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Resumen

El género Streptomyces es un grupo de microorganismos de gran importancia industrial pues
son los principales productores de los antibiéticos que se comercializan actualmente. A pesar
de que se han descrito muchas biomoléculas producidas por las actinobacterias, el porcentaje
de nuevos antibidticos descubiertos es muy bajo. Por otra parte, la resistencia de
microorganismos patégenos a los antibiéticos de uso corriente se incrementa cada dia, por lo
que cobra vital importancia la busqueda de nuevos antibidticos para combatirlos. En el presente
trabajo se aisldé una actinobacteria de una muestra de suelo del Valle de Chalco, Estado de
México, México. ElI microorganismo aislado fue identificado preliminarmente como
Streptomyces thermocarboxydus K155 y produjo actividad antibiética contra una serie de cepas
de prueba (>20 mm de diametro de halo de inhibicién) cuando fue crecido en medio YMG. Se
realizé una extraccion del medio de fermentacion con metanol y se fraccioné por medio de
cromatografia en columna de silice 100. Las fracciones activas fueron seleccionadas por
bioensayo y se continud su purificacién por HPLC. Aunque la identificacién estructural final de
la molécula bioactiva no fue posible, algunas de las propiedades fisicoquimicas del metabolito
como son su solubilidad, polaridad, espectro de absorcion UV y termoestabilidad nos
proporcionaron pistas sobre el posible caracter quimico de la molécula responsable de la

actividad antibidtica.

Palabras clave: Streptomyces, antibioticos, actinobacterias, arbol filogenético, ADN ribosomal,

caracterizacion polifasica
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Abstract

The genus Streptomyces comprise a group of microorganisms of great industrial importance
because they are the main source of the antibiotics currently commercialized. Although many
biomolecules produced by actinobacteria have been described, the percentage of new
antibiotics discovered is very low. On the other hand, the resistance of pathogenic
microorganisms to the antibiotics of current use increases every day, making the search for new
antibiotics of vital importance to fight against resistant pathogens. In the present work, an
actinobacteria was isolated from a soil sample from the Chalco Valley, Estado de México,
México. The isolated microorganism was preliminarily identified as Streptomyces
thermocarboxydus K155 and it was found that produce antibiotic activity against a series of test
strains (> 20 mm diameter inhibition halo) when grown in YMG medium. An extraction of the
fermentation medium with methanol was carried out and fractionated by means of
chromatography on a silica column 100. The active fractions were determined by bioassay and
their purification was continued by HPLC. Although the final structural identification of the
bioactive molecule was not possible, some of the metabolic physicochemical properties such as
its solubility, polarity, UV absorption spectrum and thermostability gave us clues about the

possible chemical character of the molecule responsible for the antibiotic activity.

Key words: Streptomyces, antibiotics, actinobacteria, phylogenetic tree, ribosomic DNA,

polyphasic characterization

Introduccion Se sabe que los estreptomicetos
. , producen una gran cantidad de antibioticos y
A pesar de que existe un gran nimero

. . otros metabolitos secundarios activos, como
de antibidticos de uso en medicina humana y

L . , antitumorales, herbicidas y antihelminticos.
veterinaria, en la actualidad el niumero de

. o De los antibitticos conocidos provenientes de
cepas resistentes a estos antibidticos ha

- - . microorganismos, la mayor parte son
aumentado draméticamente (Lukacisinova & g y P

Bollenbach, 2017). Por ello, resulta relevante producidos por este género. Incluso, si se

: . . : toman en cuenta otro tipo de actividades
el estudio de alternativas microbianas para la

L, . . . biologicas, ademas de la antimicrobiana, las
produccion de antimicrobianos que pudieran

. actinobacterias producen la mayoria (60%) de
resultar novedosos y con potencial para su

. . . estos compuestos, y dentro de esta familia,
uso en la industria farmacéutica.
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Streptomyces produce el 80% de estas

sustancias (Kieser et al., 2000).

Materiales y Métodos

Identificacion preliminar de la cepa de
Streptomyces sp. K155 por su secuencia de
ADNr 16S

El aislamiento de la bacteria se hizo a
partir de una muestra de suelo de la region de
Valle de Chalco del Estado de México,
México. La cepa aislada se conservé en forma
de esporas en una suspension de glicerol al
20%v/v a -20°C. A partir de esta suspension
se realizaron los estudios subsecuentes. Para
la caracterizacion de la bacteria se empleé un
enfoque polifasico, con ello, se estudiaron sus
caracteristicas morfologicas, fisioldgicas,
bioguimicas y genéticas (secuencia de ADN
ribosomal 16S).

La secuencia de ADN ribosomal se
obtuvo mediante PCR usando como molde el
ADN genémico de la cepa. Para Ila
amplificacion se utilizaron los primers fD1
(ccgaattcgtcgacaacAGAGTTTGATCCTGGC
TCAG) y RD1
(cccgggatccaagcttAAGGAGGTGATCCAGCC
) reportados en Weisburg et al., (1991). Las
condiciones de amplificaciébn  fueron:
desnaturalizacion inicial a 94°C por 5 minutos,
seguido de 25 ciclos de 94°C (30 s), 56.5°C (1
min), 72°C (2 min) y una extension final de
72°C por 7 minutos. La secuencia obtenida se
comparé contra secuencias de la base de
datos BLAST (Basic Local Alignment Search
Tool) del NCBI (National Center for
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Biotechnology Information) y del Ribosomal
Database Project (RDP). La secuencia se
compard y alineé empleando el programa
MUSCLE (Multiple Sequence Comparison by
Log- Expectation) con aproximadamente 500
secuencias de ADN ribosomal 16S reportadas
en el RDP correspondientes a las especies
aisladas y tipificadas, en la taxonomia de este
género. Con la finalidad de facilitar la
visualizacion del arbol filogenético, se
construyd utilizando solamente 65 de estas
secuencias mas la  secuencia de
Streptomyces sp. K155, en el programa
MEGA 7 (Molecular Evolutionary Genetics
Analysis, Kumar et al., 2016). El alineamiento
de las 66 secuencias se realiz6 con MUSCLE
y se seleccion6 el modelo evolutivo que
ajustara mejor a los datos con el programa
JModelTest (Darriba et al., 2012, Guindon y
Gascuel, 2003). De este modo, la inferencia
de la historia evolutiva se hizo con el método
de maxima verosimilitud basado en el modelo
de GTR+I+G (General Time Reversible)
partiendo de un &rbol inicial construido con el
método de Neighbor-Joining (Lanave et
al.,1984, Tavaré 1984, Rodriguez et al.,
1990).

La construccion del arbol filogenético
de 49 cepas de S. thermocarboxydus, S.
lusitanus 'y S. spinoverrucosus, mas
Streptomyces sp. K155 (nimero de acceso en
Genbank MK537326) se realizé siguiendo la
misma estrategia arriba mencionada, excepto
gue el modelo que se ajustd mejor a los datos
fue HKY+G+l (Hasegawa-Kishino-Yano,

Hasegawa et al.,1985). Para la construccion
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final de ambos arboles se ejecutaron 1000

muestreos para cada uno (boostrap).

Adicionalmente se realizdé un ensayo
de hibridacion ADN-ADN (Tourova & Antonov,
1987) empleando el ADN gendémico completo
de Streptomyces sp. K155 y el ADN gendémico
de la cepa mas cercana encontrada después

de realizar el andlisis filogenético.

Caracterizacion morfolégica de Streptomyces
sp. K155

Las caracteristicas morfolégicas se
determinaron con base en lo reportado por
Shirling & Gottlieb (1966) para discriminar la
formacién de micelio aéreo, el color y la
produccion de pigmentos solubles difusibles al
medio de cultivo. Para lo anterior, se utilizaron
los medios sefialados por el International
Streptomyces Project (ISP) como son ISP-1 a
5 (BD-Difco) y los medios de tripticaseina-
agar, agar nutritivo (BD-Difco) y agar soya-
manitol (Kieser et al., 2000). También se
observo la produccién de esporas, su formay
tamafio  empleando un
electrénico de barrido (JEOL JSM-6360LV

Scanning Electron Microscope).

microscopio

Caracterizacion fisiol6gica

Se determind el efecto de las
condiciones de cultivo sobre el crecimiento de
la cepa de Streptomyces sp. K155 en
matraces bafleados de 250 ml con 50 ml de
medio TSB (Tryptic Soy Broth, BD-Difco) y se

determiné la cantidad de biomasa después de
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48 h de incubacién, por peso seco. Para el pH
optimo se ajusto inicialmente apH 4, 5,6y 7
con HClyapH 8,9y 10 con NaOH, se incubd
a 29°C con agitaciéon a 180 rpm. Para la
temperatura se incub6 a las temperaturas: 29,
37, 45,50 y 52°C, con agitaciéon a 180 rpm.

Se determind la tolerancia a NaCl de
la cepa K155 mediante su adicion a
concentraciones 4, 7, 10 y 13%wlv,

incubandose a 29°C y 180 rpm de agitacién.

La capacidad de la cepa K155 de
Streptomyces  para emplear  diversos
carbohidratos como Unica fuente de carbono
fue evaluada con el kit APl 50CH de
Biomérieux. La inoculacion de las galerias se
llevé a cabo siguiendo la ficha técnica del
fabricante. Por cada ampolleta de medio de
cultivo (proporcionada en el kit) se emplearon
100 pL de la suspensién de esporas
previamente lavadas para eliminar el glicerol y

suspendidas en solucién salina isotdnica.

También se determind la presencia de
acido L-diaminopimélico en la pared celular
segun Staneck & Roberts, (1974).

Ensayo de actividad antibi6tica

La actividad antibiética se escaned
empleando un ensayo cualitativo mediante
estria cruzada, enfrentando directamente a la
cepa de Streptomyces contra las cepas de
prueba seleccionadas: Bacillus subtilis,
Micrococcus luteus, Escherichia coli vy

Saccharomyces cerevisiae.
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Produccion y ensayos de purificacion del

metabolito bioactivo

La produccion del metabolito
secundario con actividad antibiética se realizé
en medio YMG

concentraciones de sus componentes para

modificando las

obtener una mayor cantidad de antibidtico

reflejada en un mejor efecto inhibitorio.

El aislamiento y purificacion del
compuesto responsable de la actividad
antibidtica se realizé6 empleando un enfoque
biodirigido, que consistié en llevar a cabo la
purificacion siguiendo la actividad antibidtica

contra M. luteus.

El cultivo a partir del cual se realizo el
aislamiento del compuesto activo se incubd
por 6 dias a 29°C, 180 rpm. La extraccion se
realiz6 con metanol previa eliminacion del
agua mediante liofilizacion. ElI metanol fue
evaporado y el residuo se suspendié en una
mezcla de acetonitrilo:agua (7:3), este
extracto fue fraccionado mediante
cromatografia en columna (1 m x 2 cm)
empacada con silica gel 100 (Merck). La
elucion se llevé a cabo empleando un
gradiente de acetonitrilo:agua. Se
determinaron las fracciones activas por medio
de ensayos de antibiosis. Todas las fracciones
que presentaron actividad antibidtica se
combinaron y a la mezcla resultante se le
determind la concentracion inhibitoria 50
segun Wiegand et al., (2008) contra M. luteus
y S. cerevisiae. La purificaciéon final se hizo

mediante HPLC con el equipo Varian ProStar
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con detector UV-Vis, empleando una columna
de Macherey-Nagel Nucleodur C18 Pyramid
de 5 pm y acetato de trietilamonio (TEAA)

como fase movil.

Resultados

Identificacion de la cepa de Streptomyces sp.
K155

La secuencia de ADN ribosomal 16S
de Streptomyces sp. K155 mostré una mayor
similitud con las cepas Streptomyces
thermocarboxydus y Streptomyces aureus, en
una busqueda preliminar con el programa
BLAST. Al construir un arbol filogenético con
esta secuencia se encontré una mayor
relacién con la especie S. thermocarboxydus
DSM 44293 ya que se agrupan en el mismo
clado, a diferencia de S. aureus que se agrupa
con Streptomyces scabies y Streptomyces
diastatochromogenes (Fig. 1). La cercaniaala
especie thermocarboxydus se hizo mas
patente en la construccion de otro arbol
filogenético en donde se tomaron en cuenta
las especies mas cercanas a Streptomyces
sp. K155 (Fig. 2). Sin embargo, con respecto
a las caracteristicas fisiol6gicas reportadas
para esta cepa por Kim et al., (1998) se habian
observado varias diferencias, por lo que se
consider6 necesaria la caracterizacion
polifasica que permitiera discernir  si
Streptomyces sp. K155 era una nueva
variedad, para lo cual se empleé la cepa S.
thermocarboxydus DSM 44293 con fines de

comparacion.
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4 p I icus (T} JCM 4840 clone121 ABO18095
S000391769 Sirepiomyces thermospinosisporus (T) AT10 AF333113
5000438871 Strept them boxyd (T) DSM 44206 U94489
S000015773 Streptomyces thermoviolaceus (T) DSM 40443 (type sirain} 68096
5000775892 Sirep iridosp (T) NRRL 2414T DQ442556
1 (T} NBRG 12851 AB184184
5000003179 Streptomyces thermocoprophilus (T) 819 AJ007402
5000001688 Sireptomyces somaliensis (T) DSM 40738 AJ007403
5000711634 Streptomyces fradiae (T) NRRL B-1195 DQ026630
- 0 sp (T) NBRC 14228 AB184578
10065239, ptomy is (T} NBRG 15426 AB184673
5000581652 Streptomyces virdodiastaticus (T) IFO 13106 CSSP719 AY090852
5000652148 Sireptomyces lusitanus (T) NBRC 13464 AB184424
5000438872 Streptomyces thermocarboxydus (T} DSM 44293 U94490
55 L Streptomyces sp. K155 ]
)00003968 Sireplomyces gri: h (T} ISP 5499 AJ399451
treptomyces dfe icus (T) NBRC 3714 AB184785
8000581574 Sireptomyces aureoverficillatus (T) NRRL B-3326 CSSP526 AY999774
5000144246 Streptomyces violaceoruber (T) ICSSB 1016 AF503492
5000544253 Streptomyces violaceorubidus (T} type sirain{ MG 20319 AJ781374
5000711635 Sireptomyces diastaficus (T} NRRL B-1773 DQ026631
5000439348 Streptomyces eurythermus (T) ATCG14975 D63870
78 1 S000544201 Streptomyces griseoflavus (T) type strain:l MG 19344 AJ781322
S000651863 Streptomyces griseorubens (T} NBRG 12780 AB184139
8000651906 Sireptomyces ambofaciens (T) NBRC 12836 AB184182
5000775801 Streptomyces vindochromogenes (T) NRRL B-1511T DQ442555
8000581607 7t idis {T) KGTG 9780 CSSP672 AY999807
37| — 5000417792 Streptomyces aficanus (T) CPJVR-H AY208912
5000824529 Streptomyces azureus (T) NRRL B-2655 EF178674
5000651961 Sireptomyces rochei (T) NBRG 12908 AB184237
15 S000010876 Sireptomyces roseoviolaceus (T) ISP 5277 AJ399484
1001 S000544206 Streplomyces aurantiacus (T) type strain MG 18403 AJ781327
5003918902 0 philus (T) JR-41 HQ267989
% S000439340 Sirepiomyces scabiei (T) ATCCA9173 D63862
19 E 5000439345 Streptomyces diastatochromogenes (T) ATCG12309 D63867

S000395649 Sireptomyees aureus (T} B7319 AV094368 ]

5000001869 Streptomyces galilasus (T) JCM 4757 AB045878
5000528404 Streptomyces avermitilis (T) MA-4680 BA0D0OO30
5000581576 Sireptomyces antibioticus (T) NRRL B-1701 CSSP528 AY999776
5000651796 Streptomyces cinereus (T) NBRGC 12247 AB184072
10065200, ir (7} NBRC 13054 AB184279
5000581518 Streptomyces clavuligerus (T} NRRL 3585 CSSP040 AY009718
(T) IFQ 12789 D85116
5001044307 Streptomyces sporoverrucosus (T) NRRL B-16370T DQ442544
S000711650 Streptomyces lavendulae (T} NRRE B-1390 DQ0O26646
5000651899 Sireptomyces virginiae (T) NBRC 12827 AB184175
5000652431 Sireptomyces cinnamonensis (T) NBRG 15873 AB184707

(7] JGM 4526 ABOA4.,
5000652048 Streptomyces exfoliatus (T) NBRG 13191 AB184324
5000022092 Streptomyces peucetius (T} JCM 9920 ABO45867
5000711667 Sireptomyces candidus (T) NRRL I1SP-5141 DQ026663
S000261426 Streptomyces griseus (T} KACG 20084 AY207604
00065253 ir el (T} NBRG 3931 AB184814

27

26

33

Streplomyses (7) NRRL B-2194 EF {78675

3000005383 Sireptomyces platensis (1) JCM 4662 AB(045882

3 5000007214 Sireptomyces rimosus (T} JOM 4667 ABO45883
o it (T} DSM 40822 EU1T0121
N 5000652152 Streptomyces hygroscopicus (T) NBRC 13472 AB184428
68 5000824642 Streptomyces rapamycinicus (T} EFA08733

5004212744 Sireptomyces alkalithermotolerans (T) AG3nlg HG934209
5 8000270582 Streptomyces albus (T} type strain- DSM 40313 AJ621602
100 | 8000651996 Streptomyces albus (T} NBRC 13041 AB184272

=l

47 Sireptemyces macrosperus (T} DSM 41449 (fype strain) Z68099

5000775882 ptomy sulphureus (T) NRREL B-1627T DQ442546

4'— 5000012433 Streptomyces thermolineatus (T} DSt 41451 (type strain) Z68097
63 5000469290 Streptomyces scabrisporus (T) KM-4927 AB030585

—
0.020

Figura 1. Arbol filogenético construido con 65 secuencias de ADNr 16S del género Streptomyces mas la
secuencia de Streptomyces sp. K155. En brackets negritos se muestra el sitio en donde se agrupa la cepa
Streptomyces sp. K155. La historia evolutiva se construyd con el método GTR+G+I, con 1000 muestras
(Bootstrap) usando el programa Mega 7. Los nimeros de acceso de Genbank de las secuencias de ADNr 16 S
estan al final del nombre de cada cepa, por ejemplo, la de Streptomyces viridodiastaticus IFO13106 es

AY999852.
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— S000438872 Streptomyces thermocarboxydus (T) DSM 44293 US4490
5004091271 Streptomyces thermocarboxydus 6-1 KJ571048
5004053225 Streptomyces thermocarboxydus KF442437
5002234740 Streptomyces thermocarboxydus Strd30 HQ225837
S000385738 Streptomyces thermocarboxydus ABO98GT9
5000652148 Streptomyces lusitanus (T) NBRC 13464 AB184424
5002953330 Streptomyces thermocarboxydus Hi3-14 JFB99279
5004080068 Streptemyces lusifanus JG2 KF730771
5004126094 Streptomyces thermocarboxydus C42 ABI0T696
— 5004126375 Streptomyces thermocarboxydus ABST4365
5000013490 Streptomyces thermocarboxydus NHS0 AJ249627
5002166926 Streptomyces thermocarboxydus A-B GU980959
S003616649 Streptomyces thermocarboxydus FBrs08 JX485798
5004085012 Streptomyces thermocarboxydus SDT103 KJ019013
5004492314 Streptomyces thermocarboxydus HDO2 KT163785
1 5004492325 Streptomyces thermocarboxydus HD14 KT1637596
5—{—5004492331 Streptemyces thermocarboxydus K08 KT163802
5000711034 Streptomyces thermocarboxydus NBRC 16323 AB249926
5002953345 Streptomyces thermocarboxydus Hd JF899294
5004084991 Streptomyces thermocarboxydus SDT64 KJ018992
5004501690 Streptomyces thermocarboxydus 48 LC062606
5004501691 Streptomyces thermocarboxydus 53 LC062607
[~ Streptomyces sp. K155 ]
5004054377 Streptomyces lusitanus DMZ-3 KF486519
4 [ S004221224 Streptomyces thermocarboxydus SMS 13 KJ777673
5003259288 Streptomyces lusitanus SCSIO LR32 JQ315184
S000652397 Streptomyces lomondensis (T) NBRC 15426 AB184673
S004046610 Streptomyces lomondensis S015 KF144610
5000544231 Streptomyces lomondensis type strain:LMG 20088 AJ781352
5000438870 Streptomyces thermocarboxydovorans DSM 44295 194488
?J{ 5000438871 Streptomyces thermocarboxydovorans (T) DSM 44296 U94489
5000438869 Streptomyces thermocarboxydovorans DSM 44294 U94487
5001097218 Streptomyces spinoverrucosus 173372 EU5S70683

| w

23

5001097818 Streptomyces spinoverrucosus 174464 EU593714
5003279210 Streptomyces lomondensis NXPT3 JNG99905
5003617213 Streptomyces spinoverrucosus SNB032 JX511995
5000544255 Streptomyces spinoverrucosus fype strain:LMG 20321 AJT81376
74 1 5000652302 Streptomyces spinoverrucosus (T) NBRC 14228 AB184578
5004482310 Streptomyces thermocarboxydus F1-2 KR023854
5001573642 Streptomyces thermocarboxydus CA-23 EUB52931
3004492327 Streptomyces thermocarboxydus K01 KT163798
S001097831 Streptomyces thermocarboxydus 173998 EU593727
S001576650 Streptomyces thermocarboxydus NBE34 GQ268015
S002233909 Streptomyces thermocarboxydus N46 HQ 132787
93| 5002907003 Streptomyces thermocarboxydus udscd streptodurck FR848962
5002818042 Streptomyces thermocarboxydus S3RS8 JN400099
5004447849 Streptomyces thermocarboxydus BCL-25 KIM378603

5001152416 Streptomyces lusitanus NRRL B-5637T DQ442524
—%L:5001097757 Streptomyces spinoverrucosus 173970 EU593653
100 55000652334 Streptomyces peucetius subsp. caesius NBRC 14662 AB184610

0.0050

Figura 2. Arbol filogenético elaborado con las secuencias de ADNr 16S de la cepa K155 y las
especies mas cercanas, S. thermocarboxydus, S. lusitanus y S. lomondensis. En brackets negritos
se muestra la cepa K155. La historia evolutiva se construy6 con el método HKY+G+l, con 1000
muestras (Bootstrap) usando el programa Mega 7. Los nimeros de acceso de Genbank de las
secuencias de ADNr 16 S estan al final del nombre de cada cepa, por ejemplo, la de Streptomyces
lusitanus DMZ-3 es KF486519.

BioTecnologia, Afio 2019, Vol. 23 No. 1 14



Articulos

Caracteristicas y diferencias entre la cepa de Una de las caracteristicas que se
Streptomyces sp. K155 y S. utilizan para la clasificacion de los miembros
thermocarboxydus DSM 44293 del género Streptomyces, es la morfologia de

- las esporas, por ello se observaron el micelio
En la tabla 1 se indican las P P

L L , las esporas al microscopio electrénico. Lo
caracteristicas del color del micelio aéreo en y P P

. . . - mas relevante que se observo fue la diferencia
diferentes medios de cultivo definidos por el q

International Streptomyces Project (ISP) para en la superficie de las esporas, asi como el

la clasificacion del género de estas bacterias. tamafio de éstas, ya que S. thermocarboxydus

Podemos observar que en todos estos medios DSM 44293 produce esporas de textura mas

. . - rugosa y de mayor tamafio a diferencia de las
de cultivo sélido el color del micelio de la cepa 9 y Y

Streptomyces sp. K155 y el de S. esporas de Streptomyces sp. K155 (Fig.3).

thermocarboxydus DSM 44293 son diferentes Estas diferencias se podrian deber a la

como por ejemplo el medio ISP-3 donde produccion de polisacaridos de pared celular

Streptomyces sp. K155 produce el micelio diferentes ~ entre  ambas  cepas  de

color gris y S. thermocarboxydus DSM 44293 Streptomyces.

de color blanco.

Tabla 1. Color del micelio aéreo producido por Streptomyces sp. K155 y S. thermocarboxydus.

Medio Agar K155 S. thermocarboxydus
Triptona-Lev (ISP-1) Blanco Gris
YMG (ISP-2) Gris Blanco/Gris
Avena (ISP-3) Gris Blanco
Almidén-Sales Inorganicas Gris Blanco
(ISP-4)
Glicerol-Asparagina (ISP-5) Blanco Café
Soya tripticaseina-agar Blanco/Gris Blanco
Agar nutritivo Escaso Gris
grisaceo
Soya-Manitol Gris Blanco
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Figura 3. Fotografias de microscopia electrénica de barrido del micelio y esporas de a) K155 y b)
S. thermocarboxydus vistas al microscopio electrénico de barrido.

En cuanto al crecimiento en medio de

cultivo liquido a diferentes valores de pH, no
se observaron diferencias siendo 7 el valor
Optimo de ambas. Sin embargo, en cuanto a
la temperatura y a la tolerancia al NaCl si se
observaron, puesto que S. thermocarboxydus
DSM 44293 es termdfilo, capaz de crecer a
temperaturas de hasta 55°C mientras que
Streptomyces sp. K155 es mesofilo y crece a
temperaturas menores a 50°C.
Las pruebas bioquimicas de utilizacion de
carbohidratos mostraron que a diferencia de
S. thermocarboxydus, Streptomyces sp. K155
no puede metabolizar galactosa, fructosa,
inositol, N-acetilglucosamina, ni genitiobiosa,
bajo las condiciones de crecimiento de las
tiras API.

La hibridacion ADN-ADN mostré una
similitud mayor al 70%, por lo que segun el
criterio empleado para la caracterizacion e
identificacibn de una nueva especie
(Anderson & Wellington, 2001), la cepa de
Streptomyces sp. K155 pertenece a la especie
S. thermocarboxydus. Sin embargo, dadas las

diferencias encontradas, puede tratarse de
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una subespecie. Para confirmar esto, son
necesarias una serie de analisis que brinden
mayor detalle e informacion que permitan
realizar esta clasificacion.

Durante la caracterizacién de la cepa de
Streptomyces sp. K155 se le encontro
actividad antibiética contra bacterias Gram-
positivas como Bacillus subtilis y Micrococcus
luteus, asi como la levadura Saccharomyces
cerevisiae y tomando en cuenta que S.
thermocarboxydus no tiene reportes de
produccion de antibidticos se decidid

caracterizar el antibidtico producido.

Caracterizacion del principio bioactivo

Después de comprobar que la
actividad antimicrobiana se producia en el
medio de cultivo, se determind su
termoestabilidad. Se encontré que el extracto
crudo con actividad antibidtica se mantuvo
estable desde 37°C hasta 121°C (un ciclo en
autoclave) por 20 min. Posteriormente, se
procedio a su aislamiento y purificacion. Se

encontr6 que el metabolito bioactivo es
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sumamente polar, por lo que Unicamente pudo
extraerse del extracto crudo eliminando
primero el agua por medio de liofilizaciéon y
posteriormente afiadiendo metanol para su
extraccion. Una vez obtenido el extracto en
metanol, el disolvente se evapordé y se
suspendié en una mezcla de acetonitrilo:agua
(1:2)

cromatografia en columna. Se obtuvieron

para fraccionarlo por medio de
fracciones activas cuando se empleé una

proporcién de 50:50.

Las fracciones anteriores se
colectaron y purificaron por medio de HPLC
con detector UV-Vis, la elucién de la columna
se realizé de manera isocratica con TEAA. En
el cromatograma obtenido (figura 4) se
observan siete picos en un intervalo de tiempo

de retencion entre 2.5 y 6.5 minutos.

Estos  picos  corresponden a

compuestos con mayor polaridad (como
moléculas de tipo alcohol) que el pico
mayoritario, que aparecio en un intervalo de

retenciéon de 9.5-11.5 minutos.

Los primeros siete picos ho mostraron
ninguna actividad antibiética, como el pico
mayoritario, que conservo su actividad contra
M. luteus. Este cromatograma nos demostré
lo conveniente del fraccionamiento previo por
medio de cromatografia en columna, pues se
eliminé la mayoria de los componentes no
deseados del extracto crudo y ademas se
logré concentrar el producto de interés. Por
otra parte, los resultados nos reafirmaron la
naturaleza polar de dicho antibittico, pues
Unicamente se empled una fase mévil acuosa

para la elucién.

mAu

Figura 4. Cromatograma de la purificacion de los compuestos bhiolégicamente activos eluyendo

isocraticamente con TEAA 100%.

Se realizaron estudios estructurales
preliminares (RMN, MS, IR), sin embargo, se
encontraron en mayor cantidad sefales
correspondientes a la fase mévil de la elucion

(TEAA), por lo que Unicamente se sabe que el
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peso molecular del compuesto es de
aproximadamente 580 m/z, ademas de que
posee un pico maximo de absorcion a menos
de 200 nm lo que nos indica que no posee un

sistema de dobles enlaces conjugados. Con
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las caracteristicas encontradas, se podria
pensar que el metabolito a activo pertenece a

moléculas de tipo macrdlido.
Caracterizacion del efecto inhibitorio

Con la fraccién obtenida de la cromatografia
en columna se determiné la concentracion
inhibitoria 50 (Clso).

La Clso del compuesto puro contra M.
luteus fue de 31.25 pg/mL (figura 5A), y para
S. cerevisiae de 250 pg/mL (figura 5B). Los

controles empleados fueron eritromicina para
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Figura 5. Gréficas para la determinacion de la concentracién minima inhibitoria de la fraccién 20
(barras punteadas) obtenida de la cromatografia en columna y del compuesto obtenido después de
la purificacion con HPLC (barras vacias), sobre las cepas M. luteus (A) y S. cerevisiae (B). GC indica

el crecimiento de la cepa sin antibiéticos.
Discusion

La clasificacién taxondmica polifasica
tradicionalmente incluye datos de morfologia
colonial, y microscépica, asi como fisiologia y
composicion de la pared celular, ademéas de
incluir datos de secuencia de ADNr 16S e
hibridizacion ADN-ADN (Mahato et al., 2017).

En lo concerniente a la cepa
Streptomyces sp. K155, los resultados de la
secuencia del ADNr 16S mostraron que tenia
una mayor semejanza con la cepa de
Streptomyces thermocarboxydus, lo mismo se
observé en la hibridizacibn ADN-ADN en
donde mostraron tener méas del 70% de
semejanza. Sin embargo, la comparacién
entre ellas de otras caracteristicas fisiol6gicas
no muestra tantas similitudes. La temperatura
Optima de crecimiento por ejemplo es mayor
en S. thermocarboxydus (50°C) que en
Streptomyces sp. K155 (29°C). En contraste
la tolerancia a la concentracién de NaCl fue
mayor para K155 que para S.
thermocarboxydus. Ambas diferencias son
notables y podrian deberse al origen de
aislamiento de ambas cepas, la cepa tipo fue
aislada de suelo inglés y la nuestra del Estado
de México por lo que probablemente Ila
composicién, altitud y temperatura del origen
podrian haber influido. En lo concerniente a la
utilizacion de las fuentes de carbono
probadas, se observaron algunas diferencias
notables como la incapacidad de

Streptomyces sp. K155 de usar fructosa y N-
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acetilglucosamina, ambas transportadas por
el Unico PTS que posee el género
Streptomyces y que es funcional justamente
para esas dos fuentes de carbono (Parche et
al., 2000). Aunque Ilos genes que
corresponden al PTS se encuentran en el
genoma de Streptomyces sp. K155, podria
ser que alguno de ellos no fuera funcional y

por ello no pudo degradarlas en las tiras API.

Por otro lado, la morfologia vy
superficie de las esporas producidas habia
sido utilizada anteriormente como ayuda para
la clasificacion de los Streptomyces (Tresner
et al, 1961). En este caso, S.
thermocarboxydus presenté esporas
verrugosas a diferencia de la cepa de
Streptomyces sp. K155, lo que puede
deberse a diferencias en la produccion de

polisacaridos de la pared celular.

El analisis del hidrolizado acido de la
pared celular nos confirmd la presencia de
acido L-diaminopimélico en la pared celular de
los Streptomyces, sin embargo, son
necesarios estudios en HPLC-MS para
determinar la presencia de los demas

componentes de carbohidrato.

Segun Cohan (2002) no hay que
concebir a la especie bacteriana como “un
conjunto de organismos con propiedades
genéticas, ecoldgicas, evolutivas o]
filogenéticas especiales”. Por el contrario, se

ha visto que cada “especie” contiene muchos
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ecotipos (taxa bacterianos ecolégicamente
homogéneos) cada uno con propiedades
dinamicas propias de una especie (Cohan,
2002, Cohan, 2016). Esto coincide con
nuestros resultados pues genéticamente son
muy semejantes, pero no ocurre o mismo con

algunas de sus caracteristicas fenotipicas.

Finalmente, con respecto a la
actividad antibiética de Streptomyces sp.
K155, es notable que la fraccién activa
mostrara  capacidad inhibitoria  contra
bacterias Gram-positivas como B. subtilis y M.
luteus y con un mayor efecto inhibitorio contra
la levadura S. cerevisiae. Una actividad de
este amplio espectro se podria explicar si el
compuesto fuera semejante a un mutageno
como la antraciclina doxorrubicina (Arcamone
et al., 2000), la cual actia como un agente
intercalante del ADN, que inhibe la duplicacion
del cromosoma. Pero para saberlo con
certeza aun habria que determinar la

estructura del compuesto activo.

Conclusion

Se determind la pertenencia de la
cepa de Streptomyces sp. K155 a la especie
S. thermocarboxydus, sin embargo, no existen
reportes de antibidticos producidos por esta
especie. Aunado a esto, el hecho de encontrar
actividad tanto contra bacterias Gram-
positivas como contra S. cerevisiae, hace la
continuacion del estudio de dicha cepa
interesante, pues abre la posibilidad de
obtener compuestos novedosos y/o con

mayor actividad.
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