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RESUMEN

En el presente trabajo se lograron aislar, purificar e identificar molecularmente mediante
ADNr 16S un total de 21 cultivos bacterianas aisladas a partir de la esponja de la clase
Demospongiae colectada en balneario Tortugas divididas en dos filos bacterianos
dominantes: Proteobacterias y Firmicutes. Dentro de los Firmicutes, se identificaron
bacterias del género Bacillus, conocidas por su capacidad para la produccion de
Surfactina, un compuesto potencial biotecnolégicamente como antimicrobiano.
Asimismo, se identifico la presencia del gen SrfA necesario para la produccion de
surfactina en Bacillus y Vibrio. Para conocer la actividad bioldgica de los cultivos que
resultaron positivos a la presencia del gen antes mencionado, se confrontaron a dos
patdgenos para el hombre: Staphylococcus aureus y Pseudomonas aeruginosa, frente a

las cuales sélo dos cultivos mostraron actividad biolégica.

Consideramos que el trabajo realizado contribuira al conocimiento basico de esponjas y
sus simbiontes en nuestra region ya que no se ha tomado interés necesario para la
exploracién de esta area, generando asi, un antecedente que permita la continuacion de

nuevos proyectos en la busqueda de compuestos de interés farmacéutico.

Palabras claves: Esponjas marinas, compuestos bioactivos, surfactina, simbiosis,

Biotecnologia.
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ABSTRACT

In the present work, it was possible to isolate, purify and molecularly identify a total of 21
bacterial cultures isolated from the Demospongiae-type sponge collected in Balneario Tortugas,
divided into two dominant bacterial phyla: Proteobacteria and Firmicutes, by means of 16S
rDNA. Within the Firmicutes, bacteria of the Bacillus genus were identified, known for their
ability to produce Surfactin, a potential biotechnologically antimicrobial compound. Likewise,
the presence of the SrfA gene necessary for the production of surfactin in Bacillus and Vibrio
was identified. In order to know the biological activity of the cultures that were positive for the
presence of the aforementioned gene, two pathogens for man were confronted: Staphylococcus

aureus and Pseudomonas aeruginosa, against which only two cultures showed biological activity.

We consider that the work carried out will contribute to the basic knowledge of sponges and their
symbionts in our region since the necessary interest has not been taken for the exploration of this
area, thus generating a precedent by way of continuing related studies that would enrich the
advance and development of the area, promoting new projects in the search for compounds of

pharmaceutical interest.

Keywords: Marine sponges, bioactive compounds, symbiotic bacteria, Biotechnology.
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I.  INTRODUCCION

Los océanos abarcan alrededor del 70% de la totalidad de la superficie terrestres, son
responsables de que la vida en la tierra sea posible, reguladores de su clima y fuente
indispensable de proteinas para la nutricion humana. Alberga una inmensa fauna, dentro
de la cual se encuentran los invertebrados que representan el 65% del total de organismos
registrados, y en donde destacan las esponjas como la fuente mas productiva de nuevos
compuestos activos, hecho que se atribuye a que casi el 90% de la biomasa de estos
poriferos corresponde a su microflora bacteriana simbionte responsable de su produccion,
lo que las convierte en el grupo marino mas importante para el desarrollo de la
biotecnologia (Hardoim et al, 2009; Van Soest & Braekman, 1999; Hu et al., 2015).

Las asociaciones simbioticas entre las esponjas y su flora bacteriana, permite que se
desarrollen mecanismos de defensa quimica, pues al estar la flora bacteriana constituida
por bacterias hetrerotrofas, cianobacterias, anaerobios facultativos, algas unicelulares y

Archaea, sintetizan y liberan diversos metabolitos (Wilderman, 2012; Wilkesman, 2007).

Gracias al uso de herramientas moleculares como el gen 16S ADNr se ha podido
establecer e identificar la relacion filogenética de comunidades microbianas que
colonizan las esponjas (Fieseler et al., 2004). En base a estos analisis, han sido reportados
mas de 25 filos bacterianos en asociacion con esponjas marinas (Webster & Taylor, 2012)
entre ellos: Cianobacterias, Chloroflexi, Proteobacteria, Acidobacteria, Verrucomicrobia,
y "Poribacteria" (Hardoim et al., 2009).

El descubrimiento del gran potencial que guardan los océanos y sus organismos, ha
permitido el desarrollo de la Biotecnologia marina que se ha convertido en un campo
prometedor de sustancias bioactivas y principal pilar de la bioeconomia enfocandose

principalmente en las siguientes areas:

- Productos activos, mediante la identificacion y estudio de sustancias naturales
marinas como base de nuevos productos Utiles a la sociedad en diferentes sectores
como farmacéutico y alimentario

- Biorremediacion, desarrollando técnicas sustentadas en microorganismos vy
vegetales para la conservacion y limpieza de areas sujetas a contaminacion siendo

técnicas eficientes y compatibles con los ecosistemas acuaticos
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- Procesos microbioldgicos marinos, basado en la comprension de la fisiologia,
genética y ecologia de los microorganismos marinos no solo para entender los
complejos ecosistemas marinos, sino también para establecer sistemas para el
desarrollo de procesos de fermentacion que permitan la elaboracion de productos
microbianos Utiles a la sociedad (Sunshine, 2012; Rotter et al., 2021).

La biotecnologia marina brinda una amplia gama de oportunidades de interés comercial
para la industria farmacéutica; muchos de los medicamentos de origen marino que pasan
a ensayos clinicos conllevan a un aumento de patentes publicadas, manteniendo el interés

de continuar el desarrollo de este campo de investigacion (Shinde et al.,2019).

En este sentido, el estudio de bacterias simbiontes de esponjas marinas del balneario
Tortugas y su potencial biotecnolégico, permite contribuir con la escasa informacion que
se tiene en el tema en nuestro pais, enfocando el estudio a la identificacion de la presencia
del gen SrfA-A, en bacterias simbiontes, necesario para produccion de la Surfactina, un

compuesto biotecnolégicamente interesante empleado en diversas industrias.

1.1 ANTECEDENTES

La Biotecnologia marina y la exploracion de ambientes acuaticos en busqueda de
compuestos activos comenzo alrededor de los afios 50, con el primer proyecto netamente
del area, basado en la extraccion de una toxina denominada Holoturina encontrada en los
tibulos cuvierianos del pepino de mar de las Bahamas, con actividad antitumoral en
ratones y pese a que nunca se comercializd, impulsoé la busqueda de otros farmacos en

organismos marinos (Nigrelli et al., 1967).

Es asi que el descubrimiento de metabolitos secundarios a partir de esponjas marinas en el
siglo XX, dio inicio a un nuevo campo en la industria farmacéutica (Schippers et al.,
2012), surgiendo mayor interés tras el descubrimiento de los nucledsidos espongotimidina
y esponguridina presentes en la esponja marina Cryptotethia crypta (Bergmann &
Feeney,1950-1951), y que fueron la base para la sintesis del farmaco antiviral Citarabina,
el primer agente anticancerigeno de origen marino empleado actualmente en el
tratamiento de leucemia y linfoma (Schwartsmann, 2000) y del farmaco antiviral
Vidarabina (Proksch et al., 2002).

Con la continuidad de las investigaciones, Brusca & Brusca (2003) encontraron que la
especie Luffariella variabilis, es productora de un compuesto terpenoide llamado

Manoalida con potente actividad antibacteriana, ademas de ser analgésico y anti-
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inflamatorio. En un estudio, Hirata y Uemura (1986) lograron aislar compuestos activos
a partir de extractos de la esponja marina Halichondriaokadai destacando entre ellos la
Halicondria B., compuesto que es conocido también como Halaven y es un potente
antitumoral muy efectivo para el tratamiento de cancer de mama (Cortes, 2011).

En los ultimos afios, muchos compuestos bioactivos han sido separados a partir de
miembros del filo porifera; y que contrariamente a lo que se consideraba, diversos
estudios afirman que estos compuestos no derivan netamente de las esponjas, sino de la
biota asociada a ellas (Karuppiah & Li, 2015). El interés de la biota asociada a las esponjas
marinas se inicié con el trabajo de Althoff et al. (1998) que sugirieron una relacién de
simbiosis especifica de las esponjas Halichondria panicea con el dominante filo
proteobacteria y su género Rhodobacter, resaltando que, a pesar de que se tomaron
muestras de diferentes localizaciones, este género fue concurrente en los anélisis por
ARNTF 16S. Parera -Valadez (2012) refuerza lo anterior, analizando muestras de la esponja
Halichondria panicea y evidenciando la presencia dominante de bacterias pertenecientes

al género Rhodobacter.

La bdsqueda de compuesto con actividad antibi6tica, ha conducido al aislamiento de
bacterias que producen compuestos bioactivos como en el trabajo de Kim et al. (2006) en
el que, mediante el analisis de la actinobacteria Salinispora derivada de una esponja
marina, demostraron la capacidad de éstas para producir rifamicina B y rifamicinaSV,
constituyendo una fuente potencial de antibiticos y otros compuestos
biofarmacéuticamente activos en la clase de la rifamicina y representando la primera

fuente de registrada de rifamicinas de bacterias marinas.

Sin embargo, no sélo las bacterias aisladas de esponjas han tomado importancia en esta
linea de investigacion. Holler et al. (2000) reportaron 681 cepas de hongos aislados a
partir de 16 especies de esponjas a nivel mundial, los que en su mayoria fueron géneros
de habitats terrestres como Aspergillus y Penicillium y que curiosamente mostraron
potencial biotecnologico. Por otro lado, Maldonado (2005) mediante estudios
microscopicos de tejido esponjoso adulto y de estructuras reproductivas de la esponja,
sustenta la simbiosis con una levadura del género Chondrilla. Vacelet & Gallisian (1980)
observaron particulassimilares a virus en nucleos celulares de la esponja Aplysina

cavernicola.

Para proporcionar una comprension de la riqueza de las comunidades microbianas

asociadas a las esponjas, los métodos tradicionales se basan en el crecimiento de cultivo
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puro del microorganismo y la combinacion de métodos de tincion, reacciones
bioquimicas y otras pruebas. Sin embargo, estos métodos no revelan una imagen precisa
de su verdadera relacién taxonémica o evolutiva, para lo que, los enfoques moleculares
han jugado un papel importante en la resolucion de estos problemas (Dale & Park, 2004),
permitiendo que se conozca mas de algunas bacterias que de cualquier otro organismo en
la tierra (Snyder & Champness, 2003).

1.2 FORMULACION DEL PROBLEMA

El incremento en los Gltimos afios de la busqueda de nuevos compuestos que puedan ser
utilizados con fines farmacoldgicos ha significado que el inmenso y diverso ambiente
marino surja como una fuente importante para suplir las necesidades en este &mbito. Las
esponjas marinas se presentan entonces como potenciales organismos, puesto que su
constante exposicion a depredadores promueve que susmicroorganismos simbiontes
brinden proteccion secretando diversos compuestos bioactivos, los que pueden
contrarrestar la creciente resistencia adquirida a farmacos tradicionales por los diferentes

agentes patdgenos (Parera-Valadez, 2012).

En PerU, pese a que posee gran variedad de esponjas marinas, no se le ha prestado la
atencion debida para aprovechar sus beneficios, minorizando el potencial que poseen y
las posibles contribuciones que facilitaria conocer la diversidad de microorganismos y su
fuente de compuestos naturales bioactivos. Por las razones expuestas, el estudio de las
comunidades bacterianas asociadas a esponjas marinas, debe ser un campoque no cese en
investigacion, ya que son la base del descubrimiento de diversos compuestos activos

importantes en el desarrollo de diversas industrias.

Asi es como, motivados por explorar, conocer, demostrar e incrementar el interés en el
area, nos planteamos la siguiente interrogante ¢ Qué bacterias se pueden aislar e identificar
en la esponja marina de la clase Demospongiae colectada en el balneario Tortugas,

Casma?
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1.3 OBJETIVOS
1.3.1 Objetivo general

- ldentificar por secuenciamiento del gen 16S ADNr, a bacterias asociadas a

esponjas marinas del balneario Tortugas — Casma.
1.3.2 Objetivos especificos

- Identificar morfoldgicamente la clase de esponja marina colectada en el balneario

Tortugas — Casma.

- Determinar mediante cultivo puro bacterias simbiontes de la esponja marina

colectada en el balneario Tortugas — Casma.

- Identificar molecularmente bacterias simbiontes de la esponja marina mediante

secuenciamiento 16S ADNr.

- Determinar por PCR convencional la presencia del gen SrfA necesario para la
produccion de surfactina en bacterias aisladas a partir de la esponja marina de la

clase Demospongiae del balneario Tortugas — Casma.

- Evaluar la actividad bioldgica de las cepas microbianas aisladas de la esponja
marina de la clase Demospongiae del balneario Tortugas — Casma, frente a

patdgenos para el humano.
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1.4 FORMULACION DE HIPOTESIS
Hipotesis implicita.

1.5  JUSTIFICACION

En el presente trabajo, enfocamos el estudio a la comunidad microbiana presente en las
esponjas marinas que destacan por su gran aporte en el campo biomédico contribuyendo
al descubrimiento y obtencidn de compuestos activos dentro de los que podemos hacer
mencion: antiinflamatorios, antitumorales, inmunosupresores 0 neurosupresores,
antivirales, antibidticos y antiincrustantes; asi como también, nucledsidos, terpenos
bioactivos, péptidos, alcaloides y derivados de aminoacidos de gran importancia en la

industria farmacéutica.

Las interacciones existentes entre las comunidades bacterianas y esponjas contindan
siendo un misterio por descubrir. Por lo que, el estudio del papel ecoldgico, la funcion
biol6gica de las sustancias que se producen y la caracterizacion de los mismos, representa

un rol importante en el campo de la Biotecnologia marina.

En diversos paises del mundo se ha llegado a estudiar la diversidad microbiana asociada
a esponjas marinas y el uso potencial que tienen en diversos campos, mientras que en
nuestro pais la informacion que se tiene acerca del tema es muy escasa. Con el presente
trabajo se pretende direccionar una linea de investigacién, enfocada en el estudio de
nuevos compuestos que podrian ser usados en posteriores aplicaciones y a su vez sumar
conocimientos bésicos de las esponjas, su comunidad simbidtica y el potencial

biotecnoldgico que presentan.
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1.6 LIMITACIONES DEL TRABAJO

- Disponibilidad de medios de cultivo

Dentro de las limitaciones que se tuvo en la ejecucién del presente proyecto se puede
mencionar la no disponibilidad de variedad de medios de cultivo por parte del Laboratorio
de Microbiologia de la Facultad de Ciencias, por ejemplo, se podria haber empleado un
medio de cultivo como Agar Marino con el cual se hubiera realizado un ensayo
comparativo para determinar el medio de cultivo més 6ptimo en el desarrollo de proyectos

en esta area.

1. MARCO TEORICO

2.1 Esponjas marinas

El filo Porifera constituye la base del reino Metazoa, representando la evolucion més
temprana del filo ain existente, por lo que, como fosiles vivientes, son el taxon mas
cercano relacionado con el hipotético antepasado metazoo, la Urmetazoan y representan
la clave para entender la evolucion de los metazoarios (Mduller et al., 2003). La
continuidad desu supervivencia se encuentra estrechamente vinculada a la aparente
capacidad de adaptacion frente a cambios dramaticos del medio ambiente (Van Soest et
al., 2012), convenciendo por su naturaleza sésil de que eran plantas, hasta que en 1765
fueron reconocidas como animales por la naturaleza de sus corrientes internas de agua
(Brusca,2003). Pueden presentar aspecto sacciforme, y en ocasiones una misma especie,
adopta aspectos y colores variados dependiendo del sustrato que colonicen, como rocas,

conchas, maderos sumergidos o corales (Barnes, 1987; Gasion & Fernandez, 2013).

Estos organismos han superado dificultades impuestas por su nivel primitivo de
organizacion, contando con dos atributos especificos que los caracterizan: sus células
totipotentes (pueden diferenciarse en un tipo u otro seglin sea necesario) y su sistema
acuifero. Las esponjas estan constituidas por capas de células, que no son consideradas

netamente como tejidos (Barnes, 1987):
- Pinacodermo, formado por células de la superficie exterior, denominadas pinacocitos

- Coanodermo, formado por células de la parte interior, denominadas coanocitos. Estas
son células flageladas, encargadas de su alimentacion a través del bombeo de agua hacia
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el interior de la esponja, pudiendo alcanzar hasta 24 000 litros de agua por kilogramo de

esponja en un dia.

- Mesohilo, que se encuentra entre el pinacodermo y el coanodermo, estd formado por
una matriz gelatinosa de proteina que contiene material esquelético, fibras de colageno y
espiculas, asi como también células independientes totipotentes (Brusca, 2003; Barnes,
1987). A esta zona llega el alimento retenido en el coanodermo siendo digerido por
fagocitosis gracias a la accion de otro tipo de células, los arqueocitos (Fu et al., 2006;
Vacelet & Donandey., 1977; Wilkinson, 1983 - 1978b).

La morfologia de las esponjas también expone un importante factor para su funcion
bioldgica, debido a que son animales sésiles y estan en riesgo constante de ser colonizadas
por otros organismos presentes en el medio. La inhibicion de la epibiosis mediante sus
simbiontes, genera beneficios por cuanto se previene la obstruccion de canales para
alimentarse, disminuye la degradacion de tejido e incrementa la longevidadde la esponja
(Wahl, 1989; Correa & Sanchez, 1996). Incluso, las comunidades bacterianas asociadas
proveen de una capa reflectora que impide que los rayos UV ingresen a las capas del
animal, generando mutaciones y lesiones (Webster & Taylor, 2012). Asimismo, en
algunas especies con alta carga de cianobacterias, les permite mejor recepcion de luz para
sus simbiontes fotosintéticos (Vogel, 1977; Sara, 1998; Wilkinson,1983).

Otro caracter distintivo para este grupo, es el hecho de que sus células tengan siempre
altos niveles de telomerasa, considerado por Muller et al. (2003) y Custddio (2004) como
un caracter plesiomdérfico no encontrado en metazoos superiores, y que les otorga

crecimiento indefinido.

Las esponjas se dividen en cuatro clases:
Calcarea, compuestas por un esqueleto mineral de carbonato de calcio y sin fibras de
espongina. Se encuentran en todos los océanos del mundo y no son muy grandes en
tamano, llegando a medir en su mayoria menos de 10 cm de altura.
Scelerospongiae, cuyo esqueleto se compone de espiculas siliceas pequefias sin
localizacion particular dentro del esqueleto.
Hexactinellida, llamadas también esponjas de cristal, poseen espiculas siliceas, son

exclusivamente marinas y se adhieren a sustratos duros y blandos en aguas profundas.

Demospongiae, que comprende aproximadamente el 95% de especies extantes,

presentan espiculas siliceas con esqueleto de fibras organicas o colageno fibrilar (Van

Soest et al., 2012). Estas esponjas forman sus espiculas de silice por la alta concentracion de
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polifosfato producido por bacterias adheridas a ellas, 1o que explicaria la razon de ser las

esponjas con mayor carga bacteriana (Mdller et al., 2003).

Las esponjas de las clases Demospongiae y Calcarea, presentan organismos
fotosintéticos simbiontes como los dinoflagelados inmdviles (zooxantelas), aunque los
simbiontes mas comunes son las cianobacterias (algas verdeazuladas), que viven en el
interior del mesohilo o0 en amebocitos especializados. Los simbiontes cianobacterianos de
algunas esponjas Demospongiae, como Verongia aerophoba, pueden constituir el 33%
de la estructura de la esponja, mientras que las esponjas del arrecife de la Gran Barrera
australiana obtienen de sus cianobacterias entre el 48 y 80% de sus necesidades
energéticas (Barnes, 1987). El mesohilo conforma microambientes que proporcionan una
gran variedad de nichos ecoldgicos que albergan grandes cantidades de microorganismos
potenciales para el descubrimiento de compuestos activos con aplicaciones farmacéuticas
(Hentschel et al., 2002; Imhoff & Stéhr 2003; Thiel et al., 2007).

Este filo ancestral generalmente habita en ambientes marinos tropicales y subtropicales
bentonicos no contaminados, pudiendo habitar también en latitudes mas altas e incluso en
lagosde agua dulce, estimandose que 15.000 especies han sido descritas; aunque se
considera probable que la diversidad real sea mucho més alta (Fieseler et al., 2004).
Debido a su estructura poro-canal que poseen las esponjas y a su alimentacion por
filtracion, es que una gran cantidad de organismos se adhieren a ellas, ocasionando que
presenten infinidad de relaciones inter e intra especificas con invertebrados, plantas y con
abundante microbiota asociada, (Gonzalez & Hernandez, 2012; Wilderman, 2012). Esta
amplia gama de comunidades microbianas, tienen importancia ecolégica significativa, y
aunque la perspectiva de la diversidad microbioldgica esta mejorando rapidamente, el

papel de estos microbios en su mayoria es poco conocido (Karup piah & Li, 2015).
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Figura 1. Esquema de la morfologia general de una esponja marina. Fuente: Online Art.

Encyclopedia Britannica Online.

2.1 Microorganismos simbioticos

Dado que las esponjas son organismos sésiles y no cuentan con defensa fisica propia,
presentan mayor susceptibilidad frente a depredadores como peces, tortugas y algunos
invertebrados, organismos incrustantes y algunas plantas que se asientan en su superficie
externa, establecen relaciones con diversos microorganismos como bacterias, arqueas,
algas, hongos y virus que les sirven como defensa por su amplia gama de toxinas y
quimicos que secretan (Mol et al., 2009; Hertianiet et al., 2010). Estos microorganismos,
ademas contribuyen al desarrollo fisiolégico y ecoldgico de las esponjas, siendo
fuente de nutrientes como nitrégeno y carbono, defensa quimica o mutualismo (Taylor et
al., 2007; Webster & Taylor, 2012; Vacelet, 1975; Slaby et al., 2019).

En muchos casos, se ha centrado mayor atencion al microbioma de esponjas en
comparacion a los estudios de la propia esponja, en la mayoria de casos a esponjas
colectadas de zonas poco profundas, climas templados, tropicales, sub tropicales y
preferentemente de la clase Demospongiae (Schmitt et al., 2012; Moitinho-Silva et al.,
2013; Thomas et al., 2016; Rodriguez-Marconi et al., 2015; Cardenas et al., 2018, 2019).
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Las comunidades microbianas se han estudiado ampliamente reportando que pueden
Ilegar a albergar a mas de 60 filos bacterianos y al menos cuatro filos de Arqueas (Thomas
et al., 2016). Si bien el flujo de agua de mar es constante, las comunidades microbianas
de la esponja se diferencian notablemente de las comunidades existentes en el agua de
mar (Hill & Sacristan-Soriano, 2017).

Un estudio metagenomico reveld que ciertos genes de las Arqueas estan relacionados en
procesos bioldgicos como la oxidacion y permeasa del amoniaco y genes de la ureasa,
importantes en el ciclo del nitrogeno de la esponja (Radax et al., 2012). El filo
Thaumarchaeota de la familia Cenarchaeum symbiosum presenta domino estrechamente
relacionado con las esponjas marinas, llegando a componer hasta un 98% del total de
microorganismos derivados de estos invertebrados (Pape et al., 2006; Preston et al.,
1996).

Dentro de las cianobacterias, el género Synechococcus, se ha ubicado como el maés
influyente en el ciclo de carbono de las Demospongiae, por su abundancia en el organismo
y por su rol en el anabolismo de carbohidratos, jugando ademéas un papel importante en
la fijacion del nitrogeno y en la proteccion del tejido de la esponja (Botté et al., 2019;
Konstantinou et al., 2018; Simister et al., 2012). Asimismo, la deteccion y cuantificacion
de genes involucrados en enzimas usadas en la fijacion del nitrégeno, Li (2019) y
Mohamed et al. (2010) demostraron que los filos Cyanobacteria, Proteobacteria y
Verrucomicrobia presentan mayor participacion en esponjas de tipo Demospongiae.

Diversos estudios como los de Hentschel et al. (2002); Lee et al. (2011); Pita et al. (2013);
Reveillaud et al. (2014); Easson & Thacker (2014); Thomas et al. (2016); Steinert et al.
(2019) y Cérdenas et al. (2019); afirman que las comunidades procariotas estan
determinadas por los taxones del hospedador, basados en que las esponjas albergan
comunidades microbianas especificas de cada especie de esponja. Steinert et al. (2019)
refuerza esta hipotesis con el estudio de un grupo seis de taxones de Demospongiae
antarticas que presentan taxones bacterianos dominantes y de alta especificidad con el

hospedador.

Fieseler et al. (2004), Siegl et al. (2011 y Webster & Taylor, (2012) propusieron un nuevo
filo bacteriano llamado “Poribacteria” que se reporta Unicamente en tejidos de esponjas
marinas, y que agrupa bacterias que presentan menosdel 75% de similitud con filos como
Planctomycetes, Verrucomicrobiay Chlamydia, por lo que se le considera como un nuevo

grupo bacteriano especifico de esponjas marinas.
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Pese a todos los estudios reportados, la ecologia de los microorganismos continta siendo
escasa, Yy en la actualidad se considera que la identidad del hospedador, su geografia y el
medio ambiental son puntos primordiales para determinar la estructura de las
comunidades microbianas de esponjas (Webster et al., 2010; Schmittet al., 2012; Easson
et al., 2020; Sacristan- Soriano et al., 2020b).

2.2 Produccion de compuestos activos

El efecto antagonico entre bacterias es una caracteristica muy conocida en el medio
marino, donde participan grupos bacterianos (Brinkhoff et al., 2004; Avendario-Herrera
et al., 2005) que compiten por espacio Yy nutrientes generando una fuerza selectiva que ha
posibilitado la evolucion de una variedad de adaptaciones efectivas en el asentamiento
bacteriano (Grossart et al., 2004) y que involucran factores como disponibilidad de sustrato,
estado fisiologico del organismo, e interaccion con otros organismos 0 sustancias que
secretan (Burgess et al., 1999; Madigan et al., 1999).

Las esponjas marinas son las principales productoras de una gran diversidad de
compuestos activos incluso mayor que los compuestos obtenidos de organismos
terrestres, llegando a ser consideradas como un “tesoro de drogas” de gran potencial
biotecnolégico (Mdller et al., 2004; Perdicaris et al., 2013). Los diversos parametros
fisicos, quimicos e hidrologicos a los que estan expuestos estos organismos, los
condiciona a una adaptacién constante desarrollando un amplio espectro de produccién
de biomoléculas, metabolitos secundarios y biopolimeros importantes en el desarrollo de
la biotecnologia marina (Rotter et al., 2021). Estos compuestos presentan actividad
immunosupresora, neurosupresora, relajantes musculares, sustancias con actividad
inmunomoduladoras, algunas eficientes prometedoras en el tratamiento contra la
arterioesclerosis, enfermedades cardiovasculares (Anjum et al., 2016; Stead et al., 2000;
Barrese & Taglialatela, 2013) e incluso contra el nuevo corona virus 2019-nCoV
(Vijayaraj et al., 2020).

En una recopilacion de farmacos de origen marino clinicamente aprobados y en ensayos
clinicos, Martins et al. (2014) y Jiménez et al. (2019) mencionan una serie de farmacos:
citarabina (Cytosar-U®), nelarabina (Arranon®), fosfato de fludarabina (Fludara®),
trabectedina (Yondelis®), eribulina mesilato (Halaven®), brentuximab brentuximab
(Adcetris®), plitidepsina (Aplidin®), polatuzumab vedotin (PolivyTM), enfortumab
vedotin-ejfv (PADCEV TM) y, mas recientemente, lurbinectedina (Zepzelca®) y

belantamab mafodotin (BLENREP® ) para el tratamiento del cancer, ziconotida (Prialt®)
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para el dolor crénico severo, ésteres etilicos de acido w-3 (Lovaza®), Ester etilico del

acido eicosapentaenoico (Vascepa®), y m-3-carboxilicos ésteres (Epanova®) para el

tratamiento de hiper-trigliceridemia, y t-carragenina (carragelose) y vidarabina (Vira-

A®) para el tratamiento antiviral. En la Tabla 1 se resumen los compuestos méas conocidos

que han sido extraidos a partir de esponjas marinas.

Tabla 1. Microorganismos asociados a esponjas y compuestos activos reportados. Tomado y
complementado de Aguila et al., (2012)

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

Halicondria okadai

Bacteria filamentosa
Bacillus sp.

Cianobacteria

Oscillatoria
spongeliae

Vibrio sp
Alteromona sp

Prorocentrum lima

Antarcticum
vesiculatum

Psychroserpens
burtonensis

Pseudomona sp.

Pseudomona sp.

Micrococcus sp.
Bacteria filamentosa

Bacteria unicelular
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Theonegramida
Esteres

Metabolito clorado

Difenil éter
polibromado

Difenil éter bromado
Alteraminde A

Acido okadaico

Compuesto
neuroactivo

Compuesto
neuroactivo

Antimicrobianos
Quinolonas
Dicetopiperazina
Theopalauamida

Swinholida A

Mesilado de Eriburina

Bewley et al. (1996)

Karpushova et al.
(2005)

Unson & Faulkner
(1993)

Unson et al. (1994)

Elyakow et al. (1992)

Shigemori et al.
(1992)

Kobayashi &
Ishibashi, 1993

Perovic et al., 1998

Perovic et al., 1998

Bultel-Ponce et al.,
1998

Debitus et al., 1998
Stierle et al., 1998
Schmidt et al., 2000
Schmidt et al., 2001

Cortes, 2001



2.2.1 Biosurfactantes

Entre los metabolitos producidos por la microbiota asociada a esponjas, se ha logrado
identificar diversos géneros microbianos con una gran capacidad para producir moléculas
biosurfactantes (Jackson et al., 2015; Fakruddin, 2012), que en comparacion a los
surfactantes derivados del petroleo, presentan ventajas al ser de menor toxicidad, mejor
compatibilidad con el medio ambiente y mayor degradabilidad (Desai & Banat, 1997).
También tienen aplicaciones farmacéuticas potentes como antifangicos, antibacterianos,
antimicoplasmales y actividades antivirales, se pueden emplear en inmunoterapia

pulmonar e incorporarse en preparaciones probioticas (Singh & Cameotra, 2004).

Los biosurfactantes son compuestos anfifilicos que se clasifican en glicolipidos,
fosfolipidos, biosurfactantes poliméricos y lipopéptidos, son producidos principalmente
por microorganismos permitiendo la reduccion de la tension superficial al acumularse en
los liquidos. Dentro de los lipopéptidos, la surfactina destaca por su potencial antibiotico
en el desarrollo de investigaciones destinadas a la recuperacion avanzada de petréleo, la

biorremediacion, la inhibicién de la formacion de coagulos, la formacion de canales

iGnicos de membrana y otras areas (Rocha, 2017).
a. Surfactina

La surfactina es uno de los biosurfactantes mas potentes que existen, atribuyéndosele
diversas aplicaciones en la biotecnologia sanitaria y medioambiental al presentar gran
actividad antifingica y antibacteriana (Vieira et al., 2018). Sin embargo, también se ha
,presentado como un antiviral, ya que suprime la proliferacion del virus de la diarrea
epidémica porcina (PEDV) y el virus de la gastroenteritis transmisible (TGEV) (Yuan et
al., 2018). Otras aplicaciones que se le atribuye a la surfactina son: capacidad de inhibir
la formacion de coagulos de fibrina, actividad antitumoral y acciones antiproliferativas
contramuchas lineas de células cancerosas (Rodrigues et al., 2006; Sen,2010). Al respecto,
Cao et al., (2009) en un estudio demostro que la surfactina indujo la reduccion de la

viabilidad de células tumorales en diversas dosis.

Se conocen tres tipos de surfactinas: A, B y C que se encuentran clasificadas de acuerdo
con las diferencias en sus secuencias de aminoacidos (Vaz et al., 2012; Singh & Cameotra
2004). Este lipopéptido fue identificado por primera vez como un potente inhibidor de
coagulacién de la fibrina (Nakano et al., 1988; Arima et al. 1968) y hasta la fecha sigue

siendo uno de los biosurfactantes mas eficaces capaz también de reducir la tension
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superficial del agua (Gudifia et al., 2015).

La surfactina es producida como resultado de sintesis no ribosomal catalizada por un gran
complejo multienzimético Ilamado surfactina sintetasa que es codificado por el operdn
srfA (Nakano et al., 1988; Ptaza et al., 2015), y contiene cuatro marcos de lectura abiertos
(ORFs) srfA-A, srfA-B, srfA-C y srfA-D (Figura 2). Este operdn también contiene el gen
sfp que juega un papel importante en la produccion de surfactina, ya que codifica la
enzima fosfopanteteinil transferasa en especies de Bacillus, que actia como activadora

del complejo multienzimatico srfA.
En la Figura 2 se describe la linea de ensamblaje de surfactina de la siguiente manera:

(A) El grupo de genes biosintéticos de surfactina de Bacillus subtilis codifica la plantilla

de proteina no ribosémica para la sintesis de la surfactina lipoheptapetida.

(B) Este complejobiosintético consta de tres surfactina sintetasas: SrfA-A, -B, -C, que
consta de siete moddulos distintos, cada uno responsable del reconocimiento,
activacion y carga de un solo sustrato de aminoacido. Se encuentran dos dominios de
epimerizacion en los médulos 3 y 6, que convierten L-Leu en el estereoisomero D-
Leu, respectivamente. La ciclacion y liberacion del heptapéptido final como
macrolactona es catalizada por el dominio TE. (C) En diferentes colores se representan

los dominios individuales (Tomadode Chiocchini, 2006).
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Figura 2. La linea de ensamblaje biosintético de surfactina
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2.3 Clasificacion bacteriana

Las bacterias estan recubiertas por paredes celulares que en gran parte estan constituidas
por un complejo de hidrato de carbono y proteina denominado peptidoglucano, al
contrario de lo que sucede con las paredes celulares de las plantas y las algas, cuya
sustancia principal es la celulosa. Las bacterias suelen reproducirse mediante division en
dos células iguales, en un proceso conocido como fisioén binaria. Para la nutricion la
mayoria de las bacterias utilizan sustancias quimicas orgéanicas que en la naturaleza
pueden provenir de organismos muertos o vivos. Algunas bacterias pueden producir sus
propios alimentos mediante fotosintesis y otras pueden nutrirse a partir de sustancias

inorganicas (Tortora, Funke & Case, 2007)

Las células bacterianas de acuerdo a su forma, pueden ser cominmente bacilos en forma
de baston, cocos en forma esférica u oval y espirilos con forma de tirabuzon o curva. Luego
de la divisién celular las bacterias pueden mantenerse unidas unas a otras, pero
conservando su independencia celular que suelen ser caracteristicas de un género o
especie en particular; por ejemplo, se pueden encontrar diplococos o cocos en cadenas,
en tétradas o racimos. Asi también los bacilos pueden ser muy cortos, Ilamados
cocobacilos o muy largos, sus extremos pueden ser redondeados o rectos, pueden
encontrarse en cadenas, filamentos y algunos pueden tener forma de coma, como es el
caso de los Vibrios (Pirez & Mota, 2006).

Cocos Bacilos Espirilos
9O
-
o bacilos C
j, espiroqueta
diplococos o -
diplobacilos
o009
estretplococos | - a
- estreptobacilos vibriones
29 DI
00 OB
tétradas ssrcinas =D
cocobacilos
T 3w
B v
estafilococos

Figura 3. Morfologia bacteriana. Imagen tomada de Dewey University: curso de microbiologia
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Para la clasificacion bacteriana se tom6 como referencia a Madigan et al. (2015), quienes
menciona que las bacterias se distinguen en al menos 80 filos, incluyendo aquéllos de los
cuales solo se conoce las secuencias de genes del 16S ADNr a partir de ambientes
naturales. Se reporta que mas del 90% de los géneros y especies de bacterias
caracterizados, pertenecen a cuatro de los filos més conocidos: Proteobacteria,
Actinobacteria, Firmicutes y Bacteroides, que se detallan a continuacion:

- Proteobacterias

Son el filo més extenso de relevancia médica, industrial o agricola y metabdlicamente
mas diverso, bacterias gramnegativas, morfolégicamente muy variables incluyendo
bacilos rectos y curvados, cocos y espirilos, formas filamentosas, otras formadoras de
yemas o con apendices. Este filo se divide en seis clases basandose en la secuencia de sus
genes del 16S ADNTr: Alfa, Beta, Gamma, Delta, Epsilon, y Zetaproteobacteria (Figura
4), que incluye una sola especie, la bacteria marina oxidadora de hierro Mariprofundus
ferroxydans. En la Figura 4 se muestra la clasificacion de los géneros mas destacados en

el filo Proteobacterias.

Arbol de Proteobacteria con genes Clases de
del rRNA 16S Proteobacteria

Nitrosococcus
tivm

Beggiatoa Gamma
F

Escf

-Meth)

Nitrosomonas
Methylophilus
Faistonia P

Neissena
Methylobactenum
Nitrobacter

Figura 4. Arbol filogenético y relaciones metabolicas de algunos géneros destacados de Proteobacteria.
Imagen tomada de Madigan et al. (2015)
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- Actinobacteria
Este grupo de bacterias grampositivas, las Actinobacterias, contienen genomas con alto
contenido en GC, forman su propio filo y constituyen bacterias anaerobias bacilares o
filamentosas, normalmente se encuentran en materiales vegetales y suelos como sonlos
Actinomicetos. Algunas tienen gran valor econdémico por producir antibidticos o

productos lacteos fermentados.

- Firmicutes

Dentro de los Firmicutes, podemos mencionar a los Firmicutes-Lactobacillales,
organismos fermentadores productores de &cido lactico, como producto final de su
metabolismo. Normalmente son bacilos 0 coco oxidasa y catalasa negativos que no
esporulan y fermentadores por naturaleza. Los Firmicutes-Bacillales Clostidiales no
formadores de endosporas, agrupa pocos patdgenos humanos, dentro de ellos, el género
Listeria, son cocobacilos grampositivos, catalasa positivos y aerobios estrictos que
suelen formar cadenas de tres a cinco células. Y los Bacillales,Clostridiales formadores
de endosporas que son grampositivas, que se pueden distinguirse entre ellas por su
morfologia, tamafioy la posicion intracelular de la endospora, siendo los géneros méas
conocidos Bacillus que son aerobias o facultativas y Clostridium que comprende especies
fermentadoras anaerobias estrictas. A diferencia de las Actinobacterias, las Firmicutes
tienen menor cantidad de GC. Estos tres ultimos filos bacterianos grampositivos

constituyen casi la mitad de todas las especies de bacterias descritas. En la Figura 5 se

muestran los principales géneros de los filos descritos.

Actinobacteria

Actinomycetales

Bifidobacteriales

C.

Tenericutes

E Spiroplasma Entomoplasmatales

sma Mycoplasmatales

Firmicutes

Clostridiales

Lactobaciilales

Bacillales

Figura 5. Principales 6rdenes de bacterias grampositivas y bacterias relacionas de los filos Actinobacteria,
Tenericutes y Firmicutes. Imagen tomada de Madigan et al. (2015)
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2.3.1 Género Bacillus

Las especies Bacillus son pertenecientes al reino Bacteria; filo Firmicutes; clase Bacilli;
orden Bacillales y familia Bacillaceae (Villarreal-Delgado et al., 2018) y fueron
reportadas por primera vez por Cohn (1872). Estos microorganismos presentan un tamarfio
aproximado de entre 0.5y 2.5 um, y pueden encontrarse en condiciones anaerébicas como
aerobicas facultativas. Se encuentran distribuidos a nivel mundial debido a que presentan
la habilidad para formar endosporas las cuales les proporciona resistencia en habitats tanto
terrestres, acuéticos y extremos. En el suelo cumplen un papel muy importante en el ciclo
del carbono y el nitrégeno, mientras que en el agua se encuentran en aguas frescasy
estancadas, con la particularidad de que se encuentran activas en los sedimentos existentes
(Cuervo, 2010).

El potencial de Bacillus subtilis para producir antibidticos se ha reconocido hace unas

décadas, encontrandose que algunos antibioticos (subtilosina, surfactina, bacilisina) son

producidos por una gran variedad de cepas de B. subtilis, y otros (lantibiéticos subtilina,
ericina y mersacidina) son producidos por cepas especificas. La produccion de surfactina
estd ampliamente distribuida entre B. subtilis, misma propiedad que comparte con
Bacillus amyloliquefaciens (Koumoutsi et al., 2004), circulans(Hsieh et al., 2004) y
Bacillus pumilus (Kalinovskaya et al., 2002). En conjunto, parece ser que B.subtilis es la
especie mas investigada respecto a su potencial para producir gran variedad de
antibidticos, lo que se refleja en la gran cantidad de aislamiento y estudios naturales
(Koumoutsi et al., 2004).

- Bacteroides

Este filo contiene méas de 700 especies descritas que se distribuyen en cuatro ordenes:
Bacteroidales, Cytophagales, Flavobacteriales y Sphingobacteriales (Figura 6). Son
bacilos gramnegativos no esporulados, normalmente sacaroliticas, es decir que hidrolizan
los disacaridos o polisacaridos a carbohidratos mas sencillos, asi como también aerobias
o fermentadoras; comprenden aerobios estrictos, aerobios facultativos y anaerobios

estrictos.
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Figura 6. Principales érdenes de Bacteroidetes. Imagen tomada de Madigan et al. (2015)

2.4 Coloracion diferencial — tincion Gram

Para la clasificacion bacteriana se tiene como referencia a Pirez & Mota (2006), que por
medio de coloracion Gram clasifican a las bacterias en dos grandes grupos fundamentales,
dado que esta técnica permite observar la morfologia, agrupacion y diferenciacion, debido
a que utilizan diferentes colorantes que se comportan distinto segin el microorganismo
de estudio. Seguln su respuesta, las bacterias pueden clasificarse en Gram positivas que se

tifien de color violeta o en Gram negativas que se tifien de color rosado.

El principio bésico para la diferenciacion entre las Gram positivas y Gram negativas se
atribuye a la naturaleza de sus paredes celulares (Figura 7). La pared celular de una célula
Gram positiva esta formada por una Unica capa homogénea de 20 a 80 nm de grosor de
peptidoglicano o mureina que se sitda por fuera de la membrana celular. Las micrografias
muestran un espacio entre la membrana plasmatica y la pared celular de las Gram

positivas, denominado espacio periplasmatico y consta de un gel llamado periplasma.

Por el contrario, la pared celular de las bacterias Gram negativas, es mas compleja ya que
posee una capa de 2 a 7 nm de grosor de peptidoglicano rodeada de una capa externa. Su
espacio periplasmatico contiene proteinas que participan en la captacion de nutrientes

(proteasas, lipasas, fosfatasas, B-lactamasas) y las convierten en productos mas pequefios.

En la coloracion Gram, el peptidoglicano no se tifie por si mismo, sino que parece actuar
como barrera de permeabilidad para evitar la pérdida del colorante cristal violeta. Durante
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el proceso, las bacterias se tifien primero con cristal violeta, y luego se tratan con yoduro
para favorecer la retencion del colorante. En la decoloracion con etanol, se cree que el
alcohol contrae los poros de la capa gruesa de peptidoglicano, y se retiene el complejo
colorante yoduro, asi las bacterias adquieren color violeta. Por el contrario, la capa de
peptidoglicano de las bacterias Gram negativas es muy fina, con menos enlaces y con
poros de mayor tamafio. Ademas, es posible que el tratamiento con alcohol, extraiga
suficientes lipidos de la membrana externa como para aumentar su porosidad. Por estos
motivos el alcohol elimina mas facilmente el complejo cristal violeta yoduro en las

bacterias Gram negativas (Pirez & Mota, 2006).
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Figura 7. Estructura de la envoltura de un microorganismo grampositivo y gramnegativo.

2.5 Anadlisis molecular

La disponibilidad de herramientas moleculares aplicada al analisis comunitario en
ecologia microbiana ha generado gran impulso en el area de microbiologia de esponjas,
permitiendo acceder a informacion filogenética sobre consorcios microbianos complejos
que no han podido ser cultivados de manera convencional (Head, Saunders &Pickup,
1998). Los genes ribosomales son utilizados para una identificacion rapida y confiable,
siendo el gen ADNr 16S el més usado en PCR de bacterias (Gonzélez, 2006).

2.5.1 Reaccion en cadena de Polimerasa (PCR)

La reaccion en cadena de la polimerasa, abreviada como PCR, es una técnica desarrollada
por Mullis y Faloona a principios de 1980, basada en amplificar cadenas de ADN en
presencia de la enzima polimerasa y cebadores (fragmentos pequefios de ADN)
obteniéndose productos de PCR que son visualizados en geles a base de agarosa para
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conocer el tamarfio esperado de ADN en estudio (Boguslaw et al., 2017).

El uso de la técnica de PCR a partir de un cultivo puro, es una herramienta de suma
importancia para clasificar e identificar microorganismos, sobre todo cuando las técnicas
tradicionales no resultan eficaces para identificar la especie, permitiendo obtener
resultados a menos costo y tiempo en comparacion con los métodos convencionales (Woo
et al., 2008).

2.5.2 ADNTr 16S

El andlisis del gen codificante para ADN ribosomal de la subunidad 16S abreviado como
16S ADNTr (Figura 8), cuenta con 1500pb, presente en todas las bacterias, por lo que fue
el primer marcador en utilizarse para identificacion bacteriana. Su andlisis se basa en la
identificacion de secuencias cortas que aparecen en la gran mayoria de miembros de
determinado grupo y que muy rara vez aparecen en otros grupos, debido a ello es que se
pueden ubicar a cada bacteria dentro de su propio grupo taxonémico (Woese et al., 1985),
lo que hasta en la actualidad, es la mas empleada para estudios de filogenia y taxonomia

bacteriana contribuyendo un amplio acceso a bases de datos (Rodicio & Mendoza, 2004).

Pese a la variabilidad genética en la mayoria de casos, todas las copias de ADNr 16S de
ciertos organismos son idénticas o casi idénticas. Sin embargo, para considerar una
identificacion valida se debe tener en cuenta la comparacion de genomas completos, como
también las secuencias deben cumplir por lo menos un 70% de similitud con la secuencia
comparada, s6lo asi se puede asegurar una identificacion precisa (Rodicio & Mendoza,
2004).

La implementacion del enfoque de ADNr 16S ha revolucionado el campo de la ecologia
microbiana, gracias a ello ha sido posible determinar la posicion filogenética precisa de
las poblaciones de bacterias ambientales en el arbol evolutivo de la vida
independientemente de su capacidad de cultivo y rastrearlas en ecosistemas complejos.
(Friedrich et al., 1997).
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Figura 8. Etapas a seguir en el proceso de identificacion bacteriana mediante secuenciacion del
ADNIr 16S. Imagen tomada de Rodicio & Mendoza, 2004.

2.5.3 Secuenciamiento

Los primeros métodos de secuenciacion aparecieron en los afios 60 con el surgimiento de
dos técnicas: secuenciacion quimica de Maxam y Gilbert (1977) y el método que
revolucion la biologia molecular: secuenciacion enzimatica de Sanger (Sanger et al.,
1977).

La técnica enzimatica se basa en la interrupcion controlada de la replicacion del ADN in
vitro. Se realiza una PCR del fragmento que se va a secuenciar, pero a diferencia de una
PCR convencional, se utiliza un solo iniciador y se agregan dideoxinucledtidos (ddNTPs)
que carecen del grupo hidroxilo en el carbono 3" y estan marcados con radiactividad o
con fluoréforos. Cuando se incorpora un dideoxinucle6tido a la cadena en elongacion, se

termina su amplificacion, de tal manera que al final, se tienen fragmentos de diferente
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longitud, cada uno terminando en un dNTPs. Los fragmentos obtenidos, se separan y

analizan por electroforesis capilar (Valdelamar et al.; 2011).

— Reaccién ‘minus’ —> dATP+dGTP+dTTP
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Figura 9. Representacion esquemaética de la primera version del método de Sanger.

Posterior a la amplificacién y secuenciamiento de las muestras, las secuencias obtenidas
se alinean y comparan utilizando programas informaticos para evaluar similitud con
secuencias on line. En términos de identificacion, esta técnica permite obtener resultados
mas precisos y en menor tiempo (Petit et al., 2008). Esta tecnologia de secuenciamiento,
permite obtener actualmente millones de secuencias de ADN en menos tiempo y un costo

cada vez mas reducido (Rodriguez-Santiago & Armengol, 2012).
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Il.  MATERIALES Y METODOS
3.1 Areade estudio y colecta de material bioldgico

Los ejemplares de esponjas de la clase Demospongiae fueron colectadas cada cuatro
meses entre febrero del 2018 hasta enero del 2019 en el balneario Tortugas, ubicada en el
distrito Comandante Noel, provincia de Casma, departamento de Ancash (Lat. 9°21°34°S
Y Long. 78°25’32’W- Figura 10), que se caracteriza por presentar una temperatura entre
19°Cy 22°C.

Las muestras fueron colectadas a una profundidad variable entre tres y cinco metros. Para
la colecta de las muestras se contratd un buzo que realizé la extraccion del material

bioldgico mediante buceo tradicional.

Dada la dificultad que presentan las esponjas marinas para individualizarlas debido a su
forma de crecimiento amorfa e irregular, las muestras estuvieron conformadas por sélo
fragmentos del organismo, tomando dos fragmentos por cada colecta para los procesos

que se detallan a continuacion:

- ldentificaciébn morfoldgica: se tom6 un trozo de la esponja, seleccionando
especificamente dsculo, los cuales se conservaron en frascos de vidrio

conteniendo alcohol 96° debidamente sellados y rotulados.

- Analisis microbioldgico y genémicos: se tomaron pequefios fragmentos del
mesohilo de la esponja de aproximadamente 5g, luego se depositaron en bolsas
estériles herméticas para evitar adhesion de microorganismos de la corriente de
agua y se transportaron en cubetas conteniendo gel pack para evitar
contaminacion durante el transporte. Para agilizar el proceso microbiolégico, se
armo un sistema cerca de la zona de colecta donde se logro realizar a la brevedad

los cultivos microbianos.
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Figura 10. Mapa geografico del Perd, en rojo se sefiala la zona de colecta de esponjas marinas.
Balneario Tortugas — Casma, provincia de Casma, departamento de Ancash Lat. 9°21°34’S Y
Long. 78°25°32’W. La imagen pequefia sefiala el punto de colecta situado cerca a la playa San

German — Tortugas
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3.2 Identificacion morfologica de la esponja marina colectada en el balneario
Tortugas — Casma

En cada colecta se registraron los caracteres generales de la esponja, como color in vivo,

tamafio, adhesion al sustrato, localizacion de dsculos, presencia de atrio, superficie

corporal, forma del cuerpo, organismos asociados, entre otros.

Para la identificacion a nivel de clase de la esponja colectada se procedio a realizar
laminas de esqueleto siguiendo el protocolo segin Hooper & Van Soest (2002a) que se
detalla en Anexo 1, el cual permiti6 clasificar la esponja segun el tipo de espiculas que

presentaron en su estructura.

3.3 Obtenciéon de cultivos puros de microorganismos asociadas a la esponja
marina de la clase Demospongiae colectada en Balneario tortugas - Casma

Para el cultivo de bacterias asociadas a esponjas marinas, se tomé como referencia a
Aguila et al. (2012). El aislamiento de cultivos se realizo en agar Tripticasa de Soya
(TSA) Sigma Aldrich, un medio de cultivo general empleado por su amplia aplicacion en
aislamiento de diversos microorganismos a partir de una variedad de materiales, y pese a
que su uso es limitado, dado a que promueve el crecimiento de microorganismos no
exigentes como moderadamente exigentes, se suplementd con cloruro de sodio para

asemejar el medio a las condiciones ambientales de colecta.

Para el macerado de la esponja, se tomaron muestras del mesohilo y se desinfectaron con
alcohol 70% enjuagando con agua de mar filtrada y esterilizada con el fin de remover las
bacterias no pertenecientes a la esponja o provenientes de la columna de agua. Se tomo
una alicuota aproximadamente de 100 pl del macerado de la esponja para la siembra en
placas Petri conteniendo medio sélido TSA. Las placas se incubaron a temperatura
ambiente en observacion constante por un tiempo de tres o cinco dias, dependiendo del
crecimiento microbiano; posteriormente las colonias aisladas se resembraron para mayor

obtencién de biomasa.

Transcurrido el tiempo de incubacion con evidencia de crecimiento bacteriano, se realizé
la identificacion morfoldgica describiendo a detalle las colonias aisladas con ayuda de un
microscopio Motic BA210 con el objetivo de seleccionar los morfotipos presentes. Luego
de la diferenciacion, las colonias se resembraron mediante técnica de estria cruzada y para

confirmar la pureza de los cultivos seleccionados, se realizé tincion Gram.
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Una vez obtenidos los cultivos puros, se resembro en tubos eppendorf conteniendo 1ml
de medio caldo tripticasa soya (TSB) y se incubd a 27°C por un tiempo de uno a tres dias,
confirmando el crecimiento bacteriano por la turbidez en el medio y la formacion de pellet
en el fondo de los tubos eppendorf. Los cultivos seleccionados, se mantuvieron en el
mismo medio, al cual se afiadio glicerol al 15% para su conservacion, manteniéndose a -

20°C para su posterior analisis genético.

3.4 ldentificacion molecular mediante secuenciamiento 16S de bacterias asociadas
a esponjas marinas de la clase Demospongiae del balneario Tortugas - Casma

3.4.1 Extraccion de ADN, amplificacién y secuenciamiento del gen 16S ADNr de
cultivos bacterianos puros aislados a partir de esponjas marinas de la clase

Demospongiae colectada en balneario tortugas — Casma

Se realizé la extraccion de ADN de los 24 cultivos puros mediante el protocolo Fenol-
cloroformo de Taggart (1992), modificado por el Laboratorio de Genética, Fisiologia y

Reproduccién de la Universidad Nacional del Santa.

La cuantificacion del ADN se realiz6 mediante espectrofotometria en un equipo
cuantificador Epoch (Biotek) midiendo la concentracion del extracto de ADN a un rango
260 a 280 nandémetros de longitud de onda (Ley de Beer-Lambert). Los ratios de
absorbancia se evaluaron entre 1.8 y 2.0 indicando la pureza de los extractos ya que un
rango por debajo de 1.8 revelaria posible contaminacion por proteinas u otros
componentes. Posteriormente se tomaron alicuotas a una concentracion final del 20 ng/ul

de ADN, las mismas que se conservaron a -20°C en una refrigeradora BIOBASE.

La calidad e integridad de ADN extraido se evalu6 mediante electroforesis horizontal en
geles de agarosa 1% (Bio-Rad, Molecular Biology Agarosa) en una camara
electroforética Bio Rad Mini sub cell GT de 25cm empleando solucion amortiguadora
TBE 0.5X (Tris-HCI, Acid6 bérico, EDTA), como buffer, GelRed Nucleid Acid Gel Stain
como agente intercalante y Massruler ADN Ladder Low range de 10000 pb como
marcador molecular.Para cada reaccion, se tomaron 3.0 ul de muestra de ADN y se
mezclaron con 1.0 ul de intercalante. La electroforesis normalmente se trabajo a un voltaje
de 90V por un tiempo de 45 minutos y finalmente los resultados se revelaron en un
fotodocumentador Thermo Scientific por exposicion a luz ultravioleta. Se consideraron
muestras validas, aquellas que no presentaban restos de ARN y cuyas bandas expuestas

se mostraron integras y definidas, asi también el ADN gendmico se muestre integro y de

48



alto peso molecular en la parte superior de cada gel.

Se amplifico el gen 16S mediante la técnica de PCR convencional, empleando los
siguientes oligonucledtidos universales correspondiente a bacterias, referidos en la Tabla
2.

Tabla 2. Tabla de secuencias de primers para la identificacion de bacterias.

Primer Secuencia (5’ - 3?) Autor
27F GAG TTT GAT CCT GGC TCA Frank et al. (2008)
1492R TACGGY TACCTTGTTACGACTT Frank et al. (2008)

La PCR tuvo un volumen final de 10ul conteniendo los siguientes componentes: 6.44ul
de agua de PCR, 1ul de Taq buffer KCI-MgCI2 (10X), 0.76ul MgCI2 (25mM), 0.5ul de
dNTP’s (2.5mM), 0.1 de cada oligonucledtido (50uM), 0.1ul de Taq polimerasa Genon
(5U/ul) y 1ul de muestra de ADN. Las muestras se llevaron a un termociclador Applied
Biosystem-Veriti de 96 pocillos, iniciando con un proceso de desnaturalizacion a 94° por
6 minutos, seguido de 25 ciclos con los siguientes parametros: 94°C por 30 segundos,
temperatura de hibridacién por 45 segundos, tiempo de extensién a 72°C por 1 minutos

y una extensién final a 71°Cpor 4 minutos.

Para validar el éxito de la amplificacién, los productos de PCR obtenidos se visualizaron
en geles de agarosa al 1% y empleando un marcador molecular de 1000pb. Luego de la
validacion fueron secuenciados empleando el kit de purificacion BigDye XTerminator®
en el equipo Genetic Analyzer 3500 de la empresa Applied Biosystem aplicando la
metodologia de electroforesis capilar. Se realizd el secuenciamiento de ambas hebras en

el Laboratorio de Genética, Fisiologia y Reproduccion.
3.4.2 Andlisis de datos y comparacion de secuencias

Luego de la etapa de secuenciamiento, los datos fueron revisados mediante el uso de
herramientas bioinformaticas. Los softwares seleccionados para ello fueron CodonCode
aligner V9.0.2 y MEGA7 (Kumar et al., 2016), que permite visualizar los cromatogramas
del secuenciamiento y realizar correcciones si en caso fuese necesario. Al finalizar este

proceso, los archivos se guardaron en formato FASTA.
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El andlisis de las secuencias se realizO0 en la base de datos NCBI
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/) con la cual se determiné la similitud con los
microorganismos almacenados en dicha plataforma. Para este andlisis se trabajaron todas
las secuencias descargadas en formato FASTA.

El alineamiento se realizé en el programa MEGA7 (Kumar et al., 2016), con el cual se
logroé identificar las regiones con un alto nivel de similitud entre las secuencias analizadas.
Al finalizar el proceso de alineamiento, se procedio a eliminar Gaps (regiones vacias entre
secuencias alineadas) para evitar problemas al momento de elaborar arboles filogenéticos.

3.4.3 Elaboracién de arboles filogenéticos

Los arboles filogenéticos fueron elaborados empleando las secuencias almacenadas luego
del proceso de alineamiento. El arbol empleado para el presente trabajo fue el test
Neighbour joining al cual se le adiciond una secuencia de Clostridium botulinum como

outgroup, permitiendo una mejor agrupacion entre el resto de secuencias trabajadas.

3.5 Determinacion por PCR convencional la presencia del gen SrfA necesariopara
la produccion de Surfactina en bacterias asociadas a esponjas marinas dela
clase Demospongiae del balneario Tortugas — Casma

3.5.1 Identificacion del gen SrfA -A en bacterias asociadas a esponjas marinas de

clase Demospongiae

Para la determinacion de la presencia del gen SrfA se tom6 como referencia a Mora et al.
(2011) y Swaathy et al. (2014), respectivamente. Se emplearon cuatro oligonucle6ticos

especificos para dichos genes correspondientes a Bacillus subtilis (Tabla 3).

Tabla 3. Tabla de secuencias de primers para determinar la presencia del gen SrfA.

Primer Secuencia Autor
(5°-3)

srfA-F  TCGGGACAGGAAGACATCAT Mora et al. (2011)

srfA-R CCACTCAAACGGATAATCCTGA Mora et al. (2011)

La PCR para identificar lapresencia del gen SrfA, se ejecuto con la siguiente composicion:
6,44ul de H20 de PCR, 1ulde Taq Buffer KCI-MgCl; (10x), 0,76 de MgCl2 (25mM), 0,5
dNTP (2,5 mM), 0,1ul de cada primer (10uM), 0,1ul de Taq polimerasa Genon (5U/L) y
1ul de cada muestra de ADN, obteniendo un volumen final de 10ul para cada reaccion.

Las muestras se llevaron a un termociclador Applied Biosystem - Veriti de 96 pocillos se
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programé de la siguiente manera:

Se sometié durante cinco minutos a 95°C para un ciclo de desnaturalizacion inicial,
seguido de 35 ciclos de desnaturalizacion de 30 segundos a 95°C, 45 segundos de
annealing a 58°C, extension 45 segundos a 72°C, y seguido por una extension final de 5
minutos a 72°C. Los productos de PCR para la identificacion del gen SRFA se analizaron

por electroforesis en agarosa al 1%.

Los productos de PCR validados fueron seleccionados para secuenciar empleando el kit
de purificacion BigDye XTerminator® y empleando el equipo Genetic Analyzer 3500 de
la empresa Applied Biosystem que emplea la metodologia de electroforesis capilar. Se
realizd el secuenciamiento de ambas hebras en el Laboratorio de Genética, Fisiologia y

Reproduccién.

3.6 Ensayo de antagonismo de cepas aisladas a partir de esponjas marinas de
clase Demospongiae del balneario Tortugas - Casma, frente a cepas

patdgenas para el humano

Para la prueba de antagonismo se seleccionaron aquellos cultivos en las cuales se
determing la presencia del gen SrfA. Se tomd como referencia el protocolo de Aguila et
al. (2012); como cepas de enfrentamiento se empled la bacteria Gram positiva
Staphylococcus aureus y la bacteria Gram negativa Pseudomona aeruginosa,
proporcionadas por el Laboratorio de Investigacion en Tecnologias Limpias y/o
Emergentes de la Universidad Nacional de Trujillo, y que son potencialmente patogenas
para el hombre. Se inocularon los cultivos seleccionados en medio liquido LB por un
tiempo de tres dias y luego se embebieron los discos de papel filtro debidamente

esterilizados en el cultivo obtenido.

Cada cepa patodgena fue cultivada en toda la placa Petri y se incubaron por un tiempo de
24 horas hasta su crecimiento cubriendo la superficie del agar. Transcurrido el tiempo, se
tomaron los discos de papel filtro embebidos con el cultivo liquido obtenido y se
colocaron sobre el cultivo en placa de cada placa Petri. EI tiempo de incubacion fue de a
37°C por 24 horas para posteriormente observar crecimiento del halo de inhibicion. Se

empled como blanco positivo ampicilina a una concentracion de 1ug/ml.
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION
4.1 Resultados
4.1.1 Caracteristicas de la muestra bioldgica

La esponja colectada es ramificada dactiliforme, consta de numerosos orificios, de
superficie lisa, compresible y suave al tacto, de tamafio variable, llegando a medir a medir
unos 20 cm aproximadamente. Se la encontrd en sustrato rocoso, asociada a organismos
como algas y pequefias conchas: De color naranja brillante al estado fresco y decolorado
acrema en el alcohol de preservacion. En la Figura 11 se puede apreciar el tipo de esponja

colectada en el balneario Tortugas - Casma a una profundidad entre tres y cinco metros.

Figura 11. Esponja de la clase Demospongiae colectada en el balneario Tortugas — Casma. A la
izquierda se observa la esponja colectada en el balneario Tortugas. La fotografia tomada minutos
posteriores a la colecta. A la derecha se evidencia la decoloracion de la esponja luego de su
conservacion en alcohol al 96%

4.2 ldentificacion morfoldgica de la esponja colectada

Las laminas de esqueleto de esponja permitieron identificar espiculas monoaxonicas lo
cual evidencia ser con certeza, una esponja perteneciente a la clase Demospongiae, en
cuanto a la familia y especie de la esponja, es necesario realizar un estudio taxonémico y

molecular a detalle para confirmar la identidad de la misma.
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Figura 12. Lamina de esqueleto de la esponja colectada observada al microscopio, se observan
actinas monoaxonicas caracteristicas de las Clase Demospongiae.

4.3 Obtencién de cultivos puros de microorganismos asociadas a la esponja
marina de la clase Demospongiae colectada en el balneario Tortugas - Casma

A partir de las esponjas colectadas a lo largo del afio, se lograron aislar y purificar un total
de 21 cultivos bacterianos, los cuales fueron seleccionados en base a observaciones
morfolégicas a través de un microscopio binocular Motic BA210. Para la identificacion
se tomaron en cuenta caracteristicas como tamafio, forma, tiempo de crecimiento y tincién
Gram. La mayoria presentaron coloracion blanca o cremosa, de forma redondeada con
bordes regulares e irregulares, algunas de ellas se pueden apreciar en la Figura 8. A los
21 cultivos seleccionados se le asignd y rotuld de acuerdo a la fecha de colecta, el tipo de
coloniay la cepa seleccionada por los autores, los cuales quedaron como registro interno
y posterior uso a lo largo de la realizacion del proyecto: a3, a4, b1, c2, d1, d3, e2, e3, 2,
t1, t2, 02, 03, 04, Ibl, Ib2, c2al, c2cl, c2d1, c2a2 y c4a, considerando que los cultivos
aislados representan un porcentaje minimo del total de simbiontes que podrian estar
presentes en una esponja (Ward et al., 1990; Amann et al., 1995). Morfologicamente las
formas celulares que se observaron variaron entre bacilos, cocos ycoco bacilos, en su
mayoria Gram negativas. En la Tabla 4 se presentan las bacterias identificadas con la
descripcion detallada de cada morfotipo.
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Tabla 4. Descripcidn e identificacion morfoldgica de cultivos bacterianas aisladas a partir de la esponja marina de la clase Demospongiae.

CEPA DESCRIPCION MORFOLOGICA DE LOS CULTIVOS BACTERIANAS

Clal
Bl

F2
A3

Lb2
C2a2
D1
Cda
C2
D3
E2
E3
C2cl
C2d1
Lbl
A4
T1
03
T2
04
02

Colonias muy pequefias, borde y superficie lisa, forma redonda, transparente.
Colonias muy pequefas, borde irregular y superficie lisa, redondas, de color
blanco.

Colonias de tamafio mediano, borde regular y superficie rugosa, incoloras.
Colonias de tamafio pequefio, redondas, de borde regular y superficie lisa,
transparente.

De tamario mediano, borde irregular, color cremoso, presenta textura mucoide.
De tamafio grande, bordes irregulares y superficie lisa, color cremoso.
Colonias de tamafio grande, bordes irregulares, invasivas, de color lechoso.
De tamario mediano, borde irregular y superficie lisa, transparentes.

De tamarfio pequefio, borde liso e incoloras.

De tamarfio mediano, borde y superficie lisa, color cremoso.

De tamarfio grande, invasivas, borde irregular, de color lechoso.

Colonias muy pequefias, de crecimiento rapido, borde liso, color lechoso.

Colonias pequefias, de crecimiento lento, borde y superficie lisa, color cremoso.

Colonas medianas, borde y superficie rugosa, incoloras.

De tamario grande, circulares de borde irregular, color crema.

De tamario grande, invasivas, textura gomosa, color lechoso, de borde regular
Colonias grandes, borde irregular, de color lechoso.

De tamario pequefio, circulares de borde liso, color crema.

De tamafio grande, borde regular, crecimiento rapido color lechoso.

De tamario pequefio, circulares de borde liso, color lechoso.

De tamario mediano, borde irregular, color cremoso.
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Cocobacilos
Cocobacilos

Cocobacilos
Cocobacilos

Bacilo borde redondeado
Cocobacilos
Cocobacilos

Bacilo curvado
Cocobacilos
Bacilo borde recto
Bacilo borde redondeados
Bacilo borde redondeados
Bacilo borde recto

Bacilo borde redondeados

Bacilo recto
Bacilo borde recto
Bacilo borde recto

Bacilo borde redondeado

Bacilo borde recto
Bacilo borde recto
Bacilo borde recto

CLASIFICACION

Gram negativa
Gram negativa

Gram negativa
Gram negativa

Gram negativa
Gram negativa
Gram negativa
Gram negativa
Gram negativa
Gram negativa
Gram negativa
Gram negativa
Gram positiva
Gram positiva
Gram positiva
Gram positiva
Gram positiva
Gram positiva
Gram positiva
Gram positiva
Gram positiva



Figura 13. Coloracion Gram de los 21 cultivos bacterianos de bacterias aisladas y purificadas a partir de la esponja marina de clase Demospongiae: a. Clal, b.
Bl,c. F2,d. A3,e. Lb2, f. C2a2, g. D1, h.C4a,i. C2,j. 02, k. D3, I. E2, m. E3, n. C2c1, 0. C2d1, p. Lb1, g. A4,r. T1,s. 03,t. T2, u. O4.
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4.4 ldentificacion molecular de bacterias asociadas a esponjas marinas de la clase
Demospongiae mediante secuenciamiento 16S ADNr

4.4.1 Extraccion de ADN, amplificacion y secuenciamiento del gen 16S ADNr de

cultivos bacterianos puros aislados a partir de esponjas marinas de la clase
Demospongiae

Tras obtener los extractos de ADN de los 21 cultivos bacterianos correspondientes, se
evaluo su integridad mediante geles de agarosa (Figura 10). Se consideraron muestras

validas aquellas que mostraron alta definicion en sus bandas y un ratio entre 1.8 y 2.0.

L 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 L 12 13 14 15 16 17 18 19

L 20 21 22 23

Figura 14. Gel de agarosa al 1% para visualizacion de la integridad de ADN de bacterias
asociadas a esponjas marinas del Balneario Tortugas — Casma, se empled un marcador molecular
(L) de 1000pb. Se visualizan bandas definidas, ADN integro y de alto peso molecular.
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La identificacion molecular de los cultivos se realizd mediante secuenciamiento 16S
ADNTr luego de la extraccion de ADN y amplificacion por PCR. El estado de ADN
obtenido se evalu6 por electroforesis horizontal en gel de agarosa que se muestran a

continuacion:

1000 pb

Figura 15. Gel de agarosa al 1% para visualizacion de productos de PCR de 1400 pb del gen
16s ADNr para la identificacion de bacterias asociadas a esponjas marinas colectada en
Balneario Tortugas - Casma. Se sefiala carril L para marcador molecular, carril del 1 al

9 corresponde a las muestras codificadas de la siguiente manera: 1. C2al(Vibrio
alginolyticus), 2. C2c1 (Paenibacillus azoreducens), 3. C2d1 (Paenibacillus azoreducens),
4. C4a (Vibrio crassostreae), 5. Lbl (Bacillus rugosus), 6. C2a5 (No identificada), 7. A4
(Bacillus zhangzhouensis), 8. B1. (Vibrio sp.), 9. Blanco negativo.
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1000 pbe=

Figura 16. Gel de agarosa al 1% para visualizacién de productos de PCR de 1400 pb del gen
16sADNr para la identificacion de bacterias asociadas a esponjas marinas colectada en el
balneario Tortugas - Casma. Se sefiala carril L para marcador molecular, carril del 1 al 9
corresponde a lasmuestras codificadas de la siguiente manera: 1. C2 (Vibrio fluvialis), 2. D1
(No identificada), 3. F2 (Vibrio alginolyticus), 4. D1 (Vibrio sp.), 5. D2(-), 6. D3 (Vibrio
fluvialis), 7. E3 (Vibrio harveyi), 8. T1 (Bacillus zhangzhouensis), 9. O2 (Oceanobacillus
picturae), 10. Blanco negativo.
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Figura 17. Gel de agarosa al 1% para visualizacion de productos de PCR de 1400 pb del gen
16sADNrr para la identificacion de bacterias asociadas a esponjas marinas colectada en el
balneario Tortugas - Casma. Se sefiala carril L para marcador molecular, carril del 1 al 9
corresponde a lasmuestras codificadas de la siguiente manera: 1. A3 (Vibrio alginolyticus), 2.
Lb2 (Vibrio harveyi), 3. C2a2 (Vibrio sp), 4. E2 (Vibrio sp.), 5. E3 (Vibrio harveyi), 6. O3
(Bacillus zhangzhouensis), 7. T2 (Bacillus zhangzhouensis), 8. O4(Bacillus altitudinis), 9.
Blanco negativo.
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4.4.2 Analisis de datos y comparacion de secuencias

La edicidon de las secuencias se realizo con el programa CodonCode aligner VV9.0.2 y
el alineamiento de secuencias con Clustal W instalados para MEGA7 (Kumar et al.,
2016) y permitio agrupar las secuencias segun su porcentaje de homologia
considerandose véalido cuando el porcentaje era mayor a 99%. Entre las secuencias
identificadas se notd6 que muchas de los cultivos que se habian descrito con
diferencias morfoldgicas, con el secuenciamiento revelaron alto porcentaje de
homologia en sus secuencias, evidenciandopertenecer a una sola especie. Ello puede
explicarse a que la forma de una colonia varia dependiendo de factores como
temperatura de incubacion a la que se somete el cultivo, el tiempo de cultivo y la

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

Es decir, se obtuvieron un total de 21 cultivos aislados con las bacterias identificadas y
dos cultivosque no obtuvieron el porcentaje minimo para considerar la identificacion

respectiva.

Tomando en cuenta una distribucién porcentual del total de los cultivos aislados en
el presente trabajo (Figura 18), entre las 21 cultivos aisladas reportamos un 43% que
corresponde a bacterias Gram positivas y un 57% a Gram negativas, predominando
los morfotipos: cocobacilos, bacilos con bordes recto y bacilos con bordes

redondeados.
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Tabla 5. Clasificacion taxondémica de bacterias identificadas mediante gen 16S, asociadas a esponjas marinas colectadas en el Balneario Tortugas — Casma.

Gram negativa

clal
2
a3
di
bl
c2a2
e2
c2
d3
1b2
e3
cda

12
a4
03
tl
c2cl
c2dl
04
Ibl
02

Vibrio alginolyticus

Vibrio sp.

Vibrio fluviales
Vibrio harveyi
Vibrio crassostreae

Bacillus zhangzhouensis

Paenibacillus azoreducens

Bacillus altitudinis
Bacillus rugosus
Oceanobacillus picturae

99.82% MT549165.1
99.62% MK501337.1
99.82% MT549165.1
99.10% MG593669.1
99.64% MT073378.1
100.00% MT634727.1
100.00% MG593660.1
100.00% CP053664.1
99.28% CP053664.1
100.00% MN578145.1
100.00% MT269639.1
100.00% MT510175.1
Gram positiva
100.00% OL519543.1
100.00% OL519543.1
100.00% OL519543.1
100.00% OL519543.1
100.00% MH553049.1
100.00% MH553049.1
100.00% OL519525.1
100.00% MT554518.1
99.81% MT216516.1
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Proteobacteria
Proteobacteria
Proteobacteria
Proteobacteria
Proteobacteria
Proteobacteria
Proteobacteria
Proteobacteria
Proteobacteria
Proteobacteria
Proteobacteria
Proteobacteria

Proteobacteria
Firmicute
Firmicute
Firmicute
Firmicute
Firmicute
Firmicute
Firmicute
Firmicute

Vibrio
Vibrio
Vibrio
Vibrio
Vibrio
Vibrio
Vibrio
Vibrio
Vibrio
Vibrio
Vibrio
Vibrio

Bacillus
Bacillus
Bacillus
Bacillus
Bacillus
Bacillus
Bacillus
Bacillus
Paenibacillus
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MK501337.1?report=genbank&log%24=nucltop&blast_rank=1&RID=UG5P8U41013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MN939469.1?report=genbank&log%24=nucltop&blast_rank=1&RID=MFFXRTTW013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MT073378.1?report=genbank&log%24=nucltop&blast_rank=1&RID=UHZ363E2013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KX989244.1?report=genbank&log%24=nucltop&blast_rank=2&RID=MFG3CR9T01R
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/OL519543.1?report=genbank&log%24=nucltop&blast_rank=1&RID=UHYT8HYH013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MG546214.1?report=genbank&log%24=nucltop&blast_rank=2&RID=MFGBFW2K01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/OL519543.1?report=genbank&log%24=nucltop&blast_rank=1&RID=UHU7XAP6016
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MH553049.1?report=genbank&log%24=nucltop&blast_rank=1&RID=UHUYHTGF013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MN512304.1?report=genbank&log%24=nucltop&blast_rank=1&RID=KWGSMX7W016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MT554518.1?report=genbank&log%24=nucltop&blast_rank=2&RID=UHW3EWDZ013
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Figura 18. Distribucion porcentual de la diversidad microbiana segln especie presente en la
esponja colectada en el balneario Tortugas — Casma.

4.4.3 Elaboracion de arboles filogenéticos

Vibrio alginolyticus strain TV11 (a3)
Vibrio alginolyticus strain TV11 (c2al)
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Figura 19. Arbol filogenético de las 21 bacterias aisladas de la esponja colectada en
Balneario Tortugas — Casma. La historia evolutiva se infiri6 utilizando el método Neighbor-
Joining con unbootstrap inferido a partir de 1000 réplicas. Los microorganismos que se
encuentran en cuadros rojos son secuencias descargadas de NCBI como un outgroup y
mejorar la visualizacion del arbolfilogenético.
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4.5 Determinacion por PCR convencional la presencia del gen SrfA necesario
para la produccion de surfactina en bacterias asociadas a esponjas marinas

de la clase Demospongiae del balneario Tortugas — Casma

Para la identificacion del gen SrfA, se trabaj6 con una secuencia especifica pudiéndose
identificar el gen en so6lo cuatro especies, del total de los 21 cultivos aislados;
correspondiendo a los cultivos denominados Lb2, C2a5, C2c1 y C4a. De ellas, solo
tres mostraron bandas claras consideradas validas respecto al gen SrfA; destacando
los cultivos c2d1 y c4a que mostraron mayor claridad en el gel de agarosa, estas

corresponden a Paenibacillus azoreducens y Vibrio gigantis respectivamente.

1000 pb<-

Figura 20. Gel de agararosa al 1% para visualizacion de productos de PCR de 200 pb del
gen srfA en bacterias asociadas a esponjas marinas de Balneario Tortugas. Se sefiala carril L
para marcador molecular de 1000pb, seguido de los carriles (1 — 9) correspondientes a las
muestras deADN gendmico codificadas de la siguiente manera: 1. Lb2 (Vibrio harveyi.) 2.
C2c1 (Paenibacillus azoreducens), 3. C2a5 (Cepa no identificada), 4. C2d1 (Paenibacillus
azoreducens), 5. C4a (Vibrio crassostreae).
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El procesamiento de muestras se realizd con el programa CodonCode aligner VV9.0.2
y elalineamiento de secuencias con MEGAY. Con este ultimo programa se realizo un
alineamiento de las 3 secuencias obtenidas luego del secuenciamiento y adicional a
ello se realizo la descarga del gen completo de SrfA para determinar si se alineaba

correctamente con esta.

P. azoreducens

Vibrio crassostreae

Paenibacillus azoreducens

CP048852.1:359915-370678_Bacillus_tequilensis_strain_EA-CB0015_chromosome_complete_genome

Figura 25. Comparacion entre las secuencias obtenidas luego de realizar PCR con el gen srfA
requerido para surfactina.

4.6 Ensayo de antagonismo de cultivos aislados a partir de esponjas marinas de
clase Demospongiae del balneario Tortugas — Casma, frente a cepas

patdgenas para el humano

Se evaluo la actividad bioldgica de los cultivos aislados a partir de la esponja marina
de clase Demospongiae frente a Staphylococcus aureus y Pseudomona aeruginosa.
Posteriora la incubacidn, se observa que el cultivo denominado C2d1 (Paenibacillus
azoreducens), presentd actividad frente a Staphylococcus aureus mostrando
crecimiento alrededor del disco de una medida aproximada a 3mm alrededor del
disco, el cultivo C4a (Vibrio crassostreae), mostré menor actividad considerando un

didmetro de 1mm alrededor del disco.

En el caso de enfrentamiento con Pseudomona aeruginosa, el Unico cultivo que
mostro un pequefio crecimiento fue C2d1 (Paenibacillus azoreducens), con un
halo de crecimiento menor a 1mm alrededor del disco. Sin embargo, el blanco positivo,

ampicilina, tampoco mostr6 crecimiento frente a esta cepa patogena.
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Figura 26. Placas conteniendo los cultivos C2d1 y C4a que dieron positivo a la actividad
bioldgicas frente a patdgenos humanos. A la izquierda se encuentra el enfrentamiento con el
patdgeno Staphylococcus aureus y a la derecha Pseudomona aeruginosa

4.7 Discusion
Para la identificacion de las esponjas como especies es de suma importancia
considerar la organizacion interna de la misma, basado en la observacion de
estructuras esqueléticasya sean de fibras organicas o de espiculas. Las espiculas son
un componente esqueléticopresente en la mayoria de las especies, habiendo algunas
excepciones que carecen totalmente de ellas. Las esponjas de la clase Demospongiae,
se componen principalmentepor fibras orgéanicas o fribrillas de colageno, espiculas
siliceas mono o tetraxoénicas (Hooper & Van Soest, 2002) tal como se mostraron en
las ldminas de esqueleto que se realizaron con muestras de la esponja colectada en el

balneario Tortugas — Casma, evidenciando ser una esponja de clase Demospongiae.

El cultivo tradicional de microorganismos asociados a esponjas marinas se ha
realizado generalmente en placas empleando diversos medios de cultivo selectivo,
logrando recuperar apenas un 0,001 — 1% del total de microorganismos simbiontes
(Ward et al., 1990; Amann et al., 1995). Este porcentaje se puede atribuir a las
condiciones inestables, heterogéneas y oligotroficas caracteristicas de los ambientes
marinos en los que se encuentran estos simbiontes, por lo que, en maltiples trabajos
se ha buscado optimizar losmedios de cultivo con la finalidad de minimizar esta
problematica, modificando su tantocomposicion: fuente de carbono, aceptores de
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electrones o concentracion de nutrientes, como sus condiciones de cultivo como por
ejemplo concentracién del indculo, temperatura, pH, tiempo de incubacidn, etc (Leal
et al., 2014). Estas optimizaciones han permitido ampliar el porcentaje de
microorganismos cultivables, aunque para muchos deellos, atn sigue siendo inviable
el cultivo principalmente por la estrecha relacion que establecen con su hospedador;
sugiriéndose que realmente necesitan una interaccion célula-célula, requerimientos
nutricionales especificos y relaciones metabolicas no identificadas para obtener un

cultivo 6ptimo favorable (Osinga et al., 2001).

Hentschel et al. (2001), aislaron un total de 167 cepas bacterianas a partir de la
esponja A. gerardogreeni del mar Mediterraneo empleando un solo medio de cultivo
(TSA) mientras que en A. aerophoba se report6 238 cepas aisladas, haciendo uso de
diversos medios de cultivos enriquecidos y especificos para bacterias heterotrofas,
oligotréficas, cianobacterias y ademéas también una cdmara para aislamiento de
bacterias anaerobias. Nadyne (2006); Selvin et al. (2009), emplearon diversos
medios de cultivo para aislamiento de bacterias simbiontes a las esponjas Dendrilla

nigra y Suberites zeteki obteniendo un total respectivo de 145y 178 cepas cultivadas.

En el esfuerzo de obtener mejores resultados en cultivos de microorganismos, se ha
reportado también la aplicacion de extractos de esponjas en el cultivo de sus
simbiontes para ofrecer a los microorganismos un anfitrion superficial, lo que ha
resultado muy beneficioso, como lo detalla el estudio de Keren et al. (2016), donde
consiguieron promover el crecimiento bacteriano de simbiontes asociados a la
esponja Theonella swinhoei gracias a que incluyeron el esqueleto de dicha esponja en
los medios de cultivo.Ello puede atribuirse al hecho que el extracto de la esponja
cuente con nutrientes y factores de crecimiento que algunas bacterias necesiten para
crecer, lo que incrementa laposibilidad de aislar nuevos cultivos bacterianos (Taylor
et al., 2007; Kennedy et al., 2009). En el presente trabajo no se consideré emplear

medios especificos, sino se empledun medio general suplementado con NaCl.
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Los cultivos aislados que se obtuvieron, dificilmente habrian sido caracterizados de
manera certera por medio de técnicas tradicionales, razon por la cual la
estandarizacion del protocolo de PCR para identificacion bacteriana, fue un paso
riguroso en el desarrollodel presente trabajo. Entre algunas de las consideraciones
que se tuvo fueron: concentracion de los componentes, temperaturas y ciclos de la
PCR lograndose obtener el protocolo descrito en el acapite respectivo, que nos
permitio obtener mejores resultados.

Entre las comunidades bacterianas aisladas e identificadas a partir de la esponja
marina colectada, predomina el filo de proteobacterias con un 62% y en menor
porcentaje el filoFirmicutes con un 38%, resultado similar al que reportd Thomas et
al. (2010) en el en elestudio de comunidades microbianas asociadas a poriferos
destacando también al filo Actinobacteria con un 46,6%, las Proteobacterias con un
23,3% y por ultimo Firmicutes con apenas un 11,6%.

En contraste, Aguila et al. (2012), en un reporte de las comunidades microbianas
asociadas a la esponja de clase Demospongiae, Aplysina Gerardogreeni, logro
identificarun total de 83 especies donde el filo Firmicutes presenté dominancia en un
90% de los microorganismos aislados y un 10% estuvo representada por
Actinobacterias. De igual manera, un estudio de la esponja de clase Demospongiae,
Mycale sp. Del golfo de California mostrd que en la mayoria de las bacterias aisladas

predominaron las Firmicutessobre las Actinobacterias (Parera-Valadez, 2012).

Entre las proteobacterias identificadas, presentaron dominancia las
Gammaproteobacteria, siendo en su mayoria del género Vibrio. Asi como en el filo
Firmicutes, destaco la presencia de Bacillus. Reafirmando estudios anteriores como
Gunasekera et al. (2005), que identificaron gran variedad de Alphaproteobacteria y
Gammaproteobacteria en estudios de simbiontes microbianos en esponjas. Y entre el
filoFirmicutes se ha reportd que el género Bacillus constituyen uno de los grupos
dominantesen la flora bacteriana de esponjas (Li et al., 2007; Lee et al; 2009), en
esponjas como Stelletta tenuis, Halichondria rugosa, Dysidea avara, Craniella
australiensis, Callyspongia sp. e Hymeniacidon perleve, etc (Li et al., 2007). Entre
ellas, las especies identificadas mas abundantes fueron B. subtilis y B. pumilus
(Hentschel et al., 2001). Otros trabajos postulan que las comunidades bacterianas
presentes en esponjas marinas son muy diversas en comparacion a las comunidades

presentes en la corriente de agua.
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Tal afirmacion se basa en el principio de que la composicion morfoldgica de la
esponja constituye microhabitats compuestos por un gran namero de nutrientes,
permitiendo queestas comunidades microbianas sean huéspedes verdaderos de la
esponja y no solo partedel alimento que filtran, hecho clave para determinar la
diversidad de bacterias presentesen las esponjas (Santavy & Colwell, 1990; Burja &
Hill, 2001; Taylor et al., 2005; Weiszet al., 2007, Hill 2017; Dobretsov et al., 2004).

Esto demuestra que las esponjas marinas albergan una gran cantidad de
microorganismoslos cuales pueden ser aislados y purificados para posteriormente
evaluar su capacidad productora de compuestos de interés que permitan ser
empleadas en aplicaciones biotecnoldgicas. Sin embargo, en nuestro pais este tipo de
estudios no se han desarrolladocon mucha frecuencia por lo que el siguiente trabajo
es de los primeros en realizar la identificacion de los microorganismos que
contribuyen al conocimiento de comunidades microbianas asociadas a esponjas

marinas ubicada en la zona costera de Ancash.

El gen SrfA necesario para produccion de surfactina esta asociado a bacterias del
géneroBacillus, sin embargo, en nuestro trabajo de investigacion al realizar la
amplificacion dedicho gen mediante técnica de PCR y posterior secuenciamiento de
los productosobtuvimos que se encontraba presente en una especie de Vibrio (Vibrio

crassostreae) sinantecedentes de haber identificado dicho gen en este género.

Mora et al. (2011) en su investigacién para la deteccion de microorganismos con
capacidad de producir surfactina, usaron un par de primers que amplifican el gen
srfAA y que amplifica 201 pb. Sin embargo, otros estudios como el de Plaza et al.
(2015) identificaron la presencia de diversos genes para la produccion de lipopéptidos
combinando metodologias de PCR y LC-MS/MS. Entre todos los genes que estudio,
se encuentra el gen sfp, presente en especies de bacterias del género Bacillus y como

indica es gran importancia para la produccién de surfactina.

Rasiya & Sebastian (2021) en una reciente investigacion demostraron que una cepa
de Bacillus amyloliquefaciens obtenida a partir de Avicennia officinalis tenia
capacidad antagonica frente a Staphylococcus aureus. A través de analisis
bioquimicos se demostrd que esto se debia a la produccidn de lipopéptidos por parte
de B. amyloliquefaciens lo cual fue comprobado mediante analisis moleculares
determinando la presencia de los genes ItuD,ItuD1, Sfp y Sur3 los cuales permiten

la produccion de iturina y surfactina. Ellos concluyen que debido a la eficacia
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antibacteriana de estos lipopéptidos podrian desarrollarse medicamentos.

En otro estudio realizado por Nanjundan et al., (2019) lograron extraer y purificar
moléculas de surfactina, iturina y fengicina a partir de Bacillus amyloliquefaciens,
las cuales poseian actividad antimicrobiana contra los patdgenos Rhizoctonia solani,
Sclerotium rolfsii, Alternaria solani, Fusarium oxysporum causantes de dafios en el
campo de la agricultura. Para confirmar que las moléculas producidas correpondian
a estos lipopéptidos se realizaron separaciones mediante cromatografia liquida
(HPLC), espectroscopia LC-MS vy analisis moleculares para deteccion de los genes
Itudl, Sur3y sfp.

En todas las investigaciones se realizan analisis moleculares para estudiar la presencia
dediversos genes con capacidad productora de lipopéptidos, entre los cuales se
encuentra SrfA, el mismo que fue empleado en el presente trabajo de investigacion y
que permitié conocer aquellas bacterias portadoras de estos genes y la produccién de
surfactina. Asi mismo otras investigaciones sugieren que la identificacion del gen sfp permite
detectar microorganismos con capacidad productora de surfatina. Estos resultados
pueden ser utilizados en investigaciones posteriores siguiendola linea en busqueda de

nuevos compuestos bioactivos y sus diversas aplicaciones.

El cultivo C2d1 identificada como Paenibacillus azoreducens, una bacteria Gram
positiva, fue la que presentd mayor actividad biolégica frente a los dos patdgenos de
enfrentamiento, en mayor porcentaje frente a Staphylococcus aureus. La poca
actividad que presenté el cultivo C2dl frente a Pseudomona aeruginosa,
probablemente se deba aque las bacterias Gram negativas como Pseudomona, son
menos susceptibles a compuestos antimicrobianos por la estructura de su membrana
externay lipopolisacaridosque en conjunto actian como una barrera eficaz contra las
moléculas hidrofdbicas y lipofilicas en comparacién de las Gram positivas (Aguila-
Ramirez, 2012). En cuanto al cultivo C4a identificada como Vibrio crassostreae
presentd menor actividad frente a Pseudomona aeruginosa y actividad nula frente a

Staphylococcus aureus.

Las constantes resiembras realizadas para la obtencion del cultivo puro, pueden haber
sido causantes de la poca actividad biologica que presentaron las cepas obtenidas en
el presente trabajo frente a las cepas patdgenas para el hombre (Muscholl-Silberhorn
et al.,2008). Se destaca el grupo Bacillus por su gran capacidad de produccién de

metabolitos secundarios biolégicamente activos; revelando a través de estudios
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gendmicos que mas del 3% de este grupo bacteriano contienen genes que codifican
para la biosintesis de metabolitos como policétido sintasas y péptidos sintetasas no
ribosomales requeridos para la biosintesis de compuestos activos (Donadio et al.,
2007) de modo que el género Bacillus es considerado un grupo con alto potencial

biomédico.

Aunque hay multiples trabajos basados en el estudio de las comunidades microbianas,
un alto porcentaje de ellos centra su atencion en la bldsqueda de compuestos
antimicrobianos, muy pocos se enfocan en explorar y conocer las relaciones
interespecificas de estas comunidades en un contexto ecoldgico. En el presente trabajo
reportamos que la actividadde los cultivos obtenidos que dieron respuesta positiva a
la prueba de actividad bioldgica,no fue especificamente una reaccion antagonica,
sino mas bien se podria tratar de una relacion por competencia dado que los cultivos
C2d1 y C4a exhibieron la capacidad de crecimiento en cultivos bacterianos de los
patdgenos a los que fueron enfrentadas. La supresion del crecimiento que no supone
la muerte celular del cultivo diana, puede deberse a sustancias que afectan la
comunicacion bacteriana (Pesci et al., 1999) o el metabolismo y la fisiologia (Wilcox
etal., 1991).
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V. CONCLUSIONES

Se logro identificar morfologicamente a nivel de clase de la esponja marina

colectada tratdndose de una esponja de clase Demospongiae.

Se lograron aislar, purificar y seleccionar morfolégicamente 21 cultivos

bacterianos a partir de las esponjas de clase Demospongiae colectada.

La identificacion molecular de los 21 microorganismos aislados, nos permitio
identificar los grupos Proteobacterias y Firmicutes divididos en diez especies
entre Bacillus y Vibrios mayormente. Entre los filos identificados predominan
bacterias Gram positivas de la familia Vibrionaceae, lo que podria significar una
simbiosis especifica o estrechamenterelacionada de este microorganismo con la
esponja, puesto que se reportaron endiferentes tiempos a lo largo de la colecta

anual.

Se logr6 identificar la presencia del gen srfA en 3 cultivos aislados: C2cl
(Paenibacillus azoreducens), C2d1 (Paenibacillus azoreducens) y Cda (Vibrio

crassostreae).

En el presente trabajo se buscd evaluar la actividad de los cultivos aislados frente a
agentes patdgenos para el hombre, consiguiéndose reportar actividad en dos
cultivos identificadas como Paenibacillus azoreducens y Vibrio crassostreae, del

total de los 21 cultivos aislados.

VI. RECOMENDACIONES

El cultivo en placas que se realizo en el presente trabajo nos limito al aislamiento
de bacterias poco exigentes en un medio como TSA, por lo que se recomienda
ampliar la investigacion haciendo uso de medios de cultivo especificos que
permita aislar mayor cantidad de microorganismos simbiontes. Recientemente se
estd empleando la metagendmica como herramienta fundamental para identificar
y caracterizar la composicion de las comunidades microbianas asociadas a
esponjas marinas. Un estudio metagendmico en esponjas peruanas significaria el
primer trabajo de investigacion en esta linea de blsqueda de compuestos
bioactivos en Per(, con el cual se podria determinar taxones bacterianos

especificos de la esponja marina reforzando los conocimientos y avances en el
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estudio de biologia de las esponjas, sus diversas asociaciones y futuras
aplicaciones.

En cuanto a la identificacion bacteriana, recomienda el uso de diversos pares de
oligonucleotidos para las bacterias Gram positivas, ya que, por ser un grupo tan
variado y diverso entre si, se dificulta la identificacion con un solo par de
oligonucleotidos. Asi también, la busqueda de otros compuestos de interés
biotecnoldgico que puedan hallarse en los microorganismos asociados a esponjas
marinas.
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VIIl.  ANEXOS

ANEXO 1. PROTOCOLO DE LAMINAS DE ESQUELETO DE ESPONJAS

MARINAS
1. Separar un fragmento de esponja.
2. Colocar el fragmento en un tubo de ensayo con hipoclorito de sodio.
3. Agitar suavemente.
4. Esperar hasta que la materia organica se disuelva y las espiculas sedimenten.
5. Quitar el sobrenadante con una pipeta Pasteur.
6. Agregar 1 ml (aproximadamente) de agua destilada y agitar suavemente.
7. Esperar a que las espiculas sedimenten nuevamente y retirar el sobrenadante.
8. Repetir el paso 6y 7 tres o cuatro cinco veces (lavado).
9. Agregar 1 ml (aproximadamente) de alcohol absoluto y agitar suavemente.
10. Esperar a que las espiculas sedimenten y retirar el sobrenadante.
11. Repetir el paso 9 y 10 dos veces (deshidratacion).
12. Resuspender las espiculas en alcohol absoluto (0.5mL, aproximadamente).
13. Colocar un poco de la muestra en la lamina.
14. Con ayuda de una pinza de madera, flamear la [amina.
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ANEXO 2
PROTOCOLO DE EXTRACCION DE ADN (Taggart, 1992) MODIFICADO
Lavado para eliminar el medio

1. Centrifugar a 13809 a 4°C por 10 minutos.

2. Extraer el sobrenadante y quedarse unicamente con el pellet.

3. Agregar 500ul de solucion PBS y llevar a vortex para homogenizar la muestra.

Posteriormente centrifugar a 12000 rpm por 1 minutos y descartar el

sobrenadante. Repetir este paso por tres veces.

Dial

4. Al pellet obtenido agregar 300ul de solucion 1. Luego congelar a -50°C por media

hora.

5. Pasado los 30 minutos, sacar los tubos eppendorf y colocarlos a temperatura

ambiente. Posteriormente agregar 10ul de proteinasa K (10mg/ul).

Nota: los tubos con la solucion 1, al salir de la congeladora tiene una coloracion

blanca lechosa. Esperar hasta que el liquido se vuelva transparente.

6. Incubar durante toda la noche a 37°C en el mini incubador, previo sellado con

Parafilm en cada tubo.

Dia 2

7. Agregar 5ul de RNAsa MIX Al/T1 (2mg/ml), a cada tubo, mezclar bien con

ayuda del tip, después incubar a 37°C por 90 minutos en un mini incubador con

movimiento (600rpm).

8. Agregar 400ul de fenol equilibrado a cada tubo en la campana de gases. Mezclar

bien por medio de inversiones y luego colocar en un mini incubador por 20

minutos a temperatura de 27°C y 600rpm.

9. Agregar 400ul de cloroformo a cada tubo en la campana de gases. Mezclar bien

por medio de inversiones y luego colocar en un mini incubador por 20 minutos a

temperatura de 27°C y 600rpm.

10. Centrifugar los tubos durante 5 minutos a 12000 rpm.

11. Cuidadosamente remover 200ul del sobrenadante, usando un tip de boca ancha

(cortar los tips de 200ul creando una boca ancha), a un tubo eppendorf nuevo.
Nota: no tocar el material de la interfase.
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12.

13.

14.

15.

16.
17.

Agregar 900ul de etanol 92% frio. Mezclar vigorosamente por inversion. EI ADN
deberia precipitar, dejarlo reposar por tres o cinco minutos y luego centrifugar por
5 minutos a 12000rpm. Posteriormente retirar el etanol.

Agregar 1000ul de etanol 70% frio. Agitar suavemente por medio de inversiones,
luego colocar en mini incubador en movimiento por 30 minutos a temperatura
ambiente. Centrifugar por cinco minutos a 12000rpm.

Retirar el etanol de los tubos cuidadosamente y si es necesario hacer uso de los
tips.

Permitir que el ADN se seque colocandolos a temperatura ambiente. También es
recomendable colocarlo a 50°C por 15 minutos para eliminar todo residuo de
etanol.

Re-suspender el ADN en 30ul de Buffer TE.

Colocar los tubos a 37°C por media hora 0 méas para que el ADN se disuelva.
Luego cuantificar o congelar a -20°C.
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ANEXO 3

Secuencia: A3

Gen: 16S

Especie més cercana: Vibrio alginolyticus strain TV11

Lugar y fecha de colecta: Balneario Tortugas — Casma, 2018

Lugar de Secuenciacién: Laboratorio de Genética, Fisiologia y Reproduccion - UNS
No. De Bases: 563
CGGCGGACGGGTGAGTAATGCCTAGGAAATTGCCCTGATGTGGGGGATAAC
CATTGGAAACGATGGCTAATACCGCATGATGCCTACGGGCCAAAGAGGGGG
ACCTTCGGGCCTCTCGCGTCAGGATATGCCTAGGTGGGATTAGCTAGTTGGT
GAGGTAAGGGCTCACCAAGGCGACGATCCCTAGCTGGTCTGAGAGGATGAT
CAGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGT
GGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTGT
GAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGCACTTTCAGTCGTGAGGAAGGTGGTGT
AGTTAATAGCTGCATTAYTTGACGTTAGCGACAGAAGAAGCACCGGCTAAC
TCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCGAGCGTTAATCGGAATT
ACTGGGCGTAAAGCGCATGCAGGTGGTTTGTTAAGTCAGATGTGAAAGCCC
GGGGCTCAACCTCGGAATAGCATTTGAAACTGGCAGACTAGAGTACTGTAG
A

Secuencia: LB2

Gen: 16S

Especie mas cercana: Vibrio harveyi strain SETBT5

Lugar y fecha de colecta: Balneario Tortugas — Casma, 2018

Lugar de Secuenciacion: Laboratorio de Genética, Fisiologia y Reproduccion - UNS
No. De Bases: 529

CGGCGGACGGGTGAGTAATGCCTAGGAAATTGCCCTGATGTGGGGGATAAC
CATTGGAAACGATGGCTAATACCGCATGATGCCTACGGGCCAAAGAGGGGG
ACCTTCGGGCCTCTCGCGTCAGGATATGCCTAGGTGGGATTAGCTAGTTGGT
GAGGTAAGGGCTCACCAAGGCAACGATCCCTAGCTGGTCTGAGAGGATGAT
CAGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGT
GGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTGT
GAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGCACTTTCAGTCGTGAGGAAGGTAGTGT
AGTTAATAGCTGCATTATTTGACGTTAGCGACAGAAGAAGCACCGGCTAAC
TCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCGAGCGTTAATCGGAATT
ACTGGGCGTAAAGCGCATGCAGGTGGTTTGTTAAGTCAGATGTGAAAGCCC
GGGGCTCAACCTCGGAAT

Secuencia: c2a2

Gen: 16S

Especie mas cercana: Vibrio sp. strain GAMAL1 SWC

Lugar y fecha de colecta: Balneario Tortugas — Casma, 2018

Lugar de Secuenciacion: Laboratorio de Genética, Fisiologia y Reproduccion - UNS
No. De Bases: 562
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GGCGGACGGGTGAGTAATGCCTAGGAAATTGCCCTGATGTGGGGGATAACC
ATTGGAAACGATGGCTAATACCGCATGATGCCTACGGGCCAAAGAGGGGGA
CCTTCGGGCCTCTCGCGTCAGGATATGCCTAGGTGGGATTAGCTAGTTGGTG
AGGTAAGGGCTCACCAAGGCGACGATCCCTAGCTGGTCTGAGAGGATGATC
AGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTG
GGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTGTG
AAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGCACTTTCAGTCGTGAGGAAGGTAGTGTA
GTTAATAGCTGCATTATTTGACGTTAGCGACAGAAGAAGCACCGGCTAACT
CCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCGAGCGTTAATCGGAATTA
CTGGGCGTAAAGCGCATGCAGGTGGTTTGTTAAGTCAGATGTGAAAGCCCG
GGGCTCAACCTCGGAATAGCATTTGAAACTGGCAGACTAGAGTACTGTAGA

Secuencia: E2

Gen: 16S

Especie mas cercana: Vibrio sp. strain 201707CJKOP-Y96

Lugar y fecha de colecta: Balneario Tortugas — Casma, 2018

Lugar de Secuenciacion: Laboratorio de Genética, Fisiologia y Reproduccion - UNS
No. De Bases: 562
GGCGGACGGGTGAGTAATGCCTGGGAAATTGCCCTGATGTGGGGGATAACC
ATTGGAAACGATGGCTAATACCGCATGATGCCTTCGGGCCAAAGAGGGGGA
CCTTCGGGCCTCTCGCGTCAGGATATGCCCAGGTGGGATTAGCTAGTTGGTG
AGGTAAGGGCTCACCAAGGCGACGATCCCTAGCTGGTCTGAGAGGATGATC
AGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTG
GGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTATG
AAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGTACTTTCAGCAGTGAGGAAGGCGGATGT
GTTAATAGCGCATTCGTTTGACGTTAGCTGCAGAAGAAGCACCGGCTAACT
CCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCGAGCGTTAATCGGAATTA
CTGGGCGTAAAGCGCATGCAGGTGGTTTGTTAAGTCAGATGTGAAAGCCCG
GGGCTCAACCTCGGAATTGCATTTGAAACTGGCAGGCTAGAGTACTGTAGA

Secuencia: E3

Gen: 16S

Especie mas cercana: Vibrio harveyi strain DS1907-aSP_2 1

Lugar y fecha de colecta: Balneario Tortugas — Casma, 2018

Lugar de Secuenciacién: Laboratorio de Genética, Fisiologia y Reproduccion - UNS
No. De Bases: 562
GGCGGACGGGTGAGTAATGCCTAGGAAATTGCCCTGGTGTGGGGGATAACC
ATTGGAAACGATGGCTAATACCGCATAATACCTACGGGTCAAAGAGGGGGA
CCTTCGGGCCTCTCGCGTCAGGATATGCCTAGGTGGGATTAGCTAGTTGGTG
AGGTAATGGCTCACCAAGGCGACGATCCCTAGCTGGTCTGAGAGGATGATC
AGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTG
GGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTGTG
AAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGCACTTTCAGTCGTGAGGAAGGTAGTGTA
GTTAATAGCTGCATTATTTGACGTTAGCGACAGAAGAAGCACCGGCTAACT
CCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCGAGCGTTAATCGGAATTA
CTGGGCGTAAAGCGCATGCAGGTGGTTTGTTAAGTCAGATGTGAAAGCCCG
GGGCTCAACCTCGGAATAGCATTTGAAACTGGCAGACTAGAGTACTGTAGA
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Secuencia: O3

Gen: 16S

Especie mas cercana: Bacillus zhangzhouensis strain 105501

Lugar y fecha de colecta: Balneario Tortugas — Casma, 2018

Lugar de Secuenciacion: Laboratorio de Genética, Fisiologia y Reproduccion - UNS
No. De Bases: 529
CACGTGGGTAACCTGCCTGTAAGACTGGGATAACTCCGGGAAACCGGAGCT
AATACCGGATAGTTCCTTGAACCGCATGGTTCAAGGATGAAAGACGGTTTC
GGCTGTCACTTACAGATGGACCCGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGGGGTAA
TGGCTCACCAAGGCGACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCAC
ACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAA
TCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAA
GGTTTTCGGATCGTAAAGCTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTGCGAGAGTA
ACTGCTCGCACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTG
CCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGG
CGTAAAGGGCTCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCCCGGCT
CAACCGGGGAGGGTCATTGG

Secuencia: T2

Gen: 16S

Especie mas cercana: Bacillus zhangzhouensis strain 105501

Lugar y fecha de colecta: Balneario Tortugas — Casma, 2018

Lugar de Secuenciacién: Laboratorio de Genética, Fisiologia y Reproduccion - UNS
No. De Bases: 541
CACGTGGGTAACCTGCCTGTAAGACTGGGATAACTCCGGGAAACCGGAGCT
AATACCGGATAGTTCCTTGAACCGCATGGTTCAAGGATGAAAGACGGTTTC
GGCTGTCACTTACAGATGGACCCGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGGGGTAA
TGGCTCACCAAGGCGACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCAC
ACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAA
TCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAA
GGTTTTCGGATCGTAAAGCTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTGCGAGAGTA
ACTGCTCGCACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTG
CCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGG
CGTAAAGGGCTCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCCCGGCT
CAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGGAAAC

Secuencia: O4

Gen: 16S

Especie mas cercana: Bacillus altitudinis strain O6

Lugar y fecha de colecta: Balneario Tortugas — Casma, 2018

Lugar de Secuenciacion: Laboratorio de Genética, Fisiologia y Reproduccion - UNS
No. De Bases: 537

CACGTGGGTAACCTGCCTGTAAGACTGGGATAACTCCGGGAAACCGGAGCT
AATACCGGATAGTTCCTTGAACCGCATGGTTCAAGGATGAAAGACGGTTTC
GGCTGTCACTTACAGATGGACCCGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAA
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CGGCTCACCAAGGCGACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCAC
ACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAA
TCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAA
GGTTTTCGGATCGTAAAGCTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTGCAAGAGTA
ACTGCTTGCACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTG
CCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGG
CGTAAAGGGCTCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCCCGGCT
CAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGG

Secuencia: c2al

Gen: 16S

Especie mas cercana: Vibrio alginolyticus strain TV11

Lugar y fecha de colecta: Balneario Tortugas — Casma, 2018

Lugar de Secuenciacion: Laboratorio de Genética, Fisiologia y Reproduccion - UNS
No. De Bases: 564
GCGGCGGACGGGTGAGTAATGCCTAGGAAATTGCCCTGATGTGGGGGATAA
CCATTGGAAACGATGGCTAATACCGCATRATGCCTACGGGCCAAAGAGGGG
GACCTTCGGGCCTCTCGCGTCAGGATATGCCTAGGTGGGATTAGCTAGTTGG
TGAGGTAAGGGCTCACCAAGGCGACGATCCCTAGCTGGTCTGAGAGGATGA
TCAGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAG
TGGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTG
TGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGCACTTTCAGTCGTGAGGAAGGTGGTG
TAGTTAATAGCTGCATTATTTGACGTTAGCGACAGAAGAAGCACCGGCTAA
CTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCGAGCGTTAATCGGAAT
TACTGGGCGTAAAGCGCATGCAGGTGGTTTGTTAAGTCAGATGTGAAAGCC
CGGGGCTCAACCTCGGAATAGCATTTGAAACTGGCAGACTAGAGTACTGTA
GA

Secuencia: C2cl

Gen: 16S

Especie mas cercana: Paenibacillus azoreducens strain VPTFN04

Lugar y fecha de colecta: Balneario Tortugas — Casma, 2018

Lugar de Secuenciacion: Laboratorio de Genética, Fisiologia y Reproduccion - UNS
No. De Bases: 605

TGAGTAACACGTAGGCAACCTGCCTGCAAGACCGGGATAACTAGCGGAAAC
GTTAGCTAATACCGGATAATTTATCGCTTTGCATGAAGCGGTAATGAAAGA
CGGAGCAATCTGTCACTTGCAGATGGGCCTGCGGCGCATTAGCTAGTTGGT
GAGGTAACGGCTCACCAAGGCGACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGA
ACGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCA
GTAGGGAATCTTCCGCAATGGGCGAAAGCCTGACGGAGCAACGCCGCGTGA
GTGATGAAGGTTTTCGGATCGTAAAGCTCTGTTGCCAGGGAAGAACGACCG
TTAGAGTAACTGCTAACGGAGTGACGGTACCTGAGAAGAAAGCCCCGGCTA
ACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGGGCAAGCGTTGTCCGGAA
TTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGCGGTCGCTTAAGTCTGGTGTTTAAGG
CCAAGGCTCAACCTTGGTTCGCACTGGAAACTGGGTGACTTGAGTGCAGAA
GAGGAGAGTGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGT
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Secuencia: c2d1

Gen: 16S

Especie mas cercana: Paenibacillus azoreducens J34TS1

Lugar y fecha de colecta: Balneario Tortugas — Casma, 2018

Lugar de Secuenciacion: Laboratorio de Genética, Fisiologia y Reproduccion - UNS
No. De Bases: 555
AGTAACACGTAGGCAACCTGCCTGCAAGACCGGGATAACTAGCGGAAACGT
TAGCTAATACCGGATAATTTATCGCTTTGCATGAAGCGGTAATGAAAGACG
GAGCAATCTGTCACTTGCAGATGGGCCTGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGA
GGTAACGGCTCACCAAGGCGACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGAAC
GGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTA
GGGAATCTTCCGCAATGGGCGAAAGCCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTG
ATGAAGGTTTTCGGATCGTAAAGCTCTGTTGCCAGGGAAGAACGACCGTTA
GAGTAACTGCTAACGGAGTGACGGTACCTGAGAAGAAAGCCCCGGCTAACT
ACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGGGCAAGCGTTGTCCGGAATTA
TTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGCGGTCGCTTAAGTCTGGTGTTTAAGGCCA
AGGCTCAACCTTGGTTCGCACTGGAAACTGGGTGACTTGAGTGCAG

Secuencia: C4a

Gen: 16S

Especie mas cercana: Vibrio crassostreae strain 1-15

Lugar y fecha de colecta: Balneario Tortugas — Casma, 2018

Lugar de Secuenciacion: Laboratorio de Genética, Fisiologia y Reproduccion - UNS
No. De Bases: 556

ACGGGTGAGTAATGCCTAGGAAATTGCCYTGATGTGGGGGATAACCATTGG
AAACGATGGCTAATACCGCATAATGCCTACGGGCCAAAGAGGGGGACCTTC
GGGCCTCTCGCGTCAAGATATGCCTAGGTGGGATTAGCTAGTTGGTGAGGT
AATGGCTCACCAAGGCGACGATCCCTAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCC
ACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGG
AATATTGCACAATGGGCGAAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTATGAAG
AAGGCCTTCGGGTTGTAAAGTACTTTCAGTTGTGAGGAAGGGGGTAGCGTT
AATAGCGYTATCTCTTGACGTTAGCAACAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCG
TGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCGAGCGTTAATCGGAATTACTG
GGCGTAAAGCGCATGCAGGTGGTTCATTAAGTCAGATGTGAAAGCCCGGGG
CTCAACCTCGGAACTGCATTTGAAACTGGTGAACTAGAGTACTGTAG

Secuencia: LB1

Gen: 16S

Especie mas cercana: Bacillus sp. SPB7

Lugar y fecha de colecta: Balneario Tortugas — Casma, 2018

Lugar de Secuenciacion: Laboratorio de Genética, Fisiologia y Reproduccion - UNS
No. De Bases: 552

CACGTGGGTAACCTGCCTGTAAGACTGGGATAACTCCGGGAAACCGGGGCT
AATACCGGATGCTTGTTTGAACCGCATGGTTCAAACATAAAAGGTGGCTTC
GGCTACCACTTACAGATGGACCCGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAA
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TGGCTCACCAAGGCAACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCAC
ACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAA
TCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAA
GGTTTTCGGATCGTAAAGCTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTACCGTTCRAA
TAGGGCGGTACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTG
CCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGG
CGTAAAGGGCTCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCCCGGCT
CAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGGGAACTTGAGTGCAG

Secuencia: A4

Gen: 16S

Especie mas cercana: Bacillus zhangzhouensis strain 105501

Lugar y fecha de colecta: Balneario Tortugas — Casma, 2018

Lugar de Secuenciacion: Laboratorio de Genética, Fisiologia y Reproduccion - UNS
No. De Bases: 530

TAACACGTGGGTAACCTGCCTGTAAGACTGGGATAACTCCGGGAAACCGGA
GCTAATACCGGATAGTTCCTTGAACCGCATGGTTCAAGGATGAAAGACGGT
TTCGGCTGTCACTTACAGATGGACCCGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGGGGT
AATGGCTCACCAAGGCGACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCC
ACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGG
AATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATG
AAGGTTTTCGGATCGTAAAGCTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTGCGAGAG
TAACTGCTCGCACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACG
TGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTG
GGCGTAAAGGGCTCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCCCGG
CTCAACCGGGGAGGGTCATT

Secuencia: B1

Gen: 16S

Especie mas cercana: Vibrio sp. strain PH44

Lugar y fecha de colecta: Balneario Tortugas — Casma, 2018

Lugar de Secuenciacion: Laboratorio de Genética, Fisiologia y Reproduccion - UNS
No. De Bases: 553
GGGTGAGTAATGCCTAGGAAATTGCCCTGATGTGGGGGATAACCATTGGAA
ACGATGGCTAATACCGCATGATGCCTACGGGCCAAAGAGGGGGACCTTCGG
GCCTCTCGCGTCAGGATATGCCTAGGTGGGATTAGCTAGTTGGTGAGGTAA
GGGCTCACCAAGGCGACGATCCCTAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCAC
ACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAAT
ATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAG
GCCTTCGGGTTGTAAAGCACTTTCAGTCGTGAGGAAGGYGGTGTCGTTAAT
AGCGGCRTCGTTTGACGTTAGCGACAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGC
CAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCGAGCGTTAATCGGAATTACTGGGC
GTAAAGCGCATGCAGGTGGTTTGTTAAGTCAGATGTGAAAGCCCGGGGCTC
AACCTCGGAATAGCATTTGAAACTGGCAGACTAGAGTACTGTA

Secuencia: C2
Gen: 16S
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Especie mas cercana: Vibrio fluvialis strain A8

Lugar y fecha de colecta: Balneario Tortugas — Casma, 2018

Lugar de Secuenciacion: Laboratorio de Genética, Fisiologia y Reproduccion - UNS
No. De Bases: 559
GGACGGGTGAGTAATGCCTGGGAAATTGCCCTGATGTGGGGGATAACCATT
GGAAACGATGGCTAATACCGCATGATAGCTTCGGCTCAAAGAGGGGGACCT
TCGGGCCTCTCGCGTCAGGATATGCCCAGGTGGGATTAGCTAGTTGGTGAG
GTAAGGGCTCACCAAGGCGACGATCCCTAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAG
CCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGG
GAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTATGAA
GAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGTACTTTCAGCAGTGAGGAAGGAGGTATCGT
TAATAGCGGTATCTTTTGACGTTAGCTGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTCC
GTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCGAGCGTTAATCGGAATTACT
GGGCGTAAAGCGCATGCAGGTGGTTTGTTAAGTCAGATGTGAAAGCCCGGG
GCTCAACCTCGGAATTGCATTTGAAACTGGCAGGCTAGAGTACTGTAGA

Secuencia: F2

Gen: 16S

Especie mas cercana: Vibrio alginolyticus strain 1675

Lugar y fecha de colecta: Balneario Tortugas — Casma, 2018

Lugar de Secuenciacion: Laboratorio de Genética, Fisiologia y Reproduccion - UNS
No. De Bases: 529
GGACGGGTGAGTAATGCCTAGGAAATTGCCCTGATGTGGGGGATAACCATT
GGAAACGATGGCTAATACCGCATGATGCCTACGGGCCAAAGAGGGGGACCT
TCGGGCCTCTCGCGTCAGGATATGCCTAGGTGGGATTAGCTAGTTGGTGAG
GTAAGGGCTCACCAAGGCGACGATCCCTAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAG
CCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGG
GAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTGTGAA
GAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGCACTTTCAGTCGTGAGGAAGGTGGTGGTGT
TAATAGCWGTATYATTTGACGTTAGCGACAGAAGAAGCACCGGCTAACTCC
GTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCGAGCGTTAATCGGAATTACT
GGGCGTAAAGCGCATGCAGGTGGTTTGTTAAGTCAGATGTGAAAGCCCGGG
GCTCAACCTCGGAATAGCA

Secuencia: D1

Gen: 16S

Especie mas cercana: Vibrio sp. strain 201707CJKOP-Y105

Lugar y fecha de colecta: Balneario Tortugas — Casma, 2018

Lugar de Secuenciacién: Laboratorio de Genética, Fisiologia y Reproduccion - UNS
No. De Bases: 558
GACGGGTGAGTAATGCCTAGGAAATTGCCCTGATGTGGGGGATAACCATTG
GAAACGATGGCTAATACCGCATGATGCCTACGGGCCAAAGAGGGGGACCTT
CGGGCCTCTCGCGTCAGGATATGCCTAGGTGGGATTAGCTAGTTGGTGAGG
TAAGGGCTCACCAAGGCRACGATCCCTAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGC
CACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGG
AATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTRTGAAG
AAGGCCTTCGGGTTGTAAAGTACTTTCAGTCGTGAGGAAGGTRGTGTCGTTA
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ATAGCTGCRTTAATTGACGTTAGCGACAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGT
GCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCGAGCGTTAATCGGAATTACTGG
GCGTAAAGCGCATGCAGGTGGTTTGTTAAGTCAGATGTGAAAGCCCGGGGC
TCAACCTCGGAATAGCATTTGAAACTGGCAGACTAGAGTACTGTAGA

Secuencia: D3

Gen: 16S

Especie mas cercana: Vibrio fluvialis strain A8

Lugar y fecha de colecta: Balneario Tortugas — Casma, 2018

Lugar de Secuenciacion: Laboratorio de Genética, Fisiologia y Reproduccion - UNS
No. De Bases: 555
ACGGGTGAGTAATGCCTGGGAAATTGCCCYGATGTGGGGGATAACCATTGG
AAACGATGGCTAATACCGCATGATAGCTTCGGCTCAAAGAGGGGGACCTTC
GGGCCTCTCGCGTCAGGATATGCCCAGGTGGGATTAGCTAGTTGGTGAGGT
AAGGGCTCACCAAGGCGACGATCCCTAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCC
ACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGG
AATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTRTGAAG
AAGGCCTTCGGGTTGTAAAGTACTTTCAGCMGTGAGGAAGGAGGTRTCGTT
AATAGCGGTATCTTTTGACGTTAGCTGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCG
TGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCGAGCGTTAATCGGAATTACTG
GGCGTAAAGCGCATGCAGGTGGTTTGTTAAGTCAGATGTGAAAGCCCGGGG
CTCAACCTCGGAATTGCATTTGAAACTGGCAGGCTAGAGTACTGTA

Secuencia: T1

Gen: 16S

Especie mas cercana: Bacillus zhangzhouensis strain 105501

Lugar y fecha de colecta: Balneario Tortugas — Casma, 2018

Lugar de Secuenciacién: Laboratorio de Genética, Fisiologia y Reproduccion - UNS
No. De Bases: 529
CACGTGGGTAACCTGCCTGTAAGACTGGGATAACTCCGGGAAACCGGAGCT
AATACCGGATAGTTCCTTGAACCGCATGGTTCAAGGATGAAAGACGGTTTC
GGCTGTCACTTACAGATGGACCCGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGGGGTAA
TGGCTCACCAAGGCGACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCAC
ACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAA
TCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAA
GGTTTTCGGATCGTAAAGCTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTGCGAGAGTA
ACTGCTCGCACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTG
CCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGG
CGTAAAGGGCTCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCCCGGCT
CAACCGGGGAGGGTCATTGG

Secuencia: 02

Gen: 16S

Especie mas cercana: Oceanobacillus picturae strain B5

Lugar y fecha de colecta: Balneario Tortugas — Casma, 2018

Lugar de Secuenciacion: Laboratorio de Genética, Fisiologia y Reproduccion - UNS
No. De Bases: 527
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GGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGCAACCTGCCTGTAAGACTGGGATAAC
CCCGGGAAACCGGGGCTAATACCGGATAATACTTTCTTTTGCATAAAGGAA
AGTTGAAAGGCGGCTTCGGCTGTCACTTACAGATGGGCCCGCGGCGCATTA
GCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCGACGATGCGTAGCCGACCTG
AGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGG
AGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAAC
GCCGCGTGAGTGATGAAGGTTTTCGGATCGTAAAACTCTGTTGTTAGGGAA
GAACAAGTTGGGTAGTAACTGACCCARCCTTGACGGTACCTAACCAGAAAG
CCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGT
TGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCTCGCAGGCGGTCCTTTAAGTCTGAT
GTGAAATCTCGCGGCTC
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