

Se han desarrollado varias herramientas para la deteccion de moléculas sefial como
los biosensores, que son bacterias modificadas genéticamente para detectar las
sefiales de QS (generalmente detectando moléculas tipo AHL), y manifestar un
fenotipo visible en respuesta, sin tener la capacidad de producir estas moléculas
(Kumar et al., 2017; Steindler & Venturi, 2007). Con los biosensores bacterianos,
multiples estudios sobre bacterias asociadas a simbiontes marinos han reportado la
produccién de moléculas sefial que estan interviniendo en la comunicacion de esas
bacterias con su consorcio. Por ejemplo, Mohamed y colaboradores reportaron que
algunas especies bacterianas asociadas a las esponjas Mycale laxissima e Ircinia
strobilina producen moléculas sefial tipo AHLs, reportadas por los biosensores CV-
AHL (Homologo al biosensor CV026); At-AHL (Homodlogo a pZLR12) y Sm-AHL
Sinorhizobium meliloti, con rango de deteccién de AHLs con cadena C16 a la C20
(Mohamed, et al., 2008). Dentro de los géneros descritos se encontré Vibrio sp.,
Silicibacter sp., Pseudovibrio sp. y Erythrobacter sp., todos pertenecientes al filo
Proteobacteria, que producen AHLs con cadenas laterales que se extienden desde
6 a 20 carbonos (Mohamed et al., 2008).
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Un estudio realizado por Mangano y colaboradores en esponjas marinas de la
region polar (que posee mas del 80% de la diversidad de esponjas del planeta),
reportd6 especies bacterianas cultivables asociadas a los géneros
Pseudoalteromonas sp., Roseobacter sp, Vibrio sp. y Shewanella sp. con actividad
QS mediada por moléculas tipo AHLs de cadena entre 6 y 12 carbonos en su cadena
lateral radical (Mangano et al., 2018).

Durante los ultimos afios estos fendmenos de comunicacion celular que promueven
la estructuracion las comunidades bacterianas, se ha convertido en tdpico de interés
entre los investigadores de la ecologia microbiana marina, quienes han reconocido
la complejidad detras de los procesos de interaccion celular que pueden estar
promoviendo el bienestar de organismos marinos tan fragiles como las esponjas y
los corales, asi como pueden ser responsables del inicio y propagacion de
enfermedades y la produccion de biofouling en esponjas (Cebrian et al., 2011;
Flemming & Wingender, 2010; Harder et al., 2012; Solano et al., 2014; Tait et al.,
2005; Wahl et al., 2012; Wheeler et al., 2006; Whiteley, Lee, & Greenberg, 1999),
por tanto, esos primeros reportes de actividad QS en simbiontes bacterianos
asociados a esponjas, adquieren un gran valor pues ademas de determinar que
esos fenomenos de comunicacion existen dentro del holobionte, ofrecen nuevos
campos de estudio donde se pueden describir los eventos dependientes del QS y
las relaciones bacterianas que complejiza.

Por ejemplo, las sefiales de QS, que resultan ser diversas y varian de acuerdo con
la especie bacteriana, desempefian un papel importante en la interaccion ecoldgica
entre las bacterias y su hospedero eucariota, incluso determinando fenémenos de
asentamiento y desarrollo de organismos de orden superior. Un ejemplo de este
fenémeno fue reportado por Franco y colaboradores, donde encontraron que sobre
la concha del cangrejo Pagurus longicarpus, existen bacterias cultivables que se
comunican via AHL. La produccion de estas moléculas no sélo esta involucrada en
la comunicacion entre bacterias, sino que participa en la sefalizacion de
asentamiento y promocion de la metamorfosis de las larvas del cnidario Hydractinia
symbiolongicarpus que habitan en la superficie de la concha (Franco, Cadavid,

Arévalo-ferro, 2019). Estos eventos de sensibilidad de los eucariotas a la produccion
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de moléculas de sefializacion bacteriana no han sido descritos para las esponjas
hasta la fecha.

Los microrganismos también son sensibles a la produccion de sustancias por parte
de algas, corales y esponjas, que buscan promover o inhibir el asentamiento de
ciertas especies de bacterias benéficas para el organismo hospedero. Por ejemplo,
el alga verde Ulva australis utiliza sefiales de Acil- Homoserin Lactona (AHL) para
promover el asentamiento en su superficie de bacterias como Pseudalteromonas
tunicata y Roseobacter gallaeciensis que, al establecerse y formar biofilm, evitan el
asentamiento y desarrollo de otras bacterias, posiblemente nocivas para el alga
(Burke et al., 2011; Mieszkin, Callow, & Callow, 2013; Rao, Webb, & Kjelleberg,
2006). Otro ejemplo es el alga roja Delisea pulchra, que produce una furanona
halogenada que imita a las AHLs. Este compuesto bloquea la comunicacion
bacteriana inhibiendo el asentamiento y desarrollo de bacterias dependientes de
este tipo de interaccion, que pueden ser contaminantes para la macroalga (Defoirdt,
Brackman, & Coenye, 2013; Harder et al., 2012; Sandy et al., 2011).

Se ha reportado que géneros de esponjas marinas como Agelas sp., Aplysina sp. y
Ectyoblasia sp. producen sustancias que promueven la adhesion y generacién de
biofilm de Vibrio harveyi, mediante moléculas descritas como Esceptrina, Oroidina
Aeroplysinina-1, Formosida, y Amfitoxina etc., donde esta ultima molécula produce
un efecto mayor de adhesion de las bacterias, sobre el resto de moléculas
relacionadas (Kelly et al., 2003). Este es un Unico reporte a la fecha de la forma en
gue las esponjas pueden propiciar el acercamiento y fijacion de bacterias benéficas
para el consorcio bacteriano asociado. Ademas, algunas esponjas sintetizan
sesterterpenos que actlia como antifouling, inhibiendo el QS. Asi, las esponjas
pueden interferir en la comunicacion bacteriana como método para modular la
formacion de incrustaciones en su superficie (Quévrain & Domart-coulon, 2014).

El Quorum Sensing, al proveer los mecanismos necesarios para la comunicacion y
promocioén de comportamientos sociales dentro del consorcio bacteriano, permite
que dentro de la comunidad se desarrollen procesos de regulacion de asentamiento
y proliferacion de nuevos participantes o de bacterias ya presentes, ademas de

complejizar, jerarquizar y producir vias de dependencia entre algunos participantes
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del consorcio (Rice et al., 2008; Zimmer et al., 2014). Por todo lo anterior, la
informacion obtenida de los participantes en el consorcio, su papel metabdlico y de
regulacion dentro de él, asi como las vias de comunicacion usadas para sus
interacciones sociales, contribuye significativamente a la comprension de la
complejidad de las comunidades bacterianas y permite establecer eventos sociales
gue enriquecen algunos modelos bioldgicos que pueden predecir el comportamiento
de la comunidad frente a distintas modificaciones del entorno o en respuesta a
presiones ambientales (Berry et al., 2017; Wang,et al., 2018).

En la actualidad, aunque existen reportes del cambio en la composicion de la
comunidad simbionte asociado a esponjas marinas de diferentes latitudes, en
diferentes estados de desarrollo y en estados de enfermedad, y se han hecho
investigaciones en torno a la produccion de moléculas sefial y metabolitos
secundarios como inhibidores o promotores de la formacion de biofilm, asi como
sustancias antagonicas de interés farmacolégico e industrial; no existen
aproximaciones donde converjan estas cualidades metabdlicas como elementos
asociados a una comunidad bacteriana compleja que puede usar estas moléculas

con actividad como herramientas de modulaciéon y manutencién del holobionte.

4.1 ESPONJAS MARINAS

Las esponjas marinas se encuentran reportadas como los animales multicelulares
mas primitivos, con un registro fésil que data de hace aproximadamente 600
millones de afos, desde tiempos del precambrico (Li et al., 2017). El filo Porifera,
grupo taxonomico al que pertenece este organismo sésil, hace parte de las
comunidades benténicas marinas, distribuyéndose en habitats templados,
tropicales y polares; en este ultimo, las esponjas pueden ocupar mas del 80% de la
superficie marina disponible (Abdelmohsen et al., 2014; Zhang et al., 2011).

Las esponjas marinas tienen un cuerpo simple que ha permanecido sin cambios
significativos durante toda su evolucion. Al interior, las esponjas poseen una red
compleja de conductos y camaras cubiertos por una capa interna de células
llamadas coanocitos: células flageladas encargadas del transporte del agua hacia

el interior de la esponja y de la captura del alimento durante el movimiento del
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liquido. En el sistema de camaras y conductos se encuentra un gran numero de
microrganismos procariotas y eucariota que conviven en simbiosis con este
hospedero ayudando a la captura y asimilacion de nutrientes (Thomas et al., 2016).
El proceso de filtracion en la esponja suministra oxigeno a las células propias del
animal y a los microrganismos simbiontes, facilitando ademas la eliminacion de
toxicos y desechos propios y de la comunidad microbiana asociada, asi como la
liberacion y dispersion de los gametos de la esponja. El sistema de conductos y
camaras ciliadas permite que la esponja filtre su propio volumen en agua marina
cada cinco segundos (Dudley-evans et al., 2012; Muller, 2009; Zhang et al., 2011).
Las esponjas marinas, en regiones calidas como el caribe colombiano, tienen la
capacidad de erosionar las estructuras coralinas y esa funcion es, probablemente,
la primera descrita como rol funcional en los ecosistemas en que habitan (Bell,
2008). Durante el proceso de erosion, las esponjas procesan las estructuras
carbonatadas sélidas en pequefios fragmentos que constituyen el sedimento, y la
produccion de estas particulas afecta la integridad de la estructura del coral. Aunque
pareciera una actividad contraproducente, mantener el balance entre la erosion y el
crecimiento de los esqueletos coralinos es crucial para el desarrollo y la
sustentabilidad del ecosistema de arrecife (Bell, 2008; Stubler et al., 2015). Su
actividad erosiva es casi insignificante en regiones templadas y polares, y la tasa en
que realiza esta funcién depende de factores como la disponibilidad de nutrientes,
abundancia de alimento, tipo de sustrato y la fisiologia de la esponja (Bell, 2008).
Ward-Paige y colaboradores mostraron que un factor que incrementa la actividad
erosiva de las esponjas esta directamente asociado con la eutrofizacion de las
aguas, producto de la actividad humana en las costas, o que en consecuencia
afecta el balance de erosion-crecimiento antes mencionado (Stubler et al., 2015;
Ward-Paige et al., 2005).

El filo porifera tiene, ademas, el rol de incrementar la supervivencia de los corales
en los arrecifes del Caribe ya que se encargan de reunir fragmentos calcareos y
consolidarlos al sustrato inicial, lo que contribuye a aumentar la tasa de crecimiento
del arrecife. Estudios demostraron que la supervivencia del coral aumenta en un

orden de magnitud dada la presencia de esponjas, comparado con regiones
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desprovistas de estas; alli, las esponjas contribuyen a la formacion del sustrato
donde mas adelante se asentaran y desarrollarian corales del género Porites (Bell,
2008; Gonzalez-Rivero et al., 2011).

Dado el gran volumen de agua que es filtrada constantemente por las esponjas,
restando oxigeno y nutrientes de la columna de agua tales como la silice y el
nitrogeno, estos organismos seésiles alteran significativamente el ecosistema
pelagico diezmando los afloramientos de fitoplancton dada la reduccién en la
disponibilidad de nutrientes, modificando la actividad en general del ciclo del
carbono (Peterson et al., 2006).

En los arrecifes coralinos, los nutrientes como el nitrdgeno son escasos y forman
agregados con la materia particulada o disuelta en el cuerpo de agua, haciendo que
su disponibilidad sea reducida. Para que el nitrégeno, en sus formas N2, NO y NHs,
se encuentre disponible para los organismos del arrecife, debe ser transformado
en formas de nitrogeno asimilables como el NH4+, NOs- y NO2-, proceso que es
ejecutado principalmente por microorganismos como las Cyanobacterias, las
bacterias fijadoras de nitrogeno, las bacterias nitrificadoras y denitrificadoras y las
bacterias y archeas oxidadoras de amonio que, asociadas al tejido de la esponja,
son encargadas de poner a disposicion este nutriente tanto para los organismos
vecinos como a la esponja misma. (Mohamed et al., 2010; Ribes & Jimenez, 2011,
Webster & Thomas, 2016).

Todos los procesos de intercambio de nutrientes y oxigenacion se encuentran
relacionados directamente con la actividad metabdlica tanto de la esponja como de
la comunidad microbiana simbionte, que, en interaccidon, potencian y complejizan
los eventos de nutricién indispensables para la sustentabilidad de los ecosistemas
coralinos, a los que los porifera pertenecen en su gran mayoria. Asi, la existencia
de estas relaciones constituyen un componente vital para la conservacion de los
ecosistemas coralinos (Reveillaud et al., 2014; Webster & Thomas, 2016).

Se han descrito mas de 8500 especies pertenecientes este Filo Porifera de las que
varias del género Aplysina, Amphimedon y Desmapsamma han sido investigadas
para la obtencion de nuevos productos naturales, para la descripcion de las

comunidades microbianas simbiontes y en busqueda del conocimiento de su
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actividad inmune y su papel en los ecosistemas marinos (Abdelmohsen et al., 2014;
Bell, 2008; Hentschel et al., 2012; Hunting et al., 2013; Quévrain & Domart-coulon,
2014; Zhang et al., 2011). Este interés radica en la capacidad que tienen las
esponjas y sus comunidades bacterianas asociadas de sintetizar y/o acumular
metabolitos secundarios: sustancias usadas en la defensa quimica y en la
comunicacion celular propia y con microrganismos huéspedes para garantizar su
supervivencia y la de sus simbiontes, modulando la adhesion y proliferacion de
nuevos organismos en su superficie (Leyton et al., 2017; Slaby et al., 2017). De las
25000 moléculas con propiedades bioactivas de origen marino que han sido
identificadas, una tercera parte corresponde a sustancias extraidas de este filo
animal (Quévrain & Domart-coulon, 2014). Dentro de las funciones de estas
moléculas se incluye la defensa contra depredadores, competidores, organismos
incrustantes y microrganismos (Taylor et al., 2007a).

Aunqgue la produccién de metabolitos secundarios producidos por los porifera esta
destinada a controlar relaciones entre los microrganismos simbiontes, la esponja
hospedera y el contexto ecoldgico en general, estos compuestos se han investigado
con posibles oportunidades de bioprospeccién, a fin de -caracterizarlas y
disponibilizarlas con objetivos de interés econdmico, clinico e industrial. Por
ejemplo, de las esponjas pertenecientes a la familia Alysinellidae, donde se
encuentran géneros representativos como Suberea y Aplysina, se han reportado
alcaloides simples y poliarométicos, compuestos halogenados y terpenoides con
actividades bioldgicas conocidas, como la inhibicién de enzimas, efectos oncoliticos
y citotéxicos y actividad antibacterial y antifingica, entre otras (Shaala, et al., 2015).
Reverter y colaboradores, en el 2015, caracterizaron dienonas producidas por
esponjas del género Aplysina, determinando ademas que la mayor produccion de
este compuesto se da en estados de estrés del organismo, generalmente por el
aumento de temperatura del agua, aunque se ha caracterizado como elemento de
defensa quimica (Reverter, et al., 2016). Las dienonas aisladas de esponjas han
sido caracterizadas como sustancias citotdxicas, antifungico y productoras de
apoptosis en células de cancer de seno (Castro et al., 2019; Lam, Cadelis, & Copp,

2017; Robles-Escajeda et al., 2016). Del género de esponjas Xestospongia, se han
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reportado metabolitos producidos por los poriferos de este grupo taxonémico como
alcaloides tipo isoquinolinequinonas con actividad citotoxica y antitumoral (Huang et
al., 2016).

La importancia del papel ecoldgico que desempefian los poriferos, la complejidad
de su microbiota simbionte y la bioprospeccién tras el estudio de los metabolitos
producidos por estos organismos, son topicos de gran interés por la comunidad
cientifica que hasta la fecha auna esfuerzos por comprender mucho mas las
relaciones ecoldgicas, bioquimicas y funcionales de estos organismos tan
importantes para la sostenibilidad de los ecosistemas coralinos, de los que depende
todo el complejo ecosistémico marino y la economia de comunidades costeras
(Allemand & Osborn, 2019; Cabral & Rollan, 2018; Topor, et al., 2019).

4.5 BIOFILM

El QS modula la expresion genética de las bacterias cuando estas se encuentran
en comunidad (Papenfort & Bassler, 2016), sincronizando la activacion de nuevas
rutas metabdlicas, la produccion de factores de virulencia, la transmision y recepcion
de elementos genéticos para la resistencia bacteriana y la formacion de estructuras
como los biofilms o biopeliculas (Zimmer et al., 2014). El biofilm es definido como
una comunidad estructurada de células bacterianas que se desarrolla en una matriz
de exopolisacaridos autoproducidos y que se encuentra adherida a una superficie
inerte o viva (Batista et al., 2018; Lee et al., 2016; Solano et al., 2014; Wahl et al.,
2012). Las bacterias pertenecientes a esta estructura encuentran ventaja en su
participacion dentro del biofilm sobre la vida planctonica, pues les permite aumentar
su recombinacién genética, su capacidad de defensa y les provee de un recurso
nutricional constante (Kim et al., 2009; Okutsu et al., 2016; Ritchie, 2006; Wahl et
al., 2012).

En la mayoria de los biofilms, los microrganismos representan menos del 10% del
peso seco, mientras que la matriz puede presentar mas del 90%. La matriz es el

material extracelular, producido por los propios microrganismos asociados a la
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estructura y se trata de un complejo de diferentes tipos de biopolimeros, conocidos
como sustancias poliméricas extracelulares o exopolisacéaridos (EPS), que forman
el andamiaje para la estructura tridimensional de la biopelicula. Estos EPS son
responsables de la adhesion a la superficie y de la cohesion entre el conglomerado
celular y el &rea de asentamiento (Flemming & Wingender, 2010; Kiran et al., 2018;
Wabhl et al., 2012).

La formacion de biofilm puede resumirse en cinco pasos que inician tras la deteccion
de las condiciones ambientales favorables para la formacion de esta estructura, por
parte de las bacterias planctdnicas circundantes (Dobretsov, Teplitski, & Paul, 2009;
Dufour, Leung, & Lévesque, 2012).

En un primer paso, las bacterias plancténicas que detectan una alta concentracion
de nutrientes en la superficie de alguna estructura inerte o en el tejido de un animal
o planta, se adhieren de forma reversible a la superficie, formando una monocapa
celular usando estructuras como proteinas de superficie, pilis, fimbrias o cilios. Tras
la adhesion inicial, el segundo paso consiste en fortalecer la unién de esas bacterias
al sustrato, haciendo que sea irreversible. En este paso, luego de la adhesién fuerte,
las bacterias inician su divisién celular y forman microcolonias. En un tercer paso,
la poblacion bacteriana inicia el proceso de maduracion, produciendo
exopolisacaridos que mas adelante constituird la matriz principal de la biopelicula;
aqui, ademas de la formacién de la matriz, las bacterias desarrollan crecimientos en
forma de setas que aumentaran el area de contacto con el cuerpo de agua donde
se encuentra sumergido, optimizando la incorporacién de nutrientes (Hou et al.,
2019). En el cuarto paso, la poblacion bacteriana se complejiza alun mas,
consolidando las colonias preexistentes, permitiendo el asentamiento de nuevos
individuos y promoviendo la diferenciacion celular asociado a perfiles fenotipicos
especializados en la asimilacién de nutrientes especificos para el consorcio, bajo el
contexto de temperatura y disponibilidad de oxigeno. En el quinto y dltimo paso, las
bacterias pertenecientes al biofilm ya maduro se reorganizan, formando canales y
orificios que potencian la captacion de nutrientes y otras moléculas asociadas al
censo del ambiente (Hou et al.,, 2019). En este nivel, las bacterias producen

sustancias que promueven o inhiben la adhesién de nuevas bacterias participantes,
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manteniendo asi la homeostasis del micronicho elaborado (Guillonneau et al.,
2018). En este paso, ademas, existe una exportacion de bacterias plantonicas con
perfiles metabdlicos fortalecidos por la comunidad de la que se desprenden,
teniendo ventaja sobre las presiones ambientales a las que se enfrente durante el
proceso de colonizacion, de tal forma que resista a antibioticos, toxinas y aproveche
nutrientes escasos que otros microrganismos del cuerpo de agua no metabolicen
(Toyofuku et al.,, 2016). Esta liberacion sucede cuando la concentracion de
nutrientes y oxigeno dentro del biofilm se reduce significativamente, generando
estados de estrés dentro de la comunidad que promueven la liberacion y busqueda
de nuevos nichos (Guillonneau et al., 2018; Hou et al., 2019). Durante el
establecimiento de los pasos cuatro y cinco, los eventos de comunicacion
bacteriana se complejizan y aumentan las concentraciones de moléculas sefal
involucradas en QS, tales como las AHLSs, péptidos sefiales, autoinductores, etc. Lo
anterior permite que la comunidad sincronice sus fenotipos que estan coordinados
con el metabolismo del hospedero para mantener la homeostasis del holobionte
(Pita et al., 2016). Un esquema general de estos pasos se ilustra en la Figura 2. (pg.
43)
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FIGURA 2. ESQUEMA GENERAL DE LA FORMACION DE BIOFILM Y EVENTOS TRASCENDENTALES
DURANTE SU DESARROLLO
(Tomado de Toyofuku et al., 2016)

El biofilm bacteriano es considerado como el paso fundamental para la formacion,

maduracién, sucesion y mantenimiento de las comunidades bacterianas asociadas
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a organismos marinos como esponjas y corales. En la estructura del biofilm, la
comunidad bacteriana desarrolla todo el arsenal de respuestas para la interaccion
entre el hospedero y el cuerpo de agua circundante, manteniendo la salud del
organismo tras el rechazo a ciertos organismos procariotas 0 eucariotas con
potencial patdgeno; sin embargo, ese consorcio es susceptible a modificaciones del
ambiente que promuevan el asentamiento y desarrollo de patdgenos oportunistas.
Por ejemplo, se ha reportado que la comunidad bacteriana asociada en biofilm a
octocorales del género Eunicea, Montastrea y Orbicella, mantiene la homeostasis
de los cnidarios y de sus algas zoosantelas asociadas, produciendo metabolitos
primordiales para su supervivencia. Sin embargo, tras eventos de aumento de
temperatura, eutrofizacion del cuerpo de agua y produccién de sulfuros, la
comunidad bacteriana se reorganiza y reestructura sus poblaciones especializadas,
dando paso a la proliferacion de organismos anaerobios que asfixian a cnidarios y
algas simbiontes, generando un ambiente alto en sulfuro y derivados, que atrae
nuevas bacterias degradadoras del tejido del octocoral que producen necrosis,
provocando la muerte del animal en cuestion de dias (Hadaidi et al., 2018). Esta
enfermedad nombrada “enfermedad de la banda negra” o BBD por sus siglas en
inglés, es un ejemplo en el que la comunidad asociada al biofilm que recubre a los
corales pétreos y con el que se desarrolla una simbiosis muy estrecha, puede sufrir
modificaciones que son promovidas por presiones ambientales y ponen en riesgo la
integridad del holobionte (Boyett, Bourne, & Willis, 2007; Hadaidi et al., 2018).

A pesar de que las bacterias inmersas en la biopelicula puede tener considerables
ventajas al pertenecer a esta estructura en términos de autoproteccion (que resulta
util para el desarrollo de sistemas de biorremediacion in situ) (Delauney et al., 2010;
Singh, Paul, & Jain, 2006; Vu et al. , 2009), las biopeliculas tienen grandes impactos
negativos en la economia mundial debido a que plantean graves problemas a nivel
industrial como la corrosion en las plantas de hidrocarburos (AlAbbas et al., 2013);
la promocion del biofouling en los navios del transporte maritimo (Schultz et al.,
2011), y la dificultad en el tratamiento de enfermedades en la salud publica y la
medicina, entre otros (Melander & Melander, 2015; Wolcott et al., 2012). Lo anterior

es consecuencia de que, en los biofilms, las bacterias adquieren mayor resistencia

44



a antibidticos y biocidas quimicos, gracias al altisimo intercambio genético y el
aumento de la produccion de metabolitos secundarios (Sayem et al., 2011).

Para el control de las biopeliculas en sistemas industriales se ha acudido a la
mitigacion del crecimiento microbiano mediante la aplicacion de sustancias
quimicas con accion biocida (Urzi et al., 2016). Sin embargo, es probable que las
biopeliculas evadan estas sustancias antimicrobianas por multiples mecanismos: 1.
La imposibilidad del agente para penetrar a profundidad toda la biopelicula; 2. Que
al menos una de las células del biofilm se encuentra en estado de latencia debido a
la limitacion de nutrientes; 3. Que al menos una de las células exprese un fenotipo
distinto como respuesta bioldgica a la formacion de la biopelicula (Sayem et al.,
2011). Este problema ha llevado al descubrimiento y desarrollo de compuestos
amigables con el medio ambiente que logren combatir y erradicar las biopeliculas,
y en la ultima década, se han reportado numerosos compuestos producidos por
organismos marinos 0 su microbiota asociada, que tienen efecto anti-biofilm
(Brackman & Coenye, 2015). Muchas son las formas de abordar la inhibicion de la
formacién de biofilm bacteriano, principalmente, se habia implementado el uso de
antibiéticos para la eliminacion de las poblaciones bacterianas asociadas, y este
proceso fracaso poco después dado que esa estructura bacteriana permite una alta
tasa de transmision horizontal de genes, promoviendo la resistencia a los
antibidticos tanto de la comunidad inmensa en los EPS, como de las células
persistentes adheridas a la superficie (Dobretsov et al., 2009; Wolcott et al., 2012).
Tras este evento, y reconociendo la importancia de los eventos de comunicaciéon
bacteriana como paso principal para la sincronizacion y complejidad de las
comunidades, los investigadores abordaron el proceso de eliminacion del biofilm
imposibilitando el QS, ya sea por la degradacion de la molécula sefal, la
competencia por el receptor con sustancias analogas y la degradacién tanto de la
sintasa como del receptor (Brackman & Coenye, 2015). Estos eventos de inhibicion
de la comunicacion bacteriana seran descritos mas adelante, sin embargo, es
necesario tenerlos en cuenta pues sin la posibilidad de comunicacion, el biofilm no

puede madurar y por tanto, los procesos de degradacion del sustrato artificial o
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tejido animal, no se producen (Romani, Guasch, & Balaguer, 2016; Sayem et al.,
2011).

Otra forma de inhibir la formacion de biofilm es mediante la desestabilizacion de la
matriz de exopolisacaridos mediante la produccion de enzimas degradadoras de
polisacaridos (como pectinas o celulasas), o la interaccion con nuevos compuestos
gue no permitan la estratificacion y la especializacion de la estructura en canales y
poros (Brackman & Coenye, 2015; Sayem et al., 2011; Thenmozhi et al., 2009).

La mayoria de los invertebrados marinos han desarrollado formas Unicas para
combatir a los patdégenos invasores, depredadores u otros competidores, a través
de la produccion de compuestos especificos que inhiben la comunicacién
bacteriana o QS, que buscan inhibir el asentamiento y propagacion de bacterias
patbgenas que alteres la integridad de su tejido superficial. Varios compuestos
naturales que son sintetizados por esponjas marinas 0 sus simbiontes, se estan
convirtiendo en fuentes potenciales de nuevos metabolitos y han sido seleccionados
para validar la actividad anti-biofilm (Sayem et al., 2011; Webster & Taylor, 2012).
En esponjas, por ejemplo, se han reportado numerosas moléculas inhibidoras del
biofilm bacteriano que no son bactericidas, producidas directamente por el individuo,
gue han sido categorizadas en dos grandes grupos: Terpenoides y derivados y
Pirrol-imidazoles (Dahms & Dobretsov, 2017; Stowe et al.,, 2011). La propiedad
inhibidora pero no bactericida resulta importante dado que, de esta forma, la esponja
mantiene su comunidad bacteriana asociada de la que depende para numerosos
procesos de nutricion y defensa, mientras inhibe el asentamiento y desarrollo de
bacterias patégenas o promotoras de biofouling. Estos compuestos, aunque tienen
una actividad ecoldgica puntual, han sido descritos con propiedades
anticancerigenas, antiinflamatorias, antibidtica sobre especies bacterianas
patdbgenas humanas y antifouling en superficies de navios. Moléculas como las
Manolidas, Secomanolidas y Neomanolidas, que son producidas por esponjas del
género Luffariela sp. han demostrado actividad anti-biofilm y actividad antibiotica
sobre Gram positivas, asociadas con patologias de esponjas (Cebrian et al., 2011,
Stowe et al., 2011).
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Bacterias cultivables aisladas de corales como Acropora digitifera, determinadas
como B. pumilus, B firmus, Vibrio natriegens y Halomonas salaria, producen
sustancias que inhiben la maduracién del biofilm de la especie Streptococcus
pyogenes, involucrada en infecciones intrahospitalarias (Thenmozhi, et al., 2009).
Dentro del consorcio bacteriano asociado a esponjas marinas, se ha reportado
actividad anti-biofilm por parte de exopolisacaridos producidos por aislamientos
identificados como Bacillus licheniformis, que actian de forma negativa sobre la
formacion de biopelicula de B. pumilus, B. cereus y B. subtilis bloqueando el
asentamiento, desarrollo y estratificacion de las biopeliculas de esas especies
bacterianas (Sayem et al., 2011). En otros estudios, se reporta también actividad
anti-biofilm por parte de exopolisacaridos producidos por bacterias del género
Vibrio, aisladas de macroalgas del género Laminaria (Jiang et al., 2011).

Las biopeliculas son una estructura fundamental para la generacion y maduracion
de las epibiosis marinas. Una vez el biofilm se encuentra maduro, la produccién y
secrecion de compuestos quimicos especificos, atraen organismos tales como
algas microscopicas, macroalgas y crustaceos entre otros eucariotas, para que esos
se asienten y desarrollen en su superficie, convirtiéndose no sélo en un sustrato de
adhesion sino promoviendo el intercambio de nutrientes y la recirculacién de los
mismos entre los microrganismos presentes, los eucariotas adheridos y el
hospedero (Delauney et al., 2010; Mdller et al., 2013). La descripcién de este

fenémeno y la participacion del biofilm sera descrita a continuacion.

4.6 BIOFOULING O EPIBIOSIS

El biofouling, definido como la fijacién vy acumulacion secuencial de
microrganismos, algas y animales sobre las superficies sumergidas (incluyendo
hospederos como esponjas y corales) (Quévrain & Domart-coulon, 2014), es un
proceso muy comun y natural que resulta de la competencia por espacio y nutrientes
por parte de poblaciones de procariotas y eucariotas sumergidas en cuerpos de
agua naturales (Batista et al., 2018; Mdller et al., 2013), particularmente en el mar,
donde estas relaciones son mucho mas comunes y especialmente mas fuertes
(Holliday et al., 2006).
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Cuando una estructura se sumerge en agua de mar, se cubre rapidamente por

incrustaciones de organismos marinos (Muller, 2013). En ambientes marinos, mas

de 4000 especies han sido relacionadas con la capacidad de adherirse y formar

biofouling (Fitridge et al., 2012). Los organismos pueden ser clasificados de acuerdo

con su tamafo: Microfoulers (Microrganismos) y Macrofoulers (Macrorganismos)
(Dahms & Dobretsov, 2017; Taylor et al., 2007b).

El fenomeno de biofouling se da en varias etapas, esquematizadas en la Figura 3.
(pg.49) (Delauney et al., 2010; Mieszkin et al., 2013):

El primer evento es la formacion de una pelicula primaria por la adsorcion de
macromoléculas organicas e inorganicas suspendidas en el agua, esto
sucede inmediatamente después de la inmersion.

En el segundo paso se da el transporte y asentamiento de células
microbianas a la superficie, proceso que pasado un tiempo resulta
irreversible.

En la tercera etapa, se forma una biopelicula microbiana que se desarrolla
gracias a la produccion de EPS que permite la adhesion de la comunidad
bacteriana al sustrato y el desarrollo de una estructura vertical, en forma de
setas. De la formacion y maduracién de esta biopelicula depende el
asentamiento de otros organismos participantes, convirtiéndose en un paso
fundamental para la formacion de la epibiosis (Railkin, 2004).

La cuarta fase corresponde al desarrollo de una comunidad mas compleja en
la superficie, con la colonizacibn de microalgas, sedimentos y otros
organismos multicelulares de tamafio reducido.

En la dltima etapa del biofouling, se genera el asentamiento de macroalgas

e invertebrados marinos superiores como los percebes y mejillones.
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FIGURA 3. ESQUEMA DEL PROCESO DE FORMACION DEL BIOFOULING MARINO
(Tomado de Kirschner y Brennan, 2012)

La composicion final de la epibiosis dependera de factores ambientales y de
disponibilidad de nutrientes, particularmente de la naturaleza del sustrato (natural o
artificial), la posicion geogréfica, la temporada climatica y los eventos de
competencia entre procariotas y eucariotas para obtener los nutrientes
fundamentales para el desarrollo del consorcio (Miller et al., 2013). Ademas, si el
sustrato es un organismo vivo, este en algunos casos, junto a su microbiota
asociada, produciran sustancias de defensa, que bloqueara la maduracion de la
biopelicula inicial, deteniendo en fases tempranas el asentamiento de cualquier otro
organismo (Dobretsov et al., 2011; Muller et al., 2013).

A nivel ecolégico, la formacion de epibiosis posibilita la maduraciéon de organismos
importantes para el mantenimiento de los nichos arrecifales, haciendo que plantulas
de macroalgas, larvas de moluscos y crustaceos, y fitoplancton, tengan un area
dotada de nutrientes suficientes para desarrollarse, fortalecerse y una vez maduros,
puedan colonizar superficies arrecifales abioticas

(Kirschner & Brennan, 2012; Mieszkin et al., 2013). Aunque este proceso es
trascendental para el establecimiento de ciertas poblaciones importantes en el
ecosistema coralino, la existencia de epibiosis en la superficie de otros organismos

de mayor tamafo como corales, macroalgas y esponjas, produce en el hospedero
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una pérdida en la homeostasis, incluso, degradando el tejido, promoviendo un
estado de enfermedad (Cebrian et al., 2011; Stowe et al., 2011).

Se sabe que existe una estrecha relacion entre la comunidad bacteriana simbionte
y el hospedero y que de este consorcio dependen gran cantidad de procesos de
nutricion y defensa; particularmente en este ultimo, donde la comunidad microbiana
produce sustancias que inhiben el asentamiento y desarrollo de otros organismos
sobre el hospedero (Reveillaud et al., 2014; Toole, Kaplan, & Kolter, 2000). Asi, la
comunidad bacteriana simbionte promueve un equilibrio con el hospedero,
promoviendo el bienestar para ambas partes y en caso de que la composicion de la
comunidad cambie, la nueva composicion puede promover el desarrollo de
patdgenos e incluso puede producir sustancias que atraigan nuevos participantes
del consorcio que ingresen al sistema como parasitos(Gil-Agudelo et al., 2009;
Kvennefors et al., 2010). Entonces, la generacion de biofouling puede ser un
indicador de la alteracion de las comunidades bacterianas presentes en la superficie
del hospedero, que, en ultimas, posibilita el asentamiento y desarrollo de los
organismos eucariotas antes expuestos (Luter et al., 2017).

El fendbmeno de biofouling se encuentra muy regulado por organismos muy
dependientes de su consorcio bacteriano como esponjas y corales, que producen
sustancias inhibidoras y antagénicas que detienen el proceso (Bixler & Bhushan,
2012). Pero, en caso de que la epibiosis se desarrolle sobre esponjas y cubra una
gran parte del cuerpo del individuo y si ese fendbmeno se repite en toda la poblacién
vecina, se perdera significativamente la capacidad de los poriferos de ofrecer los
servicios ecosistémicos antes mencionados, ademas de diezmar la poblacion de
esponjas sanas (Cebrian et al., 2011; Luter et al., 2017). Si bien, la superficie del
holobionte se convierte en un sustrato que promueve el desarrollo y diversificacion
de numerosas especies, también se convierte en un impacto al reducir la efectividad
en los procesos de filtracion de las masas de agua tanto como la modulacion de los
Bloom de fitoplancton, contribuyendo a la desestabilizacion del sistema béntico
(Bell, 2008; Dudley-evans et al., 2012). Es por tanto que el conocimiento de las
comunidades bacterianas asociadas al biofilm, que es sustrato de la epibiosis de las

esponjas marinas, asi como las comunidades presentes en esponjas que inhiben
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este asentamiento, permitiran estructurar el conocimiento acerca de la ecologia
microbiana marina involucrada, asi como la modulacion de los procesos que se
concatenan dentro de los ecosistemas marinos tales como los arrecifes coralinos
(Hentschel et al., 2003; Webster & Taylor, 2012).

La comunicacion interreinos explica en gran medida, como son llamadas las larvas
y plantulas de los eucariotas epibiontes a la superficie del hospedero. Durante el
desarrollo evolutivo, tras la coexistencia de organismos eucariotas y procariotas, se
han desarrollado herramientas de comunicacién en procariotas que influyen sobre
eventos de maduracion y proliferacion de eucariotas y viceversa (Cao et al., 2011).
Por ejemplo, algunas bacterias con actividad QS mediada por moléculas tipo AHLS,
responden a sustancias secretadas por las plantas a las que se asocian, que actian
generalmente como hormonas promoviendo el crecimiento y desarrollo del tejido
vegetal pero que, al ser secretadas al exterior y secuestradas en la matriz de EPS
de la rizésfera, modulan el comportamiento de las bacterias asociadas. Ademas, se
ha reportado la produccion de moléculas tipo AHL de cadena larga por parte de las
plantas, que promueven asi, comportamientos benéficos para el holobionte en
general (Venturi & Keel, 2016).

En otro ejemplo de comunicacion interreinos, las células de respuesta inmune de
mamiferos (principalmente macréfagos) activan la respuesta inflamatoria ante el
reconocimiento de 3-oxo-C12 AHL producidas por bacterias, funcionando como
moléculas de reconocimiento de infeccién (Lowery, Dickerson, & Janda, 2008).

Tal como se mencioné en el apartado de “Quorum Sensing”, otro ejemplo de
comunicacioén interreinos es la influencia que tienen las moléculas tipo AHL sobre el
asentamiento y metamorfosis de las larvas de Hydractinia symbiolongicarpus,
donde esas sefiales propias de la comunicacion intra-reino, indican a las larvas de
ese cnidario dénde asentarse, y dependiendo la concentracion de la molécula,
promueven el paso de una fase inicial de metamorfosis a la siguiente, impulsando
la generacion de tentaculos en el cnidario (Franco, Arevalo-Ferro, & Cadavid, 2015).
Aunque los eventos de comunicacion inter-reinos han sido estudiados mas
profundamente con relacion a como las moléculas de sefializacion usadas en QS,

principalmente AHLs, modifican comportamientos tanto de procariotas como de
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eucariotas en contextos ecoldgicos especificos, nuevas investigaciones han
demostrado que este fendmeno puede implicar procesos de relacibn mas
complejos, como la transferencia horizontal de genes, entre reinos. Un ejemplo de
esto es el reportado por Sun y colaboradores, que en el 2017, publican su
investigacion donde bacterias asociadas al nicho ecolégico del hongo
Quitridiomicete Batrachochytrium dendrobatidis, tras una aceptacion de este hongo
a su biofilm, le transmiten informacion que les confiere la produccion de las enzimas
metalo-beta-lactamasas y arsenato-reductasa, haciendo que este Quitridio sea un
patdbgeno mucho mas exitoso en la colonizacién y degradacion de la dermis de
algunos anfibios (Sun et al., 2016).

La formacion de estas epibiosis marinas no s6lo se encuentran asociadas a
animales bénticos como los corales, macroalgas, moluscos y esponjas; estos
crecimientos también suceden sobre la superficie de los navios, puertos y emisarios
submarinos, resultando en la formacion de grandes extensiones de biofouling que
traducen en grandes costos para las industrias de transporte internacional y
desarrollo portuario regional, pues, por ejemplo, la acumulacion de crustaceos y
algunos poliplacéforos aumentan la resistencia del navio mientras navega,
aumentando la cantidad de combustible necesario para el trayecto (Fitridge et al.,
2012; Schultz et al., 2011). Ademas, los consorcios microbianos asociados
producen sustancias capaces de corroer las superficies de esas estructuras
sumergidas, haciendo que se debiliten y pongan en riesgo procesos de transporte
y desembarque de productos de alto costo (Fitridge et al., 2012; Mdller et al., 2013;
Schultz et al., 2011).

Por las implicaciones econOmicas antes expuestas, varias industrias han
patrocinado la busqueda de sustancias que inhiban la produccion de biofouling, que
generalmente se realiza con la eliminacion de las etapas tempranas en el desarrollo
del biofilm, ya sea debilitando la estructura formada por la comunidad embebida en
EPS, o por el bloqueo de la comunicacion celular que es indispensable para la
sincronizacion de la comunidad bacteriana en busqueda de la maduracion de la
biopelicula que sostendra el resto de la epibiosis (Egan et al., 2001; Muller et al.,

2013; Xin et al., 2017). Estas sustancias inhibidoras de la epibiosis han sido
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encontradas en organismos con una superficie desprovista de cualquier asociacion
y crecimiento de eucariotes, principalmente en esponjas y macroalgas, que estan
produciendo directamente esos inhibidores o son sintetizados por su microbiota
asociada (Chang et al., 2017; Sayem et al., 2011).

4.7 INHIBICION DE LA COMUNICACION BACTERIANA TIPO QS

El uso indiscriminado de antibidticos para el tratamiento de enfermedades ha
provocado una emergencia de salud publica a nivel mundial gracias al aumento de
cepas multirresistentes. Estudios en el tema y reportes del instituto nacional de
salud en Estados Unidos, han demostrado que mas del 80% de las infecciones
bacterianas suceden tras la formacién de biopeliculas en los tejidos susceptibles
(Dufour et al., 2012).

Teniendo en cuenta que la maduracién del biofilm depende en gran parte de la
comunicacién bacteriana, y que esta, ademas, es usada para sincronizar procesos
como la sintesis de factores de virulencia, se proponen nuevos mecanismos de
atencién a esas infecciones bacterianas mediante la inhibicion del QS, de tal forma
que la comunidad asociada a la enfermedad no pueda manifestar fenotipos toxicos
para el organismo parasitado y tampoco pueda fortalecer el biofilm, que en ultimas
es el que permite la persistencia de la enfermedad a pesar del uso de multiples
farmacos, por razones anteriormente descritas (Toyofuku et al., 2016).

El proceso de inhibicién del QS, conocido como Quorum Quenching (QQ), permite
el bloqueo de la comunicacion bacteriana mediante los siguientes mecanismos
propuestos: el primero, mediante la reduccion de la actividad del receptor de la
molécula sefial o de la sintasa que la produce; segundo, mediante la degradacion
de la molécula sefal y tercero, mediante la incorporacion de moléculas analogas a
las moléculas sefial, que se unen al receptor, bloqueando su funcién. Generalmente,
las formas de inhibicibn mas estudiadas son las asociadas a la degradacion de la
sefal (Dobretsov et al., 2011).

Se han caracterizado tres tipos de enzimas degradadoras de las sefial AHL: AHL-
Lactonasas, AHL-Acilasas y AHL-Oxidoreductasas. Las lactonasas son

metaloproteinas que hidrolizan el enlace ester del anillo lactona (LaSarre & Federle,
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2013). Este proceso sucede a pH alcalino, mientras que, a pH acido, el anillo se
restablece. Esa interaccion Lactonasa-Acil Homoserin Lactona es de baja
especificidad y la presenta un gran nimero de bacterias, a las que se les atribuye
actividad anti-biofilm (Romero, et al., 2011).

Las acilasas hidrolizan el enlace acil-amida entre la cola acilada y el anillo lactona,
y este es un proceso irreversible a cualquier pH, en contraste con la actividad
lactonasa (Nithya, Aravindraja, & Pandian, 2010; Romero et al., 2011). Otra
diferencia atribuible a las acilasas con respecto a las lactonasas, es que las primeras
tienen una alta especificidad al sustrato, reconociendo la cadena acilada y la
sustitucion de la tercera posicion de esa cadena. Los mecanismos de accion de las
lactonasas y acilasas se encuentran ilustrado en la Figura 4 (pg 54).

Las oxidoreductasas no degradas las AHL, pero modifica la molécula a una forma
inactiva, oxidando o reduciendo la cadena lateral carbonada (Brackman & Coenye,
2015; LaSarre & Federle, 2013).
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FIGURA 4. ACTIVIDAD LACTONASA Y ACILASA SOBRE LAS MOLECULAS SENAL AHL
(Tomado de LaSarre & Federle, 2013)

Erwinia carotovora es una bacteria patdogena de hojas de Tabaco y causa pérdidas
importantes a nivel econémico cuando progresa en cultivos extensos de esta planta
(Dong, et al., 2000). En presencia de la lactonasa AiiA, aislada de bacterias de la

especie Bacillus thuringiensis, se detiene la expresion de los factores de virulencia
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asociados a la necrosis del tejido vegetal, entonces, aunque la bacteria esté
presente en las hojas de tabaco, no logra sincronizar la produccion de toxinas y por
tanto pierde su potencial patogénico (Conz et al., 2001; LaSarre & Federle, 2013).
En el género Ralstonia se ha descrito actividad AHL-acilasa, que mediante la
enzima AiiD, sobre la cepa PAO1, demostr6 degradar moléculas 3-oxo-C12 AHL y
C4AHL, que tuvo por consecuencia la atenuacion del factor de virulencia de
swarming (Lin et al., 2003). Existen pocos reportes de oxido-reductasas que se
involucren en la degradacion de moléculas sefial tipo AHL, pero el ejemplo méas
reconocido es el reporte de la bacteria Bacillus megaterium, que en ensayos frente
a Rhodococcus erythropolis, detuvo la comunicacion celular de esta ultima especie,
reduciendo moléculas tipo 3-oxo-C14 AHL que no fueron reconocidos por el
receptor de AHL intracelular (Chhabra, Ca & Williams, 2005).

La inhibicion de la produccion de AHL se produce principalmente por la alteracion
en la sintesis de SAM, intermediario necesario para la sintesis de la molécula AHL
junto con el acil-ACP o acil-CoA; o por la inactivacion directa de la AHL-sintasa. Por
ejemplo, el triclosan, un antibacterial ampliamente usado en la industria cosmética,
es inhibidor de la sintesis de C4 AHL en P. aeruginosa, pues bloquea la generacion
de butiril-ACP, un intermediario para la produccion de acil-ACP, sustrato necesario
para la produccion de AHL (Kalia, 2013; LaSarre & Federle, 2013; Schweizer, 1999).
Cuando se produce una inhibicion del QS a nivel de receptor, es generalmente por
la modificacion de moléculas sefial que, aunque llegan a unirse a este factor de
transcripcion, no permite el cambio conformacional necesario para que se exponga
el dominio de unién al ADN, necesario para iniciar la transcripcién de los genes
blanco. Un ejemplo es el caso donde Pectobacterium carotovora, una bacteria
patégena de la papa es sometida en ensayos in vitro a una solucién con moléculas
similares a las AHL, que poseen un anillo aromatico halogenado asociado a su
cadena carbonada lateral. En contacto con esas moléculas similares en estructura,
P. carotovora no puede sincronizar la producciéon de factores de virulencia
asociados a la degradacion del tejido del tubérculo, pues los receptores asociados

a esas vias, al recibir la sefial falsa, no pueden realizar el cambio estructural y
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exponer su dominio de unién al material genético (Palmer, Streng, & Blackwell,
2011).

Los mecanismos de inhibicion de la comunicacion bacteriana por QS son usados
por organismos marinos para impedir el asentamiento de bacterias patdgenas,
ademas de bloquear la maduracion de biopeliculas, indispensables para la
formacion de biofouling. De esta manera, estos organismos y su comunidad
simbionte se mantienen desprovistos de cualquier epibiosis o patdégeno en su
superficie (Dobretsov et al., 2009).

Es el caso de la macroalga Delisea pulchra, productora de furanonas halogenadas
gue actian como antagonicas, uniéndose a receptores de moléculas tipo AHL.
Mediante este proceso, D. pulchra inhibe la comunicacién bacteriana y con esto, no
permite la maduracion de la biopelicula bacteriana en su superficie, promoviendo
que a lo largo de su vida, tanto su tejido como el simbionte asociado se mantenga
en homeostasis, libre de nuevos integrantes que puedan promover enfermedad o
reduzcan su actividad fotosintética (Harder et al., 2012).

En el alga Ulva lactuca existe una seleccibn muy estricta en las poblaciones
bacterianas que pueden asentarse en su superficie. La comunidad bacteriana
simbionte de esta macroalga es dominada por el género Pseudoalteromonas que,
en el contexto del holobionte, produce pigmentos que bloquean el QS de bacterias
promotoras de biofouling, de una forma similar a las furanonas de D. pulchra (Egan
et al., 2001; Rao, Webb, & Kjelleberg, 2005; Trivedi et al., 2011).

Estos mecanismos de inhibicion del Quorum para la promocién de la homeostasis
en los holobiontes marinos han sido descritos también para esponjas marinas,
donde tanto el individuo como bacterias del consorcio bacteriano producen
compuestos que bloquean la comunicacién de bacterias que desean asociarse a la
comunidad simbionte. Mediante estos mecanismos de inhibicién, la comunidad y el
organismo hospedero seleccionan y modulan la participacién de ciertas especies,
que, de poder dominar en la comunidad, generarian eventos de enfermedad, o
promoverian el asentamiento de organismos de orden superior, iniciando procesos

de epibiosis.
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En un estudio realizado por Batista y colaboradores se reporté que macerados de
esponjas de las especies Dysidea etheria e Hymeniacidon heliophila, junto a su
microbiota, poseen alta actividad inhibitoria de QS frente al biosensor CVO27
(Andlogo a ATCC31532) (Batista et al., 2018). Investigaciones realizadas sobre la
comunidad bacteriana asociada a la especie porifera Plakortis cf. lita permitieron
aislar y caracterizar al compuesto nombrado Plakofuranolactona, con actividad
inhibitoria del QS en circuitos Lasl/LasR de P. aeruginosa (Costantino et al., 2017).
De la comunidad bacteriana simbionte de poriferos se tienen numerosos reportes
de moléculas inhibidoras de la comunicacion bacteriana. Los filos mas
representativos con esta actividad inhibitoria son las Proteobacterias (con las clases
gamma y Alpha proteobacterias como las méas reportadas); Firmicutes (con el
género Bacillus con el de mayor niumero de reportes) y actinomicetes (con
Streptomyces como género representativo)(Borges & Simoes, 2019; Dobretsov et
al., 2011; Kumar et al., 2017; Naik, Wahidullah, & Meena, 2012). Particularmente
del género Paracoccus spp. se tienen numerosos reportes de actividad inhibitoria
de QS mediante la produccién de una enzima denominada Penicilin-amidasa, que
tiene actividad degradadora de moléculas sefial tipo AHL (Gutierrez et al., 2019;
Kumar et al., 2017; Naik et al., 2012). Ademas de esta actividad inhibitoria, muchas
especies de este género reportan produccion de moléculas tipo AHL, lo que es
muestra de que estos dos fendmenos no son excluyentes y pueden ser
desarrollados por un mismo organismo que mientras apaga eventos de relacién
bacteriana, activa otros especificos importantes para su contexto social (Gutierrez
et al., 2019).

4.8 ANTAGONISMO BACTERIANO

Existe un amplio reporte de metabolitos secundarios producidos por bacterias
encontradas en ecosistemas marinos, que cumplen funciones de antibiosis,
inhibicion del QS, modulacion del asentamiento de larvas de invertebrados y como

defensa para la predacién del hospedero. Estos eventos tanto como el antagonismo
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bacteriano son relevantes en el contexto ecolégico, dado que, mediante la
modulacién del asentamiento y proliferacion de eucariotas y procariotas en un nicho
especifico, se genera la complejidad tanto del consorcio como del holobionte, que
sincronizan sus eventos metabdlicos para mantener la homeostasis del hospedero
y de la comunidad bacteriana. A pesar de que estos eventos son relevantes dentro
de la ecologia microbiana y que los descubrimientos en estos metabolitos son
numerosos, no existen a la fecha metodologias que permitan determinar como estos
eventos funcionan dentro del consorcio, pues son reportes individuales de
organismos aislados en condiciones in vitro (Wietz et al., 2013).

Al hablar de antagonismo se tiene en cuenta una serie de elementos y mecanismos
usados por parte de las bacterias para competir por el sustrato y por los recursos
circundantes. De esta manera, las especies participantes del consorcio mantienen
distantes a otras bacterias oportunistas o patdgenas que podrian desestabilizar la
estructura original de la comunidad y con esto, podria poner en riesgo la integridad
del micronicho (Thomas et al., 2016; Zinger et al., 2011). La forma en como el
antagonismo actla sobre otras bacterias es tan variada como las moléculas
producidas; se sabe que el antagonismo puede manifestarse con la toxicidad
directa, donde el metabolito secundario provoca la muerte de otros; también se
reporta la remocién de nutrientes en el medio, proceso que es realizado por factores
de virulencia como los sideréforos, que secuestran iones esenciales para la sintesis
de proteinas vitales en otros organismos, y finalmente, existen reportes de
antagonismo mediante la produccion de moléculas que alteran el ambiente
asociado al consorcio haciendo que sea inhabitable por poblaciones ya
incorporadas o por bacterias plancténicas que buscan asociarse (Gonzalez-Rivero
et al., 2011; Wietz et al., 2013).

El antagonismo se configura entonces como un mecanismo muy importante que
explica la estructuracién de las comunidades y permite reconocer la complejidad en
las interacciones ecologicas internas que deja en evidencia el arsenal de
compuestos como ventajas evolutivas para la supervivencia tanto de las
poblaciones bacterianas, como del consorcio y del hospedero (Raina, et al., 2009;

Webster & Thomas, 2016). Para escalar estas observaciones que son descritas de
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forma individual para cada aislamiento a un contexto de consorcio microbiano es
necesario tener en cuenta dos factores principales, entre ellos la estructura quimica
de los compuestos y cOmo se mantienen en actividad mientras estan embebidos en
EPS con ciertas propiedades fisicoquimicas como el pH, la salinidad y la
disponibilidad de oxigeno, que también son moduladas tanto por el ambiente como
por los organismos participantes del consorcio. Otro factor para tener en cuenta es
la concentracion en la que ese compuesto activo existe en el nicho ecoldgico vy el
punto en el cual tiene relevancia ecoldgica, pues, aunque el microrganismo
manifieste su capacidad de producir esas sustancias antagonicas in vivo, las
concentraciones que alcanza el compuesto en el nicho no son suficientes para
generar un cambio significativo en la comunidad. Lo anterior puede estar liderado
por otras moléculas involucradas que realicen alelopatia sobre esa primera bacteria,
modulando la expresion de la toxina particular para que no se convierta en un
elemento degradador de la comunidad (Wietz et al., 2013).

Los reportes de la composicion de las comunidades bacterianas asociados a
corales, por ejemplo, son numerosos y mediante técnicas independientes de cultivo
se ha logrado determinar la abundancia, riqgueza y diversidad de los consorcios y
como estos cambian frente a una presion ambiental o en presencia de organismos
colonizadores que pueden causar alguna enfermedad (Klaus, Janse, & Fouke,
2011; Muller & van Woesik, 2011; Roder et al., 2014). Tras la evaluacion de la
composicién de la comunidad, los investigadores pueden realizar una segunda
aproximacion, teniendo en cuenta el perfil metabdlico y los compuestos obtenidos
en la muestra, asignando un potencial de produccion de ciertos compuestos
antagonicos, gracias a las metabases de datos que relacionan esos hallazgos con
reportes pasados. Estas aproximaciones comparadas con la forma en como las
comunidades bacterianas cambian frente a cierta presion permiten inferir que son
ellas mismas las que ejercen presion no solamente sobre las bacterias nuevas que
desean asentarse sino sobre otras poblaciones ya existentes en el consorcio que,
aunque tienen potencial patdgeno, en estado de control, participan de forma
benéfica o neutral en el consorcio (Kvennefors et al., 2012; Mangano et al., 2009;
Roder et al., 2014).
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Tras una interrupcion a la homeostasis de la comunidad bacteriana, microrganismos
con potencial capacidad de desequilibrar la comunidad o generar dafio, pueden
emerger y dominar sobre el total de bacterias asociadas. Es el caso de la
enfermedad de la banda negra o BBD en hexacorales, donde un cambio en la
composicién de la comunidad promueve la pérdida de tejido (como se explico
anteriormente), dada la desestabilizacidén del consorcio, que da lugar a la produccién
de sustancias antagonicas tanto para su comunidad como para el tejido del
hospedero. Las cianobacterias, por ejemplo, en estado de salud del coral, provee
de metabolitos primarios que estan involucrados en procesos de fijacién de carbono
y nitrégeno, pero tras el cambio en la composicion del holobionte, aumentan en
abundancia, produciendo sustancias toxicas que matan directamente a las células
procariotas y eucariotas circundantes, generando ademas, un ambiente andxico
que imposibilita el restablecimiento de la comunidad sana y llama organismos con
perfiles patégenos, promoviendo la muerte del hospedero (Miller et al., 2011; Sato,
Willis, & Bourne, 2013; Zimmer et al., 2014).

En esponjas se ha estudiado la composicion de las comunidades bacterianas
asociadas al tejido del mesohilo de estos invertebrados, destacando la importancia
de su relacién en eventos de metabolismo del Carbono y Nitrdgeno, proteccién
contra la radiaciéon, aumentando la resistencia del tejido por la produccion de
exopolisacéaridos, promoviendo la produccion de pigmentos accesorios, el reciclaje
de desechos del animal y de gran interés, la producciéon de sustancias para la
defensa del holobionte (Fiore et al., 2015; Webster & Thomas, 2016).

Se han estudiado toxinas proteicas producidas por bacterias cultivables presentes
en los tejidos de esponjas marinas, determinadas como bacteriocinas. Estas
moléculas inhiben el crecimiento de algunas bacterias circundantes y son
producidas generalmente por bacterias que no se consideran patdgenas pero que,
en ausencia de estas, las comunidades bacterianas se desequilibran, fomentando
la aparicion y desarrollo de bacterias no benéficas, como antes se comento. (Bibiana
& Nithyanand, 2014; Hentschel et al., 2001), dentro de los géneros que predominan
en todos los estudios de comunidad asociada a porifera, con capacidad antagonica

sobre bacterias de su consorcio y sobre bacterias de interés clinico se encuentran
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las Pseudoalteromonas spp., Arthrobacter spp., Micrococcus spp. y Bacillus spp
(Bibiana & Nithyanand, 2014; Hentschel et al., 2001; Lee et al., 2016; Mangano et
al., 2009).

Estudios realizados por Mangano y colaboradores lograron establecer la interaccion
antagonica entre los microrganismos de dos esponjas y demostraron que existia
una interaccion compleja de antagonismo entre las bacterias cultivables de cada
esponja que modulaban significativamente la abundancia de géneros asociados a
estados de enfermedad, como lo es Bacillus spp., recalcando la actividad
antagonica de cepas determinadas con la especie Bacillus licheniformis (Mangano
et al., 2018; Mangano et al., 2009; Sayem et al., 2011). La comparacion anterior es
un ejemplo de como, especies bacterianas de un mismo género, pueden proveer a
la comunidad de servicios como la produccion de toxinas que inhiben la
aproximacion y asentamiento de otras bacterias que pueden afectar la homeostasis
de la comunidad, pero en un contexto de desbalance, son estas mismas las que
producen sustancias toxicas que provocan dafio al holobionte.

Otro ejemplo de bacterias productoras de sustancias antagénicas es el reporte
realizado para las bacterias simbiontes de esponjas de la especie Xestospongia
testudinaria, que poseen actividad antagénica. Cita y colaboradores determinaron
aislamientos bacterianos pertenecientes a los filos Firmicutes, Actinobacteria y
Proteobacteria con actividad antagonica, produciendo metabolitos de naturaleza
alcaloide y esteroide, principalmente ( Suhermanto, Radjasa, & Sudharmono, 2017).
Matobole y colaboradores describieron la comunidad bacteriana asociada a
esponjas de las especies Isodictya compressa e Higginsia bidentifera y tras ensayos
frente a bacterias de interés clinico, encontraron que especies de los filo Firmicutes,
Actinobacteria y Proteobacteria (Principalmente de las clases Alfa y Gamma
Proteobacteria) poseen actividad antagénica. Especies como Bacillus
zhangzhouensis, Micrococcus yunnanensis, Arthrobacter citreus y Pseudomonas
fulva, sobresalen de la comunidad cultivable por su intensa actividad antagonica
sobre especies bacterianas como E. coli, B. cereus y S. epidermidis (Bay et al.,
2016).
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V. OBJETIVOS

5.1 Objetivo general

Comparar la composicion, actividad antagonica y la inhibicion de la

comunicacioén celular de las bacterias cultivables presentes en esponjas marinas

con biofouling y sin biofouling.

5.2 Objetivos especificos

Caracterizar por morfologia macro y microscopica, las bacterias cultivables
aisladas de la superficie de esponjas marinas con biofouling y sin biofouling.
Identificar utilizando la secuenciacién del gen ribosomal 16S rDNA, las
bacterias cultivables aisladas de la superficie de esponjas marinas con
biofouling y sin biofouling.

Detectar el fenomeno de Quorum Sensing mediado por moleculas tipo aAHLs
en las bacterias aisladas de la superficie de esponjas marinas con biofouling
y sin biofouling.

Evaluar la actividad inhibitoria del Quorum Sensing y el antagonismo de
algunas las bacterias aisladas de la superficie de esponjas marinas con
biofouling y sin biofouling.
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VI. METODOLOGIA

6.1 TOMA DE MUESTRAS

Para el desarrollo de la investigacion se utilizaron muestras de tejido de individuos
de esponjas marinas con y sin biofouling en su superficie, que se encontraban
ubicados a 20 metros de profundidad en Playa Blanca, Santa Marta, Colombia, con
coordenadas 11° 10°0.00” N 74° 15°0.00” W.

Para lo anterior se cuenta con el permiso de colecta con nimero de radicacion 4120-
E1-97152 del 27 de agosto del 2008: “PERMISO MARCO DE INVESTIGACION
CIENTIFICA EN DIVERSIDAD BIOLOGICA No. 4 DEL 10 DE FEBRERO DE 2010’
expedido por el Ministerio de Ambiente, Vivienda y Desarrollo Territorial, resolucion
0865, que permite al grupo de investigacion CCB realizar la colecta de muestras de
poriferos para desarrollar el proyecto global de investigacibn denominado
“Perspectivas de bacterianas marinas en el Caribe colombiano como fuente de
compuestos bioactivos” (Anexo 1).

Los tejidos de esponja extraidos correspondieron a dos individuos sin epibiosis en
su superficie, identificados como Xestospongia muta; y dos individuos que poseian
biofouling al momento del muestreo, identificados como Aplysina insularis y
Desmapsama anchorata. De cada esponja se cortaron fragmentos de tres por tres
centimetros (3x3 cm), los cuales fueron dispuestos en un recipiente estéril, con agua
de mar, mientras fueron llevados a superficie.

En superficie, las muestras fueron transportadas al laboratorio de la Universidad
Jorge Tadeo Lozano — sede Santa Marta donde se lavaron tres veces con agua,
con el objetivo de retirar las bacterias plactonicas, asi como las bacterias débilmente
adheridas a la superficie de las esponjas. A continuacién, las muestras fueron
dispuestas en tubos falcon estériles de 50mL, agregando 10 mililitros de buffer PBS
estéril (NaCl 137 mM, KCI 2.7 mM, Na2HPO4 10 mM, KH2PO4 2 mM y un pH de
7.4), para mantener la integridad de las células bacterianas.

Posteriormente, las muestras fueron transportadas al laboratorio de Comunicacion
y Comunidades Bacterianas (CCB) de la Universidad Nacional de Colombia, sede

Bogota, bajo condiciones de refrigeracion.
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6.2 AISLAMIENTO DE COMUNIDADES BACTERIANAS
CULTIVABLES

Para aislar las bacterias asociadas a las esponjas marinas con y sin biofouling, las
muestras se maceraron con un mortero estéril a fin de separar las células
bacterianas del tejido colectado. Del producto final del macerado se hicieron
diluciones de 107%,1073y 10~ *con buffer PBS estéril, las cuales fueron inoculadas
y cultivadas a 30°C por 24h en cajas de Petri con agar Luria Bertani (10 g de
Triptona, 5 g de NaCl, 5 g de extracto de Levadura y 16 g de Agar Agar por cada
1000 ml de agua destilada).

Usando la técnica de siembra por agotamiento se seleccionaron y purificaron las
colonias que presentaron caracteristicas macroscopicas distintas. Los aislamientos
bacterianos purificados fueron conservados en caldo LB-glicerol a una temperatura
de -80°C en el cepario del grupo Comunicacion y Comunidades Bacterianas (CCB),
del departamento de Biologia - Universidad Nacional de Colombia, con un codigo
de identificacion que incluye las iniciales de la especie del individuo de esponja del

que fue colectado (Tabla 1. pg.64).
TABLA 1. CODIGO DE IDENTIFICACION DE LOS AISLAMIENTOS PURIFICADOS PARA CADA GRUPO DE

MUESTREO DE ESPONJAS MARINAS CON Y SIN BIOFOULING

Individuo de esponja colectado Cdédigo de almacenamiento en cepario CCB
del que proviene el aislamiento
Xestospongia muta (1) sin biofouling CCBXm1- (numero consecutivo del aislamiento)
Xestospongia muta (2) sin biofouling CCBXm2- (numero consecutivo del aislamiento)
Aplysina insularis con biofouling CCBAIBfBf- (nimero consecutivo del aislamiento)
Desmapsama anchorata con CCBDaBfBf- (nimero consecutivo del aislamiento)
biofouling

XmZ1: individuo nimero 1 de Xestospongia muta sin biofouling; Xm2: individuo nimero 2 de Xestospongia muta
sin biofouling; Ai: individuo de Aplysina insularis con biofouling; Da: individuo de Desmapsama anchorata con
biofouling. CCB: Grupo Comunicacion y Comunidades Bacterianas, por sus siglas. Bf: Esponja con biofouling.

6.3 CARACTERIZACION MORFOLOGICA MACRO Y
MICROSCOPICA DE LOS AISLAMIENTOS BACTERIANOS

Para la caracterizacion morfolégica macro y microscopica de los aislamientos

bacterianos obtenidos, se observaron colonias de cultivos de 24 horas de
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crecimiento usando un estereoscopio marca Zeiss con un aumento de 16X,

obteniendo caracteristicas macroscopicas diferenciales enlistadas en la Figura 5.
(pg.65)

FORMA BORDE ELEVACION SUPERFICIE

Puntiforme > ) Entero O Plana I Lisa o rugosa

Circular ) Ondulado - :_l Elevada P | Mate o brillante

R
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':-"i\..- ) J

FIGURA 5. CARACTERES MORFOLOGICOS PARA LA DESCRIPCION MACROSCOPICA DE LAS COLONIAS
DE AISLAMIENTOS EN ESTUDIO

La caracterizacion microscépica de los aislamientos se realizé mediante la tincion
de Gram y observacién en microscopio LEICA DM500 con aumentos de 40X y 100X,
con el fin de determinar si eran bacterias Gram negativas o Gram positivas, y su
morfologia celular (si eran bacilos, cocos, vibrios, etc.); ademas de corroborar la

pureza de los aislamientos en estudio.

6.4 CARACTERIZACION TAXONOMICA USANDO EL GEN
RIBOSOMAL 16S ARN

6.4.1 Extraccion del ADN de colonia bacteriana

Para la obtencion del ADN bateriano de los aislamientos en estudio se usaron
cultivos de 24h a 34°C de los cuales se tomé una colonia de cada aislamiento y se
lavd con agua estéril para remover exopolisacaridos y cualquier otro metabolito que
pudiera interferir con la calidad del ADN. Luego del lavado y tras una centrifugacion
de 5000rpm por 5 minutos, las células se resuspendieron en agua destilada y

desionizada y se produjo un choque térmico de 100°C por 10 minutos, seguido de
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un enfriamiento en bafio de hielo por 5 minutos para lograr lisis celular. Con una
centrifugacion a 15000rpm por 10 minutos se retiraron los residuos celulares que se
separaron en el precipitado. Del sobrenadante obtenido se extrajo el ADN
bacteriano usado para la amplificacién del gen ribosomal 16S ARN.

Después de intentar una extraccion de ADN por choque térmico sin resultados
satisfactorios (baja cantidad y calidad del ADN extraido) para aislamientos
bacterianos caracterizados microscopicamente como bacilos largos, bacilos largos
y en cadena, y micrococos, todos Gram positivos, se realizé una extraccion con un
paso adicional de digestion, agregando 50uL de lisozima (1mg/mL) a la colonia
resuspendida en 50uL de agua destilada y desionizada. La solucién en digestion se
incubo por 1h 30 minutos a 40-45°C para bacilos largos en cadena (y otros bacilos
Gram positivos sin extraccion inicial satisfactoria) y por 45 minutos a 40°C para los
aislamientos con morfologia de micrococos. Tras la digestidn, el producto se llevo a
choque térmico con las especificaciones antes mencionadas, seguido del resto del
protocolo inicial (Tabla 2, pg.67).

Para algunos aislamientos caracterizados microscépicamente como bacilos largos
y en cadena y otros bacilos Gram positivos de los que no se logré una extraccion
de ADN satisfactoria (baja calidad del ADN extraido), se realizé una inactivacion de
ADNsas usando proteinasa K 10mg/ml por 15 minutos a 37°C, justo después del
bafio de hielo, seguido un choque térmico corto de 100°C por 10 minutos y bafio de
hielo por 10 minutos, para inactivar las proteasas y otras enzimas degradadoras
presentes en la muestra (Tabla 2, pg.67).

A todas las muestras de ADN extraido, tanto las obtenidos con el protocolo inicial
como las obtenidas por protocolos particulares estandarizados, se les realizé
seguimiento mediante electroforesis en gel de agarosa al 1% p/v con tincion de

bromuro de etidio 2uL (2mg/ml) en 20mL de agarosa a 90V por lhora.
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TABLA 2. MODIFICACIONES DE EXTRACCION DE DNA ESTANDARIZADOS PARA ALGUNOS

AISLAMIENTOS BACTERIANOS EN ESTUDIO

DIGESTION CON LISOZIMA INACTIVACION ADNasas
Temperatura Tiempo de
Caodigo del aislamiento | de digestion empo Codigo de aislamiento
S digestion
con Lisozima
CCBXm1-18 40°C
CCBXml_lg 4200 1h30m|n CCBXml-S
e oL CCBXm1-18
CCBXm2-21* 45°C
CCBXm1-6
CCBXm1-6D CCBXm1-19
CCBXm1-33
CCBXm2-14 40°C 45min CCBXm2-13
CCBXm2-14D CCBA-L
CCBDa-2 CCBAI-19
CCBDa-22 CCBAI-24

6.4.2 Amplificacién del gen ribosomal 16S ARN

Para realizar la amplificacion del gen ribosomal 16S ARN, se us6 una MM
compuesta de 0.9uL de MgSO4 (50mM), 0.9uL de dNTPs (10mM), 1.2uL de primer
27F y 1.2uL de primer 1429R (ambos a 50mM), 0.2uL de Tagpolimerasa Platinum
Pfx (Invitrogen) (1U ->10nM de ADN en 30 minutos), 20uL de agua destilada
desionizada grado HPLC y 3.8uL de sobrenadante de extraccion de ADN. Los
primers usados fueron los reportados como universales para la amplificacion del
16S ARN, con las secuencias para 27F (5’AGAGTTTGATCMTGGCTCAG 3) vy
1492R (5" TACGGYTACCTTGTTACGACTT 3") (Lane, 1991).

Las condiciones de amplificacion constaban de un paso inicial de denaturacion de
la cadena de ADN a 94°C por 5 minutos, seguido de 30 ciclos de 94°C por un minuto,
56°C por un minuto y 72°C por un minuto, mas un ciclo final de extensién de 72°C
por 10 minutos (Céardenas, et al., 2012).

El protocolo general fue satisfactorio para la mayoria de los aislamientos, sin
embargo, se realizaron modificaciones para algunos con morfologia de micrococos
y dos aislamientos tipo bacilos, ambos Gram positivos. Las modificaciones
particulares para cada aislamiento se hicieron sobre la temperatura de unién de los

primers al molde de ADN (variando entre 55 y 58°C) y sobre la temperatura de
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extension de la hebra en amplificacion (variando entre 72 y 76°C) Las
estandarizaciones al protocolo de PCR para los aislamientos se encuentran en la
Tabla 3 (pg. 68)

TABLA 3. ESTANDARIZACIONES AL PROTOCOLO DE PCR PARA ALGUNOS AISLAMIENTOS EN

ESTUDIO. LAS MODIFICACIONES AL PROTOCOLO INICIAL SE REALIZARON EN LAS TEMPERATURAS DE

ALINEAMIENTO Y UNION A PRIMERS Y EXTENSION DEL AMPLIFICADO
MODIFICACION APROTOCOLO DE PCR

Cédigo de Alineamiento y

. . ., ) Extension
aislamiento unién a primers

CCBXm1-3
CCBXm1-4D
CCBXm1-5
CCBXm1-6
CCBXm1-6D
CCBXm1-33
CCBXm2-6
CCBXm2-15
CCBXm2-18
CCBAI-6
CCBXm2-14
CCBXm2-14D
CCBXm2-18D
CCBAI-18
CCBAI-22
CCBDa-2
CCBDa-22
CCBDa-22D
CCBXm1-22
CCBDa-12

54°C 74°C

55°C 76°C

58°C 76°C

A los productos del protocolo de PCR para cada aislamiento bacteriano se les
corroboré calidad de la amplificacion y tamafio de banda esperado (1600pb aprox.)
usando el marcador de peso molecular HyperLadder Il, mediante electroforesis en
gel de agarosa al 1% p/v tefiido con 2uL de bromuro de etidio (2mg/ml) en 20mL de
agarosa a 90V por 1 hora (Anexo 2).

Los productos de la amplificaciéon del gen ribosomal 16S ARN por PCR fueron

secuenciados por Macrogen Inc.
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6.4.3 Parametros para la asignacion de nivel taxondmico de los aislamientos
bacterianos

Para la asignacion de nivel taxondmico de cada uno de los aislamientos se tuvo en
cuenta los pardmetros acordados por el comité ad hoc de sistemética y taxonomia
bacteriol6gica (Rossello-méra & Amann, 2015). Este comité enumera en sus ultimos
reportes de consideraciones para asignacion de nivel taxonémico que, usando
como marcador al 16S rADN, los porcentajes de similitud requeridos para asignar
especie deben ser superiores al 97%, para asignar a género <96.9%, para familia
<92%, para orden 89%, para clase <86% y para filo un porcentaje de similitud de
83% (Busse et al., 2010; Konstantinidis, Rossell6-méra, & Amann, 2017). Las
consideraciones del comité manifiestan que por debajo de un 98.7% se debe
complementar la informacion de asignacion de especie con otras técnicas
moleculares como la hibridizacion DNA-DNA, la secuenciacién del genoma, el %C-
G, laidentidad promedio de aminoacidos o AAl y la caracterizacion de las proteinas
y acidos grasos asociados a membrana plasmatica, para asignar con seguridad un
aislamiento a una especie bacteriana particular, dentro del género vy
correspondiente al epiteto especifico (Konstantinidis et al., 2017; Rossell6-méra &
Amann, 2015).

Ademas, para los alineamientos multiples se uso la secuencia de la cepa tipo de la
especie Haloarchaeobius iranensis, especie que no pertenece a ninguno de los filos
a los que pertenecen los aislamientos en estudio, permitiendo que al momento del
alineamiento y generacion de dendogramas, las relaciones de similitud entre cepas
tipo y aislamientos tuvieran un agrupamiento evidente desde el nivel de filo hasta el

nivel de especie.

6.4.4 Secuenciacion y analisis bioinformatico
Con las secuencias obtenidas se construyeron los “contig” de cada aislamiento
usando el programa CAP (Contig Assembly Program) en el software BioEdit

(www.mbio.ncsu.edu/bioedit/bioedit.html), evaluando la calidad y resolucion de

cada secuencia observando el electroferograma obtenido, y se eliminaron las

regiones distales sin resolucion 6ptima, verificando el minimo de extension del
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contig (1500pb a 1600pb). Usando la herramienta bioinformatica BLAST se
compararon los contig de cada aislamiento con la coleccion de nucleotidos del NCBI
(National Center for Biotechnology Information - www.ncbi.nlm.nih.gov) siguiendo
los parametros del algoritmo de BLAST para encontrar las secuencias de la base
de datos pertenecientes a los genes ribosomales 16S ARN similares a los contig
obtenidos. Se eligieron las secuencias 16S ARN de especies bacterianas con
porcentajes de identidad superiores al 97% y con el nombre de cada especie similar
se obtuvieron las secuencias del gen 16S ARN reportadas en la base de datos
curada de taxonomia bacteriana LPSN (List of Prokaryotic names with Standing in

Nomenclature - www.bacterio.cict.fr)(Yarza et al., 2010). Esta busqueda siempre

fue corroborada con la base de datos curada EZTAXON reportada en la base de

datos ExBioCloud (https://www.ezbiocloud.net/)

Con las secuencias 16S rADN de las especies similares a cada aislamiento
bacteriano se realizaron alineamientos multiples usando el algoritmo ClustalW
Multiple Alignment en el software BioEdit (Thompson, Gibson, & Higgins, 2002). Los
valores de penalidad utilizados dependeran de la similaridad de las secuencias.
Para especies del mismo género, la apertura y extensién de gaps se penalizé con
valores de 50 puntos; para bacterias pertenecientes al mismo filo pero de diferente
género, se penalizaron con valores de apertura y extension de gaps de 30 puntos;
finalmente, para especies de filo diferente, la penalidad fue de 20 puntos para
apertura y extension de gaps. Estos alineamientos fueron exportados al software
MEGA 6 (http://www.megasoftware.net/) para ser analizados (Tamura et al., 2013).
Con MEGA 7 se calcularon matrices de distancia basadas en los modelos evolutivos
de “Distancia p” y “Kimura 2-parametros” usando el método de Bootstrap con 1000
réplicas para ambos modelos. Para visualizar las relaciones entre especies, se
construyeron dendogramas utilizando el meétodo “Neighbor-Joining” validado
estadisticamente por el método de Bootstrap con 1000 réplicas (Saitou & Nei, 1987).
Todos los aislamientos determinados taxondmicamente a nivel de especie fueron
anexados a la base de datos del NCBI, GENBANK, la cual le otorgd un codigo de

busqueda particular a cada reporte.
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6.5 DETECCION DE LA PRODUCCION DE MOLECULAS DE
SENALIZACION TIPO ACIL HOMOSERIN LACTONA POR PARTE
DE LOS AISLAMIENTOS BACTERIANOS EN ESTUDIO

Para la deteccion de la produccion de moléculas sefial tipo Acil Homoserin Lactona
(AHL) por parte de las bacterias cultivables aisladas de esponjas con y sin epibiosis
se usaron biosensores bacterianos. Los biosensores QS son cepas bacterianas que
no producen moléculas sefal ya que poseen una mutacion en su AHL-sintasa, pero
pueden detectar la sefial porque el receptor que la reconoce se encuentra intacto.
Cuando estos biosensores detectan la produccion de AHLs, generan un fenotipo
visible, como la bioluminiscencia, la produccién de violaceina, la degradacion de X-
gal y produccién de proteina verde fluorescente (GFP) (Steindler & Venturi, 2007).
Los biosensores elegidos tienen diferentes rangos de sensibilidad a la deteccion de
moléculas tipo AHLs (Tabla 4 pg. 74).

Para los ensayos in-vitro se usaron dos técnicas de siembra representadas en la

Figura 6 pg.71.

Biosensor extendido

FIGURA 6. DIAGRAMA DE LAS DOS TECNICAS DE SIEMBRA USADAS PARA DETECTAR LA PRODUCCION

DE AHLS POR LOS AISLAMIENTOS BACTERIANOS EN ESTUDIO
En color amarillo: estria biosensor (Tabla 4); en color verde: cepa control positivo que produce una alta gama

de moléculas tipo AHL (Pseudomonas aeruginosa Pa01 6 Pseudomonas putida IsoF); en color azul: cepa control
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negativo que es incapaz de producir moléculas tipo AHL (P. putida IsoF117) y en color marrén: aislamientos en

estudio. (Tabla 5). A. Técnica siembra en T o “cross-streak”. B. Técnica siembra sobre extendido.

Se enfrentaron cada uno de los aislamientos en estudio con los biosensores
bacterianos enumerados en la Tabla 4 pg.73 con sus respectivos controles positivo
y negativo (Tabla 5, pg.73). Los co-cultivos se realizaron por triplicado en medio LB
y se incubaron por 24 horas a 34°C. La bioluminiscencia producida por pSB -401 y
pSB403 se capturaron usando el documentador de imagenes BIORAD Molecular
Imager, Chemi Doc XRS+ con un tiempo de exposicion de 0.5 minutos. La proteina
verde fluorescente (GFP) producida por los biosensores W19 y PKR-C12 se capto
usando la placa de seleccién de proteinas fluorescentes de BIORAD Molecular
Imager, para Chemi Doc XRS+ con un tiempo de exposicién de 0.5 minutos, en el
documentador de imagenes de la misma referencia. EI medio de cultivo LB usado
para el co-cultivo de los aislamientos en estudio con pZLR4 fue enriquecido con X-
gal 50uL (20mg/ml) como sustrato de la B-galactosidasa que se produce tras la
deteccién de las AHL por parte del aislamiento enfrentado, y el medio de cultivo LB
usado en el co-cultivo con los biosenores W19 y pKRC12 fue enriquecido con IPTG
20uL (1.5mM) molécula sustrato para la activacion del plasmido productor de GFP

tras la deteccion de AHLs.
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TABLA 4. BIOSENSORES USADOS PARA LA DETECCION DE MOLECULAS SENAL INVOLUCRADAS EN EL

QUORUM SENSING PRODUCIDAS POR LOS AISLAMIENTOS BACTERIANOS EN ESTUDIO

Especie Sistema Sensibilida
Biosensor P de QS [Fenotipo Reportero Alta sensibilidad Referencia
hospedera d general
usado
(C6-3-0x0;
. ) Produccion de C8;C8-3- | McClean et
CVv0O26 C. violaceum CvllR C6-AHL '
v . v violaceina 0x0;C4)- al. (1997)
AHL
(CE,C83- | \inson et
pSB401 E. coli Luxl/R Bioluminiscencia C6-3-0x0-AHL oxo; C8)-
al. (1998a)
AHL
(C6,C83- | \yinson et
pSB403 E. coli LuxI/R Bioluminiscencia C6-3-0x0-AHL oxo; C8)-
al. (1998a)
AHL
. L C6-3-0x0- | Fernandez
w19 E. coli Luxl/R | Produccién de GFP C6-3-0x0-AHL AHL et al. (2011)
. . C10-3-oxo0- | (Riedel et
KR-C12 E. col Lasl/R P FP 12-3-ox0-AHL
pKR-C coli asl/ roduccion de G C12-3-oxo0 AHL al. .2001)
Desde C6-
L AHL hasta
pZLR4 A. tumefaciens | Trayr | Freduccionde - C8-0x0-ALH c1o-aHL; | (Farand et
galactosidasa al.,2002)
todos los 3-
0x0-AHL

TABLA 5. CEPAS CONTROL PARA LOS ENSAYOS DE DETECCION DE PRODUCCION DE MOLECULAS

SENAL TIPO AHL

Cepa Molécula de sefializacion tipo AHL
Hospedero ) .
control producida en mayor medida
Paol Pseudomonas | C4-AHL; C6-AHL; C8-AHL; C10-AHL;
aeruginosa C12-AHL
ISOF Pseudomonas | C6-3-ox0-AHL; C6-AHL; C8-AHL; C8-
putida 3-0x0-AHL; C4-AHL
Pseudomonas
IsoF 117 . No produce AHLs
putida

En los ensayos Pa01l e IsoF seran usados como controles positivos, mientras IsoF 117 como control negativo.

6.6 PRUEBAS DE INHIBICION DE QUORUM SENSING

Para evaluar la produccion de compuestos inhibitorios de QS por parte de los

aislamientos bacterianos presentes en esponjas marinas con y sin biofouling, se
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enfrentard cada uno de éstos a la cepa tipo Chromobacterium violaceum ATCC
31532, mediante el plaqueo del biosensor en caja con agar LB, seguido del estriado
superpuesto de los aislamientos en estudio.

C. violaceum ATCC 31532, en un evento controlado por QS, produce un pigmento
accesorio llamado Violaceina que tifie de color violeta a las colonias. En presencia
de algan compuesto inhibidor de QS, las colonias de C. violaceum ATCC 31532 no
producen el pigmento, creciendo de color blanco crema en torno a la fuente de
inhibicién. Para la evaluacion del fenédmeno de inhibicion de QS la cepa tipo C.
violaceum ATCC 31532 se extendio sobre agar LB y posteriormente se hicieron
estrias de cada aislamiento como se muestra en la Figura 7 (pg.74) Para estos
ensayos se usé como control positivo a la cepa bacteriana identificada como
Alcaligenes faecalis ELB9, reportada como productora de compuestos inhibidores
de Quorum Sensing sobre la cepa biosensora C. violaceum ATCC 31532 (Zorro &
Arévalo, 2011).

En este ensayo los aislamientos que produjeron compuestos inhibidores de QS
presentaron un halo blanco crema alrededor del estriado, correspondiente al
biosensor sin pigmento accesorio, como se muestra en el diagrama con el control

positivo y uno de los aislamientos de la Figura 7. (pg.74)

FIGURA 7. DIAGRAMA DE TECNICA USADA PARA LA EVALUACION DE LA INHIBICION DE QS POR PARTE
DE LOS AISLAMIENTOS EN ESTUDIO SOBRE C. VIOLACEUM ATCC31532
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En amarillo: aislamientos en estudio y en verde: control positivo ELB9 Alcaligenes faecalis. Aislamiento 3 y

control positivo rodeados de un halo color crema ejemplificando el resultado positivo a la inhibicion de QS.

6.7 PRUEBAS DE ANTAGONISMO BACTERIANO

Para detectar las relaciones antagonicas de crecimiento entre las bacterias
pertenecientes a las comunidades asociadas a esponjas marinas con y sin
biofouling, se enfrentdé cada uno de los aislamientos al total de los aislamientos de
la comunidad bacteriana cultivable a la que pertenece, en ensayos sobre agar LB,
donde se plaqued un aislamiento y sobre él, se hicieron estrias de los otros
aislamientos pertenecientes a su grupo (Figura 8. pg 75). Todos los ensayos se
hicieron para cada uno de los aislamientos y por triplicado.

En este ensayo, si un aislamiento en estria produce antagonismo sobre la cepa
plagueada, se observara un halo de inhibicién de crecimiento alrededor de la estria,
prueba de que existen compuestos que estd produciendo ese aislamiento que

prohiben el crecimiento de la cepa plagueada. (Figura 8 pg 75).

Evento de
antagonismo

Aislamiento
extendido

FIGURA 8. DIAGRAMA DE TECNICA USADA PARA EVALUAR LA ACTIVIDAD ANTAGONICA DE LOS

AISLAMIENTOS DE UNA MISMA COMUNIDAD BACTERIANA

En colores: Todos los aislamientos bacterianos asociados a la comunidad de un tipo de esponja. Al fondo,
aislamiento extendido de la misma comunidad. Un evento de antagonismo del aislamiento color rosa sobre el

aislamiento extendido se observaria con un halo de inhibiciéon de crecimiento alrededor del aislamiento rosa.
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VIl. RESULTADOS

7.1 CARACTERIZACION DE LOS AISLAMIENTOS DE LAS
COMUNIDADES BACTERIANAS ASOCIADAS A ESPONJAS
MARINAS CON Y SIN BIOFOULING

7.1.1 Caracterizacién morfolégica macro y microscopica de los aislamientos
bacterianos

La primera aproximacion para conocer a las comunidades bacterianas asociadas a
esponjas marinas con y sin biofouling se baso en la caracterizacidon de la morfologia
macroscopica y microscépica de todos los aislamientos obtenidos tras 24h de cultivo
(Anexo 3). Las descripciones se realizaron por medio de una observacion directa de
las colonias bacterianas cultivadas en agar LB, usando estereoscopio (para el caso
de la caracterizacion macroscépica) y usando tincion de Gram y determinacién de
morfologia celular (para la caracterizacion microscopica). Estos registros
permitieron una clasificacion provisional para los aislamientos en estudio que sirve
no sélo para evaluar modificaciones a los protocolos de caracterizacion molecular
(como se explicara mas adelante) sino como una base de datos que permitid
comparar las caracteristicas reportadas con las observadas en los siguientes
ensayos, corroborando la identidad de los aislamientos en cada nuevo cultivo,
evitando asi la pérdida o confusion entre aislamientos trabajados.

Se obtuvo un total de 96 aislamientos bacterianos nombrados de acuerdo con la
Tabla 1 (pg.64). En el Anexo 3 “Base de datos de caracterizacion macro y
microscépica de los aislamientos obtenidos para esponjas marinas con y sin
biofouling”, se encuentran relacionadas las descripciones microscopicas y
macroscopicas para cada uno de los aislamientos de los cuatro grupos. De los 93
aislamientos bacterianos, 45 fueron aislados de las esponjas identificadas como
Xestospongia muta que no poseian biofouling y 46 aislamientos se obtuvieron de
las esponjas con biofouling determinadas como Applisina insularis y Desmapsamma

anchorata (Tabla 6, pg. 77)
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TABLA 6. TOTAL DE AISLAMIENTOS OBTENIDOS PARA CADA GRUPO DE ESPONJAS MARINAS

Numero de
Esponiav estado aislamientos
ponjay bacterianos
totales por arupo
Xestospongia muta (1) o
sin biofouling
Xestospongia muta (2) 23
sin biofouling
Aplysina insularis con o8
biofouling
Desmapsama
anchorata con 21
biofouling

Los caracteres morfolégicos fueron diversos, pero predominaron las colonias de
colores amarillos, crema-amarillo y blancas, con texturas cremosas brillantes y
margenes enteros. La mayoria de los aislamientos presentaron morfologia celular
tipo bacilo y del total de 98 aislamientos s6lo 5 fueron Gram negativos. Algunas

morfologias tipicas y atipicas se pueden detallar en la Figura 9. (pg.78)
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FIGURA 9. FOTOGRAFIAS DE COLONIAS Y TINCION DE GRAM DE ALGUNOS AISLAMIENTOS

BACTERIANOS A LAS 24H.
A. Registro fotografico de CCBXm1-23 (morfologia tipica); B. Registro fotografico de CCBAIBf-18 (morfologia
tipica) y C. Registro fotografico de CCBAIBf-19 (morfologia atipica)

Se logro caracterizar un total de 98 aislamientos bacterianos por sus atributos macro
y microscopicos, obteniendo una base de datos descriptiva en formato Excel, usada
para el seguimiento de los aislamientos a lo largo de la investigacion y la
comparacién de estas caracteristicas con las reportadas por bibliografia, lo anterior
dando cumplimiento al objetivo especifico nimero uno. De los 98 aislamientos 47
corresponden a comunidades bacterianas asociadas a esponjas marinas sin
biofouling y 49 corresponden a comunidades bacterianas de esponjas con

biofouling.
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7.1.2 Caracterizacion taxondmica usando el gen ribosomal 16S ARN

Para realizar la amplificacién del gen ribosomal 16S ARN, los aislamientos debieron
someterse a extraccion de ADN bacteriano, mediante choque térmico. Para la
mayoria de los aislamientos, un proceso simple como el paso de 95°C a 0°C fue
suficiente para obtener el material genético, sin embargo, algunos aislamientos
bacterianos requirieron modificaciones al protocolo de extraccion del ADN,
probablemente gracias a la naturaleza de su pared celular y produccion de enzimas
degradadoras (Arslan & Buyser, 2019). Los aislamientos con el protocolo
estandarizado para la extraccion de ADN se encuentran consignados en la Tabla 2
(pg. 67).

En la Tabla 3 (pg. 69) se registran los aislamientos y las estandarizaciones
realizadas sobre el protocolo de PCR que permitieron lograr un 6ptimo nimero de
fragmentos amplificados con la calidad necesaria para su posterior envio a
secuenciacion.

Una vez realizada la secuenciacion se recibieron electroferogramas con las
secuencias obtenidas para los amplificados de cada aislamiento bacteriano. Para
algunos aislamientos, donde se realizaron cambios en el protocolo de extraccion del
ADN y la amplificaciéon de este, el proceso de secuenciacion se llevo a cabo hasta
tres veces.

Las secuencias recibidas fueron evaluadas para determinar su nivel de resolucion
y su extension minima; ademas se eliminaron las regiones distales que poseen baja
resolucién para obtener una secuencia final de alta calidad con una extensién entre
1490bp y 1600bp. Luego de la revisiéon de la calidad de las secuencias, se realizd
una busqueda comparativa con las secuencias de 16S rADN indexadas en la base
de datos BLASTn de NCBI y con las secuencias indexadas en la base de datos
curada EZ-TAXON. Los resultados obtenidos mostraron secuencias asociadas a
especies bacterianas de las que se eligieron anicamente las que poseian similitud
del 97%. Con los nombres de las especies similares sobre ese porcentaje, se
procedié a descargar la secuencia tipo para cada especie, para un total de maximo
cinco especies bacterianas comparables por cada aislamiento en estudio. Estas

secuencias tipo se obtuvieron de las referencias de la base de datos curada LPSN.
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El conjunto de secuencias de cepas tipo y la secuencia del aislamiento en estudio
se alinearon con el programa MEGA 7.0.

Con esta informacidén se construyeron matrices de distancia usando los modelos
evolutivos de “Distancia p” y “Kimura 2-parametros”, cuyos valores obtenidos y
especies similares a los aislamientos en estudio se encuentran registrados en las
tablas de la 7 a la 10, para cada grupo de esponjas marinas. Los porcentajes de
similitud reportados fueron obtenidos a partir de la Distancia p con la siguiente

férmula D=(1-p) * 100, donde p es el valor de la distancia presentado en la matriz

generada por MEGA 7.0.

TABLA 7. ESPECIE CON MAYOR SIMILITUD DE ACUERDO CON LOS VALORES DE DISTANCIA P Y

KIMURA 2-PARAMETROS PARA CADA UNO DE LOS AISLAMIENTOS BACTERIANOS PERTENECIENTES AL

GRUPO DE XESTOSPONGIA MUTA (1) SIN BIOFOULING

Cddigo cepario CCB |Cédigo GENBANK Especie mas similar Distancia p | Kimura 2 parametros |% Similitud
CCBXm1-1 MK371709 Bacillus haikouensis 0.009 0.009 99.1
CCBXm1-3 MK367612 Micrococcus aloeverae 0.009 0.009 99.1

CCBXm1-4D MK377089 Micrococcus aloeverae 0.010 0.010 99.0
CCBXm1-5 MK371707 Kocuria flava 0.008 0.008 99.2
CCBXm1-6 SC Micrococcus sp. * 0.032 0.032 96.8

CCBXm1-6D SC Micrococcus sp. * 0.031 0.031 96.9
CCBXm1-8 MK 386686 Bacillus paramycoides 0.004 0.004 99.6

CCBXm1-10 MK371668 Bacillus firmus 0.000 0.000 100.0

CCBXm1-11 MK386694 Bacillus gingshengii 0.021 0.021 97.9

CCBXm1-13 MK 386696 Rhodococcus ruber 0.008 0.008 99.2

CCBXm1-14 SC Leifsonia sp.* 0.106 0.106 89.4

CCBXm1-16 MK367570 Arthrobacter crystallopoietes 0.009 0.009 99.1

CCBXm1-18 MK 386687 Bacillus zhangzhouensis 0.002 0.002 99.8

CCBXm1-19 MK386688 Bacillus zhangzhouensis 0.004 0.004 99.6

CCBXm1-19D MK 386689 Bacillus pumilus 0.006 0.006 99.4

CCBXm1-20 MK386693 Bacillus foraminis 0.012 0.012 98.8

CCBXm1-22 MK386691 Bacillus tequilensis 0.000 0.000 100.0

CCBXm1-23 MK386695 Lysinibacillus composti 0.009 0.009 99.1

CCBXm1-25 MK386697 Dietzia natronolimnaea 0.008 0.008 99.2

CCBXm1-26 SC Paracoccus sp.* 0.045 0.045 95.5

CCBXm1-27** MK371705 Bacillus paralicheniformis 0.007 0.007 99.3

CCBXm1-32 MK377090 Bacillus pumilus 0.019 0.019 98.1

CCBXm1-33 SC Micrococcus sp. * 0.033 0.033 96.7

CCBXm1-35 MK 386692 Microbacterium foliorum 0.006 0.006 99.4

Los (*) en la columna de “Especie mas similar” representan aislamientos a los que, tras el alineamiento multiple,
se obtuvo como género similar el reportado, con un porcentaje de similitud menor al 97%. Los (**) en la columna

“Caodigo Cepario CCB” representan a los aislamientos con tratamiento bioinformatico particular por su extension
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menor a las 1400bp SC: Sin codigo- el nivel taxonémico al que se logré determinar no permite la asignacion de
c6digo en GENBANK.

TABLA 8.ESPECIE CON MAYOR SIMILITUD DE ACUERDO CON LOS VALORES DE DISTANCIA P Y KIMURA

2-PARAMETROS PARA CADA UNO DE LOS AISLAMIENTOS BACTERIANOS PERTENECIENTES AL GRUPO

DE XESTOSPONGIA MUTA (2) SIN BIOFOULING.

Cédigo cepario CCB |Codigo GENBANK Especie mas similar Distancia p | Kimura 2 parametros |% Similitud
CCBXm2-1 SC Bacillus cereus** 0.033 0.033 96.7
CCBXm2-1C MK386700 Bacillus cereus 0.003 0.003 99.7
CCBXm2-1D MK386698 Bacillus cereus 0.004 0.004 99.6
CCBXm2-3* MK386701 Bacillus flexus 0.006 0.006 99.4
CCBXm2-4 MK386707 Bacillus filamentosus 0.011 0.011 98.9
CCBXm2-6 MK386729 Micrococcus aloeverae 0.010 0.010 99.0
CCBXm2-7 MK386722 Bacillus paralicheniformis 0.001 0.001 99.9
CCBXm2-8 MK386708 Bacillus paralicheniformis 0.013 0.013 98.7
CCBXm2-9 MK386716 Bacillus praedii 0.007 0.007 99.3
CCBXm2-10 MK386715 Pseudonocardia carboxydivorans 0.000 0.000 100.0
CCBXm2-11 MK386725 Bacillus subterraneus 0.006 0.006 99.4
CCBXm2-12 MK386711 Arthrobacter crystallopoietes 0.004 0.004 99.6
CCBXm2-13 MK386726 Bacillus paramycoides 0.018 0.018 98.2
CCBXm2-14 MK386712 Micrococcus yunnanensis 0.006 0.006 99.4
CCBXm2-14D MK386717 Micrococcus yunnanensis 0.013 0.013 98.7
CCBXm2-15 MK386713 Micrococcus aloeverae 0.012 0.010 98.8
CCBXm2-17 MK386714 Bacillus cereus 0.021 0.030 97.9
CCBXm2-18 MK386720 Micrococcus aloeverae 0.001 0.001 99.9
CCBXm2-18D MK386718 Micrococcus yunnanensis 0.006 0.006 99.4
CCBXm2-19 MK386719 Bacillus cereus 0.020 0.020 98.0
CCBXm2-21* MK386723 Bacillus flexus 0.013 0.013 98.7
CCBXm2-22 MK386727 Bacillus filamentosus 0.000 0.000 100.0
CCBXm2-23 MK386724 Bacillus cereus 0.004 0.004 99.6

Los (**) en la columna de “Especie mas similar” representan aislamientos a los que, tras el alineamiento multiple,

se propone como especie similar la reportada, con un porcentaje de similitud menor al 97% (Adicional,

descripcion de la Tabla 7.)
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TABLA 9. ESPECIE CON MAYOR SIMILITUD DE ACUERDO CON LOS VALORES DE DISTANCIA P Y

KIMURA 2-PARAMETROS PARA CADA UNO DE LOS AISLAMIENTOS BACTERIANOS PERTENECIENTES AL

GRUPO DE APLYSINA INSULARIS CON BIOFOULING. (DESCRIPCION TABLA 7.)

Cabdigo cepario CCB |Codigo GENBANK Especie més similar Distancia p| Kimura 2 parametros |% Similitud
CCBAiBf-1 MK386731 Exiguobacterium aurantiacum 0.016 0.016 98.4
CCBAIBf-2 MK386732 Bacillus paralicheniformis 0.005 0.005 99.5

CCBAIBf-2D MK386736 Bacillus paralicheniformis 0.010 0.010 99.0
CCBAIBf-3D MK386738 Bacillus paralicheniformis 0.006 0.006 99.4

CCBAIBf-4 MK386740 Rummeliibacillus stabekisii 0.002 0.002 99.8

CCBAiBf-5 MK386730 Arthrobacter creatinolyticus 0.000 0.000 100.0

CCBAIBf-6 MK386734 Micrococcus aloeverae 0.021 0.021 97.9

CCBAiBf-7 MK386733 Microbacterium esteraromaticum 0.009 0.009 99.1
CCBAIBf-7D MK386737 Microbacterium esteraromaticum 0.009 0.009 99.1

CCBAiBf-8 MK386750 Agreia pratensis 0.005 0.005 99.5

CCBABf-9 MK386739 Microbacterium oryzae 0.000 0.000 100.0
CCBAIBf-9D MK386743 Microbacterium paraoxydans 0.004 0.004 99.6
CCBAiBf-10 MK386755 Bacillus halosaccharovorans 0.012 0.012 98.8
CCBAiBf-12 MK386756 Rummeliibacillus stabekisii 0.008 0.008 99.2
CCBAiBf-12D MK386741 Rummeliibacillus stabekisii 0.001 0.001 99.9
CCBAIBf-13 MK386728 Nocardia corynebacterioides 0.004 0.004 99.6
CCBABf-14 MK 386746 Bacillus rhizosphaerae 0.003 0.003 99.7
CCBAiBf-17 MK386757 Microbacterium barkeri 0.003 0.003 99.7
CCBAiBf-17D MK386748 Microbacterium barkeri 0.005 0.005 99.5
CCBAiBf-18 MK386745 Micrococcus luteus 0.008 0.008 99.2
CCBAIBf-19 SC Exiguobacterium sp. * 0.032 0.032 96.8
CCBAIiBf-20 MK386747 Bacillus proteolyticus 0.009 0.009 99.1
CCBAIBf-22 MK386754 Micrococcus flavus 0.004 0.004 99.6
CCBAIBf-23 MK386749 Leucobacter holotrichiae 0.008 0.008 99.2
CCBAiBf-24 SC Exiguobacterium sp. * 0.035 0.035 96.5
CCBAIBf-26 MK386752 Tessaracoccus oleiagri 0.001 0.001 99.9
CCBABf-27 MK386760 Leifsonia shinshuensis 0.021 0.021 97.9
CCBAIiBf-30 MK386753 Microbacterium esteraromaticum 0.007 0.007 99.3
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TABLA 10. ESPECIE CON MAYOR SIMILITUD DE ACUERDO CON LOS VALORES DE DISTANCIA P Y
KIMURA 2-PARAMETROS PARA CADA UNO DE LOS AISLAMIENTOS BACTERIANOS PERTENECIENTES AL

GRUPO DE DESMAPSAMMA ANCHORATA CON BIOFOULING

Caodigo cepario CCB |Cddigos GENBANK Especie mas similar  |Distancia p| Kimura 2 pardmetros |% Similitud
CCBDaBf-1 MK 386759 Oceanimonas smirnovii 0.006 0.006 99.4
CCBDaBf-2 MK386763 Micrococcus yunnanensis 0.001 0.001 99.9
CCBDaBf-3 MK386765 Kocuria flava 0.000 0.000 100.0
CCBDaBf-5 MK386764 Bacillus aryabhattai 0.008 0.008 99.2
CCBDaBf-6 MK386767 Bacillus altitudinis 0.008 0.008 99.2
CCBDaBf-9 MK386788 Bacillus mycoides 0.001 0.001 99.9
CCBDaBf-10 MK386787 Bacillus altitudinis 0.001 0.001 99.9
CCBDaBf-11 MK386789 Bacillus altitudinis 0.005 0.005 99.5
CCBDaBf-12 MK 386792 Bacillus tequilensis 0.002 0.002 99.8
CCBDaBf-13 MK386791 Lysinibacillus halotolerans 0.012 0.012 98.8

CCBDaBf-13D SC Bacillus licheniformis** 0.036 0.036 96.4
CCBDaBf-15 MK386793 Oceanimonas smirnovii 0.003 0.003 99.7
CCBDaBf-16 MK386795 Pseudomonas oceani 0.009 0.009 99.1
CCBDaBf-17 MK386794 Oceanimonas smirnovii 0.009 0.009 99.1
CCBDaBf-18 MK 386796 Pseudomonas stutzeri 0.004 0.004 99.6
CCBDaBf-20 MK386798 Bacillus haikouensis 0.016 0.016 98.4
CCBDaBf-22 MK386797 Micrococcus yunnanensis 0.001 0.001 99.9

CCBDaBf-22D MK 386800 Micrococcus yunannensis 0.000 0.000 100.0
CCBDaBf-26 MK386799 Lysinibacillus sinduriensis 0.008 0.008 99.2
CCBDaBf-28 MK386790 Dietzia cinnamea 0.001 0.001 99.9
CCBDaBf-29 MK 386801 Bacillus oryzaecorticis 0.019 0.019 98.1

Los (**) en la columna de “Especie mas similar” representan aislamientos a los que, tras el alineamiento multiple,
se propone como especie similar la reportada, con un porcentaje de similitud menor al 97% (Adicional,

descripcion de la Tabla 7.)

Los aislamientos CCBXm1-6, CCBXm1-6D, CCBXm1-14, CCBXm1-26, CCBXm1-
33, CCBAIBf-19 y CCBAIBf-24, marcados con (*) en la columna “Especie mas
similar”, tuvieron un tratamiento diferente a las otras secuencias ya que, en el
proceso de secuenciacion, se obtuvieron secuencias parciales de entre 1200bp y
1400bp. Al ser secuencias con una extension mucho menor a otras secuencias
analizadas que eran de aproximadamente 1400 y 1600bp, no se incluyeron en el
analisis general. Para ninguno de los aislamientos mencionados se logré asignar

especie, pero al compartir una similitud menor al 97% con 3 0 mas especies del

83




mismo género, se les pudo asignar ese nivel taxonémico, siguiendo los parametros
del comité de sistematica y taxonomia bacteriologica.

Aislamientos como CCBXm2-1 y CCBDaBf-13D marcados con (**) en la columna
“‘Especie mas similar’ también presentaron secuencias cortas por debajo de la
mayoria de los aislamientos (con extensiones entre 1300 y 1400pb) y porcentajes
de similitud entre 95% y 97%. A pesar de que se tratd de un porcentaje de similitud
bajo para el aceptado para asignar especie, el BLASTn arrojo similitud con 4 o mas
aislamientos indexados determinados con la especie Bacillus cereus para
CCBXm2-1 y Bacillus licheniformis para CCBDaBf-13. De esta forma se les otorg6
la asignacién tentativa a estas especies dado que los reportes en la base de datos
del NCBI no encontrd similitud con otras especies distintas a las mencionadas. Esta
clasificacion tentativa no responde a los parametros establecidos por el comité ad
hoc, pero se reportan de esta manera dada la similitud de los aislamientos
anicamente con las especies mencionadas, con secuencias diferentes a la cepa
tipo.

El aislamiento CCBXm1-27, marcado con (**) en “Cddigo de cepario CCB” tuvo un
tratamiento diferencial dado que poseia una extension de 980bp, mucho menor
incluso a las reportadas con extensiones menores que llegaron a género. Dada la
longitud de su secuencia y para evitar una modificacion abrupta a los alineamientos
realizados, tuvo un alineamiento multiple Gnico para ese aislamiento.

Los aislamientos sin ninguna marca poseen secuencias de entre 1400 y 1600bp, y
fueron analizadas en conjunto. Todas esas secuencias reportaron porcentajes de
similitud superiores al 97%, e incluso con porcentajes superiores al 99% permitiendo
concluir con certeza que pertenecen a las especies bacterianas relacionadas en las
Tablas 7 ala 10 (pg. 81 a la 84)

El total de los aislamientos antes mencionados (con similitud mayor al 97%) se
alinearon usando Clustal W Multiple Aligment (Thompson et al., 2002) con una
penalidad de 20 puntos para apertura y extension de gaps. Usando el método de
agrupamiento Neighbor-Joining basado en Distancia-P (Saitou & Nei, 1987), se
realizaron dendogramas que representan la relacion entre los aislamientos en

estudio con las especies bacterianas asignadas, para cada una de las comunidades
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bacterianas asociadas a esponjas con y sin biofouling (Figuras 10, 13, 15y 17).
Para los aislamientos marcados con uno o dos asteriscos en “Especie mas similar’
y “Cddigo cepario CCB”, se realizaron alineamientos con las especificaciones antes
mencionadas, a fin de demostrar su bajo porcentaje de similitud con una cepa tipo
especifica y su relacién al género asignado (Figuras 11, 12,14,16,18). En todos los
casos, el método de agrupacion Neigbor-Joining us6 Bootstrap de 1000 réplicas
como método de validacion estadistica.
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FIGURA 10. RELACIONES TAXONOMICAS DE LOS AISLAMIENTOS PERTENECIENTES A LA COMUNIDAD
BACTERIANA PRESENTE EN LA ESPONJA XESTOSPONGIA MUTA XM1 SIN BIOFOULING
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El dendrograma fue construido a partir de las secuencias del gen 16S rADN de los aislamientos ahi
relacionados. Se utilizé como algoritmo de agrupamiento Neighbor-Joining a partir de una matriz de distancias
calculada con el modelo de Distancia-P. Los niumeros en los nodos representan los valores de Bootstrap en
porcentaje, utilizado para la validacion estadistica basado en 1000 repeticiones. Cada aislamiento en estudio

se encuentra marcado con un circulo negro relleno. Haloarchaeobius iranensis fue utilizado como grupo externo.

56 — AJ536198.1 Micrococcusluteus
L L FJ214355.2 Micracaceus yunnanensis
ICF524364,1 Micracaccus aloeverae
100 L @CCBDBXmI-ED
AJO0593 2.1 Micrococcus psychrophilum
—— @ CCBDBXm1-23
86 ——— EU005372,1 Micracaccus endophyticus
@ CCBDBXm1-14
95 ——— D45057.1 Leifsonia aquatica
100 L DQ232612.2 Leifsania naganaensis
56 — DR232614.2 Leifsania shinshuensis
98 b——— EL912483,1 Leifsonia soli
@ CCRDBXm1-6
ICROS 2005, 1 Paracaccus angustae
99 NR 118463,1 Paracaccus siganidrum
100 —:Y1592?.1 Paracoccus denitrificans
@ CCRDBXm1-26
[(T634253,2 Paracaccus acridae
— 664462, 1 Paracaccus aerius
100 ——— NR 145252,1 Paracaccus speluncae
Halparchaeabius iranensis JF293 278, 1

95 79
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38

93

FIGURA 11. RELACIONES TAXONOMICAS DE LOS AISLAMIENTOS PERTENECIENTES A LA COMUNIDAD
BACTERIANA PRESENTE EN LA ESPONJA XESTOSPONGIA MUTA XM1 SIN BIOFOULING, CON

VARIACIONES EN LA EXTENSION DE LA SECUENCIA (POR DEBAJO DE LAS 1400BP)
Cada aislamiento en estudio se encuentra marcado con un circulo negro relleno. Este dendrograma fue

construido utilizando los mismos parametros que los descritos en la figura 10.

69 | @ CCBDBXm1-27

I MH488999.1 Bacillus paralicheniformis
MR 0749221 Bacillus licheniformis

a4 AF202118.1 Bacillus sonorensis
Haloarchasobius iranensis JF293278.1

FIGURA 12. RELACION TAXONOMICA DEL AISLAMIENTO CCBXM1-27 PERTENECIENTE A LA

COMUNIDAD BACTERIANA DE LA ESPONJA XESTOSPONGIA MUTA XM1 SIN BIOFOULING.
Cada aislamiento en estudio se encuentra marcado con un circulo negro relleno. Este dendrograma fue

construido utilizando los mismos parametros que los descritos en la figura 10.
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FIGURA 13. RELACIONES TAXONOMICAS DE LOS AISLAMIENTOS PERTENECIENTES A LA COMUNIDAD

BACTERIANA PRESENTE EN LA ESPONJA XESTOSPONGIA MUTA XM2 SIN BIOFOULING
Cada aislamiento en estudio se encuentra marcado con un circulo negro relleno. Este dendrograma fue

construido utilizando los mismos parametros que los descritos en la figura 10.
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16 KJB12435.1 Bacillus tropicus
66 _:|<J312440,1 Bacillus albus
KJB12415.1 Bacillus lut
100 {mslzaso,I Bacillus nitratireducens
— KJ812418.1 Bacillus proteolyticus
66 L————— NR 113266.1 Bacillus cereus

@ CCrXm2-1
Haloarchaeobiusiranensis JF293278.1

FIGURA 14. RELACIONES TAXONOMICAS DEL AISLAMIENTO CCBXM2-1 PERTENECIENTE A LA
COMUNIDAD BACTERIANA DE ESPONJA XESTOSPONGIA MUTA XM2 SIN BIOFOULING CON VARIACIONES

EN LA EXTENSION DE LA SECUENCIA (POR DEBAJO DE LAS 1400BP)
Cada aislamiento en estudio se encuentra marcado con un circulo negro relleno. Este dendrograma fue

construido utilizando los mismos paradmetros que los descritos en la figura 10.
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FIGURA 15. RELACIONES TAXONOMICAS DE LOS AISLAMIENTOS PERTENECIENTES A LA COMUNIDAD

BACTERIANA PRESENTE EN LA ESPONJA APLYSINA INSULARIS (AIB F) CON BIOFOULING
Cada aislamiento en estudio se encuentra marcado con un circulo negro relleno. Este dendrograma fue

construido utilizando los mismos parametros que los descritos en la figura 10.
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_55:#\\(818050.1 Exiguobacterium profundum
9 AY594266.1 Exiguobacterium marinum

99 L AY594264.1 Exiguobacterium aestuarii
100 DQ019166.1 Exiguobacterium aurantiacum
—m: NR 118534.1 Exiguobacterium himgiriensis
@ CCBAI1-24
@ CCBAI1-19
Haloarchaeobius iranensis JF293278.1

FIGURA 16. RELACIONES TAXONOMICAS DE LOS AISLAMIENTOS PERTENECIENTES A LA COMUNIDAD
BACTERIANA ASOCIADA A LA ESPONJA APLYSINA INSULARIS (AIBF) CON BIOFOULING, CON

VARIACIONES EN LA EXTENSION DE LA SECUENCIA (POR DEBAJO DE LAS 1400BP)

Cada aislamiento en estudio se encuentra marcado con un circulo negro relleno. Este dendrograma fue
construido utilizando los mismos paradmetros que los descritos en la figura 10.
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FIGURA 17. RELACIONES TAXONOMICAS DE LOS AISLAMIENTOS PERTENECIENTES A LA COMUNIDAD
BACTERIANA PRESENTE EN LA ESPONJA DESMAPSAMMA ANCHORATA (DABF) CON BIOFOULING

Cada aislamiento en estudio se encuentra marcado con un circulo negro relleno. Este dendrograma fue

construido utilizando los mismos parametros que los descritos en la figura 10.
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44 AF302118.1 Bacillus sonorensis
50 _:NR 157608.1 Bacillus swezeyi
100 _: NR 157609.1 Bacillus haynesii
94 MH488999.1 Bacillus paralicheniformis
NR 074923.1 Bacillus licheniformis

@ CCBDa-13D
Haloarchaeobius iranensis JF293278.1

FIGURA 18. RELACIONES TAXONOMICAS DE LOS AISLAMIENTOS PERTENECIENTES A LA COMUNIDAD
BACTERIANA ASOCIADA A LA ESPONJA DESMAPSAMMA ANCHORATA (DABF) CON BIOFOULING, CON
VARIACIONES EN LA EXTENSION DE LA SECUENCIA (POR DEBAJO DE LAS 1400BP)

Cada aislamiento en estudio se encuentra marcado con un circulo negro relleno. Este dendrograma fue

construido utilizando los mismos parametros que los descritos en la figura 10.

**Para los aislamientos CCBXm2-3 y CCBXm2-21 identificados como B. flexus no
se reportan los resultados de ensayos de inhibicién, antagonismo y produccion de
AHLs realizado al resto de aislamientos, pues tras el proceso de caracterizacion y

almacenamiento no fue posible recuperar estas colonias.

7.1.3 Consideraciones sobre las modificaciones en los protocolos de
extraccion y amplificacion del gen ribosomal 16S RNA

Para la caracterizacion de las comunidades bacterianas cultivables asociadas a
esponjas marinas con Yy sin epibiosis en su superficie, se realizaron dos
aproximaciones iniciales a fin de otorgar identidad a cada aislamiento obtenido: de
forma preliminar, se realiz6 una caracterizacidbn macro y microscopica partiendo de
la descripcion de colonias y tinciones de Gram de cada aislamiento. Este paso fue
fundamental, para el conocimiento de las caracteristicas generales como método
de inventario de los ceparios obtenidos. Con esta caracterizacion parcial, los
aislamientos fueron divididos en tres grandes grupos: Bacilos Gram positivos; Cocos
Gram positivos (incluyendo micrococos) y bacterias Gram negativas. Con una
aproximacion bibliografica preliminar se logréo establecer que luego de las
Proteobacterias, los Firmicutes y Actinobacterias dominan el consorcio bacteriano
asociado a esponjas marinas; y que estos filos han sido un gran desafio para la
comunidad cientifica que busca determinarlos taxondémicamente, por sus
caracteristicas fisiologicas y composicion quimica que complejizan los protocolos
de extraccién de ADN y amplificacion del gen ribosomal 16S ARN (Yang, Franco, &

Zhang, 2015). De hecho, gracias a la dificultad que presentan estos microrganismos
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para ser caracterizados de forma convencional por la amplificacion del 16S ARN,
se han propuesto nuevos mecanismos de caracterizacion bacteriana como lo es el
uso de espectometria de masas usando MALDI-TOF, que aun se encuentra en
desarrollo, ampliacion, curacion y consenso de la informacion obtenida en bases de
datos a nivel mundial (Carbonnelle et al., 2011). En este trabajo se estandarizaron
los protocolos necesarios para poder usar la amplificacion y secuenciacion del gen
ribosomal 16S rADN como mecanismo de identificacion taxonomica de los
aislamientos bacterianos en estudio.

Se sabe que con bacterias pertenecientes a los filo Actinobacteria y Firmicutes se
deben realizar pasos adicionales a los convencionales para la 6ptima extraccion del
ADN vy amplificacion del gen ribosomal 16S ARN; esto se traduce en una
estandarizacion a los protocolos de extraccion y PCR usados convencionalmente
(Carbonnelle et al., 2011; Panek et al., 2018; Rose et al., 2011; Wielinga et al.,
2011). Las estandarizaciones de extraccion de ADN y modificacién de los ciclos de
la PCR se realizaron siguiendo como linea base a los protocolos de extraccion de
ADN especiales usados por el CCB, teniendo en cuenta la bibliografia que reporta
que estos organismos de los filo Actinobacteria y Firmicutes poseen una pared
celular con una alta complejidad proteica y poseen una gran bateria de enzimas
como las ADNasas que pueden activarse facilmente frente al estrés del choque
térmico para la lisis celular, poniendo en riesgo la integridad del material genético
(Arslan & Buyser, 2019; Hamedi, Kafshnouchi, & Ranjbaran, 2019). El protocolo
sencillo de extraccién de ADN usado por el CCB consiste en un choque térmico de
100°C por 10 minutos seguido de un bafio de hielo por 10 minutos y fue probado
para el total de los aislamientos en estudio. Los aislamientos que resultaran
negativos para este proceso, es decir, sin una extraccioén exitosa de ADN o con un
ADN de baja calidad, fueron sometidos al uso de lisozima para romper las paredes
bacterianas, seguido del uso de proteinasa K para inactivar tanto la actividad
enzimatica de la lizosima como de cualquier otra enzima que pudiera poner en
riesgo la calidad de la muestra, particularmente ADNasas, como lo formulan los
protocolos de extraccion de ADN mas complejos, usados por el CCB. Los cambios

en el tiempo y temperatura de digestion con lisozimas fueron probados en rangos
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desde 37°C hasta 45°C, buscando optimizar el tiempo de digestion con la calidad
del producto final para once aislamientos clasificados como bacilos y micrococos
Gram positivos. La inactivacion DE ADNasas solo se realizo para siete aislamientos,
a los que tras el uso de lisozimas aun presentaban degradacion del material
genético. Para estos, la digestién con Proteinasa K fue desarrollada en el tiempo y
temperaturas referidos en el manual de usuario (2mg/ml por 15min a 37°C). Las
estandarizaciones de extraccion fueron consignadas en la Tabla 2 (pg. 67) y son
muestra del reto técnico asociado a la obtencion de material genético integro
suficiente para protocolos como PCR, cuando las muestras analizadas son
bacterias atipicas obtenidas de ambientes no convencionales.

Cuando el proceso de extraccion de ADN culmind, el siguiente paso fue la
amplificacion del gen ribosomal 16S ARN mediante el uso de PCR convencional.
Se usO el protocolo empleado en el grupo para todas las investigaciones en
comunidades bacterianas cultivables, y se realizo el seguimiento a los productos de
la amplificacion, mediante gel de agarosa, tal como se describe en la metodologia
(Céardenas, et al., 2012; Franco, Cadavid & Arévalo-ferro, 2019; Ripe et al., 2016;
Zorro & Arévalo, 2011).

Sin embargo, no todos los aislamientos bacterianos lograron una amplificaciéon
exitosa, para lo que se realizé una estandarizacidn a los protocolos originales para
los ciclos de PCR y a las concentraciones de los elementos de la mezcla maestra
(MM) utilizada. En un primer momento se modificaron las concentraciones de los
reactivos para PCR, principalmente la concentracion de MgSO4, primers y Taq,
encontrando que para los aislamientos problema, la mezcla 6ptima de la MM se
logré aumentando Unicamente la concentracion de MgSO4 50mM de 0,6uL a 0,9uL
y de Taq polimerasa 1U de 0,1uL a 0,2uL. EI MgSO4 acttia como cofactor de la Taq
polimerasa, asi que aumentando su concentracion y la concentracion de la enzima
polimerasa, la probabilidad de formar el enlace cofactor-enzima aumenta y como
consecuencia aumenta la union de la polimerasa al molde y su procesividad (Harder
et al., 2012).

Ademas, se modifico el ciclo al que fue sometida la MM, cambiando las

temperaturas de alineamiento y adicion de primers, y de extension, pasando de
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ciclos de alineamiento de 56°C, a ciclos de 54 a 58°C (segun el aislamiento), y
cambiando temperaturas de extension de 72°C a temperaturas de entre 74y 76°C.
Los organismos que recibieron esta modificacion del protocolo y las temperaturas
exactas donde se logro el 6ptimo de amplificado por calidad y concentracién se
encuentran consignados en la Tabla 3. (pg. 69) Los aislamientos que requirieron
estas estandarizaciones fueron bacilos y micrococos Gram positivos. Estos
protocolos se encuentran archivados y son de propiedad del grupo de investigacion
CCB, ademas, se encuentran a disposicion de la comunidad académica interesada.
La razén de que estos microrganismos requirieran estas modificaciones puede estar
asociada a la complejidad de la pared celular y la composicion bioquimica tanto de
su citosol como de las sustancias extracelulares que pueden producir. En un primer
momento, donde no se obtenia material genético tras el choque térmico, las
bacterias pudieron tener resistencia a esta temperatura y soportarla tanto como para
no lisarse. El uso de lizosimas permitio desestabilizar la pared celular, degradando
las proteinas asociadas a la pared y promoviendo asi la lisis celular.

En un segundo evento, aunque las bacterias se lisaron tras el choque térmico, no
se obtuvo material genético de calidad, porque se encontraba degradado, dando
por resultado un barrido en el gel de agarosa. Muchos bacilos y actinos han sido
reportados como productores de ADNasas capaces de degradar material genético
foraneo, como un mecanismo de supervivencia. En presencia de estrés como el
aumento drastico de temperatura, muchos aislamientos pueden activar la
produccion de ADNasas que ademas se mantienen integras y activas una vez
ocurre lisis, degradando el ADN propio y el de la poblacion celular de la muestra.
Con el uso de Proteinasa K nos aseguramos de que las proteinas degradadoras del
material genético se degradaran, evitando el corte del material genético.

El ADN gendémico bacteriano, aunque no posee proteinas de compactacion como
las histonas en eucariotas, tiene proteinas accesorias, similares a las histonas y
otras proteinas involucradas en procesos de replicacion y transcripcion que pueden
quedar adheridas al material genético, imposibilitando el acceso de la polimerasa
para la amplificacion del gen de interés. Un aumento en la concentracion de

Tagpolimerasa, aumenta la probabilidad de que ésta realice las copias del gen a
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pesar de la interferencia de las proteinas accesorias, inactivas tras el choque
térmico; y si se suma una mayor concentracion de la enzima polimerasa, debe
aumentar también la concentracion de MgSO4, cofactor indispensable para el
funcionamiento de esa enzima. La anterior fue una de las formas de abordar el
desafio de no obtener el amplificado deseado tras el protocolo de PCR
convencional. Ademas de este cambio, si el amplificado ain era poco, se cambiaron
las temperaturas de los ciclos, particularmente de alineamiento de primers al molde
y extension del amplificado, segun es reportado para estandarizaciones de
protocolos de PCR para el gen ribosomal 16S ARN. Una baja a la temperatura de
alineamiento, reduce la especificidad de union del primer al molde, haciendo que
los primers tengan una mayor probabilidad de unién al ADN. Por el contrario, un
aumento en la temperatura de alineamiento produce una mayor especificidad de
union, haciendo que los primers se agreguen a regiones especificas, pero con una
alta concentracion de estas moléculas en la MM, la probabilidad de encontrar la
region de interés es mayor. Cuando se aumenta la temperatura de extension se
modifica la tasa de procesividad de la Taq polimerasa, que, frente al estado del ADN
de la muestra, se puede afinar para obtener un nimero de amplificados 6ptimos. Se
encontré que para algunos bacilos Gram positivos, las temperaturas de digestion
con lizosima y las temperaturas de alineamiento y de extension para PCR son
mayores, mientras que para micrococos Gram positivos, la temperatura de digestion
se acerca mas a la convencional (descrita por el fabricante) y se requirieron
temperaturas de alineamiento de primers al molde, menores al protocolo tradicional,
con temperaturas de extension superiores por dos a cuatro grados sobre la
temperatura del protocolo tradicional.

Estos resultados son relevantes para el grupo de investigacion y en general para la
comunidad cientifica que trabaja con estos microrganismos marinos pues permite
tener un punto de partida para la estandarizacién de los protocolos de extraccion de
ADN independiente de kits de extraccion y de los protocolos de amplificacion del
gen ribosomal 16S ARN, donde se pueden replicar los protocolos aqui presentados
y modificarlos desde los puntos de temperatura y concentracion de reactivos

obtenidos.
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7.1.3.1 Consideraciones frente a la caracterizacion macro y microscopica

Los aislamientos descritos por sus caracteristicas macro y microscopicas, que luego
fueron determinados taxondmicamente mediante la metodologia de “secuenciacion
y analisis bioinformatico”, fueron comparados con la bibliografia existente, con el fin
de relacionar y corroborar esas caracteristicas observadas con las reportadas.
Todos los aislamientos poseen pigmentacion, textura, borde y tamafio de colonia,
tanto como tincion de gran, similares a los reportados para cada especie, a las 24
horas de cultivo.

Por ejemplo, todos los aislamientos determinados dentro del género Micrococcus
poseen colonias con pigmentacién crema-amarilla, margen entero, crecimiento
concavo Yy superficie brillante y con tincién de Gram positivo de células tipo cocos
grandes (mas grandes que los cocos Gram positivos promedio).

Los aislamientos determinados como Bacillus spp. poseen gran diversidad de
formas de colonia, donde predominan los aislamientos con colonias de color crema-
blanco, margen entera o irregular, crecimiento céncavo o plano, superficie brillante
u opaca y con tincién de Gram positivo de células tipo bacilos que oscilan entre
bacilos cortos y sueltos y bacilos en filamentos, alargados.

Los aislamientos reportados dentro de Exiguobacterium spp. poseen
pigmentos naranjas, que corresponden a los primeros reportes del género,
con morfologias variables entre bacilos y bacilos redondos casi asemejando
cocos Gram positivos.

7.1.3.2 Consideraciones para la caracterizacion taxondmica usando 16s

rADN

Para la determinacion taxonomica se usaron los modelos de distancia evolutiva
“Kimura 2-parametros”y “Distancia p” , y la razon que se tuvo fue que estos modelos
tienen en cuenta la probabilidad de las transversiones y transiciones entre purinas
y pirimidinas de las secuencias obtenidas, tanto como la diferencia en numero de
nucledtidos diferentes entre secuencias comparadas. Dado que el marcador
genético usado para esta determinacion fue el total de la extension del gen

ribosomal 16S ARN, con una longitud de entre 1400 y 1600bp, estos dos modelos
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evolutivos logran un estimado de similitud entre las secuencias tipo y la secuencia
en estudio, penalizando desde la composicion y secuencia del gen amplificado.

La eleccion de la especie mas similar se hizo sobre la comparacién preliminar con
cepas tipo con las que existiese una similitud inicial sobre el 97%, dado que segun
el comité ad hoc de sistematica y taxonomia bacteriana, los aislamientos que tengan
este porcentaje de similitud con la cepa tipo, pueden ser determinados con ese
género y epiteto (Rossell6-moéra & Amann, 2015) Luego de esto, la comparacion
entre la secuencia en estudio y las cepas tipo asociadas se evaluaron con los
modelos de distancia evolutiva antes mencionados. Los valores permitidos para
realizar la determinacién a nivel de especie fueron de nuevo, sobre el 97% de
similitud. De los 98 aislamientos bacterianos en estudio, se logré determinar a nivel
de especie un total de 69 aislamientos, con porcentajes de similitud entre el 99% y
100% y con valores de Kimura 2-parametros y Distancia P, entre 0,019 y 0,000. 18
aislamientos fueron determinados hasta especie con un porcentaje de similitud
entre el 97% y el 98.9% con valores de Kimura 2-parametros y Distancia P, entre
0,030 y 0,011. Los 11 aislamientos restantes fueron determinados hasta género,
familia orden y clase (siguiendo los parametros establecidos por el comité ad hoc)
con porcentajes de similitud del 96.9% al 86% con valores de Kimura 2-pardmetros
y Distancia P, entre 0,031 y 0,140.

Para los aislamientos determinados hasta género, y en general para todos los
aislamientos caracterizados, se propone complementar la caracterizacion

taxon6mica empleando nuevas metodologias, comparando la totalidad del genoma.
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7.2 DETECCION DEL FENOMENO DE QUORUM SENSING
MEDIADO POR MOLECULAS SENAL TIPO ACIL HOMOSERIN
LACTONAS (AHLS)

Las bacterias poseen sistemas de Quorum Sensing (QS) que usan moléculas como
sefales para la activacion de expresion de genes en un contexto de comunidad, de
una forma regulada. Las Acil Homoserin Lactonas (AHLs) son un grupo de
moléculas sefial estudiadas ampliamente y la mayoria de sus reportes se ha
realizado en bacterias Gram negativas, aunque en la Ultima década se han hecho
reportes sobre la produccién de estas moléculas por parte de bacterias Gram
positivas. Las bacterias asociadas a esponjas marinas con y sin biofouling fueron
evaluadas para detectar la produccion de moléculas sefial tipo AHLS, que se uniran
a un receptor y este complejo actuara como factor de transcripcion para la expresiéon
de algun gen necesario para el desarrollo de la comunidad bacteriana. En estos
ensayos, las moléculas sefial que produce un aislamiento fueron detectadas por los
biosensores de la Tabla 4 (pg. 74) con la especificidad que alli se indica. Los
ensayos de siembra en T y de estria sobre biosensor extendido (Figura 6 pg.72) se
realizaron por triplicado para todos los aislamientos de las cuatro comunidades
bacterianas en estudio usando los seis biosensores reportados.

Del total de los aislamientos de los cuatro grupos, solo los aislamientos CCBDaBf-
16 identificada como Pseudomonas oceani y CCBDaBf-18 identificada como
Pseudomonas stutzeri, dieron positivo a la producciéon de moléculas tipo AHLs para
todos los biosensores excepto CV026 (Figura 20, pg.101), indicando, por la afinidad
de los biosensores y la deteccion especifica de las moléculas sefial tipo AHLS, estos
dos aislamientos pertenecientes a la comunidad de la esponja con biofouling
Desmapsamma anchorata producen moléculas sefal del tipo C6-AHL, C8-AHL,
C10-AHL y C12-AHL y sus derivados con sustituciones 3-oxo segun los rasgos del
biosensor (Figura 19, pg.100). Asi mismo, la activacion de los biosensores por parte
de estos dos aislamientos puede ser provocadA por la produccién de moléculas
sefal similares a las AHLs como las gamma-butirolactonas (GBLsS) que pueden

inducir la activacion del fenotipo reportero en los biosensores.
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Los otros tres aislamientos identificados como bacterias Gram negativas (CCBDaBf-
1, CCBDaBf-15 y CCBDaBf-16) de la especie Oceanimonas smirnovii, no indujeron
los biosensores usados. En la actualidad no existen reportes de que O. smirnovii
produzca moléculas de sefializacion de QS, sin embargo, esta especie puede contar
con circuitos que detectan otro tipo de moléculas sefal o cuentan con receptores
huérfanos para moléculas como las AHLs o GBLs, sin poder expresar la AHL-
sintasa responsable de producir este tipo de moléculas sefial.

Con estos resultados no se descarta que el resto de los aislamientos en estudio
produzcan moléculas de comunicacion celular diferentes de las AHLs y las GBLs,
como péptidos sefial o auto-inductores que no pueden ser detectados por los

circuitos mutados de los biosensores usados.
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FIGURA 19. ENSAYOS CON BIOSENSORES PARA LA DETECCION DE LA PRODUCCION DE MOLECULAS
SENAL TIPO AHLS POR PARTE DE LAS COMUNIDADES BACTERIANAS ASOCIADAS A ESPONJAS CON Y

SIN BIOFOULING.

Resultados positivos para CCBDABF-16 Pseudomonas oceani y CCBDaBf-18 Pseudomonas stutzeri A.
Resultados positivos de ensayo “en T”. La estria en vertical corresponde al aislamiento en estudio y la horizonal
al biosensor pZLR4; B. Resultados positivos en ensayo de estria sobre extendido para el biosensor pSB401,
con control positivo Pa01; C. Resultados positivos en ensayo de estria sobre extendido para el biosensor
pSB403, con control positivo Pa0l; D. Resultados positivos en ensayo de estria sobre extendido para el
biosensor w19, con control positivo ISOF; Resultados positivos en ensayo de estria sobre extendido para el

biosensor pKRC12, con control positivo ISOF.
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FIGURA 20. ENSAYO DE ESTRIA SOBRE EXTENDIDO PARA EL BIOSENSOR CV026

7.3 INHIBICION DE LA COMUNICACON BACTERIANA

En las pruebas de inhibicion realizadas para las cuatro comunidades bacterianas
cultivables en estudio, se encontraron 25 aislamientos capaces de inhibir la
comunicacién bacteriana de la cepa ATCC31532 C. violaceum evitando que se
produzca el pigmento violaceina sin inhibir el crecimiento del biosensor. Los
aislamientos positivos para la prueba de inhibicidon se encuentran registrados en la
Tabla 11 (pg.104). En la Figura 21 (pg102) se muestra el montaje general y algunos
resultados positivos (fuerte, medio y débil) y negativo obtenidos en este ensayo.
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FIGURA 21. PRUEBA DE INHIBICION DE QS PARA LOS AISLAMIENTOS DE LAS COMUNIDADES

BACTERIANAS ASOCIADAS A ESPONJAS MARINAS CON Y SIN BIOFOULING.

A. Montaje general de los ensayos de inhibicién de QS con la técnica de plaqueo del biosensor ATCC31532 C.
violaceum y estria de los aislamientos en estudio, control positivo ELB9 Alcaligenes faecalis (+); B. Resultado
positivo (+++) del aislamiento CCBXm2-9; C. Resultado positivo (++) del aislamiento CCBXm1-19D; D.
Resultado positivo (+) del aislamiento CCBXm2-1D; E. Resultado negativo (Sin inhibicién del QS) del
aislamiento CCBXm2-1D.
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TABLA 11. AISLAMIENTOS BACTERIANOS QUE MOSTRARON ACTIVIDAD INHIBITORIA DEL QS PARA LA

CEPA BIOSENSORA ATCC31532 C.VIOLACEUM

Codigo aislamient Especie mas similar Inhibicion de QS
CCBXm1-8 Bacillus paramycoides + +
CCBXm1-18 Bacillus zhangzhouensis + +
CCBXm1-19 Bacillus zhangzhouensis + +

CCBXm1-19D Bacillus pumilus + +
CCBXm1-22 Bacillus tequilensis + +
CCBXm1-23 Lysinibacillus composti + +
CCBXm1-32 Bacillus pumilus + +
CCBXm2-1 Bacillus cereus** +
CCBXm2z2-1C Bacillus cereus +
CCBXm2-1D Bacillus cereus +
CCBXm2-9 Bacillus praedii ++ +
CCBXm2-17 Bacillus cereus +
CCBXm2-19 Bacillus cereus +
CCBAiBf-1 Exiguobacterium aurantiacum +
CCBAIBf-5 Arthrobacter creatinolyticus +
CCBAIBf-7 Microbacterium esteraromaticum +
CCBAIBf-7D Microbacterium esteraromaticum +
CCBAIBf-12 Rummeliibacillus stabekisii + +

CCBAIBf-12D Rummeliibacillus stabekisii + +
CCBAIBf-14 Bacillus rhizosphaerae + +
CCBAIBf-30 Microbacterium esteraromaticum + +
CCBDaBf-6 Bacillus altitudinis + +
CCBDaBf-10 Bacillus altitudinis + +
CCBDaBf-11 Bacillus altitudinis +
CCBDaBf-20 Bacillus haikouensis +++

En la columna “Inhibiciéon del QS”, el signo + indica una actividad inhibitoria baja, ++ una actividad

inhibitoria media y +++ una actividad inhibidora del QS relevante, con halos de inhibicién bien

marcados alrededor del aislamiento en estudio. (Reportes visuales de la intensidad de inhibicion en

la Figura 21, pg. 102)
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7.4 ANTAGONISMO BACTERIANO

Para evaluar si los aislamientos en estudio producen algun compuesto inhibidor del
crecimiento bacteriano sobre otros aislamientos pertenecientes a una misma
comunidad, se realizaron ensayos de estria sobre extendido, donde cada
aislamiento de la comunidad era extendido en agar LB y sobre este se sembré en
estria cada uno de los otros aislamientos de esa misma comunidad. Los
aislamientos con capacidad antagonica presentarian un halo alrededor de su estria,
mostrando que produce sustancias que bloguean el crecimiento de la bacteria
plagueada. EI montaje general de los ensayos de antagonismo se reporta en la
Figura 22 (pg.105) y los resultados positivos de distinta intensidad, mas el resultado
negativo se reportan en la Figura 23 (pg. 105)

En las Tablas de la 12 a la 15 (pg.107 a la 110) se detallan las interacciones
antagonicas de cada comunidad bacteriana cultivable, reportando Unicamente los
aislamientos que realizaron actividad antagonica sobre otros de su comunidad, en
la parte superior de cada tabla, aunque los ensayos fueron realizados con el total
de la comunidad (Anexo 4). Se realizé un total de 4524 ensayos (cada uno con su
triplicado), de los cuales 2162 ensayos correspondieron a los realizados para
esponjas sin biofouling, donde se reportaron un total de 138 eventos de
antagonismo; y, de un total de 2362 ensayos realizados para aislamientos de

esponjas con biofouling, se reportaron 118 eventos de antagonismo.
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FIGURA 22. MONTAJE GENERAL DE ENSAYOS DE ANTAGONISMO BACTERIANO
Con técnica de estria sobre extendido usado para todos los ensayos de las cuatro comunidades bacterianas en
estudio. (Ensayo para CCBAIBf-1 extendido)

FIGURA 23. ALGUNOS EJEMPLOS DE RESULTADOS INDIVIDUALES DE ANTAGONISMO BACTERIANO
A. (en recuadro verde) resultados positivos de diferentes intensidades en actividad antagénica. B. (en recuadro
rojo) Resultado negativo, sin halo de inhibicion.
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TABLA 12. ENSAYOS DE ANTAGONISMO BACTERIANO DE LOS AISLAMIENTOS ASOCIADOS A LA

COMUNIDAD DE LA ESPONJA SIN BIOFOULING XESTOSPONGIA MUTA (XM1)

AISLAMIENTOS QUE PRODUCEN ANTAGONISMO
BACTERIANO

CCBXm1-8
CCBXm1-10
CCBXm1-18
CCBXm1-19
CCBXm1-19D
CCBXm1-22
CCBXm1-23
CCBXm1-27
CCBXm1-32
CCBXm1-35

.CCBXml-l

CCBXm1-1
CCBXm1-3
CCBXm1-4D
CCBXm1-5
CCBXm1l-6
CCBXm1-6D
CCBXm1-8
CCBXm1-10
CCBXm1l-11
CCBXm1-13
CCBXm1-14
CCBXm1-16
CCBXm1-18
CCBXm1-19
CCBXm1-19D
CCBXm1-20
CCBXm1-25
CCBXm1-26

CCBXm1-27
CCBXm1-33

Los aislamientos que producen actividad antagénica sobre los otros de su misma comunidad se encuentran en

s

AISLAMIENTOS SUSCEPTIBLES AL ANTAGONISMO BACTERIANO

la parte superior, marcado con el titulo “Aislamiento que produce antagonismo bacteriano”. Los aislamientos
gue mostraron ser susceptibles a sustancias antagénicas de otros de su comunidad se enlistan en la parte
lateral izquierda, marcado con el titulo “Aislamientos susceptibles al antagonismo bacteriano”. En verde,
resultado positivo; en azul, enfrentamiento del aislamiento con él mismo (prueba no realizada); en celda vacia,

resultado negativo.
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TABLA 13. ENSAYOS DE ANTAGONISMO BACTERIANO DE LOS AISLAMIENTOS ASOCIADOS A LA

COMUNIDAD DE LA ESPONJA SIN BIOFOULING XESTOSPONGIA MUTA (XM2)

AISLAMIENTOS QUE PRODUCEN
ANTAGONISMO BACTERIANO

CCBXm2-7
CCBXm2-8
CCBXm2-15
CCBXm2-19

CCBXm2-1C
CCBXm2-1D
CCBXm2-4

CCBXm2-1

CCBXm2-1C

CCBXm2-1D

CCBXm2-4

CCBXm2-9

CCBXm2-10

CCBXm2-11

CCBXm2-12

CCBXm2-13

CCBXm2-14

CCBXm2-14D

CCBXm2-17

CCBXm2-18D

CCBXm2-19

CCBXm2-22

AISLAMIENTOS SUSCEPTIBLES AL ANTAGONISMO BA(

CCBXm2-23

La descripcion de la tabla corresponde a la realizada en la Tabla 12.
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TABLA 14. ENSAYOS DE ANTAGONISMO BACTERIANO DE LOS AISLAMIENTOS ASOCIADOS A LA

COMUNIDAD DE LA ESPONJA CON BIOFOULING APLYSINIA INSULARIS (AIBF)

AISLAMIENTOS SUSCEPTIBLES AL ANTAGONISMO BACTERIANO

AISLAMIENTOS QUE
PRODUCEN
ANTAGONISMO
BACTERIANO
olQoflo| <
Rl IO I I I
Q|ola|ld|a
I << <<
[nalu a T o a ) R a A I ]
ORNONNORNNONNG)
O|O]O|10|0O
CCBAIBf-1
CCBAIBf-6
CCBAIBF-7
CCBAIBf-7D
CCBAIBf-8
CCBAIBF-9
CCBAIBf-9D
CCBAIBf-10 -
CCBAIBF-12
CCBAIBf-12D
CCBAIBf-17
CCBAIBF-17D
CCBAIBf-18
CCBAIBf-19
CCBAIBf-20
CCBAIBf-22
CCBAIBf-24
CCBAIBf-27
CCBAIBf-30

La descripcion de la tabla corresponde a la realizada en la Tabla 12.
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TABLA 15. ENSAYOS DE ANTAGONISMO BACTERIANO DE LOS AISLAMIENTOS ASOCIADOS A LA

COMUNIDAD DE LA ESPONJA CON BIOFOULING DESMAPSAMMA ANCHORATA (DABF)

AISLAMIENTOS QUE PRODUCEN
ANTAGONISMO BACTERIANO

CCBDaBf-3

CCBDaBf-5
CCBDaBf-6
CCBDaBf-9
CCBDaBf-10
CCBDaBf-11
CCBDaBf-12

CCBDaBf-20

CCBDaBf-2

CCBDaBf-3
CCBDaBf-5

CCBDaBf-13

CCBDaBf-13D

CCBDaBf-15

CCBDaBf-22D

CCBDaBf-26

CCBDaBf-28

AISLAMIENTOS SUSCEPTIBLES Al
ANTAGONISMO BACTERIANO

CCBDaBf-29

La descripcion de la tabla corresponde a la realizada en la Tablal2.
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VIII. DISCUSION

Las esponjas marinas son a la fecha, el animal mas antiguo del planeta del que se
tiene registro vivo (Li et al., 1998). Estos organismos, simples en su estructura y con
poca complejidad tisular, han compensado su simpleza realizando asociaciones
mutualistas con microrganismos tales como bacterias y microalgas (Simister et al.,
2012; Webster & Taylor, 2012). Con esta microbiota asociada, las esponjas han
podido sortear un gran numero de dificultades ofrecidas por su entorno, obteniendo
nutrientes que no serian asimilables por ella misma. Asi mismo, reciben proteccion
contra la radiacién solar y adquieren elementos de defensa producidos directamente
por el consorcio bacteriano, para evitar la depredacion y el asentamiento de
organismos patégenos (Webster & Thomas, 2016). Se sabe que, del total del peso
seco de la esponja, un 35% corresponde a la microbiota simbionte, estructurada
como un biofilm bacteriano, que esta distribuida a lo largo del organismo entre el
mesohilo, las cAmaras de coanocitos y la superficie (Webster & Thomas, 2016). En
esa biopelicula convergen no sélo las bacterias simbiontes sino un gran niumero de
moléculas que se encuentran involucradas en procesos de comunicacion,
transporte, sefializacion y soporte, haciendo que el micronicho bacteriano sea cada
vez mas complejo, que se regule, se sincronice y module la composicion y
participacion de cada poblacién bacteriana asociada, con el fin Gltimo de mantener
la homeostasis del holobionte (Pita et al., 2016). Cuando las comunidades
bacterianas pierden esa estructura y composicién, muchos microrganismos
empiezan a dominar el consorcio, agregando al biofilm nuevos compuestos
producto de su metabolismo, que, sin estar regulados, promueven el asentamiento
de otras bacterias, dentro de las cuales podrian colonizar algunas que induzcan un
desequilibrio en la homeostasis del holobionte. Este evento de restablecimiento de
la composicion de la comunidad bacteriana también puede permitir la colonizacién
de organismos de orden superior como algas, moluscos, crustaceos y cnidarios, y
puede modular dentro de ellos procesos de nutricion y metamorfosis, otorgando a
los nuevos participantes, elementos nutricionales y sefiales quimicas y ecoldgicas
gue en otro nicho no podrian conseguir (Dahms & Dobretsov, 2017). El evento

anteriormente descrito, donde existe una colonizacion y establecimiento gradual de

110



eucariotas superiores ha sido denominado biofouling o epibiosis, y sobre este
fendmeno existe una discusion dentro de la comunidad académica que evalla si se
trata de un beneficio o un proceso perjudicial para el hospedero: mientras que
algunos autores afirman que el biofouling se trata de una enfermedad en la que el
hospedero pierde superficie y por tanto pierde actividad filtradora, mientras sus
bacterias fotosintéticas pierden la capacidad de hacer autotrofia (indispensable para
el ciclo del carbono del holobionte); otros autores afirman que la formacion de
biofouling provee al ecosistema arrecifal, ademas de nutrientes y defensa, un area
donde organismos pertenecientes al nicho, pueden madurar y fortalecerse antes de
colonizar su sustrato final lejos de la epibiosis. Este evento constituye un factor
importante para el mantenimiento del ecosistema arrecifal, cooperando en la
manutencion de la diversidad marina (Kelly et al., 2003; Kirschner & Brennan, 2012).
Con las dos posturas anteriormente descritas, en este trabajo comprendemos
el biofouling como un evento importante para el mantenimiento de la ecologia
de los ecosistemas arrecifales, y que, con un nivel de ocurrencia moderado
(que implica la pérdida de algunos individuos sin alterar la estabilidad de la
poblacién), puede proveer al ecosistema de ciertos organismos actores que
mantienen equilibrada la cadena tréfica arrecifal, sin poner en riesgo los
servicios ecosistémicos que proveen esponjas y corales.

La otra postura es la que se tiene a nivel industrial, donde el biofouling significa un
problema econdémico y ecolégico mayor, pues se convierte en un riesgo para las
estructuras sumergidas, al producir corrosion y debilitamiento de los materiales,
mientras es el hogar de algas y moluscos, que con una fuente de nutrientes tan alta
como la ofrecida por las actividades antropoldgicas, pueden convertirse en especies
invasoras, capaces de desestabilizar el equilibrio de los ecosistemas costeros,
bentonicos y arrecifales. Esto justifica en muchos casos la inversion econémica para
el reconocimiento de los procesos de formacion de biofouling a fin de desarrollar
metodologias que puedan controlarlo (Schultz et al., 2011).

Asi, el conocimiento sobre la ecologia que modula la formacion del biofouling y su
impacto sobre el ecosistema coralino y sobre estructuras industriales, es

trascendente para generar sistemas bio-ecolégicos que abarquen todos los
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elementos que participan. Particularmente, el conocimiento de las comunidades
bacterianas asociadas a corales y esponjas permite realizar aproximaciones a los
procesos e interacciones que estos microrganismos llevan a cabo, a fin no solo de
maravillarnos con la complejidad que estas comunidades alcanzan y sus relaciones
con el resto del ecosistema, sino poder comprender cdmo el mantener en equilibrio
€s0s consorcios simbiontes es tan importante para el bienestar del hospedero y del
complejo marino. Ademas, una caracterizacion a los microrganismos de estos
simbiontes y de sus perfiles metabdlicos que les permiten relacionarse en
comunidad, se convierte en una fuente de informacién sobre compuestos activos de
interés farmacoldgico e industrial ya que todas estas moléculas pueden llegar a ser
una nueva una nueva opcion para tratamientos en infecciones bacterianas y como
mecanismos preventivos para la formacion de estructuras complejas como la
epibiosis sobre elementos sumergidos como puertos, navios y emisarios
submarinos.

Esta investigacion ofrece informacion acerca de algunas especies bacterianas
cultivables asociadas a esponjas marinas del caribe colombiano de los géneros
Xestospongia, Desmapsamma y Apysina, con y sin epibiosis en su superficie,
evaluando su capacidad de realizar QS via moléculas sefial tipo AHL, su capacidad
de producir inhibiciébn de la comunicacion bacteriana y de producir sustancias
inhibidoras del crecimiento bacteriano, como fendmenos sobresalientes en el
proceso de modulacion del consorcio bacteriano. Una aproximacion a la
composicién de la microbiota y de los perfiles metabdélicos antes mencionados para
cada aislamiento obtenido, expone la complejidad de eventos en los que participan
estos microrganismos a nivel de comunidad. Permitiendo, ademas, tenerlos
aislados en laboratorio y catalogados en el cepario del grupo de investigacion CCB
para futuras investigaciones y caracterizaciones de metabolitos secundarios con
potencial biotecnoldgico e industrial. La comparacion entre las comunidades
bacterianas cultivables y el nimero de eventos de comunicacion bacteriana,
inhibicion del QS y antagonismo bacteriano, puede ofrecer informacion de la
identidad taxonomica de las bacterias con esta capacidad y si cambian en nivel de

ocurrencia, explicando asi la presencia o ausencia del biofouling, que sélo puede
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existir en presencia de un biofilm maduro y “permisivo” que provea de sustrato para

otros organismos eucariotas en la superficie del hospedero.

Con la seleccién de los fenotipos descritos en este estudio (inhibicion de QS,
antagonismo bacteriano dentro del mismo consorcio y produccion de moléculas
sefal de QS tipo AHLS), que se consideran relevantes para la estructuracion y
modulacién del consorcio, se podria postular la hipétesis de que estos eventos de
seleccion y de regulacion de la comunicaciéon existen en mayor nimero sobre las
esponjas marinas sin biofouling, haciendo que no puedan dominar las especies
bacterianas necesarias para la maduracion del biofilm y la consecuente formacién
de epibiosis. Pero nuestros resultados muestran un namero similar de eventos de
antagonismo e inhibiciébn de la comunicacién bacteriana para las comunidades
bacterianas cultivables asociadas a esponjas marinas tanto con epibiosis como con
ausencia de ella, resaltando que estas estructuras son el resultado de relaciones
dentro de la comunidad en las que estan vinculados todos los organismos y los
controles de la expresion genética que genera el nicho en el que habitan.

Con un total de 138 eventos de antagonismo por parte de 47 aislamientos asociados
a esponjas sin biofouling méas un total de 12 aislamientos con actividad inhibidora
de QS pertenecientes a este grupo; y un total de 118 eventos de antagonismo por
parte de 49 aislamientos asociados a esponjas con biofouling y 13 aislamientos con
actividad inhibidora de QS pertenecientes a este grupo, es claro que no existe una
diferencia estadisticamente significativa que determine que existe mayor actividad
antagonica y de inhibicién del QS para alguno de los dos grandes grupos. Estos
hallazgos son importantes porque demuestran que estos fenotipos relevantes para
la ecologia del holobionte se encuentran en bacterias participantes de ambos nichos
(con y sin epibiosis), pero que deben ser regulados por el contexto de comunidad,
gue modula también la presencia e intensidad con la que estas bacterias se
desarrollan y producen sustancias antagonicas y bloqueadoras de la comunicacion
bacteriana. Cabe anotar que esta comparacion entre los dos grandes grupos (con y
sin epibiosis), se hace para evidenciar el nivel de ocurrencia de los fenotipos en

estudio, sin que esto signifique que se desconoce que cada individuo porifero tenga
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su comunidad bacteriana particular, situacion que ha sido descrita en numerosos
estudios de caracterizacion de comunidades bacterianas asociadas a esponjas
marinas del mundo (Hentschel et al., 2012; Kiran et al., 2018; Thomas et al., 2016).

El nimero total de ensayos de antagonismo realizados y el nimero total de eventos
de inhibicion comparadas entre las cuatro comunidades bacterianas en estudio se

encuentran descritos en la Figura 24. (pg. 114)
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FIGURA 24. COMPARACION ENTRE EVENTOS DE ANTAGONISMO DE COMUNIDADES BACTERIANAS CON
Y SIN BIOFOULING

A lo largo de esta discusidon expondré las especies bacterianas sobresalientes en
ambos nichos con capacidades antagdnicas e inhibidoras de la comunicacion
bacteriana, evaluando con los antecedentes bibliogréficos, su posible papel dentro
del consorcio y la forma en como pueden actuar como reguladores del sistema
biolégico al que pertenecen. Durante la descripcidn de estas especies bacterianas
relevantes, se discutira también el papel que tienen algunas de ellas al encontrarse
en dos nichos diferentes y como frente al contexto de comunidad que afrontan,
pueden modificar su comportamiento.

Tras la determinacién taxondmica de los 96 aislamientos bacterianos asociados a
esponjas marinas con y sin biofouling, se observé que los filos mas dominantes
dentro de las comunidades cultivables estudiadas son Firmicutes, Actinobacteria y
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en muy baja abundancia, el filo Proteobacteria. Para la comunidad bacteriana
cultivable asociada a los dos individuos sin biofouling determinados parcialmente
como Xestospongia muta Xm1y Xm2, se obtuvo un total de 45 aislamientos: para
Xm1l se tienen 24 aislamientos de los cuales un 50% corresponden al filo Firmicutes,
un 46% al filo Actinobacteria y un 4% al filo Proteobacteria (Clase
Alfaproteobacteria); mientras que para Xm2, de un total de 23 aislamientos, 65%
corresponden al filo Firmicutes, mientras un 35% al filo Actinobacteria.

Con el total de la informacién colectada tanto por los experimentos desarrollados
como por la bibliogréfica consultada de las especies bacterianas relevantes dentro
del consorcio de cada grupo en estudio, se elaboraron cuatro modelos donde se
relacionan los eventos de antagonismo, susceptibilidad a la actividad antagonica,
inhibicién del QS y perfiles bioquimicos de interés para la formacion de biofilm,
imprescindible para la conformacion de biofouling. Lo anterior permitié proponer
relaciones que permitan explicar como pueden estar influyendo, en alguna medida,
el antagonismo y el Quorum Sensing en la existencia de esponjas con y sin epibiosis
en la superficie.

Para la elaboracibn de estos modelos se correlacionaron los eventos de
antagonismo con los eventos de susceptibilidad al antagonismo, dandoles valores
entre 0 y 1 a cada especie bacteriana para cada variable, conforme a la frecuencia
relativa de ambos eventos dentro del consorcio bacteriano, usando las tablas 12,
13, 14 y 15 (pg. 107 a la 110). Ademas, se marcaron con color las especies con
actividad inhibitoria del QS. La distribucién de las especies en la gréfica se
correlacion6 con el evento de maduracién y desestabilizacion del biofilm,
permitiendo establecer en qué casos la regulacion mediante el antagonismo, la
inhibicién del QS, y la susceptibilidad a ser inhibido por sustancias antagonicas,
podrian ser caracteristicas responsables de la ausencia o presencia de biofouling

en el porifero.
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8.1 COMUNIDADES BACTERIANAS ASOCIADAS A ESPONJAS
SIN BIOFOULING

La evaluacion de las comunidades bacterianas asociadas a esponjas sin biofouling
0 epibiosis se realizd sobre dos individuos del género Xestospongia muta,
denominados X. muta Xm1y X. muta Xm2.

Los estudios realizados sobre comunidades bacterianas asociadas a este género
de esponja han usado metodologias independientes de cultivo, permitiendo hacer
un conteo de OTUs que revela la abundancia de ciertos organismos cultivables o
no, dentro de la muestra de la esponja. Esta investigacion es la primera en el
mundo en evaluar la composicién de las comunidades bacterianas cultivables
asociadas a esponjas del caribe colombiano, que ademas incluye la
descripcion de fenotipos importantes para la regulacion del consorcio
simbionte. Esta investigacion genero evidencia experimental e individualizada de
los aislamientos obtenidos con la oportunidad de almacenarlos para futuros
propésitos académicos y de investigacion en el area industrial.

Los reportes por métodos independientes de cultivo de comunidades bacterianas
asociadas a esponjas del género Xestospongia revelan una composicion donde
dominan las Proteobacterias. Los reportes que se tienen para otras especies de
este género de poriferos no tienen un consenso, que es prueba de que la
composicibn de la comunidad bacteriana asociada varia de acuerdo con
condiciones como la especie de porifero,la distribucién geografica y los cambios
fisicoquimicos del nicho; modulando la abundancia y riqueza de las poblaciones
bacterianas asociadas (de Voogd et al., 2015; Fiore et al., 2015). Particularmente
para la especie Xestospongia muta se ha estudiado la composicion de sus
consorcios bacterianos en individuos distribuidos en la Florida y las Bahamas,
reportando al filo Proteobacteria como grupo dominante, mientras los filos
Firmicutes y Actinobacteria cambian en abundancia respecto al individuo estudiado
(de Voogd et al., 2015)

No existen reportes de comunidades bacterianas cultivables asociadas a este
género y por tanto no se puede realizar una comparacion entre esos antecedentes

y los resultados obtenidos en esta investigacion. A continuacion, seran descritas las
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comunidades asociadas a esponjas marinas sin biofouling pertenecientes a la
especie X. muta:

En Xestospongia muta Xml sobresalen las siguientes especies por su perfil
bioguimico y actividad inhibitoria del QS y antagonica sobre otros aislamientos de
su mismo nicho, configurdndolas como reguladoras potenciales del consorcio en el
que participan:

Bacillus firmus, una bacteria aerobia estricta alcalofila, ha sido aislado
principalmente de tejidos vegetales (como el Sandalo rojo y el fruto de las plantas
del género Loffa, conocido popularmente como estropajo) y de suelos francos
asociados a cultivos (Aslim, Saglam, & Beyatli, 2002; Pazzetto, et al., 2011; Rajesh
& Ravishankar Rai, 2014); pero también se tienen reportes de cepas aisladas de
desechos marinos, principalmente plasticos (Annamalai, et al., 2014; lyer, Mody, &
Jha, 2005). De este microrganismo se han descrito numerosas propiedades, por
ejemplo, la asimilacion de Fipronil, un insecticida de amplio espectro usado
principalmente en cultivos de arroz (Mandal et al., 2014). Ademas, B. firmus es
capaz de secuestrar iones de hierro y zinc en soluciones acuosas, mediante
sideroforos, pigmentos accesorios denominados factores de virulencia (lyer et al.,
2005). De B. firmus se conoce ademas que tiene actividad antagdnica contra
Micrococcus flavus, una especie muy comun de las comunidades bacterianas de
esponjas y corales (Aslim et al., 2002). El perfil bioquimico que posee B. firmus lo
hace ser un candidato importante en el papel de la modulacion de otras especies
bacterianas, regulando la disponibilidad de iones metalicos indispensables para la
formacion de algunas proteinas asociadas a los procesos de respiracion, ademas
de controlar el desarrollo de actinobacterias abundantes en los consorcios
bacterianos asociados a poriferos. Aunque se reporta actividad inhibidora del QS
por parte de esta especie bacteriana, no detectamos esta actividad frente al
biosensor C. violaceum ATCC31532. En este estudio, reportamos por primera
vez laactividad antagonicade B. firmus frente a dos aislamientos de su misma
comunidad determinados como B. gingshengii y del género Leisfonia sp.
También se encontro que el total de los aislamientos del grupo X. muta Xm1l que

presentaron actividad antagonica producen sustancias que bloguean el crecimiento
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de B. firmus, siendo un candidato sobre el que se ejerce una alta regulacion dentro
del consorcio bacteriano.

B. gingshengii, aislada de rocas marinas erosionadas en el borde costero de
Jiangxi, China, es una bacteria aerobia que posee un metabolismo multifuncional
donde puede usar un gran numero de carbohidratos como fuente de carbono,
ademas de ser oxidasa positivo, y tener la capacidad de degradar caseina. De este
microrganismo existe un unico reporte y es el que define como nueva especie, en
el afio 2014 (Xi, et al., 2014). Nosotros presentamos a B. gingshengii como
participante del consorcio bacteriano asociado a X. muta sin biofouling. Esta
bacteria es susceptible a sustancias antagonicas producidas por bacterias de su
mismo consorcio, en su mayoria del género Bacillus (Tabla 12, pg.107).

B. zhangzhouensis, una bacteria aerobia estricta, fue aislada y caracterizada por
primera vez de acuacultivos de camarones en Zhangzhou, China (Liu et al., 2018).
También existen reportes de esta bacteria en lagos hipersalinos en Rumania
(Ruginescu et al., 2018). Esta bacteria esporula y puede usar un amplio rango de
carbohidratos como fuente de carbono. De esta bacteria se ha descrito a la fecha
Unicamente su actividad celulasa. Nosotros reportamos a B. zhangzhouensis
como un participante del consorcio bacteriano en X. muta sin biofouling Xm1,
con una altisima actividad antagdnica sobre aislamientos de su propio nicho,
principalmente del género Bacillus y Micrococcus (Tabla 12, pg.107). Ademas,
demostramos por primera vez su actividad inhibitoria de QS sobre el
biosensor C. violaceum ATCC31532. B. zhangzhouensis ejerce antagonismo
particularmente sobre B. haikouensis y B. paramycoides, dos especies bacterianas
con actividad antagonica media sobre la comunidad de X. muta Xm1. Ademas, esta
especie es susceptible a las sustancias antagonicas de B. tequilensis, una especie
bacteriana que podria estar actuando como super-regulador, de especies como B.
zhangzhouensis, modulando su actividad antagénica frente al resto del consorcio.
B. pumilus, una bacteria anaerobia facultativa, ha sido ampliamente reportada en
numerosos nichos dentro de los que se encuentran el suelo, la rizésfera de plantas
como Alnus glutinosa, un arbol distribuido por Europa y Asia, conocido como Aliso,
(Abbas & Amran, 2018; Altinyay, et al., 2015; Aslim et al., 2002; Liu et al., 2013;
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Ziganshina, et al., 2018). También hay reportes de B. pumilus en el mar,
principalmente asociado con sedimentos, contenido intestinal de peses y en corales
(Y. Liu et al., 2013; Nithya et al., 2010). Esta bacteria cosmopolita posee numerosas
sustancias con actividades sobresalientes a nivel industrial y clinico, como la
actividad inhibitoria de Aflatoxinas producidas por Aspergilus parasiticus, la
inhibicion del QS asociado a factores de virulencia de bacterias patdgenas y la
produccion de antibidticos, como la Pumilina (Aslim et al., 2002; Nithya et al., 2010;
Praveen Rao, Sashidhar, & Subramanyam, 1998; Santhi et al., 2017) . En esta
investigacion confirmamos la actividad inhibidora de QS y ademas
reportamos actividad antagénica sobre otras bacterias de los géneros
Bacillus, Micrococcus, Arthrobacter y Kocuria. El perfil bioquimico que reportan
de esta especie bacteriana (junto a la obtenida en nuestra investigacion), la hace
una potencial moduladora del consorcio bacteriano, inhibiendo la comunicacién
de otras bacterias del consorcio que pueden desestabilizar la homeostasis del
holobionte, asi como modulando el asentamiento y proliferacion de bacterias
promotoras de la maduraciébn de biopeliculas. B. pumilus es susceptible a
sustancias inhibidoras del crecimiento sobre bacterias de su consorcio de los
géneros L. composti, B. paralicheniformis y M. foliorum, tres especies reportadas
como altamente antagdnicas sobre el resto de su comunidad. Lo anterior es muestra
de la jerarquizacion en la regulacion del aumento en densidad poblacional por parte
de algunas especies bacterianas, en presencia de especies super-reguladoras,
como las anteriormente mencionadas y que seran bien descritas a continuacion.

Lysinibacillus composti, es una bacilo Gram negativo, aerobio con capacidad de
metabolizar nitratos hasta nitrdgeno molecular, produce esporas y es catalasa
positivo (Hayat, Ahmed, & Paek, 2014). Esta especie fue aislada por primera vez de
compostaje y se del género se tienen dos reportes de actividad inhibitoria de QS,
asociada a la produccién de lactonasas (Garge & Nerurkar, 2016; Gomez-Garzon &
Dussan, 2017). En este estudio corroboramos la actividad inhibitoria de la
comunicacion bacteriana sobre el biosensor C. violaceum ATCC31532 para nuestra
cepa de L. composti, convirtiendose en el primer reporte de esta especie como

inhibidora de QS, muy probablemente mediado por lactonasas.
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L. composti es antagonico sobre especies de antagonismo medio como B.
haikouensis, B. firmus, B. paramycoides y sobre B. pumilus, que es considerada
como fuerte regulador del consorcio, gracias a su actividad antagonica sobre una
gran cantidad de aislamientos del consorcio bacteriano de X. muta Xm1. Dentro del
consorcio, ningun aislamiento produce sustancias antagénicas sobre L.
composti.

Ademas de los Bacillus antes descritos, dentro de la comunidad bacteriana asociada
a X. muta sin biofouling Xm1, sobresalen Actinobacterias como Microbacterium
foliorum, por ser antagonista de un gran numero de aislamientos bacterianos
pertenecientes a su mismo nicho, de los géneros Bacillus, Rhodococcus, Dietzia y
Micrococcus.

Microbacterium foliorum es una bacteria aerobia estricta, con aislamientos
reportados de un glaciar en el Himalaya, India y de la filosfera de pastos de la
Universidad de Pittsburg, Estados Unidos. Es motil y puede fermentar una gran
variedad de carbohidratos, ademas de tener actividad amilasa. En esta
investigacion se encontro que M. foliorum tiene actividad antagénica sobre un
gran numero de aislamientos pertenecientes a su mismo consorcio, incluso
sobre B. pumilus, B. haikouensis, B. paramycoides, B. paralicheniformis y B.
firmus, que también poseen actividad antagonica;, ademas de esto, ningldn
aislamiento de su consorcio tiene capacidad antagénica sobre M. foliorum
(Tabla 12, pg.107). Lo anterior es muestra de que, dentro de un consorcio
bacteriano, las especies que desarrollan antagonismo pueden ser susceptibles a
otras sustancias antagonicas de reguladores superiores en un modelo jerarquico
que busca equilibrar las interacciones de modulacién e inhibicion de otras
poblaciones bacterianas.

Rhodococcus ruber, otra Actinobacteria aislada de X. muta sin biofouling Xm1,
reporta capacidades metabdlicas y de relaciones sociales, importantes para
comprender su actividad dentro del consorcio. Esta especie fue reportada por ultima
vez en 2015, siendo aislada del mar de Bering, en el pacifico ruso. Es ureasa
positivo y degrada la gelatina (Hwang et al., 2019). Ademas, ha sido descrita como

una bacteria capaz de formar biofilm y producir biosufractantes, que son sustancias
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capaces de emulsificar, dispersar y solubilizar compuestos acuosos, y como
actividad importante para la industria, R. ruber degrada el plastico (Gilan, Hadar, &
Sivan, 2004; Dunbar et al., 2002). Con este perfil R. ruber puede actuar en la
formacién del biofilm, impidiendo que otras sustancias inhibidoras de este fenotipo,
acaben con la formacion de la estructura de la biopelicula hecha principalmente de
EPS. Nosotros reportamos que, en este consorcio, R. ruber es susceptible a
sustancias promotoras de antagonismo bacteriano producidas por B.
zhangzhouensis una de las bacterias con mayor actividad antagénica e inhibidora
del QS de esta comunidad cultivable. Este es un ejemplo de como bacterias con
mayor capacidad de regulacion, evitan que estructuras tan necesarias para la
formacion de biofouling como las biopeliculas, maduren y sean sustrato de nuevos
eucariotas colonizadores.

La Unica Proteobacteria encontrada para la comunidad bacteriana asociada a X.
muta sin biofouling Xm1, que fue identificada hasta género como Paracoccus sp.
CCBXm1-26, tienen varios reportes de produccion de moléculas de comunicacion
celular tipo AHL (Gutierrez et al., 2019; Saurav, et al., 2016). En nuestra
investigacion, usando toda la bateria de biosensores reportados en la metodologia,
no detectamos produccion de estas moléculas sefial. Con los resultados obtenidos
no se puede aseverar que este aislamiento no sea capaz de producir estas
moléculas de QS, porque es probable que las produzca a una concentracion tan
baja como para no ser detectadas por los biosensores usados.
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Promocién de la formacion de biofilm
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FIGURA 25. MODELO DE RELACION ENTRE LA ACTIVIDAD ANTAGONICA, SUSCEPTIBILIDAD E INHIBICION
DE QS PARA ESPECIES BACTERIANAS RELEVANTES EN LA COMUNIDAD ASOCIADA A X. MUTA XM1 SIN
BIOFOULING (MODIFICADO DEL DIAGRAMA DE CLIMATOLOGIA DE HOLDRIDGE)

Los valores asignados a cada aislamiento con respecto al antagonismo y susceptibilidad se
obtuvieron a partir de la frecuencia relativa de cada uno de los eventos, asi: Antagonismo: Niumero
de aislamientos hacia los que dicha especie ejerce antagonismo, sobre el total de los aislamientos
susceptibles al antagonismo; Susceptibilidad: Numero de aislamientos que ejercen antagonismo
hacia dicha especie, sobre el total de aislamientos con actividad antagdnica. A la derecha de la
imagen un dibujo general de la formacion del biofilm, donde esquematiza la maduracién de la
biopelicula (superior derecha) y la desestabilizacidn de esta estructura (inferior derecha). En verde
alrededor de los puntos: actividad inhibidora de QS, comprobada experimentalmente. La
distribucidn de las especies bacterianas relevantes para este consorcio sobre el esquema revela que
los perfiles antagdnicos y la regulacion que se ejerce sobre algunas especies promueven un
ambiente altamente regulado que inhibe el desarrollo del biofilm, manteniendo desprovisto de
biofouling |a superficie de la esponja.

En la Figura 25, pg.122 se muestra modelo descrito a través de un triangulo de
composicidon en el qgue se modelaron algunas relaciones entre los aislamientos de
esta comunidad, construido con base en los diagramas De Finetti (Fonteneau, et
al., 2010; Ineichen & Batschelet, 1975), y siguiendo el mecanismo de clasificacién
de zonas de vida de Holdridge(Post, Zinke, & Stangenberger, 1982; Tatli & Dalfes,
2015). Para la construccion del modelo se definieron los parametros de los eventos
de la siguiente manera: Por ejemplo, en el caso de B. paramycoides (L) el
antagonismo corresoponde al numero de aislamientos sobre los que B.
paramycoides ejerce antagonismo, sobre el total de los aislamientos susceptibles a
cualquier antagonismo de la comunidad (8 aislamientos/19 aislamientos=0.4) La
susceptibilidad corresponde al nUmero de aislamientos que ejercen antagonismo
sobre B. paramycoides, sobre el total de aislamientos que ejercen actividad
antagonica dentro de la comunidad (3 aislamientos/10 aislamientos=0.3). Con los
valores obtenidos es posible darle ubicacion espacial a cada aislamiento dentro del
area del triangulo de composicion.

La informacidon antes descrita para la comunidad bacteriana asociada a X. muta
Xm1 sin biofiouling, junto al modelo gréafico propuesto (figura 25 pg.122), mostraron
gue las especies bacterianas con alta actividad antagdnica son las menos reguladas
del consorcio, al no ser sensibleS a ninguna sustancia inhibidora del crecimiento

producida por especies asociadas a su comunidad. Son estas mismas especies
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altamente antagonicas las que participan en la no-maduracion de las biopeliculas,
al regular el crecimiento poblacional de muchas especies que son formadoras
potenciales de biofilm. Ademas, las especies altamente antagonicas también
muestran, en su mayoria, capacidad inhibidora de QS, lo que fortalece la idea de
que una altisima regulacién dentro del consorcio, ejercida por estas especies
bacterianas, no permite que la comunidad se estabilice, aumente en densidad
poblacional y produzca sustancias indispensables para la formacion del biofilm,
evitando asi la formacion de biofouling.

El fendmeno anterior se coincide con la distribucion de las especies con actividad
antagonica baja, que estan acompafiadas de una alta susceptibilidad a especies
antagonicas de su consorcio, y que poseen perfiles metabdlicos importantes para la
formacién de las biopeliculas como la produccién de exopolisacaridos, versatilidad
en el uso de carbohidratos y puesta en disposiciébn de compuestos metabdlicos de
interés para el consorcio. Estas especies, aunque relacionadas con un alto potencial
de formacion de biofilm, se encuentran bajo la regulacion de especies altamente
antagonicas y con capacidad inhibidora del QS, interfiriendo con el aumento en su
poblacion y la posterior manifestacion de estos fenotipos promotores del biofilm.
Todo lo anterior podria explicar una de las formas en las que las comunidades
bacterianas regulan su nicho a fin de inhibir la propagacién de especies que podrian
fortalecer las biopeliculas e incluso promover el asentamiento de organismos
eucariotas.

Un caso particular observado en el modelo es el del aislamiento del género
Paracoccus sp. En la grafica, este aislamiento no realiza antagonismo ni es
susceptible a ser inhibido, pero posee un perfil metabdlico descrito en bibliografia
que lo hace un actor sobresaliente en la formacion de biofilm, como lo es la
produccion de EPS y la comunicacion via AHLs. El modelo permite visualizar que
este aislamiento aun con todas sus capacidades para formar biopelicula participa
en un consorcio donde no se ha madurado esta estructura, mostrando que deben
existir otros actores dentro del consorcio que regulen su actividad, asi como deben
existir otras vias de regulacion diferentes a las descritas, que complejizan la

modulacién de la comunidad para mantenerla desprovista de biofouling
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Para X. muta sin biofouling Xm2, existe un total de 6 especies bacterianas Unicas
de esta comunidad cultivable. Cinco de estas corresponden al género Bacillus y la
especie restante corresponde a Pseudonocardia carboxydivorans, del filo
Actinobacteria. De esta comunidad sobresalen las siguientes especies por su alta
actividad antagonica e inhibidora del QS:

B. cereus, ha sido una especie bacteriana muy estudiada, hasta considerarse un
grupo al que pertenecen varias subespecies, que difieren entre ellas por sus perfiles
bioquimicos (Liu, et al., 2019). En el contexto marino, B. cereus se ha reportado en
desechos plasticos marinos, esponjas, peces, sedimentos y del cuerpo de agua
bentdnico (Liu et al., 2017; Orsod, Joseph, & Huyop, 2012). De este género se han
descrito numerosos compuestos activos como inhibidores de comunicacion
bacteriana y antibioticos, como Cerexina y Zwittermicina, que actian como
antagonicos sobre bacterias de interés clinico (Kerekes et al., 2013; Santhi et al.,
2017). En este estudio reportamos tres aislamientos pertenecientes Unicamente al
grupo asociado a la esponja X. muta Xm2, con actividad antagénica sobre B.
subterraneus, (del que se tiene reporte de produccion de sideréforos
secuestradores de hierro) y que pueden inhibir la comunicacion bacteriana en el
biosensor ATCC31532. Frente a B. subterraneus, B. cereus puede actuar como un
regulador de la produccion de sideréforos, inhibiendo la proliferacion de esta
bacteria en el consorcio, reduciendo la probabilidad de que sincronice la produccién
de este factor de virulencia, que se sabe, esta relacionado directamente con eventos
de comunicacién bacteriana (Popat et al., 2017). Este evento puede ser reafirmado
por la actividad inhibitoria de QS, que bloquea la comunicacion entre bacterias del
consorcio, lo que concluye con la no activacion de fenotipos regulados por el
contexto social, que, ademas, promueven la maduracion del consorcio asociado al
biofilm de la esponja. De forma reiterativa, estos eventos de inhibicion en la
comunicacion celular impiden la maduracion del biofilm, necesaria para la formacion
de epibiosis. Asi, una forma de evitar la formacion de biofouling y la degradacion de

tejido asociado a algun patdgeno, puede ser la estricta regulacion a nivel antagonico
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y de inhibicién del QS que no permite que el consorcio se complejice y deje ingresar
nuevas especies con efectos perjudiciales para el holobionte.

Es importante incluir que no todos los aislamientos determinados como B. cereus
tuvieron actividad antagdnica sobre otros aislamientos de su comunidad, y actividad
inhibidora del QS. Los aislamientos positivos para antagonismo fueron CCBXm2-
1C, CCBXm2-1D y CCBXm2-19, mientras los positivos para inhibicion de QS fueron
ademas de los anteriores mencionados CCBXm2-1 y CCBXm2-17. El aislamiento
restante CCBXm2-23 no presento resultado positivo para ensayos de antagonismo
e inhibicion de QS. Esas diferencias en cuanto a capacidades metabdlicas pueden
ser explicadas por la existencia de subespecies asociadas a B. cereus, que como
se menciono anteriormente, difieren dentro de la especie por esas particularidades
que pueden ser moduladas por su nicho ecoldgico a lo largo de la evolucion del
consorcio. Los aislamientos de B. cereus son susceptibles a la actividad antagonica
de B. paralicheniformis, que es una especie antagénica muy fuerte sobre el
consorcio bacteriano de X. muta Xm2.

Otro bacilo reportado dentro del consorcio de Xm2 es la especie B. praedii, que fue
descrita por primera vez en el afio 2017, aislada del suelo de un cultivo de arroz en
Sichuan, China (Liu et al., 2018). Esta especie bacteriana con actividad reductora
de nitratos a nitritos es reportada aqui con actividad inhibitoria de QS, que la
hace una potencial participante en la regulacion de eventos de comunicacién que
bloguee la maduracion de biofilm como se describié para los aislamientos de la
especie B. cereus. B. praedii es susceptible a las sustancias antagénicas producidas
por B. paralicheniformis, que es una especie que se perfila como altamente
reguladora del consorcio de X. muta Xm2 sin biofouling. En presencia de B.
paralicheniformis, B. praedii no puede alcanzar una densidad poblacional suficiente
como para que sus sustancias inhibidoras del QS sean efectivas sobre las rutas de
comunicacion de otras bacterias del consorcio.

Dentro de los otros bacilos propios de Xestospongia muta Xm2 sin epibiosis, se
encuentra B. flexus, una bacteria de la cual reportamos su existencia asociada al
consorcio de bacterias cultivables de X. muta, pero no reportamos ningun ensayo

de inhibicibn de QS, detecciébn de AHL ni antagonismo pues luego de ser
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determinada taxonOmicamente, y ser almacenada en el cepario del CCB, no
pudimos volver a cultivarla. Sin embargo, una busqueda bibliografica ofrecio
informacion de esta especie, como una productora de celulasas que han sido
encontradas Unicamente en Ulva lactuca, un alga de la que se conocen mdltiples
sustancias inhibidoras de QS (Holmstrém, et al., 2002; Trivedi et al., 2011). Con esta
potencial actividad, B. flexus puede bloquear el asentamiento de micro y
macroalgas, participantes de la mayoria de epibiosis reportadas en el mar (Dahms
& Dobretsov, 2017).

Bacillus filamentosus es otra especie bacteriana del consorcio de Xestospongia
muta Xm2; fue aislada y caracterizada por primera vez en el 2015 de sedimentos
marinos de la zona costera en Goa, India (Sonalkar et al., 2015). Esta bacteria
oxidasa positivo present6 actividad antagonica sobre B. subterraneus y sobre
la especie Micrococcus yunannensis, con una especificidad relevante pues
estando en el mismo consorcio, B. flamentosus no posee actividad antagénica
sobre Micrococcus aloeverae. Lo anterior es un ejemplo de como a pesar de
pertenecer al mismo género, dos especies bacterianas pueden tener diferentes
perfiles de susceptibilidad a sustancias antagonicas producidas por bacterias como
las reportadas del género Bacillus, demostrando que la regulacion dentro del
consorcio puede ser muy especifica. Ademas, B. flamentosus es susceptible a la
actividad antagonica de B. cereus, una especie reguladora de pocas especies de
su consorcio y a la actividad de B. paralicheniformis, un regulador antagénico muy
fuerte del consorcio de X. muta Xm2 sin biofouling. Lo anterior es una muestra de
como algunos elementos del consorcio pueden ser regulados por otras especies
asociadas que tienen diferentes niveles de antagonismo que pueden manifestarse
de acuerdo con la composicion de la comunidad.

Existen dos especies bacterianas compartidas Unicamente por los dos consorcios
bacterianos asociados a X. muta Xm1y Xm2: Bacillus paramycoides y Arthrobacter
crystallopoietes.

B. paramycoides se encuentra en controversia dentro de la taxonomia bacteriana,
pues algunos autores la describen como una especie verdadera mientras otros la

encasillan como una subespecie de B. cereus (Liu, et al., 2019). Es una bacteria

127



anaerobia facultativa aislada de sedimentos del mar del sur de China, de la que no
existen nuevos reportes asociados con su actividad metabodlica o su potencial
participacion en su nicho ecoldgico. En esta investigacion reportamos a la cepa
CCBXm1-8 determinada como B. paramycoides, como inhibidora de la
comunicacion celular y actividad antagonica sobre otros aislamientos de su
consorcio del género Bacillus y Micrococcus. El aislamiento CCBXm2-13
catalogado con la misma especie que CCBXm1-8 (B. paramycoides) no posee
ninguno de estos atributos. En el consorcio asociado a X. muta Xm1 sin biofouling,
B. paramycoides es susceptible al antagonismo de L. composti, B. zhangzhouensis
y M. foliorum, que son antagonistas fuertes de esa comunidad; mientras en el
contexto de X. muta Xm2 sin biofouling, B. paramycoides es susceptible al
antagonismo de B. paralicheniformis. La diferencia entre los perfiles de las dos
cepas de B. paramycoides con diferentes potenciales de inhibicion y antagonismo,
asi como su susceptibilidad a cepas antagoOnicas fuertes como las antes
mencionadas, puede explicarse teniendo en cuenta composicion y evolucion del
consorcio bacteriano sobre el individuo porifero. En un contexto de comunidad
donde se requiera producir sustancias que inhiben tanto la comunicacion bacteriana
como el crecimiento de otras bacterias, los genes asociados a este fenotipo seran
expresados constantemente, fijando esa expresidn como caracteristica inherente
de la bacteria. En un segundo contexto, donde estas actividades no sean
requeridas, ya sea porgue existen otros microrganismos con un potencial mayor de
inhibicion QS y antagonismo, o con sustancias mucho mas efectivas para evitar
eventos de comunicacion y proliferacion de ciertas bacterias, los genes asociados
a estos fenotipos seran silenciados por modificaciones sobre la secuencia genémica
0 por eventos epigenéticos (Ferenci, 2008; Pfennig et al., 2010; Ryall, Eydallin, &
Ferenci, 2012). Estos procesos han sido evaluados con mayor profundidad y rigor
en relaciones ecolégicas de eucariotas (Pfennig et al., 2010), pero dado que estos
eventos son considerados como fuertes moduladores del contexto ecolégico
microbiano, pueden explicar eventos como el anteriormente descrito, sin
desconocer la presencia de otros eventos que modifican los perfiles bioquimicos

bacterianos como la pérdida de informacién genética, la actividad realizada por
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transposones, la integracién de pldsmidos y en general, todos los eventos de
transferencia horizontal que pueden suceder en un contexto de biofilm maduro
(Madsen, et al., 2012).

Arthrobacter crystallopoietes otra bacteria descrita para las comunidades de Xm1
y Xm2, se ha aislado de muestras de suelo y de areas comunes del Kennedy Space
Center (Koch, et al., 2012; Vaishampayan et al., 2019). A la fecha, no hay ningun
reporte de esta especie asociada a ecosistemas marinos, pero del género, han
descubierto especies del género Arthrobacter en sedimentos marinos antarticos y
del caribe (Cobet, Wirsen, & Jones, 1970; Pindi, et al., 2010). Para A.
crystallopoietes se ha descrito su capacidad de formar biofilm y en ambos
consorcios bacterianos, los aislamientos CCBXm1-16 y CCBXm2-12, pueden estar
promoviendo la formacion de biopeliculas, estructuras necesarias para el
mantenimiento de la comunidad simbionte. Sin embargo, estos aislamientos pueden
estar siendo modulados por bacterias como Bacillus zhangzhouensis, Bacillus
pumilus y Bacillus paralicheniformis, que para ambas comunidades bacterianas han
sido descritos como potenciales moduladores de mdltiples especies dentro del
consorcio. Con estos resultados se propone que existen multiples actores que
modulan directamente la proliferaciéon de bacterias formadoras de biofilm,
siendo este un fenotipo altamente regulado para evitar la maduraciéon del

consorcio.
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FIGURA 26.MODELO DE RELACION ENTRE LA ACTIVIDAD ANTAGONICA, SUSCEPTIBILIDAD
E INHIBICION DE QS PARA ESPECIES BACTERIANAS RELEVANTES EN LA COMUNIDAD
ASOCIADA A X. MUTA XM2 SIN BIOFOULING (MODIFICADO DEL DIAGRAMA DE
CLIMATOLOGIA DE HOLDRIDGE) DESCRIPCION DE FIGURA 25.

Con los resultados descritos anteriormente y usando el modelo propuesto para
graficar las relaciones de especies sobresalientes dentro de la comunidad asociada
a X. muta Xm2 sin biofouling (Figura 26, pg. 130), encontramos que, diferente al
comportamiento presentado por las especies de la comunidad Xml, en esta
comunidad la ausencia de un biofilm maduro se debe a otras variables descritas a
continuacion: En este consorcio, diferente a Xml1, no existe un gran grupo de
especies altamente antagoOnicas y al tiempo inhibidoras del QS; en cambio
observamos una comunidad donde sobresale una Unica especie altamente
antagonica que puede estar ejerciendo actividad sobre su comunidad impidiendo la
diversificacion y aumento en la densidad poblacional de especies promotoras de
biofilm. Posiblemente B. paralicheniformis como especie dominante, prohiba el
asentamiento y proliferacién de especies bacterianas que podrian complejizar al
consorcio, generando nuevas rutas para el establecimiento de la biopelicula.
Ademas, las especies con actividad inhibidora del QS, diferente a lo observado en
Xm1, no poseen actividad antagénica fuerte y si poseen una susceptibilidad media,
lo que significa que pueden ejercer regulacidbn sobre su consorcio, pero sin
postularse como grandes reguladores, de los que necesariamente dependa la
comunidad para mantenerse desprovista de biofouling. Incluso, algunas especies
con actividad inhibidora del QS, también han sido descritas como productoras de
EPS, biosurfactantes y asimiladores de carbono y fésforo, atributos importantes
para la maduracion del biofilm, lo que las postula como especies versatiles que,
dependiendo el contexto, actuardn como promotoras de la complejizacion de la
comunidad o como inhibidoras de este proceso. Lo anterior es muestra de que las
comunidades bacterianas, a pesar de pertenecer a holobiontes de esponjas de la
misma especie, dependen no solo del hospedero, sino de las condiciones
temporales, espaciales y fisicoquimicas que determinan no sélo la composicién de
la comunidad bacteriana, sino también la conformacion de nuevas redes de

regulacion que responden a su consorcio.
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8.2 COMUNIDADES BACTERIANAS ASOCIADAS A ESPONJAS
CON BIOFOULING

Los dos individuos de porifero con biofouling a los que se les evalué la composicion
de su consorcio bacteriano cultivable, fueron determinados como Desmapsamma
anchorata y Aplysina insularis.

Del género Aplysina no existen reportes de comunidades bacterianas cultivables,
tal como para la especie X. muta, haciendo que este estudio se perfile como el
pionero en explorar esas especies cultivables asociadas a los tejidos de
poriferos como los antes mencionados.

En este estudio obtuvimos un total de 28 aislamientos asociados a la esponja A.
insularis con biofouling, de los cuales un 57% corresponden a bacterias del filo
Actinobacteria y un 43% al filo Firmicutes. No reportamos ningun aislamiento
perteneciente al filo Proteobacteria. Se reportan 6 especies con actividad inhibidora
del QS y con potencial antagdnico sobre otras especies de su mismo consorcio.
De los reportes existentes sobre el género Aplysina sobresalen los que describen
su actividad anti-fouling, su capacidad de producir tanto sustancias inhibidoras del
QS como de compuestos antagonicos, producidos directamente por este organismo
(Encarnacion, et al., 2000; Reverter et al., 2016), ademas del reporte de la fauna
exuberante asociada al nicho que proporciona esa esponja (Gonzalez-Rivero et al.,
2011).

Otros reportes de comunidad bacteriana asociada a este género de esponjas han
sido realizados con técnicas independientes de cultivo, encontrando que consorcio
simbionte esta dominado por los filos Proteobacteria (particularmente las clases
Gamma y Delta Proteobacteria) y Cloroflexi (Abdelmohsen et al., 2014; Bell, 2008).
Mientras las Actinobacterias son un filo con dominancia intermedia y el Filo
Firmicutes, se constituye como uno de los grupos con menor abundancia (Slaby et
al., 2017).

Uno de los reportes con técnicas independientes de cultivo sobre la especie
Aplysina fulva, describié que esta posee una comunidad en su mayoria compuesta

por Proteobacterias (de la clase Delta y Gamma), seguido de una participacion en

132



dominancia intermedia por parte del filo Firmicutes, mientras el filo Actinobacteria
se encuentra asociado a los ultimos grupos presentes, con muy poca abundancia
(Hardoim et al., 2009). Este resultado contrasta con la evaluacion de la comunidad
bacteriana de A. cauliformis, donde luego de las Proteobacterias, los mas
dominantes son los del filo Cloroflexi, seguidos de las Actinobacterias (Olson,
Thacker, & Gochfeld, 2014). Para esta caracterizacion, de forma sorpresiva, no
hubo reporte de bacterias del filo Firmicutes.

Si bien los estudios antes descritos no pueden ser comparados con los resultados
obtenidos en esta investigacion, configuran el Unico antecedente existente que ha
descrito la comunidad bacteriana asociada a esponjas de este género, permitiendo
contextualizar sobre el tipo de investigaciones realizadas a la fecha, ademas de ser
antecedente de algunas especies bacterianas que pudieron ser descritas tanto en
esos estudios como en esta investigacion.

A continuacién, se describen los perfiles bioquimicos y los resultados de ensayos
para algunas especies bacterianas relevantes dentro de esta comunidad cultivable:
Exiguobacterium aurantiacum es una bacteria anaerobia facultativa, alcalofila y
halotolerante aislada de fermentos de papa, de gasolina contaminada en tanques
de realimentacion, de cubiertas marinas y hasta de sangre humana (Collins, et al.,
1983; Pitt et al.,, 2007; Taylor & Inbakandan, 2010) . De esta bacteria se han
reportado su capacidad de asimilar y degradar compuestos organicos asociados a
la fermentacion de aguas de desecho, reduciendo significativamente la presion del
gas provocada por estos compuestos (Jeswani & Mukheriji, 2013). Ademas, estudios
de microbiota asociada a la superficie de navios reportdé que tanto E. aurantiacum
como otras especies del género Exiguobacterium, aislados de este sustrato,
presentan una alta capacidad formadora de biopeliculas, fenotipo relevante en la
estructuraciéon y maduracion de consorcios bacterianos y epibiosis (Taylor &
Inbakandan, 2010).

En esta investigacion reportamos un aislamiento perteneciente a E.
aurantiacum con capacidad inhibitoria de QS sobre el biosensor C. violaceum
ATCC31532y dos aislamientos clasificados unicamente hasta este género, sin

actividad relevante en inhibicién y antagonismo. La alta capacidad que tienen
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las especies asociadas a este género por generar biopeliculas resulta importante
en el proceso de establecimiento y aumento en la complejidad de las interacciones
de comunidad. Entonces, el género Exiguobacterium podria ser un elemento
potencial para tenerse en cuenta en la generacién de matriz extracelular necesaria
para la estratificacion de las poblaciones bacterianas en superficies como cascos
de navios y en este caso, de esponjas como A. insularis, promoviendo el micronicho
necesario para permitir el asentamiento de nuevos colonizadores de orden superior,
constituyendo el biofouling que poseia el individuo porifera colectado. La inhibicién
de QS que pueda estar realizando E. aurantiacum en su comunidad puede ser
relevante sobre la porcion correspondiente a las Proteobacterias, Gram negativas
de las que se tiene el mayor numero de reportes de comunicacion bacteriana
mediada por moléculas tipo AHL. Modular la expresion de factores de virulencia de
organismos de este filo, asi como la produccion de toxinas especificas para
eucariotes, permitird que la epibiosis se desarrolle. Lo anterior aplica para todos los
aislamientos en los que se describe su actividad inhibidora de QS. Dentro del
contexto de comunidad asociada a A. insularis con biofouling, E. aurantiacum es
susceptible a un regulador fuerte del consorcio determinado como B.
paralicheniformis, que puede reducir su densidad poblacional, afectando
directamente la efectividad de su actividad inhibidora de la comunicacion
bacteriana.

Otra especie bacteriana relevante dentro del consorcio asociado a A. insularis con
biofouling es Rummeliibacillus stabekisii, un bacilo aislado por primera vez del
centro de instalaciones peligrosas del Kennedy Space Center y luego reportado
como aislamiento del suelo de la region Antéartica (Faria, Volla, & Jurelevicius, 2016;
Vaishampayan et al., 2018). De este microrganismo no se tienen reportes sobre
productos metabdlicos sobresalientes, hasta la fecha. Nosotros hacemos el
primer reporte de la actividad inhibitoria de dos de cuatro aislamientos
determinados con esta especie, sobre el circuito de produccion de violaceina
del biosensor ATCC31532. Ademas, se reporta que esta especie es susceptible a
la actividad antagonica de un potencial regulador del consorcio conocido como B.

paralicheniformis, que como se mencioné anteriormente, puede alterar la
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abundancia de la poblacion de esta especie, reduciendo la efectividad de su
actividad inhibitoria de QS.

Arthrobacter creatinolyticus, un bacilo anarobio facultativo aislado principalmente
de la orina humana, posee una ureasa termoresistente que ha sido propuesta como
biosensor de la presencia de urea en procesos de pasteurizacién de leche (Hou, et
al., 1998; Ramesh et al., 2015). Este patégeno de vias urinarias ha sido descrito
ademas como un biorremediador que junto a la planta Echinodorus cordifolius
pueden remover el arsénico de fuentes de agua contaminadas con este compuesto
(Prum, Dolphen, & Thiravetyan, 2018). En esta investigacion obtuvimos
resultados positivos para ensayos de inhibicion del QS, reportando este
evento por primera vez para esta especie. Arthrobacter creatinolyticus es
fuertemente regulada por especies como B. paralicheniformis y B. rhizosphorae,
ambas especies pertenecientes al mismo consorcio asociado a la esponja A.
insularis con epibiosis.

Microbacterium esteraromaticum es otra especie bacteriana reportada como
Unica para el consorcio cultivable asociado a la esponja A. insularis con biofouling.
Esta bacteria, aislada de suelos australianos exhibe la produccion de enzimas
degradadoras de pesticidas organofosforados fenamifos, usados ampliamente en
cultivos de cereales y horticultura (Hou et al., 1998; Panneerselvan, et al., 2018). En
este estudio, M. esteraromaticum produjo actividad inhibitoria de QS sobre C.
violaceum, y es susceptible a sustancias antagénicas de B. paralicheniformis
y B. rhizosphorae que se proponen como candidatos con fuerte actividad
antagonica sobre la comunidad cultivable simbionte de A. insularis con
epibiosis. Ambos eventos son reportados por primera vez.

Otra bacteria con propiedades antagdnicas sobresalientes sobre su consorcio es
Bacillus halosaccharovorans, que fue aislado por primera vez de un lago
hipersalino en Iran (Mehrshad et al.,, 2018). Este bacilo motil tiene actividad
antagonica sobre Micrococcus aloeverae, Micrococcus flavus y Micrococcus luteus.
A diferencia de Bacillus filamentosus, B. halosaccharovorans posee actividad
inhibitoria sobre todos los micrococcus asociados al consorcio de A.

insularis, lo que representa un evento de regulacibn mas generalizado que el
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expuesto por B. filamentosus, actuando sobre todo el género Micrococcus, muy
comun en las comunidades simbiontes de esponjas, corales y agua marina. En el
contexto de comunidad asociado a A. insularis sin epibiosis, B. halosaccharovorans
es susceptible a la actividad antagonica de B. paralicheniformis, una especie
altamente reguladora de este contexto por su gran actividad antagénica sobre
muchos aislamientos de su propio grupo.

Una especie bacteriana cultivable que proponemos como una fuerte reguladora del
consorcio bacteriano es Bacillus rhizosphaerae, un bacilo propuesto para ser
reclasificado como B. clausii, fue aislado por primera vez de la rizosfera de plantas
de cafa de azucar (Jung-sook Lee, Lee, & Kuppusany, 2011). B. rhizosphaerae es
un fuerte antagonico sobre casi toda su comunidad bacteriana (Tabla 14, pg.109) y
ademas produce sustancias inhibidoras de la comunicacion bacteriana en C.
violaceum ATCC31532. Segun su fuerte actividad antagénica e inhibidora de QS,
esta bacteria deberia regular a su comunidad tanto como para no promover la
formacion de biopelicula y por tanto inhibir la epibiosis. Proponemos que el
potencial regulador que tiene B. rhizospaerae dentro de su consorcio, debe
estar modulado por poblaciones bacterianas dominantes que no permiten su
proliferacién, restringiendo disponibilidad de nutrientes, manteniendo a este
microrganismo en baja abundancia lo que no permite una concentracion efectiva de
estos compuestos requeridos para modular fuertemente la comunidad simbionte.
Un ejemplo de cédmo algunos fenotipos contraproducentes para la epibiosis podrian
ser controlados por la comunidad, es el que encontramos con Micrococcus luteus.
Esta bacteria encontrada Unicamente en el consorcio cultivable de A. insularis con
biofouling, es susceptible a potenciales reguladores del consorcio como B.
paralicheniformis, B. halosaccharovorans y B. rhizosphaerae. La especie M. luteus
ha sido descrita como patdgena en humanos, involucrada en enfermedades como
la meningitis y existen reportes de esta especie como promotora de sepsis en
heridas producto de cirugias (Stackebrandt, 2015). Ademas de lo mencionado, M.
luteus produce cadaverina, un compuesto que, asociado a los EPS, mantiene la
integridad de la estructura de la superficie celular, pero que puede ser toxico para

las larvas que se adhieren al biofilm (Bulushi, et al., 2018). Al tener multiples
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especies con actividad antagonica sobre M. luteus dentro del mismo
consorcio, la produccion de toxinas como la cadaverina estarian reducidas,

evitando el dafio sobre colonizadores eucariotas a la epibiosis.

Tanto dentro del consorcio bacteriano cultivable de A. insularis con biofouling como
el asociado a X. muta Xm1l y Xm2 sin biofouling, se encontraron dos especies
bacterianas: Micrococcus aloeverae y B. paralicheniformis. M. aloeverae ha sido
descrita como una bacteria comdn asociada a simbiontes marinos como esponjas y
corales (Brinkmann, Kearns, & Evans-illidge, 2017). Esta bacteria posee actividad
alcalin-proteasa, que ha sido optimizada con intereses industriales, en el uso de
curtiembres, por ejemplo (Prakash, et al., 2017). Dentro del cepario obtenido en
esta investigacion determinamos dos aislamientos en el grupo X. muta Xm1l sin
biofouling, tres en el grupo X. muta Xm2 sin biofouling, y uno en el grupo A. insularis
con biofouling, demostrando su poder cosmopolita dentro de comunidades
bacterianas asociadas al lecho marino.

B. paralicheniformis, un bacilo aislado y caracterizado por primera vez en el 2015
de pasta fermentada a base de Soja, ha sido descrito mdultiples veces como
productor de sustancias antagonicas de interés industrial (Dunlap, et al., 2019). B.
paralicheniformis produce Bacitracina, Fengicina, Formicina y Lantipéptidos (Collins
et al., 2016; Dunlap et al., 2019). Ademas, han descrito en la composicion de los
exopolisacéridos que B. paralicheniformis sintetiza, compuestos ricos en selenio
qgue tienen actividad actividad antioxidante y citoprotectora, importantes en la
industria farmacéutica (Cheng et al., 2017).

Seis aislamientos bacterianos que pertenecen a los grupos Xm1l sin biofouling (1),
Xm2 sin biofouling (2) y A. insularis con biofouling (3), fueron determinados como B.
paralicheniformis y todos cuentan con un perfil antagonico que afecta a un gran
namero de aislamientos asociados a cada consorcio bacteriano. Las cepas de B.
paralicheniformis que han sido descritas en la bibliografia poseen una gran
capacidad de producir antibioticos a los que pueden ser susceptibles otras especies
pertenecientes a la comunidad bacteriana simbionte. En el caso de los consorcios

asociados a X. muta Xml y Xm2 sin biofouling, el perfil que presenta B.
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paralicheniformis lo hace un candidato potencial a ser un regulador principal,
evitando la proliferacion de bacterias promotoras de biofilm o bacterias que
desestabilicen la homeostasis del holobionte. El papel de B. paralicheniformis en el
consorcio de A. insularis con biofouling esta mucho mas regulado, probablemente
por el contexto donde participan bacterias no cultivables que pueden ejercer
actividad antagonica sobre esta especie, evitando que regule otras especies
necesarias para la formacion de la biopelicula y el biofouling. Nosotros reportamos
que dentro del grupo de X. muta Xm1 sin biofouling, B. paralicheniformis CCBXm1-
27 es susceptible a la actividad antagénica de Lysinibacillus composti, Io que es un
ejemplo claro de cdmo existe una regulacion jerarquica, donde hasta los organismos
con mayores herramientas de antagonismo bacteriano pueden ser regulados por
otros microrganismos presentes en su consorcio. En el contexto de A. insularis con
biofouling, B. paralicheniformis no presenta susceptibilidad a ninguno de los actores

antagonicos reportados para ese consorcio.
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FIGURA 27. MODELO DE RELACION ENTRE LA ACTIVIDAD ANTAGONICA, SUSCEPTIBILIDAD E INHIBICION
DE QS PARA ESPECIES BACTERIANAS RELEVANTES EN LA COMUNIDAD ASOCIADA A A. INSULARIS CON
BIOFOULING (MODIFICADO DEL DIAGRAMA DE CLIMATOLOGIA DE HOLDRIDGE)

Los valores asignados a cada aislamiento con respecto al antagonismo y susceptibilidad se
obtuvieron a partir de la frecuencia relativa de cada uno de los eventos, asi: Antagonismo: Niumero
de aislamientos hacia los que dicha especie ejerce antagonismo, sobre el total de los aislamientos
susceptibles al antagonismo; Susceptibilidad: Numero de aislamientos que ejercen antagonismo
sobre hacia especie, sobre el total de aislamientos con actividad antagdnica. En verde alrededor de
los puntos: actividad inhibidora de QS, comprobada experimentalmente. La distribucidon de las
especies bacterianas relevantes para este consorcio sobre el esquema revela que los perfiles
antagénicosy la regulacién que se ejerce sobre algunas especies promueven un ambiente altamente
regulado que inhibe el desarrollo del biofilm, manteniendo desprovisto de biofouling la superficie
de la esponja.

Con las descripciones anteriores y el modelo propuesto encontramos también una
variacion en el comportamiento de las especies bacterianas relevantes, respecto de
su actividad antagodnica y sensibilidad. Diferente a los dos modelos anteriores, en
este modelo no existe una correlacion entre los perfiles bioquimicos asociados a la
promocion del biofilm y su regulacién por antagonismo e inhibicion del QS. Es por
tanto que en la Figura 27 pg.139 no existe el dibujo del biofilm en formacién.

Lo que encontramos en esta comunidad es la distribucion de las especies con
actividad inhibidora del QS en tres puntos del area del esquema, donde existe una
especie con altisima actividad antag6nica que también es inhibidora del QS; seguido
de una especie que no es antagonica ni susceptible, y tres especies altamente
susceptibles, pero sin actividad antagénica. Esta distribucion es ejemplo de cémo
existe una complejizacion de los perfiles de las especies asociadas a la comunidad
bacteriana de un micronicho de biofouling, donde ya se cuenta con un biofilm
maduro, especializado y permisivo al ingreso y asentamiento de especies
eucariotas que generan nuevas relaciones y, por tanto, abren campo a nuevas rutas
de regulacion. En este contexto, las especies altamente antagonicas pueden
participar en dos eventos: el primero, donde se encuentran super-reguladas
mediante otros mecanismos que no se consideran en esta investigacién, por
especies que no estan contempladas dentro de la comunidad cultivable, o por
factores fisicoquimicos, que no permiten que los antagonicos altos aumenten en
densidad poblacional y dominen sobre la comunidad. El segundo, donde estas

especies existen, no se regulan de forma estricta, pero participan dentro del

140



consorcio con una baja densidad poblacional sobre especies bacterianas que deben
ser altamente reguladas para evitar que la nueva composicion del biofouling no
afecte tanto a los participantes como a la esponja hospedera.

También observamos que tres de las cinco especies con actividad inhibidora del
QS, son altamente reguladas, lo que concuerda con la idea de que este tipo de
regulacion debe existir en menor nimero de eventos para que no interfiera con la
formacion y maduracion del biofilm. Sin embargo, las otras dos especies con esta
actividad son, o altamente antagonica (explicada anteriormente), o sin antagonismo
ni susceptibilidad al antagonismo, lo que demuestra que también deben existir
eventos de inhibicidén del QS que regulen la produccion de factores de virulencia o
sustancias toxicas que puedan atentar directamente contra los participantes del
biofouling, incluido el hospedero. De nuevo, los resultados demuestran que, segun
el hospedero, la temporalidad, la ubicacion geografica y los factores fisicoquimicos,
modulan al consorcio bacteriano desde su composicion hasta la formacion de rutas

de regulacién que responden a las presiones ambientales del momento.

De la especie porifera Desmapsamma anchorata no hay reportes a la fecha de la
composicién bacteriana asociada, sino unos pocos reportes de Actinobacterias del
género Micromonospora y Verrucosispora aisladas y caracterizadas con actividad
citotdéxica (Abdelmohsen et al., 2014). Sin embargo, hay estudios de esponjas del
Brazil, donde D. anchorata produce sustancias inhibidoras de biofouling. Los
ensayos se realizaron usando macerados y extractos del total del tejido, por lo que
puede incluir activos que son producidos por el consorcio bacteriano (Ribeiro et al.,
2013).

En el cepario construido con los aislamientos bacterianos cultivables asociados al
consorcio de D. anchorata con biofouling, se tiene un total de 21 aislamientos de los
cuales el 52% corresponden al filo Firmicutes, el 24% al filo Actinobacteria y el 24%
restante al filo Proteobacteria.

Del total de los aislamientos de D. anchorata, se reportan 11 especies Unicamente
encontradas en este grupo, de los que sobresalen especies del filo Proteobacteria

como Oceanimonas smirnovii, Pseudomonas oceani y Pseudomonas stutzeri;

141



Firmicutes, como Bacillus aryabhattai, Bacillus altitudinis, Bacillus mycoides y
Bacillus licheniformis y una Unica especie del filo Actinobacteria, determinado como
Dietzia cinnamea. A continuacion, se realizara una descripcion de los perfiles
metabdlicos y los hallazgos obtenidos en esta investigacion sobre especies
bacterianas con potencial regulador dentro del consorcio bacteriano de D.
anchorata:

Oceanimonas smirnovii, una bacteria Gram negativa, fue descrita por primera vez
en el 2004, luego de ser aislada del mar Negro en Karadag, Reserva Natural del
este de Crimea, Ucrania (lvanova et al., 2005). Se trata de un bacilo aerobio con
capacidad de reducir nitratos a nitritos, del que reportamos un aislamiento
susceptible a sustancias antagonicas por parte de las especies B. altitudinis, B.
mycoides, B. tequilensis y B. haikouensis. No existen reportes a la fecha de otras
capacidades metabdlicas asociadas a este grupo taxonémico, sin embargo, al ser
una Gammaproteobacteria, se esperaria que, como muchas de las conocidas de su
clase, posea circuitos de comunicacion celular asociados a moléculas sefal tipo
AHL y que entre otros fenotipos regulados por este fenémeno, promueva la
maduracion del biofilm (Viswanath et al., 2015). En este estudio no reportamos
produccion de moléculas sefial de este tipo en los tres aislamientos determinados
como O. smirnovii, pero puede que esta bacteria produzca AHL no detectables para
la bateria de biosensores usados, 0 que la produzca en concentraciones tan bajas
gue no pueden ser detectadas en los ensayos.

Pseudomonas oceani y Pseudomonas stutzeri son dos especies asociadas al
consorcio de D. anchorata con biofouling, pertenecientes a la clase
Gammaproteobacteria. Del género Pseudomonas existe un gran numero de
investigaciones asociadas a su capacidad de comunicarse mediante moléculas
sefal diversas, incluidos los autoinductores y las AHL (Jasmine Lee & Zhang, 2014).
Particularmente, se han descrito eventos de inmunidad adaptativa como es
CRISPR-Cas, que son mediados por Quorum Sensing (Hgyland-kroghsbo, et al.,
2017). Con esta bacteria modelo se han investigado eventos de relaciones sociales,
encontrando que P. aeruginosa posee una complejidad muy alta relacionada a su

respuesta y la regulacién de esta frente a moléculas de sefializacién (Jasmine Lee
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& Zhang, 2014). Incluso, ultimos avances en micro-ecologia han encontrado que
algunas Proteobacterias como P. aeruginosa poseen comportamientos policivos
frente a bacterias “tramposas” donde, al pertenecer a una comunidad, saca
provecho de la produccion de moléculas sefial de las bacterias vecinas y los
fenotipos que se expresan sin relacionarse, ni sintetizar moléculas sefial ni invertir
el gasto energético propio de la activacion de una via metabdlica particular (Wang,
et al., 2015).

Esta informacion es relevante para esta investigacion por cuanto ofrece pruebas de
mecanismos de relacidn social distintos de los antes descritos, como el QS, la
inhibicion de este y la produccion de sustancias antagonicas como moduladores de
la composicion y comportamiento del consorcio bacteriano. Tal y como en los
fendmenos sociales y econémicos humanos, las bacterias desarrollan mecanismos
oportunistas para participar y beneficiarse de un servicio publico (como lo seria la
asimilacion y puesta en disposicion de algun metabolito o nutriente de importancia)
sin contribuir al proceso de activacion y sintesis (Wechsler & Kiimmerli, 2019) .
Estas bacterias “tramposas” se convierten en un nuevo factor a tener en cuenta
dentro de los analisis ecoldgicos asociados a comunidades bacterianas, donde su
comportamiento en principio no significa un riesgo para la comunidad, pero, al paso
del tiempo, el beneficiarse sin contribuir mientras se aumenta en densidad
poblacional, promueve una desestabilidad de la comunidad que termina en la
pérdida de homeostasis de la misma, dando paso a bacterias oportunistas que
pueden ser patdgenas o que generaran el nicho requerido para el asentamiento de
organismos que si lo son (Sexton & Schuster, 2017).

En esta investigacién reportamos por primera vez que las especies
Pseudomonas oceani y Pseudomonas stutzeri producen moléculas sefial tipo
AHL, con una longitud probable, segun la sensibilidad de los biosensores
usados, de C6-AHL C8-AHL, C8-3-oxo-AHL, C10-AHL, C10-3-ox0-AHL, c12-
AHL y C12-3-ox0-AHL, y ademas produce moléculas tipo C6-3-oxo-AHL, que
pueden ser detectadas por los biosensores pSB-401, pSB-403 y W19, quienes
poseen alta sensibilidad a este compuesto y de los que se obtuvo halos muy

intensos de bioluminiscenciay proteina verde fluorescente.
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Ademas de estar involucrada en la formacién de biofilm y activacion de fenotipos
dependientes de un contexto social, P. stutzeri, podrian estar participando en el
mantenimiento del andamiaje asociado a esta estructura de biopelicula. Se ha
reportado que P. stutzeri produce biosurfactantes, promoviendo el intercambio de
sustancias anfipaticas del ambiente con el biofilm (Lalucat, et al., 2006;
Sundaramanickam, Meena, & Balasubramanian, 2018). Los biosurfactantes son de
gran interés biotecnolégico pues se usan en eventos de bioremediacion en
derrames de petréleo y como pesticidas en cultivos de extensién como los cereales.
Dentro de los Firmicutes Unicamente reportados para la especie D. anchorata con
biofouling se encuentra B. aryabhattai, una especie aislada del lecho marino
profundo, produce polihidroxialcanoatos, compuestos propuestos como alternativa
para la generacién de plasticos biodegradables (Pillai et al., 2017; Shivaji et al.,
2019). Para esta especie reportamos su actividad antag6nica sobre B.
oryzaecorticis, de la que se sabe, produce una amilasa termorresistente con
atributos de interés para la industria de alimentos, particularmente cereales y
fermentos (Tambekar, et al, 2017). A su vez, B. aryabhattai es susceptible a
sustancias antagonicas producidas por B. tequilesis, que puede estar regulando la
abundancia de B. ayabhattai dentro de la comunidad, modulando directamente la
expresion de fenotipos de interés como los compuestos inhibidores de crecimiento
de B. oryzaecorticis.

Otro bacilo reportado en este estudio con actividad antagdnica sobre elementos del
consorcio es B. mycoides. Este Firmicute bloquea el crecimiento de especies
bacterianas de su propio consorcio, de los géneros Lysinibacillus, Bacillus,
Micrococcus y a la especie D. cinnamea y ningun aislamiento de su
comunidad cultivable produce sustancias que inhiban su crecimiento. De B.
mycoides se ha descrito su capacidad de producir quitinasas, una enzima capaz de
digerir los exoesqueletos de varios crustaceos (Ramanauskas, et al.,, 2005).
Ademas, esta especie bacteriana sintetiza bactericinas que han sido probadas
sobre aislamientos del género Leuconostoc. Nuestro aislamiento determinado
como B. mycoides es uno de los aislamientos con mas eventos de

antagonismo sobre su comunidad.
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Bacillus licheniformis es otra especie descrita Unicamente para el consorcio de D.
anchorata con biofouling. De esta especie se ha descrito su actividad antibiofilm,
dado que dentro de los EPS que produce, existen compuestos que desestabilizan
las propiedades de tension y viscosidad, necesarios para estratificar al consorcio
(Sayem et al., 2011). En nuestra investigacion no reportamos ninguna actividad
inhibitoria de biofilm o productora de sustancias antagoOnicas, pero, reportamos
susceptibilidad a sustancias antagénicas producidas por B. altitudinis, B. mycoides
y B. haikouensis. La formacion de EPS sucede tras la adhesion de la célula
planctonica a una superficie enriquecida con los nutrientes esenciales para el
asentamiento y proliferacion de la poblacion bacteriana (Dobretsov et al., 2009;
Sayem et al., 2011). En presencia de organismos que ejercen actividad antagonica,
estos microrganismos no pueden aumentar en densidad poblacional como para
generar un impacto sobre la formacion del biofilm existente, situacion que puede
explicar por qué, aunque B. licheniformis participa del consorcio asociado a D.
anchorata, no desestabiliza el biofilm ya maduro que sostiene la epibiosis

encontrada.

Bacillus altitudinis, del que reportamos tres cepas determinadas con este nivel
taxonomico, fue descrita por primera vez tras su aislamiento de muestras de aire en
grandes altitudes desde la NASA, E.E.U.U (Sunar, et al., 2013). Esta especie puede
producir sustancias promotoras de crecimiento en plantas y ademas, produce
enzimas capaces de degradar plumaje de aves de corral, que se constituye como
un desecho no reciclable a la fecha (Kumar et al., 2011). Todas las cepas de esta
especie presentaron actividad inhibitoria de la comunicacion bacteriana fuerte y son
antagonicas sobre una gran mayoria de los aislamientos obtenidos para el consorcio
cultivable al que pertenece. Con los resultados obtenidos, se propone que la
especie B. altitudinis, puede ser un fuerte modulador del consorcio
bacteriano, regulando un gran numero de especies bacterianas, desde su
densidad poblacional dentro del consorcio como sus eventos de QS. Con este perfil

se esperaria que B. altitudinis participara en la inhibicidén de la epibiosis, pero como
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se ha mencionado en multiples apartados, lo que realmente condiciona el perfil
fenotipico expuesto por cada especie bacteriana participante es la comunidad en la
que participa y la historia de la formacion del nicho que puede mantener en baja
densidad poblacional a especies tan importantes como esta, haciendo que sus
fenotipos reguladores aqui expuestos no se manifiesten en una concentracion

suficiente para generar un cambio en el consorcio.

Dentro del consorcio asociado a D. anchorata también se encontraron especies que
son compartidas por las comunidades cultivables asociadas a X. muta Xml sin
biofouling, que fueron relevantes por poseer actividad inhibidora de QS vy
antagonismo sobre una gran cantidad de aislamientos en su consorcio. Se
describiran las cualidades bioquimicas relevantes en el contexto de cada consorcio
bacteriano y cdmo esta expresion génica podria ser modulada en estados de
ausencia y presencia de biofouling:

B. tequilensis ha sido descrito como una bacteria capaz de producir lacasas
termorresistentes importantes para la degradacion y recirculacion de desechos
vegetales (Sitarz et al., 2016; Sondhi, et al., 2014). Ademas, produce un lipopéptido
biosurfactante capaz de alterar los EPS de las biopeliculas bacterianas, interfiriendo
con su maduracion (Pradhan & Pradhan, 2013). B. tequilensis es reportada en este
estudio como antagonica de varios Bacillus, y sobre D. cinnamea y O. smirnovii,
especies participantes de su propio consorcio bacteriano, en el contexto de D.
anchorata con biofouling. En el consorcio asociado a esponjas sin biofouling, B.
tequilensis puede mantener activo su arsenal enzimatico inhibiendo el asentamiento
de algas, mientras en eventos de epibiosis debe encontrarse regulada por otras
bacterias que mantienen su poblacién reducida y junto con esto, su capacidad de
actuar como toxina de macroalgas que se asienten. Adicionalmente, B. tequilensis
ejerce actividad antagonica dentro del consorcio de X. muta Xm1l sin biofouling,
sobre B. haikouensis, B. firmus y B. zhangzhouensis, este dltimo siendo un
antagonico fuerte sobre su comunidad. Ningun aislamiento del consorcio X. muta
Xm1l sin biofouling ni de D. anchorata con biofouling puede ejercer antagonismo

sobre B. tequilensis.
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B. haikouensis también es reportada como especie compartida de las
comunidades cultivables asociadas a X. muta Xm1 sin biofouling y D. anchorata con
biofouling. Ha sido aislada principalmente de cultivos de arroz y de ella no existen
reportes a la fecha, de productos bioquimicos de relevancia ecoldgica o industrial.
En esta investigacion reportamos la actividad inhibidora de QS en la cepa
CCBDaBf-20y su actividad antagonica sobre un gran nimero de aislamientos
del consorcio asociado a D. anchorata con epibiosis, que lo caracteriza como
un potencial modulador del consorcio bacteriano. Ademas, reportamos la
actividad antagonica de la cepa CCBXm1l-1 sobre B. firmus y Bacillus
gingshengii. Ademas, B. haikouensis es susceptible a la actividad antagonica de
L. composti, una especie bacteriana asociada a la comunidad de X. muta Xm1, una
especie que ejerce actividad antagénica fuerte sobre la mayoria de los aislamientos
del consorcio. En el consorcio asociado a D. anchorata con epibiosis, ningin
aislamiento del grupo ejerce antagonismo sobre esta especie. Lo anterior
demuestra que dependiendo el contexto de comunidad en que se encuentre, B.
haikouensis puede considerarse un regulador potencial (en comunidad asociada a
epibiosis) o un regulador medio (en comunidad asociada a ausencia de epibiosis).

Dentro de los hallazgos, no se registra ninguna especie bacteriana cultivable comuan

a las especies A. insularis y D. anchorata, ambas con biofouling en su superficie.
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Promocién de la formacion de biofilm
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FIGURA 28. MODELO DE RELACION ENTRE LA ACTIVIDAD ANTAGONICA, SUSCEPTIBILIDAD E INHIBICION
DE QS PARA ESPECIES BACTERIANAS RELEVANTES EN LA COMUNIDAD ASOCIADA A D. ANCHORATA
DABF SIN BIOFOULING (MODIFICADO DEL DIAGRAMA DE CLIMATOLOGIA DE HOLDRIDGE) (DESCRIPCION
FIGURA 25.)

Con las descripciones anteriores y sumado al modelo propuesto (Figura 28, pg.
148), encontramos que tal como los modelos de X. muta Xm1l y Xmz2, existe una
correlacion entre los eventos de antagonismo, la susceptibilidad a este fenémeno y
la produccion de sustancias inhibidoras del QS, con la potencial regulacion asociada
a la no-maduracion del biofilm; sin embargo, este modelo corresponde a una
comunidad asociada a una esponja con biofouling. De nuevo se presentan especies
con alta capacidad antagoénica sin susceptibilidad por la actividad antagénica de
otras de su consorcio, acompafadas por actividad inhibidora del QS; y encontramos
especies con susceptibilidad media al antagonismo de su consorcio, con un perfil

promotor de maduracién del biofilm al que precisamente pertenecen.

Si este perfil es tan similar al de las comunidades asociadas a esponjas sin
biofouling, pero este es parte de una comunidad con epibiosis, la explicacién puede
darse desde la comprensién de la densidad poblacional en la composicion total de
la comunidad. Todos esos actores antagénicos e inhibidores de QS sélo pueden
ejercer su actividad reguladora si existe una densidad poblacional suficiente que
permita una concentracion de ese metabolito, tal que tenga actividad sobre la
comunidad en la que interactia. Entonces, estos perfiles reguladores estan
definidos desde su contexto de comunidad, sumado a los actores que lo
acompafian, que pueden regular su poblacién, asi como la actividad de su
metabolito. Entonces, en un contexto de biofouling, los antagdnicos fuertes deben
estar regulados desde su poblacién y los que participan deben modular aislamientos
gue pongan en riesgo el equilibrio de la epibiosis; los inhibidores de QS, igual que
en el modelo de A. insularis AiBf, deben estar super-regulados y en caso de
desarrollarse, deben ejercer presion sobre eventos de QS asociado a la produccion

de sustancias toxicas para eucariotas o para procariotas de la comunidad.

El perfil de la comunidad asociada a D. anchorata es ejemplo de que los eventos de
antagonismo, tanto como la susceptibilidad que las especies tengan a este, asi

como la produccion de sustancias de inhibicion del QS y la manifestacion de perfiles
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promotores de biofilm, existen, y se encuentran regulados por muchas mas
variables aun no descritas, junto a la presion del ambiente e incluso del hospedero,

gue hacen que las relaciones del holobionte sean alin mas complejas y jerarquicas.

Un andlisis sobre las especies bacterianas con perfiles bioquimicos relevantes a
nivel ecolégico y de bioprospecciéon como el que se desarroll6 anteriormente permite
reconocer las caracteristicas potenciales asociadas a cada microrganismo,
diferentes del antagonismo y la inhibicion del QS, y cdmo pueden estar involucradas
en la comunidad bacteriana, modificando su composicion y modulando la
manifestacion de fenotipos que pueden poner en riesgo la homeostasis de la
comunidad y del holobionte en general.

Como se mencion6 al principio de la discusién, el nimero de aislamientos con
capacidad antagonica y el numero de eventos de antagonismo es similar para los
dos grandes grupos (comunidades asociadas a esponjas con y sin biofouling),
reiterando que no se desconoce la composicion bacteriana particular de cada
holobionte estudiado. Lo anterior es muestra de que el antagonismo, aunque
presente en las cuatro comunidades bacterianas, puede estar inhibiendo la
formacion de biofouling por dos vias: En la primera, el consorcio bacteriano posee
numerosas especies capaces de generar un mayor numero de eventos
antagonicos, sumado a pocos aislamientos con una actividad antagonica mayor
sobre el resto del consorcio. En la segunda via, existen pocos eventos de
antagonismo realizado por pocos aislamientos bacterianos, pero estos poseen una
actividad antagénica dominante sobre el consorcio, haciendo que no se requiera
mas de una poblacién abundante y dominante con esta capacidad dentro de la
comunidad, para regular eventos de maduracion del biofilm bacteriano y promocion
de factores necesarios formacién de epibiosis.

El hecho de que exista actividad antagdénica por parte de los aislamientos
pertenecientes a la comunidad asociada a esponjas con biofouling, demuestra que
la presencia de esta actividad en el consorcio no es suficiente para explicar la
promocién o inhibicibn del asentamiento de organismos epibiontes sobre la

superficie de las esponjas. Los eventos de antagonismo pueden estar involucrados
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en el mantenimiento de la composicion y densidad poblacional de cada bacteria
participante en el consorcio sin que eso signifique la imposibilidad de formar
biopeliculas que sustenten el biofouling.

A pesar de que se reportan sélo dos aislamientos con capacidad de producir
moléculas tipo AHL, el evidenciar este fenOmeno en bacterias asociadas
Gnicamente a esponjas con biofouling revela la importancia del QS dentro de un
consorcio que debe complejizarse para madurar al punto de que pueda sostener
una comunidad epibionte sobre si. La comunicacion mediada por moléculas tipo
AHL ha sido ampliamente estudiada y se relaciona con la capacidad de formar
biopeliculas y con la promocion de nuevas respuestas de las poblaciones
bacterianas con el medio, complejizando al consorcio bacteriano que empezara a
producir metabolitos esenciales y moléculas de sefializacion que incorporaran
nuevas especies eucariotas y procariotas participantes del biofouling.

Los hallazgos de este estudio permiten reflexionar acerca de las herramientas que
puede tener una comunidad bacteriana para modular su riqueza, la abundancia de
sus poblaciones y la dominancia de ciertas especies, asi como puede regular la
manifestacion de ciertos fenotipos como la formacion de biofilm, produccién de
factores de virulencia y asimilacion de nutrientes necesarios para el consorcio. Se
logré6 demostrar que los eventos de comunicacion celular via AHLs, inhibicién del
QS y antagonismo se encuentra presentes en las cuatro comunidades bacterianas
cultivables, y que esto configura un registro importante de los mecanismos que
existen dentro de los consorcios bacterianos asociados a organismos marinos como
esponjas, para modificar tanto su composicibn como su comportamiento social. Sin
embargo, la simple existencia de estos fendmenos de relaciones sociales en un
nicho bacteriano no explica los estados de epibiosis y ausencia de este sobre las
esponjas marinas. Se requiere un mayor conocimiento del contexto de la comunidad
bacteriana asociada a los poriferos, su composicién y el estado de homeostasis del
holobionte que implica ademas de su microbiota simbionte, el estado del individuo
hospedero y las condiciones climaticas y fisicoquimicas que puedan relacionarse al

estado del holobionte en el momento de su observacion.
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Este trabajo es importante porque se configura como uno de los primeros estudios
de bacterias cultivables aisladas de esponjas marinas con dos estados, con y sin
biofouling, de las cuales no solo se reporta su caracterizacion taxonémica, sino,
ademas, se registran fenomenos de relaciones sociales bacterianas in vitro como la
inhibicion de la comunicacion bacteriana frente al biosensor C. violaceum
ATCC31532, la produccién de moléculas de comunicaciéon celular tipo AHLs y la
actividad antagodnica de aislamientos bacterianos frente a otros de su mismo
consorcio. La informacion obtenida en este estudio es trascendental para el
conocimiento de las relaciones ecoldgicas de las comunidades bacterianas
asociadas a organismos marinos como las esponjas y va mas alla del reporte de la
presencia de algunas bacterias pertenecientes al consorcio, ofreciendo evidencia in
vitro de cepas bacterianas con perfiles bioquimicos de interés ecoldgico, industrial
y farmacolégico que pueden ser investigados con mayor profundidad en futuras
investigaciones por la comunidad cientifica interesada en este campo de la

microbiologia.
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IX. CONCLUSIONES

Esta investigacion es la primera en el mundo en evaluar la composicion de las
comunidades bacterianas cultivables asociadas a esponjas del caribe colombiano,
gue ademas incluye la descripcion de fenotipos importantes para la regulacion del
consorcio simbionte, como lo son la produccion de moléculas sefal tipo AHL
involucradas en QS, la produccion de sustancias inhibidoras de QS vy las

interacciones antagénicas entre aislamientos de un mismo nicho.

A nivel taxonémico, se lograron describir 94 aislamientos bacterianos mediante la
amplificacion, secuenciacion y andlisis del gen ribosomal 16S, encontrando que los
filos dominantes son Firmicutes (con géneros como Bacillus, Lysinibacillus y
Exiguobacterium) y Actinobacteria (con los géneros Micrococcus, Microbacterium y
Arthrobacter, entre otros). Del filo Proteobacteria reportamos Unicamente 6
aislamientos pertenecientes a los géneros Paracoccus, Pseudomonas vy

Oceanimonas.

Reportamos por primera vez que las especies Pseudomonas oceani Yy
Pseudomonas stutzeri producen moléculas sefial tipo AHL, con una longitud
probable de C6-AHL C8-AHL, C8-3-0x0-AHL, C10-AHL, C10-3-ox0-AHL, c12-AHL
y C12-3-oxo-AHL, y ademas produce moléculas tipo C6-3-oxo-AHL, que fueron
detectadas por los biosensores pSB-401, pSB-403 y W19 con alta sensibilidad a
este tipo de moléculas sefial. Gracias a su perfil metabdlico y su capacidad de
realizar QS, estas especies se posicionan como promotoras del biofouling, al
contribuir con la maduracion y aumento de la complejidad del consorcio bacteriano

al que pertenecen.

Adicionalmente, describimos que 25 aislamientos poseen actividad inhibidora de QS
y para la gran mayoria de las especies con este fenotipo (como las especies B.
zhangzhouensis, Rummeliibacillus stabekisii y B. haikouensis, por ejemplo), se trata

del primer reporte de este fendmeno en literatura.

Con los ensayos de interacciones antagonicas logramos describir varias especies

con actividad inhibidora del crecimiento bacteriano sobre otras de su mismo nicho,
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realizando los primeros reportes de antagonismo para un gran nimero de especies
bacterianas, sumado a la caracterizacion de interacciones antagonicas especificas

gue tampoco han sido reportadas a la fecha.

Tras la evaluacién de la inhibicion de QS y la capacidad antagonica de los
aislamientos en estudio, encontramos que estos perfiles son diferentes por especie
y que existen especies mas antagonicas que otras o0 especies que poseen ambos
mecanismos de regulacion, e incluso reportamos especies que poseen un alto nivel
de antagonismo, pero no son susceptibles a ninguna sustancia inhibidora de los
otros aislamientos de su nicho. Esos perfiles disimiles permiten pensar en un
modelo bioldgico donde todas las especies con capacidad antagonica e inhibidora
ejercen cierto tipo de regulacién jerarquica, en donde especies como B.
paralicheniformis, B. zhangzhouensis y B. rhizosphaerae (por mencionar algunas
muy relevantes), ejercen mayor modulacion poblacional en el consorcio, al producir
sustancias a las que son susceptibles un mayor niamero de especies de su nicho.
Otras especies con capacidad antagonica media y capacidad inhibidora del QS
(como B. paramycoides y B. cereus) pueden modular el nicho alterando otros
comportamientos de algunas poblaciones y sobre especies especificas,

ubicandolos en un nivel medio de la jerarquia de regulacion.

La informacién contenida en esta investigacion permitié determinar que los
fendbmenos de antagonismo e inhibicibn del QS existen en los consorcios
bacterianos estudiados y que estos pueden estar modulando potencialmente la
composicién y comportamiento de la comunidad a la que pertenecen. La diferencia
no fue estadisticamente significativa entre los eventos de inhibicion y antagonismo
para las comunidades con y sin biofouling, demostrando que estos eventos
convergen en un modelo mucho mas complejo y jerarquizado que debe involucrar
involucra otras variables también reguladoras que contribuyen de forma significativa
al estado de la comunidad bacteriana, respondiendo a presiones espaciotemporales

en cada contexto.

La heterogeneidad en la composicion de un biofilm o una comunidad bacteriana trae

consigo propiedades emergentes que no son explicables por la suma de los perfiles
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bioguimicos de cada elemento del consorcio. Estas propiedades se explicarian
gracias a la comprension sistémica que involucra a las especies que componen la
microbiota, a su respuesta al ambiente y a las poblaciones bacterianas que
colonizan y se desarrollan en la comunidad. Asi como a los eventos sinérgicos o
restrictivos que se manifiestan frente a un estimulo externo o del hospedero,
complejizando el comportamiento del holobionte, que adquirira nuevas

caracteristicas como resultado de las interacciones antes mencionadas.
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X. RECOMENDACIONES

* Se recomienda hacer un analisis mas detallado de las cepas cuya asignacion
taxondémica solo pudo llegar a género, usando técnicas de andlisis gendmico,
hibridacion DNA-DNA, analisis de %CG, analisis de constitucion de acidos grasos y
proteinas en pared celular y andlisis AiiA. El uso de estas metodologias es necesario

para evaluar si las cepas antes mencionadas corresponden a nuevos registros.

* Al detectar produccién de moléculas tipo AHL por parte de dos cepas de P. oceanii
y P. stutzeri, es necesario realizar una caracterizacibon mas profunda con
metodologias de mayor sensibilidad como GC-MS o HPLC, que permitan la
identificacion de la estructura quimica de estas moléculas sefial, lo que alimentaria
este primer reporte cualitativo usando biosensores sensibles a este tipo de

moléculas.

* Ademas de la caracterizacion de produccion de sustancias antagonicas e
inhibidoras de la comunicacion celular, es importante evaluar otras caracteristicas
metabdlicas mediante el uso de pruebas bioquimicas que permitan, junto a los
reportes bibliograficos, completar el perfil potencial de cada cepa bacteriana en el

modelo biolégico del consorcio bacteriano en el que participa.

*Se propone caracterizar las moléculas responsables de producir antagonismo e
inhibicién del QS por parte de los aislamientos que dieron resultados positivos para
estos ensayos. La informacion que pueda obtenerse no solo explicara la sensibilidad
especifica por parte de los aislamientos susceptibles dentro del mismo consorcio,
sino que ademas permitir4 evaluar junto a técnicas independientes de cultivo, qué
otras especies bacterianas pueden ser potencialmente reguladas por las especies
aqui descritas y de qué manera lo hace.

*Se recomienda que con la informacion obtenida en esta investigacion y con la suma
de nuevos ensayos sobre los aislamientos bacterianos descritos asi como
caracterizaciones de las esponjas hospederas, se fortalezca el modelo grafico
propuesto en este estudio, buscando una descripcion mas robusta y consistente de

la regulacién que realiza el consorcio dentro del él mismo.
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*Recomendamos seguir investigando en el area de la ecologia microbiana asociada
a organismos marinos, no solo la composicion de la comunidad bacteriana sino los
perfiles bioquimicos presentes que puedan ofrecerse como servicios ecosistémicos
para el holobionte, el ecosistema en general y para futuros avances tecnoldgicos,
que permita la elaboracion de modelos bio-ecolégicos mas completos para predecir
comportamientos a través del tiempo y cambiando factores fisicoquimicos, de cara
no solo al conocimiento académico sino a dar respuesta a problematicas de interés

social, econdmico y ecoldgico que le competan.
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