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RESUMEN

Las bacterias tienen una importante participacion en la descomposicion de materia organica y
un enorme potencial en el area médica, biotecnoldgica y biorremediacion. Uno de los
problemas que enfrenta la microbiologia es lograr cultivar a estos microorganismos, ademas
que la informacién fenotipica existente para la identificacion de bacterias es insuficiente. Sin
embargo el gen 16S ARNr permite resolver los problemas taxondmicos, el cual es utilizado
debido a su universalidad, tamafio y secuencias conservadas. En el presente trabajo se aislaron
cepas provenientes de efluentes camaronicolas en el Estado de Sonora con el objetivo de
identificarlas. El ADN se obtuvo con el Kit DNeasy Blood & Tissue de QIAGEN. La
amplificacion del fragmento 16S ARNTr se llevo a cabo con la técnica Reaccion en Cadena de
la Polimerasa. Para la edicion de las secuencias se utilizé el programa Chromas-Pro 1.41. Se
llevd a cabo un andlisis de las secuencias homologas en el programa Basic Local Alignment
Search Tool. Para la construccion del arbol filogenético se utilizdo el método de Méaxima
Verosimilitud con un analisis de bootstrap para 1000 pseudoréplicas, con el software PAUP*
4.0. El analisis en el GenBank arroj6é que las secuencias de las cepas E-4G, E—4D, NFg.12 y
5M7.13 tienen una similitud del 99% con los géneros Halomonas, Methylophaga,
Phaeobacter y Muricauda respectivamente, mientras que la cepa RoG.13 presentd una
similitud del 100% con el género Roseivirga. Las caracteristicas fenotipicas de estos géneros
coinciden con las cepas bacterianas de estudio. El analisis filogenético confirmo6 que las cepas
E-4G, E4D, NFg.12, 5M7.13 y RoG.13 mantienen una estrecha relaciéon con los géneros
Halomonas, Methylophaga, Phaeobacter, Muricauda y Roseivirga respectivamente, las
topologias demuestran que las familias incluidas que engloban a estas secuencias forman
grupos monofiléticos para los fila Proteobacteria (incluyen las cepas E-4G, E-4D y NFg.12) y
Bacteroidetes (5SM7.13 y RoG.1).



I. INTRODUCCION

El océano es el ecosistema mas grande del planeta, abarca un 70% de la superficie y con ello
mantiene una abundancia y diversidad de microorganismos considerable. Después de los virus
las bacterias son los organismos con mayor riqueza y abundancia (Whitman et al., 1998),
tienen una historia evolutiva que abarca unos 4,000 millones de afos y probablemente su
origen radica en las aguas marinas. Estos ambientes marinos presentan variaciones en cuanto a
pH, salinidad, temperatura, entre otros. Incluso los nutrientes no siempre estan disponibles, sin
embargo, las bacterias se adaptan a estos cambios bruscos y pueden sobrevivir en ambientes
extremos donde antes se consideraba imposible vida alguna (Madigan et al., 2012).

Ademas de su participacion en la descomposicion de materia organica, las bacterias
son pieza clave en los ecosistemas, en muchos casos son los tinicos en regenerar los elementos
para disposicion de otros organismos, de igual modo controlan el clima de la tierra. En los
ciclos biogeoquimicos las bacterias son indispensables, por ejemplo en el ciclo del carbono,
donde se encuentra en circulacion tanto en ambientes terrestres como marinos, la produccion
de carbono depende de plantas y microorganismos fotdtrofos. Para el caso del nitrogeno
gaseoso, forma mas abundante en la tierra, las bacterias fijadoras del nitrogeno son las unicas
que lo procesan. El amonio que se produce de la fijacion del nitrogeno es asimilado en materia
organica o se puede oxidar a nitrato. Por ejemplo se conoce que Halomonas maura, asi como
bacterias de los géneros Nitrobacter y Nitrosomonas, entre otras, tienen una importante
participacion en el ciclo del nitrogeno (Cervantes-Carrillo et al., 2000; Prescott et al., 2004;
Llamas et al., 2005; Mota et al., 2005; Madigan et al., 2012).

Por otra parte, en los ultimos 20 afios la acuicultura a nivel mundial ha tenido un
crecimiento exponencial (FAO, 2010) y en México esta biotecnia ha sido una actividad
econdmicamente importante. Para el Estado de Sonora en el afio 2012 se obtuvo un total de
35, 305.551 toneladas de camaron (COSAES, 2012). Actualmente uno de los grandes dilemas
que presenta la acuacultura es la contaminacion de compuestos nitrogenados en los estanques,
lo que ocasiona que las descargas que se generan de dicha actividad conlleven a la

eutroficacion de los cuerpos receptores. Al interior de los estanques, los productos del



nitrégeno generan problemas de salud a los organismos en cultivo y con ello una disminucion
en la produccion. Diversas investigaciones en el drea de la microbiologia tradicional y
molecular revelan la existencia de bacterias nitrificantes como Nitrosomonas, Nitrosolobus y
bacterias desnitrificantes como las del género Halomonas (Llamas et al., 2005; Zhou et al.,
2009; Madigan et al., 2012), por lo anterior es importante identificar estas bacterias con
potencial biotecnologico y ecoldgico.

La microbiologia tradicional ha contribuido enormemente a la comprension de varios
aspectos bioldgicos en bacterias. Algunos estudios revelan que del total de las bacterias
existentes, unicamente menos del 1% es posible cultivarlas en el laboratorio (Amman et al.,
1995), por lo que uno de los retos en microbiologia es mejorar las técnicas de cultivo y asi
obtener informacion sobre su ecologia, fisiologia y evolucion. Sin embargo, en el caso de las
bacterias marinas los requerimientos nutricionales son muy especificos, incluso algunas
investigaciones revelan la necesidad de estos microorganismos de crecer en conjunto con otras
bacterias (Kaeberlein et al., 2002), lo que dificulta su identificacion mediante pruebas
bioquimicas dado que se requieren cepas puras segun el Manual de Bacteriologia y
Sistematica Bergey's. Ademds de que la base de datos disponibles para pruebas fenotipicas es
restringida (Bosshard et al., 2006) y las caracteristicas pleomorficas de algunas bacterias
también dificulta su identificacion (Escalante, 2007).

Las técnicas moleculares, basadas en el analisis de acidos nucleicos, permiten obtener
informacion sobre su ecologia, lo que hace posible resolver problemas de identificacion y
filogenia bacteriana (Caron, 2005; Madigan et al., 2012; Junier et al., 2009). Igualmente, los
microorganismos procedentes de ambientes naturales pueden ser identificados mediante la
secuenciacion de sus genes. En el caso de bacterias, el marcador mas utilizado en estudios
taxonomicos o filogenéticos debido a su longitud, universalidad y por mantener pocos
cambios en sus secuencias a lo largo del tiempo, es la molécula 16S ARNT, transcrito por el
gen rrs (Rodicio y Mendoza, 2004; Janda y Abbott, 2007).

Pese al gran potencial ecologico y biotecnoldgico que ofrecen las bacterias marinas, los
estudios a este nivel son practicamente escasos en el estado de Sonora, especificamente en el
sector de acuacultura, donde se genera gran cantidad de materia orgdnica. En consecuencia es

necesario generar conocimiento cientifico que permita obtener informacidon taxondémica y



filogenética de las bacterias que se encuentran en estos sistemas para entender los procesos
que llevan a cabo.

Por lo anterior, el objetivo de esta investigacion es identificar bacterias procedentes de
efluentes camaronicolas, mediante evidencia fenotipica y de la secuencia parcial del gen 16S
ARNTr, con lo cual se pretende generar informacion basica que sirva de antecedentes a futuras

investigaciones en el area de microbiologia molecular.



II. ANTECEDENTES

II.1. Bacterias Marinas

En el océano abierto por arriba de los 200 metros se estima que la densidad bacteriana es de 5
x 10° células/mL (Whitman et al., 1998). A comparaciéon de la zona peldgica, las aguas
costeras es donde la vida bacteriana se encuentra en mayores cantidades debido a la cantidad
de nutrientes. Igualmente los estudios demuestran que la distribucion vertical bacteriana es
mayor en los fondos marinos, con mayor cantidad a los 5,000 metros conforme se encuentran
con los detritos, incluso se han descubierto células bacterianas a los 11,000 metros. Los
valores estimados en las profundidades oceanicas son de alrededor de 420 millones de
bacterias por gramo de fango (Cifuentes-Lemus et al., 2003). Esta gran diversidad es el
producto de 4,000 millones de anos de evoluciéon. Ademds de la diversidad filogenética es
posible examinar las variantes de tamafos, formas, fisiologia, motilidad, mecanismos de
division, patogenicidad, desarrollo bioldgico y adaptacion a ambientes diversos (Delong y
Pace, 2001; Madigan et al., 2012).

El filo Proteobacterias es el grupo de bacterias con mayor diversidad, agrupa a 800
géneros y mas de 2,000 especies (Willey et al., 2008). Segtn las secuencias del 16S ARNr
estos microorganismos se dividen en 5 clases: Alphaproteobacteria (o), Betaproteobacterias
(B), Gammaproteobacteria (y), Deltaproteobacteria (8) y Epsilonproteobacteria (). De éstos,
las Gammaproteobacterias es el mas numeroso con 280 géneros (Garrity et al., 2005; Kersters
et al., 2006; Madigan et al., 2012). Asi mismo, el filo de Bacteroidetes es el segundo grupo
con mayor abundancia y diversidad en las comunidades bacterianas con 250 géneros, llegando
a constituir hasta un 12% de éstos, se les encuentra en todo tipo de sedimentos, suelos, agua de
mar y forman parte del tracto digestivo en algunos mamiferos (Kim y Know, 2010; Ludwing
et al, 2010, Cho y Hwang 2011; Claros y Conrad, 2013). La clasificacion taxondémica de los
fila Proteobacteria y Bacteroidetes se detalla en Euzéby, (2014) (Apéndice 16).



I1.1.1. Morfologia bacteriana

La mayor parte de las bacterias descritas tienen forma de cocos o bacilos, sin embargo se
encuentran también las formas ramificadas y esféricas, las que forman filamentos
multinucleados o hifas como los actinomicetos, bacterias espirales o pleomorficas, formas
pedunculares y las que producen yemas. Con respecto a su tamafio celular, éste varia desde los
0.5-4.0 pm de ancho por 15 pm de longitud (Madigan et al., 2012).

Las bacterias pueden presentar o no flagelos, estos organelos les permiten moverse,
funcionan con un motor en la base del flagelo y el filamento proteico actia como propulsor.
Poseen alrededor de 20 proteinas y miden unos 20 nm de didmetro aproximadamente. Estos
organelos de acuerdo a su distribucién, pueden ser peritricos, anfitricos, monotricos y
lofotricos, aunque puede existir una combinacion de formas.

Las bacterias poseen una pared celular, de caracteristicas bioquimicas especificas, que
ha permitido clasificarlas en gram positivas o gram negativas. Las bacterias gram negativas
poseen una membrana externa, constituida mayoritariamente por lipopolisacaridos, enseguida
le sigue un espacio periplasmico que contiene numerosas proteinas para captar nutrientes,
después una capa fina de peptidoglicano de aproximadamente 2 nm, y posteriormente una
membrana plasmatica. En el caso de las bacterias gram positivas, la pared celular contiene una
capa de peptidoglicano de entre 20 y 80 nm de grosor, que representa el 90% del material de la
pared celular y el espacio periplasmatico es apenas visible. Mientras que el peptidoglicano en
las bacterias gram negativas varia entre 1 a 7 nm de grosor. Las bacterias carecen de un nucleo
como tal y esta localizado en una region llamada nucleoide, que no esta separada del resto del
citoplasma, en donde se albergan los ribosomas y cuerpos de inclusion, que tienen mayor

tamafio (Figura 1) (Prescott et al., 2004; Willey et al., 2008).



Cuerpos de
Muclecide Ribocsoma inclusion Capsula
a) , 1 A

Membrana F'a-red
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Figura 1. a) Esquema de una bacteria gram positiva tipica. b). Microfotografia electronica de
Bacillus megaterium (x 300, 500). Se observa una gruesa pared celular (PC), «el mesosomay
(M), el nucleoide (N), el cuerpo de inclusion de poli-p-hidroxibutirato (PHB), la membrana
plasmatica (MP) y los ribosomas (R). Fuente Prescott et al. (2004).



I1.1.2. Crecimiento y reproduccion bacteriana

El crecimiento microbiano es el aumento del nimero celular, las células microbianas pueden
tener un lapso de vida ilimitado, puesto que las especies se mantienen como resultado del
continuo crecimiento poblacional, que dependera de las condiciones ambientales en las que se
encuentren y las reacciones metabodlicas que lleven a cabo (Prescott et al., 2004; Madigan et
al., 2012).

Cuando una bacteria se encuentra en etapa de crecimiento, la elongacion contintia hasta
que la célula se divide en dos, este proceso es denominado fision binaria. En cultivos de
Escherichia coli, por ejemplo, se ha determinado que las células duplican su tamafio y se
forma una particion transversal llamada septo, que es el responsable del crecimiento hacia el
interior de la membrana y de la pared celular. Este proceso de formacion del septo contintia
hasta que la célula se divide. Durante esta etapa los constituyentes celulares aumentan
considerablemente y cada célula hija recibe un cromosoma, copias de ribosomas, complejos
macromoleculares e iones (Madigan et al., 2012).

El tiempo de generacion en los microorganismos es muy variado, sin embargo E. coli,
el organismo modelo, en condiciones de laboratorio mantiene un tiempo de generacion de 20
minutos, aunque en la mayoria de las bacterias que se encuentran bajo condiciones
ambientales, los tiempos de generacion son lentos y dependeran de factores como la
temperatura, disponibilidad de nutrientes, pH y la carga genética del organismo (Madigan et
al., 2012). Se ha estimado que la tasa de crecimiento para bacterias en ambientes marinos varia

entre 1 a 10 dias (Ducklow, 1983; Kemp et al., 1993).

I1.2. Importancia de Bacterias Marinas

Después de los virus, las bacterias heterdtrofas constituyen la poblacion mas grande (Dortch y

Packard, 1989; Suttle, 2007). Las bacterias tienen una importante participacion en el flujo de



energia, la dindmica ambiental de la tierra ademds que controlan la biogeoquimica y la
productividad de los océanos (Caron, 2005; Stocker, 2012).

Los avances de la microbiologia y estudios de produccion primaria han demostrado
que los microorganismos son la base de la cadena alimenticia (Lopez—Lopez y Zaballos,
2005). Participan en los ciclos biogeoquimicos del océano, usan la materia organica disuelta
(MOD), donde la ingesta de la materia organica es el primer paso en el bucle microbiano y
mineralizan cerca del 50% de la produccién primaria (Azam et al, 1983; Jorgensen, 2000;
Cifuentes—Lemus et al., 2003).

Las bacterias que se encuentran en un ecosistema, son las mas adaptadas a la cantidad
de nutrientes asi como las condiciones que éste alberga. En los ambientes marinos, la
temperatura, el pH, la salinidad, los regimenes de precipitacion y el golpeteo de los vientos
son condiciones que presentan siempre variabilidad, por lo que factores como la competencia
y la cooperacion entre microorganismos son muy importantes, en especial la cooperacion ya
que genera mayor capacidad de sobrevivencia. Por lo que es necesario que estos
microorganismos se encuentren en sintrofia, es decir en conjunto; para que las
transformaciones sean productivas. La formacion de biopeliculas contribuye a este hecho, la
peculiaridad de ciertas bacterias de contener en pocos centimetros o milimetros un ecosistema
de microorganismos de la misma o varias especies unidas por una matriz extracelular de
polisacaridos (Madigan et al., 2012). Estas sustancias aumentan el crecimiento y sobrevivencia
de bacterias, proveen proteccion contra depredadores, temperaturas extremas, salinidades altas
y permiten la absorcion de nutrientes (Mancuso et al., 2005), lo que facilita que las bacterias
lleven a cabo reacciones metabolicas complejas en los ciclos biogeoquimicos (Madigan et al.,
2012; Dash et al., 2013). En este sentido, se calcula que el carbono organico disuelto (COD)
en el océano tiene una edad media superior a los 1, 000 afios. En el proceso de fijacion del
carbono intervienen algas verdes, cianobacterias y bacterias fotosintéticas como Chromatium.
De la misma forma en este ecosistema el azufre se encuentra en grandes cantidades. El dimetil
sulfuro es el principal compuesto organico del azufre, el cual se puede transmitir a la
atmosfera y cuando éste oxida sus productos finales pueden influir en la acidez de la
atmosfera, en la temperatura terrestre y la formacion de nubes. En el caso del ciclo del
nitrogeno, €ste se compone de dos procesos principales, la nitrificacion, es decir la oxidacion

del amonio a nitritos y posteriormente a nitratos, el segundo paso es la desnitrificacion donde



el nitrato es reducido a nitrogeno molecular. Este proceso es importante ya que contribuye al
reciclamiento del nitrogeno en la tierra y la eliminacion del exceso de los componentes del
nitrogeno que son contraproducentes para los organismos (Prescott et al., 2004).
Recientemente se dio a conocer la funcion del Quorom sensing (QS), las cuales son
sustancias quimicas extracelulares que liberan las bacterias y van aumentando conforme lo
hace la biomasa bacteriana, su funcionalidad involucra varios procesos de regulacion
fisiologica. Este tipo de comunicacion es la encargada de la formacién de biopeliculas,
exopolisacaridos, produccion de exoenzimas, transferencia de genes, swarming, maduracioén
de endosporas, bioluminescencia, competencia, movilidad y mediante estas sefiales permite al
patogeno sobrepasar el sistema inmune del hospedero. Un tipo de QS son las llamadas Acil-
homoserin lactonas (AHLs) (Miller y Bassler, 2001; Valenzuela et al., 2007; Romero y Otero,
2010), las cuales se han encontrado en bacterias extremofilas y Halomonas sp. (Llamas et al.,

2005).

I1.2.1. Aprovechamiento biotecnologico de bacterias marinas

En la actualidad uno de los problemas de gran importancia clinica, es la resistencia de
bacterias patogenas hacia los farmacos y dado que el QS es responsable de la sobrevivencia de
bacterias, ya que regula varias funciones como simbiosis, esporulacion, movilidad, virulencia,
transferencia de plasmidos (confieren resistencia a cierto tipo de antibidticos), entre otros. Es
por ello que algunos estudios se han enfocado en comprender los procesos de comunicacion
bacteriana y en la busqueda de moléculas antagonistas que inhiban este proceso de QS. Se ha
documentado que la biomasa de la cianobacteria Anabaena contiene enzimas acilasas capaces
de degradar las moléculas AHL, con lo que se logra mantener un control de la poblaciéon, que
pueden estar involucrada en la interferencia de sefiales de las comunidades bacterianas vecinas
(Miller y Basller 2001; Dong et al., 2007; Romero et al., 2008).

Las bacterias marinas producen metabolitos secundarios que son utilizados como
métodos de defensa contra otros microorganismos. Estos metabolitos son fuentes bioactivas

con efectos nutritivos, que tienen un gran potencial en la industria y en terapias en humanos.



Estas bacterias, productoras de estos compuestos se desarrollan en ambientes marinos hostiles
(Bhatnagar y Se-Kwon, 2010), su produccion se ve afectada por el proceso de adaptacion al
medio y a la presencia de nutrientes que provienen del medio marino (De Carvalho y
Fernandes, 2010). De igual manera, otros estudios revelan la capacidad que poseen algunas
bacterias marinas de degradar compuestos o reducirlos a otros menos téxicos, incluso de
integrarlos a los ciclos biogeoquimicos naturales, como en el caso de la contaminacidén por
petréleo, metales pesados, compuestos recalcitrantes, xenobidticos, entre otros
(Martinez—Alonso y Gaju, 2005; Rosa y Triguis, 2007).

En general las bacterias haldfilas poseen un gran potencial tanto en ecologia como la
industria, debido a la gran cantidad de metabolitos que producen. Un ejemplo de ello son los
exopolisacaridos que tienen un potencial considerable en la industria farmacéutica por su
capacidad inmunomoduladora y efecto antiviral. En el area de biorremediacion, algunos
exopolisacaridos producidos por la bacteria Halomonas maura, le permiten colonizar
ambientes salinos debido a su alta capacidad viscosa. Todas estas propiedades los hacen muy
utiles a la industria farmacéutica, petrolera y en cosmetologia. Ademas se encontrd que estos
compuestos funcionan como bioabsorbentes y/o emulsificantes de aceites vegetales y petroleo

en ambientes marinos contaminados (Llamas et al., 2005).

I1.2.2. Importancia de las bacterias en acuacultura

La diversidad marina, incluidos los distintos climas y hébitats marinos, especialmente los
costeros, permiten un avance econémico, nutricional y cultural. Con lo cual, la acuacultura a
nivel mundial crece rapidamente como industria. Segin datos de la Organizacion de
Alimentos y Agricultura (FAO), en el 2010 la acuicultura alcanz6 poco mas de 60 millones de
toneladas, sin incluir las plantas acuicolas y los productos no alimentarios, con un valor total
estimado de 119, 000 millones de dolares (FAO, 2010). Especificamente para nuestro pais, la
produccion de camardn en el afio 2012, la Secretaria de Agricultura, Ganaderia, Desarrollo
Rural, Pesca y Alimentacion (SAGARPA) estimé una ganancia total de 7, 629, 994, 358

millones de pesos (SAGARPA, 2012). A pesar de estos beneficios econdémicos, esta practica
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genera una problematica diversa, como la competencia entre los usuarios por tierra y agua, que
propicia un efecto colateral sobre el sistema. Otros efectos negativos provocados son los
efluentes de estanques camaronicolas que inciden en la calidad del agua de los cuerpos
receptores como lagunas costeras, estuarios, entre otros, debido a los problemas de
contaminacion y eutroficacion, ocasionada por las practicas inadecuadas de alimentacion de
los organismos en cultivo en los estanques, lo que ocasiona un exceso de carga organica y
altas concentraciones de nitrégeno amoniacal (Hopkins et al., 1995; Feng et al., 2004).

En los sistemas acuaticos, asi como en los sedimentos, las bacterias y los hongos, son
los encargados de descomponer la materia organica con la finalidad de que el agua se
encuentre limpia y libre de contaminantes. En estos sistemas, la toxicidad del NH4 se da en la
forma ionizada del amoniaco NHj3 (Pdez—Osuna, 2005). Sin embargo la oxidacion del amonio
produce nitritos, que sirven de sustrato para bacterias que los oxidan y transforman a nitratos,
que son los compuestos menos toxicos. Este proceso denominado nitrificacion, es realizado
por bacterias nitrificantes de diversos géneros como Nitrosomonas y Nitrosolobus (Zhou et al.,
2009).

En los estanques camaronicolas se ha reportado que la presencia de biopeliculas
reducen de forma importante el amonio y la exportacién de fosforo; participan también en los
ciclos de nutrientes y contribuyen en la nutricion de los animales en cultivo, ayudan a
mantener una buena calidad de agua y con ello un control de las enfermedades, ademas de
reduccion del impacto al medio ambiente por los efluentes que se vierten con los recambios

(Moriarty, 1997; Lopes—Thompson et al., 2002).

I1.3. Métodos de Identificacion en Microbiologia Tradicional

La microbiologia tradicional utiliza cultivos puros para estudiar el desarrollo de los
microorganismos, su fisiologia y propiedades metabolicas. También emplea microorganismos
como modelos de excelencia para comprender procesos celulares en organismos
multicelulares (Madigan et al., 2009; Boua et al., 2011).

El Manual Bergey de Bacteriologia y Sistematica (Bergey’s Manual of Sistematic

Bacteriology, por sus siglas en inglés) describe las bacterias identificadas en la actualidad,
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tomando en consideracion caracteristicas fenotipicas y filogenéticas para determinar la
identidad de las diversas especies bacterianas. Desde la primera publicacion de este Manual
Bergey’s se logré un gran avance en la taxonomia bacteriana, a pesar que en esta primera
edicion fue totalmente fenética (Willey et al., 2008).

Las caracteristicas fenotipicas que se toman en cuenta para identificar bacterias son las
siguientes: pared celular, morfologia, movilidad, tamafio celular, formacion de cuerpos
fructiferos, presencia de esporas, cuerpos de inclusion, distribucion de flagelos, caracteristicas
coloniales, entre otras. En cuanto a su fisiologia se determinan los rangos de pH, temperatura,
salinidad, requerimientos de oxigeno y produccion de enzimas. El metabolismo se refiere a los
mecanismos de obtencion y conservacion de energia, los requerimientos de carbono,
nitrégeno, azufre, fermentacion de carbohidratos. Otras pruebas consisten en la sensibilidad a
compuestos antimicrobianos y analisis de compuestos celulares. Segun investigaciones
realizadas por Amann et al. (1995), muchos de los medios de cultivos empleados funcionan
solamente para el cultivo de un minimo de bacterias aisladas.

Algunas teorias del porqué no es posible cultivar todos los microorganismos, se debe a
que algunos compuestos que requieren para su desarrollo, se encuentran solamente en
ambientes naturales, también muchos de estos nutrientes son proporcionados por bacterias
asociadas, por lo que se crea una dependencia metabdlica fuerte. Es por ello que en algunas
investigaciones se recurre a la aplicacion de técnicas que mejoren la simulacion de las
condiciones ambientales de las cuales fue aislado el microorganismo (Stevenson et al., 2004).
Otra posibilidad es que los medios tipicos de crecimiento sean demasiado ricos en nutrientes
para las condiciones oligotréficas en la que los microorganismos habitan, incluso de que
inhiban el crecimiento de otros (Martinez—Romero y Martinez—Romero, 2001). En este
sentido, Kaeberlein et al. (2002), disefiaron una camara de difusiéon en donde permitieron que
las bacterias no cultivables crecieran en su medio natural y lograron con estas condiciones
recuperar el 40% del indculo original.

Es necesario destacar que los trabajos realizados para la clasificacion molecular
coinciden con la clasificacion fenotipica, aunque en muchos casos no es asi
(Martinez—Romero y Martinez—Romero, 2001), asi mismo la base de datos disponibles para
pruebas fenotipicas es restringida (Bosshard et al., 2006). Incluso algunas bacterias son de

crecimiento lento y solamente se cuenta con una fraccion minima de bacterias que se
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desarrollan en el laboratorio en medios de cultivo, por lo que el complemento ideal para
conocer su identidad y estudiar la diversidad microbiana es el estudio de genes (Lopez—Lopez

y Zaballos, 2005).

I1.4. Técnicas Moleculares para la Identificacion Microbiana

Las técnicas en biologia molecular han permitido un gran avance en la sistematica microbiana.
Algunas de las herramientas que emplea es la hibridacion fluorescente in situ (FISH), en esta
técnica no es necesario obtener cultivos de microorganismos y se parte directamente de
muestras ambientales. Este método implicar tener una sonda marcada con un fluorocromo que
hibrida a la cadena complementaria, la cual puede ser tan especifica como se requiera y es
posible obtener informacion sobre la composicion taxondmica de una comunidad (Amman et
al., 1995; Madigan et al., 2012).

Definitivamente, uno de los avances con mayor impacto en el area genomica fue el
desarrollo de la secuenciacion (Xu, 2006), que determina el orden de los nucleotidos de un gen
o de un fragmento de gen (a partir de una PCR). Actualmente la secuenciacion se basa en el
método enzimatico o de Sanger. Para ello es necesario el uso de cebadores que hibriden con el
extremo 3’ de la region a secuenciar, deoxinucledtidos (ANTPs), dideoxinucleotidos (ddNTPs)
los cuales son analogos de los dNTPs, que provocan una reaccion de alto en la sintesis del
ADN, ya que no cuentan con la molécula OH que permite la formacion de un enlace
fosfodiester con el siguiente nucledtido. Con el uso de los ddNTPs se generan fragmentos de
diferentes tamafios de ADN, los que incorporan al final de este fragmento, un fluorocromo
(cada dideoxinucleotidos tiene un marcador que emite a diferentes longitudes de onda). Esta
mezcla de fragmentos de ADN, es separada por tamafio y peso molecular con la aplicacion de
electroforesis por capilar. Finalmente un programa computacional determina la secuencia de
las bandas que se separaron anteriormente (Luque—Cabrera y Herraez—Sanchez, 2001;
Wagenknecht, 2008).

En el caso del uso de la molécula del 16S ARNr resuelve problemas de identificacion y

filogenia bacteriana, al comparar la secuencia obtenida con bases de datos, como el GenBank
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del Centro Nacional para la Informacion Biotecnologica (NCBI por sus siglas en inglés)
(Altschul et al., 1990), el Proyecto de Base de Datos Ribosomal (RDP), la base de datos del
Laboratorio Europeo de Biologia Molecular (EMBL), entre otros. Para ello se utiliza la técnica
de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), la cual amplifica directa o indirectamente un
gen o un fragmento de ADN, las cantidades de muestra que se requiere son minimas y
mediante esta técnica se obtienen millones de copias en un tiempo relativamente corto. La
PCR es una reaccion en cadena de entre 25 a 30 ciclos y en cada ciclo se llevan a cabo 3
reacciones en donde el termociclador controla la temperatura y tiempos adecuados.

La desnaturalizacion es el primer paso, que consiste en abrir la doble cadena del ADN,
se somete para ello a una temperatura de 95°C. El segundo paso es la hibridacion, con una
temperatura entre los 40 a 65°C, en esta temperatura los nucledtidos mas estables se
mantienen unidos formando una pequefia region de doble cadena. Finalmente, para que la
polimerasa pueda elongar el nuevo ADN a partir de los oligonucledtidos, es necesario que la
temperatura se eleve hasta los 70°C. Después de estas 3 etapas, se agrega una etapa previa y
una final de todos los ciclos con el objetivo de asegurar la desnaturalizacion completa del
ADN vy la extension final posibilita que se completen todos los fragmentos de ADN (Clark y
Pazdernik, 2010).

En estudios taxondmicos y para la reconstruccion filogenética bacteriana, la
comparacion de las secuencias del ARN ribosomal (ARNr) es el método mas empleado. El
primero en utilizar al 16S ARNr fue Carl R. Woese, quien determind las relaciones
filogenéticas entre organismos y con ello reclasifico a los organismos en tres dominios,
Archaea, Bacteria y Eucarya (Woese et al., 1990). La molécula del 16S ARNr se encuentra
distribuida en las bacterias por lo que se considera universal, es estable en cuanto a su funcion,
debido a que se ha conservado a través del tiempo y la longitud de aproximadamente 1,500
(nt) nucleodtidos es la adecuada para realizar secuenciaciones y andlisis filogenéticos, que
permite diferenciar hasta especies bacterianas en diferentes ambientes, que incluyen
comunidades microbianas (Boua et al., 2011; Gilbert y Dupont, 2011; Madigan et al., 2012).

Los ribosomas son organelos donde se lleva a cabo la sintesis de proteinas en todos los
organismos y estan constituidos de proteinas y acido ribonucleico. Los ribosomas de
procariotas, llamados 70S por su coeficiente de sedimentacion (expresado en unidades

Svedberg), tienen un tamafio aproximado de 15 nm por 20 nm. Estos se componen de una
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subunidad pequefia y una subunidad grande, 30S y 50S respectivamente, en donde cada uno es
un complejo de RNA ribosémico, moléculas de ARNr especificos y proteinas ribosomicas. En
la subunidad pequefia 30S, se encuentra la molécula 16S, ésta es un polirribonucledtido de
aproximadamente 1,500 nucledtidos codificado por el gen rrs también denominado 16S ADN
ribosomal (16S ADNr) (Ludwig y Schleifer, 1994; Rodicio y Mendoza, 2004; Mathews et al.,
2006).

En bacterias el ADNr o gen rrs son los que codifican el ARNr, la cual es informaciéon
que se transcribe pero no se traduce, se encuentran organizados en operones y cada operon
ribosdmico incluye los genes que codifican para el 23S, 16S y 5S (Hillis y Dixon, 1991;
Rodicio y Mendoza, 2004).

El 54% de la molécula del 16S ARNr se encuentra apareado entre si, formando tallos
(Voet et al., 2007). El nimero de hélices en procariotas es por lo general de 50 y la estructura
secundaria forma 4 dominios, contiene 9 regiones hipervariables (V1-V9) entre las cuales se
intercalan fragmentos conservados (que son importantes para la estructura o funcion de la
molécula del 16S del ARNr) (Van der Peer et al., 1996), regiones comunes entre organismos y
el polimorfismo interespecifico que presenta, es suficiente para diferenciar entre géneros de
bacterias y subespecies. Con éstas nuevas técnicas de secuenciacion de ADN y la disposicion
de software, es posible obtener una mayor cantidad y disponibilidad de secuencias (Clarridge,
2004; Rodicio y Mendoza, 2004).

El andlisis del ADN y/o ARN de las bacterias que a la fecha no se han podido cultivar
ha contribuido de manera importante para entender y determinar la diversidad y distribucion
de los microorganismos en el medio ambiente (Junier et al., 2009; Madigan et al., 2012).

El alineamiento de secuencias mediante programas informaticos permite comparar
estas secuencias y determinar el grado de parentesco entre taxones, mediante la construccion
de arboles filogenéticos. Actualmente son tres los métodos mas utilizados para la construccion
de filogenias:

1) El método de Neighbor-joining (NJ) no considera cambios mutacionales. Como
primer paso se conectan las secuencias (vecinos) con menor distancia génica a un nodo
interno, este proceso es repetido hasta unir todos las unidades taxondmicas operacionales

(OTUs), por lo que el mejor arbol, es el de menor longitud total.
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2) El método de Maxima Parsimonia (MP), cuya topologia es explicada por el menor
numero de cambios de caracter o mutaciones, el cual utiliza los sitios informativos.

3) El método de Maxima Verosimilitud (ML) examina y evalua el soporte de cada
posicion de la topologia. El algoritmo de ML calcula la probabilidad de cada nucleétido en la
estructura y el mejor arbol es el que explica razonablemente estos cambios (Salemi y

Vandame, 2003).
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III. JUSTIFICACION

Los estudios y nuevas técnicas de identificacion y/o caracterizacion de bacterias marinas, han
revelado su gran diversidad y abundancia en los ecosistemas, por lo que el papel que
desempefian es fundamental en el sustento de los mismos. En el caso de la acuacultura, es
indispensable la presencia de bacterias, ya que permiten una mejor calidad del agua a través de
los procesos biogeoquimicos. Asi mismo, son una fuente de nuevas biomoléculas con
potencial biologico, ecologico, farmacéutico y econdmico, por ello se busca aislar e identificar
a estas bacterias.

La microbiologia tradicional permite obtener informacion sobre su biologia y con ello
una identificacion, sin embargo la mayoria de las bacterias no crecen en cultivos, por lo que la
base de datos para la identificacion taxonomica es insuficiente, aunado a la necesidad de
estandarizar cuidadosamente las técnicas de crecimiento. Sin embargo el andlisis de
secuencias nucleotidicas mediante técnicas moleculares, permiten resolver los problemas
taxondmicos. Actualmente la molécula 16S ARNr es la mas utilizada debido a su
universalidad, tamafio y secuencias conservadas.

Los estudios de identificacion microbiana en ambientes de acuicultura para el estado de
Sonora son minimos, por lo que la aplicacion de técnicas como PCR, secuenciacion del gen
16S, en complemento con herramientas bioinforméticas y fenotipicas puede brindar
informacion de identidad, con lo que se pretende generar antecedentes para futuros trabajos en

el area.
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IV. HIPOTESIS

Es factible identificar bacterias marinas de efluentes de granjas camaronicolas, mediante

evidencia fenotipica y la secuencia parcial del gen 16S del ARN ribosomal.

V. OBJETIVOS

V.1. Objetivo General

Identificar bacterias marinas obtenidas de efluentes de granjas camaronicolas, mediante

evidencia fenotipica y de la secuencia parcial del gen del 16S del ARN ribosomal.

V.2. Objetivos Especificos

1. Aislar bacterias marinas de efluentes de granjas camaronicolas en medios de cultivos
generales y nitrificantes.

2. Determinar caracteristicas fenotipicas de las bacterias marinas aisladas.

3. Amplificar el gen 16S del ARN ribosomal de bacterias marinas aisladas mediante la PCR
y obtener su secuencia.

4. Comparar las secuencias obtenidas de las cepas bacterianas aisladas y las secuencias
publicadas en el GenBank del dominio Bacteria, mediante un andlisis filogenético

utilizando el criterio de Maxima Verosimilitud.
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VL. MATERIALES Y METODOS

VI.1. Organismos de Estudio

Se trabajo con cincos cepas bacterianas: E-4D, E-4G, NFg.12, 5M7.13 y RoG.13. Las cepas
E-4D y E-4G, nitrificantes, proporcionadas por el Cepario del Laboratorio de Bacteriologia
del Departamento de Investigaciones Cientificas y Tecnoldgicas de la Universidad de Sonora
(DICTUS), se obtuvieron de efluentes de camaron, de un sistema de alta densidad de cultivo
de Litopenaeus vannamei, con recirculacion (Tabla I). El medio de cultivo en donde se
aislaron estas cepas es un medio inorganico con sulfato de amonio (MI-221) y su formulacién
se cita en la Tabla I y se conservaron en agar marino (AM) 2216 DIFCO (Apéndice 1). Las
otras tres cepas (NFg.12, 5M7.13 y RoG.13; Tabla I) fueron aisladas de efluentes de cultivo de
camaron de un sistema de laboratorio y seleccionadas por sus caracteristicas fenotipicas
(tamafo, color) y facil crecimiento en AM, con excepcion de la cepa NFg.12, que presentd
dificultades en su aislamiento. Todas las cepas bacterianas se aislaron mediante la técnica de
estria cruzada.

Para el medio de cultivo MI-221 se utiliz6 agua de mar al 35%o filtrada,
posteriormente se sometid a una esterilizacion en autoclave durante 15 minutos a 121°C y 15
Ib de presion. Después se colocaron en cada placa 15 mL de medio. La temperatura de

incubacién se mantuvo a 28 + 2°C.

Tabla I. Cepas bacterianas de estudio.

Cepa Medio de cultivo donde se aislo Fecha de aislamiento
E—-4D MI-221 Junio de 2012
E4G MI-221 Junio de 2012
NFg.12 AM Septiembre de 2012
5M7.13 AM Enero de 2013
RoG.13 AM Enero de 2013
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Tabla II. Composicion nutricional del medio de cultivo MI-221 utilizado para las cepas
nitrificantes.

Compuesto Contenido
(NH4)2 SO4 30g
K>HPO04 05¢g
NaH2P04 - 2H20 0.78 g
Soluciéon de Fe/EDTA y metales 1.0 mL
Agar bacterioldgico 15¢g
Agua de mar filtrada 1000 mL

VI.2. Pruebas de Tolerancia a la Temperatura

Se realizaron pruebas de crecimiento para las cinco cepas en estudio, con temperaturas de
incubacidn de 20°C, 25°C, 30°C, 35°C y 42°C. Para ello, se inocul6 cada una de las cepas de
prueba en AM, se incubaron a las temperaturas respectivas durante 24-48 horas y se

registraron las diferentes temperaturas en las que se presento crecimiento.

VI1.3. Pruebas de Susceptibilidad a Antibioticos

Las pruebas de susceptibilidad a antibidticos se realizaron en agar Mueller Hinton (MH), a
partir de cultivos de 18-24 horas inoculados en agar soya tripticasa (AST) a los que se les
adicion6 2.5% de NaCl (Apéndices 2 y 3). Se hicieron suspensiones bacterianas de cada cepa
en solucion salina al 3%, con 4-5 colonias que se homogenizaron con un agitador de vortice
Mca. IKA. Posteriormente, con hisopos humedecidos en la suspension, se inoculd en placas
con agar MH con la técnica de estria simple cerrada, cubriendo uniformemente toda la
superficie de la placa. Después se coloco el disco del antibiograma de BIORAD® que
contiene a 12 antibidticos: Amikacina (AK), Ampicilina (AM), Carbenicilina (CB),
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Cefalotina (CF), Cefotaxima (CTX), Ceftriaxona (CB), Cloranfenicol (CRO), Gentamicina
(GE), Netilmicina (NET), Nitrofurantoina (NF), Prefloxacina (PEF), Trimetoprim-
Sulfametoxazol (STX). Las placas inoculadas se incubaron a 30°C y se registraron resultados

alas 18 y 24 horas. Se utiliz6 Vibrio alginolyticus como microorganismo control.

V1.4. Tincion Gram

Se trabajo con colonias aisladas que provenian de cultivos de 18-24 horas en AM. Se hicieron
frotis en portaobjetos, se fijaron con calor y se procedioé con la metodologia de tincion citada
en Brooks et al. (2005). Para ésto, se agregd una solucion de cristal violeta sobre la
preparacion, se dejé un minuto a temperatura ambiente y se lavd el excedente con agua.
Posteriormente se agreg6 lugol por un minuto, que funciona como un mordente el cual forma
un complejo entre el cristal violeta y el lodo que se fija a la pared celular bacteriana con mayor
intensidad. Después se agregd alcohol acetona por un minuto, se lavd y agregd safranina por
un tiempo igual, seguido de un ultimo lavado con agua corriente. Las observaciones se
realizaron en un microscopio compuesto, Carl Zeiss Axiostar Plus a 100X, para determinar el
tipo de pared celular, tamafio, disposicion y tipo de agrupacion que mostraron las células

bacterianas (Brooks et al., 2005).

VLS. Pruebas de Catalasa y Oxidasa

Las pruebas de oxidasa y de catalasa se determinaron con cultivos de 24 horas, con la
metodologia recomendada por MacFaddin (2003). Para la prueba de oxidasa se tomd una
colonia de cada cultivo en AM y se colocaron sobre papel filtro impregnado con el reactivo
N-N-N-N—tetrametil-1, 4—fenilendiamina. Esta prueba se basa en la deteccion de la enzima

oxidasa del sistema citocromo oxidasa, que permite a las bacterias utilizar el oxigeno como
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aceptor final del hidréogeno y reducirlo a peroxido de hidrogeno. La aparicion de un color
violeta-ptrpura en los primeros 10 a 30 segundos indic6 una prueba positiva.

Para la prueba de la catalasa, se coloc6 una colonia sobre un portaobjetos y se adiciond
dos gotas de perdxido de hidrogeno al 3%. La formacion inmediata de burbujas es una prueba
positiva, e indica la presencia de la enzima catalasa que degrada el peroxido de hidrogeno. En

esta reaccion se produce agua y oxigeno.

VI.6. Extraccion de ADN de las Cepas Bacterianas

Para la extraccion de ADN de las cinco cepas de estudio se utilizo el Kit DNeasy Blood &
Tissue de Qiagen. Las células bacterianas se colocaron en tubos de 1 mL en una centrifuga
marca Eppendorf modelo 5804R durante 10 minutos a 7,500 rpm y se descartd el
sobrenadante. Posteriormente, el boton de bacterias se resuspendié en 180 uL de PBS. Se
modifico el protocolo, ya que en lugar de 20 pL se agregd 50 pL de proteinasa K y 200 uL de
Buffer AL (sin etanol), se mezclaron con un agitador mecanico de vortice durante 15 segundos
y se incubo a 56°C durante una hora. A continuacion, se adicion6 200 puL de etanol (96—100%)
a cada una de las muestras y se mezcl6 de nuevo.

Posteriormente se agregd la mezcla a una minicolumna con el tubo colector
previamente dispuesto. Se centrifugd a 6,000 x g por 1 minuto y se descarto el sobrenadante.
Se agregd 500 puL de Buffer AW1, se centrifugd por un minuto a 6,000 x g. se descarto el
sobrenadante. Después se agregd a la muestra 500 pL de Buffer AW2 y se centrifug6 a 20,000
x g durante 3 minutos, se descartd el sobrenadante y se centrifugd de nuevo a 20,000 x g
durante 1 minuto. Se descart6 el contenido y se colocod en un tubo eppendorf de 1.5 mL libre
de nucleasas. En seguida, se afiadié a la minicolumna 200 pL de Buffer AE directamente
sobre la membrana, se incubd a temperatura ambiente durante un minuto y se centrifugd de

nuevo a 6,000 x g por 1 minuto.
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VI.6.1 Cuantificacion e integridad del ADN

Para determinar la concentracioén y pureza del ADN extraido se midio a 230, 260 y 280 nm en
el Nanofotometro IMPLEN B/BO/ 3004/331. La molécula de ADN tiene una absorbancia
maxima a 260 nm y las proteinas a 280 nm. Una razon 260/280 nm entre 1.7 y 2.0 indica que
se tiene ADN libre de proteinas. Asi mismo, la razon 260/230 nm entre 2.0 y 2.2 sefiala que el
ADN esta libre de sales y/o solventes. Una unidad de absorbancia a 260 nm corresponde
aproximadamente a una concentracion de 50 pg/mL.

La integridad del ADN se observo en un Transiluminador UVP TMN-20V. Para ésto,
4.0 uL del ADN obtenido de cada cepa de estudio se coloco en los pozos de un gel de agarosa
al 2% en amortiguador TAE 1X con 0.5 pg/mL de bromuro de etidio y después se realizé una

electroforesis por 40 minutos a 90V.

V1.6.2 Amplificacion del fragmento 16S ARNr mediante la técnica Reaccion en Cadena

de la Polimerasa (PCR)

Se realiz6 un gradiente de temperatura para nueve reacciones con la muestra E-4D, con el que
se determind la temperatura adecuada a la cual se alinearon los cebadores COMI1
CAGCAGCCGCGGTAATAC y COM2 CCGTCAATTCCTTTGAGTTT (Schwieger y
Tebbe, 1998), en donde se utilizo 1 pL. de cada uno de éstos, 1 pL de muestra, 14.3 uL de
agua, 2 pL de buffer, 0.5 pL de mezcla dANTP’s y 0.2 pL Taq polimerasa. Se us6 un
termociclador Bio Rad DNA Engine® con el programa que se muestra en la tabla III. Una vez
establecidas las temperaturas de alineamiento de los cebadores, se trabajo con la misma
temperatura para todas las muestras. Para el gradiente de temperatura se utilizaron las
siguientes temperaturas: 48°C, 50.5°C, 52.3°C, 54.4°C, 56.9°C, 59.0°C, 60.7°C, 61.8°C, 63.0°C

y 72.0°C, con una duracién de 30 segundos.
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Tabla III. Programa de amplificacién de gradiente para establecer la temperatura Optima de
alineamiento de los cebadores.

Paso Ciclos Temperatura (segundos)
Desnaturalizacion inicial 1 95°C (360)
Desnaturalizacion 95°C (30)
Alineamiento 40 Gradiente de temperatura
Extension 72°C (45)
Extension final 1 72°C (300)
Mantenimiento 00 15°C

V1.6.3. Electroforesis en gel de agarosa

Las bandas de los productos de PCR se observaron en un Transiluminador UVP TMN-20V,
del modo descrito en el apartado VI.6.1.

V1.7. Secuenciacion

Para determinar las secuencias de los nucledtidos del gen 16S, se realizaron los siguientes
pasos: purificacion y cuantificacion de los productos de PCR, reaccion de secuenciacion,
purificacion de los productos de la reaccion de secuenciacion y andlisis de los productos de la
reaccion de la secuenciacion.

La purificacion de los productos de PCR se realizé con el Kit QIAquick de QIAGEN.
Para ello, 30 pL del producto de PCR se mezclaron con 180 pL buffer PB en un tubo de 1.5
mL libre de nucleasas. La mezcla se colocd en una columna con un tubo colector de 2 mL y se
centrifugd por 2 minutos para unir el producto de PCR a la membrana de silice. La membrana
se lavo con 750 pL de Buffer PE y se centrifugd por dos ocasiones mas. Por ultimo, el

producto de PCR purificado se recuper6é con 50 pL de agua en un tubo de 1.5 mL libre de
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DNAsa. Después se realizd una cuantificacion de los productos obtenidos con el
Nanofotémetro IMPLEN B/B0/3004/331 a 260 y 280 nm con la finalidad de determinar las
cantidades de los reactivos que se utilizaron en las reacciones posteriores.

Para la reaccion de secuenciacion se utilizd un termociclador APPLIED
BIOSYSTEMS 9700. Por cada producto de PCR se realizaron dos reacciones, una para el
cebador COM1 y la segunda para el cebador COM2. Para cada reaccion se mezclaron 0.32 pL
del cebador 10 uM con 4.0 puL del reactivo de BigDye Terminator v.3.1 y 4.0 uL BigDye
Sequencing Buffer de Applied Biosystems, después se agregaron 10 ng del producto de PCR
purificado y la mezcla se aforé a 20 pL con agua libre de nucleasas. Para la secuenciacion se
utiliz6 el programa de amplificacion descrito en la tabla IV.

La purificacion de los productos de la reaccion de secuenciacién se realizo en
columnas de exclusion Centri—-Sep (Princeton Separations). Previamente las columnas se
hidrataron a temperatura ambiente por 30 minutos con 800 uL de agua libre de nucleasas. Para
descartar el exceso de agua de las columnas hidratadas se centrifugaron a 730 x g por 2
minutos. Posteriormente se coloco la columna en un tubo de 1.5 mL libre de nucleasas. El
producto de la secuenciacion se colocod en el centro de la columna para recuperarlo por
centrifugacion a 730 x g por 3 minutos.

El analisis de los productos de la reaccion de la secuenciacion se realizo después de la
electroforesis por capilar, en el analizador genético modelo 3130 de Applied Biosystem. Para
obtener cada secuencia, se mezclaron 10 pL de formamida y 10 uL del producto de la reaccion
de la secuenciacion en una placa de reaccion. Las secuencias se visualizaron con el software

SeqScape version 2.7.

Tabla IV. Programa de secuenciacion ciclica (25 ciclos).

Paso Temperatura (°C) Tiempo (segundos)
Desnaturalizacion 96 10
Alineacion 50 5
Extension 60 4
Mantenimiento 4 o0

25



V1.7.1. Analisis de secuencias

La edicion de las secuencias de la region 16S ARNr se realizd con el programa Chromas-Pro
version 1.41 (http://www.technelysium.com.au/ChromasPro.html). Después se realizaron
alineamientos con el paquete Basic Local Alignment Search Tool (BLAST) http:
//blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi, para identificar secuencias de genes homologos que se
encuentran depositados en el GenBank del Centro Nacional de Informaciéon Biotecnologica

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/.

Posteriormente se realizd una busqueda de secuencias del gen 16S de diferentes
especias bacterianas depositadas en la misma base de datos. Las secuencias seleccionadas y las
del estudio se alinearon con los programas informaticos Clustal W (Thompson et al., 1994) y
DNAMAN (Lynnon Biosoft) para conocer los sitios conservados y variables. En este
alineamiento se incluyeron especies de los fila Proteobacteria y Bacteroidetes.

Los analisis filogenéticos se realizaron con el programa PAUP* version 4.0b10
(Swoford, 2002). Las hipotesis filogenéticas se obtuvieron a partir de los criterios de
distancias genéticas por medio de Neighbour-joining (NJ), Méaxima Parsimonia (MP) y
Maxima Verosimilitud (ML). El andlisis de NJ se realiz6 bajo el criterio de Kimura-2
parametros (Kimura, 1980), con 1000 réplicas aleatorias de bootstrap hasta encontrar la
topologia de las relaciones entre los organismos analizados. Para el andlisis de MP se obtuvo
el arbol mas parsimonioso con la técnica de biseccion-reconexion de arboles (TBR por sus
siglas en inglés) a partir de una busqueda heuristica, donde todos los caracteres fueron
igualmente ponderados con 1000 réplicas aleatorias de bootstrap no paramétrico (10 adiciones
al azar). Los indices de retencion y consistencia para MP se obtuvieron utilizando el programa
PAUP* (Swoford, 2002). Previo al andlisis de ML, se obtuvo el modelo mas optimo de
sustituciéon de nucledtidos para el analisis mediante las pruebas de tasa jerarquica de
verosimilitud (hLRTs por sus siglas en inglés) y el criterio de informacion de Akaike (AIC,
por sus siglas en inglés) (Posada y Buckley, 2004), obtenidos en Model Test 3.2 (Posada y
Crandall, 1998). El modelo se utilizo para calcular los valores y la topologia del arbol a partir

de una busqueda de Maxima Verosimilitud utilizando el intercambio de ramas (branch-
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swapping search) para un arbol de alta verosimilitud con los pardmetros recuperados en el
programa PAUP* (Swoford, 2002). Este arbol se utilizd como el arbol de inicio para un
analisis de bootstrap no paramétrico de 1000 pseudo réplicas para estimar el soporte de nodos
en el analisis de ML. Los arboles filogenéticos fueron editados utilizando el programa FigTree

version 1.3.1 (http://trre.bio.ed.sc.uk/software/figtree/).
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VII. RESULTADOS

VII.1. Aislamiento de Cepas Bacterianas

VIIL.1.1. Cepa E4D

La cepa E-4D present6 buen crecimiento a partir de las 24 horas en agar marino 2216 (AM).
Las colonias que crecieron en este medio, miden entre 1 y 2 mm de didmetro, con un ligero
hundimiento en la parte central de la colonia, asi mismo, el medio de cultivo presentd una
aclaracion, disminuyendo la turbidez propia del mismo. A las 48 horas las colonias
desarrolladas fueron de color blanco—cremoso (Figura 2A), de forma concava, borde regular,
con un diametro de 2 mm. Entre los cinco y siete dias las colonias empiezan a hundirse
completamente en el agar y pierden la coloracion debido a licuefaccion del agar (Figura 2C).
El proceso de transferencia de las colonias del medio, se realizdé de manera facil, debido a que
el asa penetr6 sin dificultad en el agar. Sin embargo el manejo de las placas requirié que se
sellaran y manejaran con extrema precaucion por la presencia de liquidos.

La cepa bacteriana E-4D es oxidasa positiva y catalasa negativa. El proceso de tincion
y observaciones microscopicas realizadas mostraron que las células de esta bacteria son

bacilos largos, gram (-), delgados y pleomorficos (Figura 3D).

VIIL.1.2. Cepa E4G

La cepa E-4G mostr6 excelente crecimiento a las 24 horas en AM, las colonias en este tiempo
presentaron las siguientes caracteristicas: tamafio de entre 2 y 3 mm, color blanco-cremoso,

elevacion umbonada, borde entero, colonias casi circulares, debido a un pequefio estiramiento
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de la colonia. Con el tiempo llegan a tener un gran desarrollo, la figura 2D muestra colonias de
25 dias que llegaron a medir 1 cm de diametro, con pérdida aparente de la coloracion, que al
final mostraron un tono transparente, con la parte central de coloracion cremosa en forma
circular. Esta caracteristica se observo solamente cuando las colonias se encontraron mas
aisladas. De igual forma se observéd algiin compuesto que las bacterias excretan y ocasionan
turbidez en el medio de cultivo AM. Tanto la cepa E4D y E4G crecen en el medio
inorganico MI-221.

Las cepa bacteriana E—4G es positiva para la prueba de catalasa y oxidasa. Las
observaciones microscopicas de las células mostraron bacilos gram (-), cortos o cocobacilos,
que presentaron agrupacion de dos bacilos, como en proceso de division (Figura 3E). Se

encontr6 también algunas formas cocoides (en proporciones insignificantes).
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Figura 2. Morfologia colonial de las cepas E-4D y E-4G. A) Colonia de 48 horas en AM de la
cepa E-4D. B) Apariencia de colonias jovenes de E-4G en AM. C) Ino6culo de la cepa E-4D
en una seccion de la placa con medio MI-221 que presenta licuefaccion del agar. D) Colonias
de la cepa E-4G con mayor tiempo de crecimiento en AM. AM=Agar marino.
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Figura 3. Tincion gram de las cinco cepas de estudio. A) Bacilos cortos, gram negativos de la
cepa NFg.12. B) Bacilos gram negativos de la cepa RoG.13. C) Bacilos grandes, gram
negativos de la cepa 5SM7.13. D) Bacilos grandes, gram negativos de la cepa E-4D. E) y F)
Coco-bacilos, gram negativos de la cepa E4G.



VII.1.3. Cepa NFg.12

El aislamiento de la cepa NFg.12 fue realizado en AM. El crecimiento a las 24 horas de
incubacion de esta cepa presentd en la zona de aislamiento colonias puntiformes, de color
blanco, convexas y de margen entero. Entre las 48 y 72 horas mostrd buen crecimiento, con
cambios de coloracién en la colonia conforme transcurri6 el tiempo de incubacion. En la zona
de descarga se observd un pigmento verde-azulado que se acentud en presencia de luz, como
se observa en la figura 4A. Este pigmento mostrd una tendencia a desaparecer cuando las
colonias presentaron una tonalidad obscuro intenso, a la vez que la morfologia de las colonias
se tornaron fusiformes (Figura 4B). Por otro lado, en cultivos de un mes aproximadamente en
caldo marino, esta cepa mostr6 crecimiento en forma de biopelicula con apariencia mucoide,

acompafiada de turbidez.
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Figura 4. A) Caracteristicas morfoldgicas coloniales de la cepa NFg.12 en AM a las 24 horas
de cultivo, con coloracion tornasol en la zona de descarga, las colonias aisladas presentan un
color blanco, puntiformes con un tamafio poco menos de 1 mm de didmetro. B) Caracteristicas
morfoldgicas coloniales de la cepa NFg.12 en AM a los 15 dias de incubacion. AM=Agar
marino.
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Se realizaron pruebas de crecimiento de la cepa NFg.12 en el medio inorganico MI-
221, sin resultados positivos aparentes. Sin embargo cuando se reinocul6 la cepa del medio
inorganico MI-221 al medio AM, ésto permitid recuperar la cepa con las caracteristicas
morfoldgicas descritas anteriormente (que no fueron apreciables en el medio MI-221), a pesar
que el primer indculo no presento las caracteristicas morfologicas originales hasta después de
un mes de inoculacion (Figura 5).

La cepa NF.gl2 es positiva para la prueba de oxidasa y catalasa. El proceso de tincion
gram y las observaciones al microscopio de la cepa NFg.12 denoto células en forma de bacilos

cortos, gram (—) con pared celular gruesa (Figura 3A).

Figura 5. Seguimiento de resiembras de la cepa NFg.12 en AM después de inoculacion en
medio MI-221. A) Colonias de la cepa NFg.12 con mas de un mes posterior a la resiembra. B)
Colonias de 15 dias, en las que se observo un color negro palido. AM= Agar marino.

VIIL.1.4. Cepa 5SM7. 13

La cepa 5M7.13 presentd buen crecimiento en AM a las 24 horas, las colonias pequefias son
de color amarillo transparente. A las 48 horas fue posible distinguir con precision su
morfologia. Las colonias son de 2 mm de diametro, con borde regular, forma circular y

elevacion convexa, el color es amarillo—cremoso. A las 72 horas alcanzaron un tamafo de 3
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mm de didmetro y el color amarillo se tornd intenso y brillante (figura 6A), estas
caracteristicas se mantuvieron por alrededor de cinco dias. Poco después se observo una serie
de diminutas particulas circulares de color café en el centro de la colonia.

Esta bacteria no mostré crecimiento visible en MI-221, sin embargo fue posible
recuperar la cepa en AM con ciertos cambios en su morfologia, por ejemplo las colonias
nuevas fueron mas pequenas, se observo un crecimiento colonial que se desliza por el camino
que recorre la estria, esto permitid que se unieran las colonias por la cercania, lo que pareciese
que la cepa no se encontraba del todo pura. También se observd un cambio en la disminucion
en la tonalidad de la coloracion amarilla, ademas de una opacidad en el medio que pudiese ser
de algun compuesto que precipité del medio o que la bacteria hubiese excretado (Figura 6B).
Sin embargo al transferir una cepa obtenida de medio MI-221 a caldo marino y nuevamente a
placas con medio de cultivo AM, se observaron las caracteristicas originales de las colonias.

La cepa 5M7.13 resultdé positiva para la prueba de oxisada y catalasa. Las
observaciones a las 24 horas mediante tincion gram y microscopia permitié visualizar
bacterias gram (—), pleomorficas, con forma de bacilos grandes y otros mas cortos, tal vez en
proceso de division o formando cadenas cortas. También se encontraron estructuras de forma

cocoide en pequenas proporciones (Figura 3C).

Figura 6. Cepa bacteriana 5SM7.13 cultivada en AM. A) Colonias de 72 horas con las
caracteristicas originales B) Colonias provenientes del medio MI-221, se observan colonias de
morfologia con “estiramientos” y coloracion amarilla cremosa. AM=Agar marino.
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VIIL.1.5. Cepa RoG.13

La cepa RoG.13 presentd un crecimiento lento a las primeras 24-48 horas. Las colonias
desarrolladas en agar marino fueron, colonias puntiformes y transparentes lo que dificulté la
observacion morfologica. Sin embargo a las 72 horas las colonias mostraron una forma
circular, convexas, de borde entero con una coloracion rosa palido y coalescencia de aspecto
mucoide. Con un periodo de mayor tiempo de incubacion las colonias llegaron a medir 3-4
milimetros de diametro, se modificé su morfologia por la coalescencia, ademas de la pérdida
de coloracion rosa, tornandose rosa transparente.

Esta cepa, al igual que NFg.12 no se desarrollé en el medio MI-221, aunque fue
posible recuperar las cepas inoculadas en este medio inorganico y resembrarlas de nuevo en
AM, en donde no se observd un afecto en el color y/o el crecimiento de la cepa recuperada.

La cepa RoG.13 resultd positiva para la prueba de catalasa y oxidasa. La tinciéon gram
de la cepa permitid vizualizar mediante microscopia células de forma de bacilos, gram (-), que

forman cadenas cortas (de dos o tres bacilos) (Figura 3B).

Figura 7. Colonias de la cepa bacteriana RoG.13 en cultivo de cinco dias en agar marino.
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VII.2. Pruebas de Tolerancia a la Temperatura de las Cepas Bacterianas

Las cinco cepas de estudio mostraron crecimiento a 25°C, 30°C, 35°C y 42°C. A la
temperatura mas baja (20°C) las cepas NFg.12, SM7.13 y RoG.13 tuvieron poco crecimiento.
Mientras que las cepas E-4D y E—4G, mostraron excelente crecimiento en todas las

temperaturas que se estudiaron (Tabla V).

VIL3. Pruebas de Susceptibilidad a Antibiéticos

Las cepas E-4G, E-4D, 5M7.13, NFg.12 y RoG.13 no mostraron crecimiento en las placas
con los discos antimicrobianos aplicados, lo que denoté una gran susceptibilidad a los
antibioticos probados. En el caso de la cepa control, V. alginolyticus mostrd susceptibilidad a

los siguientes antibioticos: Ampicilina, Gentamicina, Cefalotina y Cefotaxima.

Tabla V. Condiciones de temperatura a la cual se sometieron las cinco cepas bacterianas.

Cepa Temperatura (°C)

20 25 30 35 42
E-4D + + + + +
E-4G + + + + +
5M7.13 P + + + +
NFg.12 P P + + +
RoG.13 P + + + P

P =poco crecimiento
(-) = Sin crecimiento
(+) = Buen crecimiento

I:I Temperaturas con mejor crecimiento bacteriano
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VIIL.4. Extraccion de ADN de las Cepas Bacterianas

La extraccion de ADN de las cinco cepas bacterianas (mas la cepa control), se realizé con el
kit DNeasy Blood & Tissue con las modificaciones mencionadas. Este proceso fue adecuado,
dado que no se encontré contaminacion por proteinas y se obtuvo una buena calidad en el
ADN de todas las cepas (Apéndice 4), con excepcion de la cepa RoG.13 en la que el proceso

de extraccion se realizo dos veces, debido a que se obtuvo muy poca cantidad de ADN.

VII1.4.1. Amplificacion del fragmento 16S ARNr

Se obtuvieron resultados esperados para todas las amplificaciones del gen 16S realizadas para
las cepas, con los cebadores COM1 CAGCAGCCGCGGTAATAC y COM2
CCGTCAATTCCTTTGAGTTT. Para determinar la temperatura correcta de alineamiento se
realizd un gradiente de temperatura para la muestra E—4D. La figura 8 muestra la
electroforesis en gel de agarosa al 2%, en donde se utilizd6 un marcador de peso molecular
(MPM) de 50 pb. Se obtuvieron bandas esperadas de 450 pb aproximadamente. Por otra parte,
la temperatura que mostr6 menor barrido y mayor cantidad de producto fue la de 48.0°C. Se
observaron barridos en todas las temperaturas y se encontr6 que conforme aumenta la
temperatura, €stos fueron mas notorios. A partir de la temperatura de 59°C se aprecid otra
banda de menor tamafio de alrededor de 370 pb y una disminucion de la intensidad del ADN
en la banda de 450 pb.

La figura 9 muestra la electroforesis en gel de agarosa al 2% del producto de PCR de
las cepas E-4G (carril 2 y 3) y E-4D (carril 4). En la electroforesis se observan las bandas de
peso molecular de 450 pb, que muestra una excelente cantidad y calidad del producto

amplificado, no se observaron barridos u otras bandas que acompaifien a las esperadas.
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MPM 48°C 50.5°C 52.2°C 54.4°C 56.9°C 59°C 60.7°C 61.8°C 63.3°C

Figura 8. Electroforesis en gel de agarosa al 2%, que muestra el gradiente de temperatura del
producto perteneciente a la cepa E—4D. Carril 1: MPM de 50 pb. La temperatura
aplicada al carril 2 fue de 48°C, carril 3: 50.5°C, carril 4: 52.2 °C, carril 5: 54.4°C, carril 6:
56.9°C, carril 7: 59°C, carril 8: 60.7°C, carril 9: 61.8°C y carril 10: 63°C. MPM=Marcador de

peso molecular.

MPM E-4G E-4G E-4D

Figura 9. Electroforesis en gel de agarosa al 2% de las cepas E-4G y E-4D. Carril 1: MPM de
50 pb. Carriles 2 y 3: cepa E-4G y carril 4: cepa E-4D. MPM=Marcador de peso molecular.
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Para la amplificacion de las muestras pertenecientes a las cepas RoG.13, NFg.12 y
5M7.13, se determind una temperatura de 58°C (Figura 10). El producto de la amplificacion
de la muestra perteneciente a la cepa RoG.13, con poca cantidad producto de PCR, sin
embargo se encuentra en el rango de 450 pb esperados. Las muestras NFg.12 y 5M7.13, se

detectaron ligeros barridos en los productos pero con una excelente cantidad de producto de

PCR.

MPM RoG.13 NFg.12 5M7.13

Figura 10. Electroforesis en gel de agarosa al 2% del producto de amplificacion de las cepas
bacterianas NFg.12, RoG.13 y 5SM7.13. Carril 1: MPM de 50 pb. Carril 2: cepa RoG.13. Carril
3: cepa NFg.12 y carril 4: cepa SM7.13. MPM=Marcador de peso molecular.
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VII.5. Secuencias Analizadas

VIL.S.1. Cepa E-4D

La secuencia analizada de la cepa E-4D cuenta con 404 pb y la mayoria de las secuencias
homologas publicadas en el GenBank comparten un 99% de similitud con el género
Methylophaga (Tabla VI). Algunas secuencias pertenecen a clonas que no se han cultivado y
no arrojan informacidn taxondmica. Se encontr6 similitud en menor cantidad con secuencias

de cepas de los géneros Gordonia y Rhodococcus sp. con un 99% de similitud (Apéndice 6).

Tabla VI. Secuencias homologas con la cepa E—4D publicadas en el GenBank.

Bacteria No. de acceso Similitud Longitud Direccion
Methylophaga sp. HQ268014.1 99%  404/410 1284 Plus-minus
Methylophaga sp. AM?238581.1 99%  404/410 907 Plus-minus
(No cultivada).

Methylophaga sp. EU328072.1 99%  404/410 1504 Plus-minus

(No cultivada).

VILS.2. Cepa E-4G

La secuencia generada de la cepa E4G cuenta con 409 pb. La mayoria de las secuencias
homologas publicadas a la fecha en el GenBank pertenecen al género Halomonas que
comparten un 99% de similitud con la cepa bacteriana E-4G de este estudio (Tabla VII),
(Apéndice 7).
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Tabla VII. Secuencias homologas con la cepa E—4G publicadas en el GenBank.

Bacteria No. de acceso Similitud Longitud  Direccion
Halomonas organivorans NR 029029.1  99%  407/409 1472 Plus-minus
Halomonas sp. GQ384066.1 99%  407/409 1453 Plus-minus
Halomonas salina AY553073.1 99%  407/409 1489 Plus-minus

VIL.5.3. Cepa NFg. 12

La secuencia parcial perteneciente a la cepa bacteriana NFg.12 cuenta con 407 pb. La mayoria
de las secuencias homdlogas publicadas en el GenBank son clonas sin cultivar. De estas
secuencias, cuatro de ellas mantienen un 99% de similitud con el género Phaeobacter (Tabla
VIII). De igual forma se encuentran secuencias en menor cantidad que pertenecen a otras
bacterias como Tropicibacter sp., Poseidonocella sedimentorum y Ruegeria sp., con los que la

secuencia de la cepa NFg.12 mantiene una similitud de 99% (Apéndice 8).

Tabla VIII. Secuencias homologas con la cepa NFg.12 publicadas en el GenBank.

Bacteria No. de acceso Similitud Longitud Direccion
Phaeobacter sp. FM196539.1 99% 407/409 1419 Plus-minus
Phaeobacter caeruleus HMO031996.1 99% 407/409 1333 Plus-minus

Phaeobacter caeruleus NR 042701.1 99%  407/409 1422 Plus-minus

VIL.5.4 Cepa SM7.13

La secuencia de la cepa SM7.13 mide 409 pb y segun el analisis en el GenBank la mayoria de
las secuencias publicadas pertenecen al género Muricauda con un 99% de similitud (Tabla
IX), otras secuencias con el 99% de similitud corresponden a clonas no cultivadas, en menor

cantidad secuencias referentes a Flavobacterium sp. y Cytophaga sp. (Apéndice 9).
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Tabla IX. Secuencias homodlogas con la cepa SM7.13 publicadas en el GenBank.

Bacteria No de acceso Similitud Longitud Direccion
Muricauda lutimaris KC565606.1  99% 405/407 800 Plus-minus
Muricauda sp. HQ697918.1  99% 405/407 1488 Plus-minus
Muricauda lutimaris GQ505255.1  99% 405/407 703 Plus-minus

VILS.S. Cepa RoG.13

El tamaio de la secuencia de la cepa RoG.13 mide 407 pb. El anélisis de la secuencia en el
GenBank coincide en un 100% de similitud con 12 secuencias publicadas, de las cuales, 11
pertenecen a clonas que no aportan informacion sobre la identidad taxonémica, ademas de que
no han sido cultivadas y solamente una secuencia corresponde a una bacteria no cultivada del
género Roseivirga sp. (Tabla XI). En cuanto a las secuencias publicadas que comparten un
99% de similitud se encuentran de nuevo clonas que en su mayoria no han sido cultivadas y
bacterias del género Roseivirga (Tabla X). Con un 98% de similitud se encontraron secuencias

de los géneros de Roseivirga, Cytophaga y Fabibacter (Apéndice 10).

Tabla X. Secuencias homologas con la cepa RoG.13 publicadas en el GenBank.

Bacteria No. de acceso Similitud Longitud Direccion
Bacteria no cultivada IN547146.1 10% 405/405 891 Plus-minus
Roseivirga sp. IN546667.1 10% 405/405 914 Plus-minus

(No cultivada)

Roseivirga ehrenbergii ~ KF193941.1 99% 399/405 1242 Plus-minus
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VII.6. Alineamiento de Secuencias

Una vez alineadas las cinco secuencias de las cepas de estudio y en conjunto con las
secuencias analizadas provenientes del GenBank, se detecté que las secuencias de estudio
abarcan aproximadamente desde el nucleotido 550 al nucledtido 980 de las 1500 pb que

contiene la molécula del 16S del ARNr.

VIL.7. Analisis Filogenético del Gen 16S ARNr

Como resultado de los alineamientos, se obtuvo una matriz de 451 posiciones que se utilizaron
para la construccion de filogenias por medio del criterio de Maxima Verosimilitud (ML) con
el modelo de evolucion GTR+G+I, en el que se utilizaron mil réplicas de bootstrap y presentd
una longitud de 7,612 pasos.

Para el arbol de Maxima Parsimonia (MP) nucleotidica, se obtuvieron valores de
longitud de 1,539 pasos, con un indice de consistencia (CI) de 0.327 y un indice de retencion
(RI) de 0.745. Se encontr6 que 210 caracteres son sitios parsimoniosamente informativos,
mientras que 59 caracteres no mostraron informacion. Se analizaron 68 secuencias incluidas
las cinco cepas de estudio, méas dos grupos externos Aquifex pyrophilus y Halobacteria
archaeon. La topologia de los tres criterios muestra la monofilia de los fila Proteobacteria y
Bacteroidetes como monofiléticos. Ademas, al interior del filo Proteobacteria, se evidencia la
monofilia de las clases Gammaproteobacteria, Betaproteobacteria y Alphaproteobacteria. En
la clase Betaproteobacteria se incluye el analisis al interior de la clase Gammaproteobacteria,
lo que podria comprometer los resultados de esta investigacion. El andlisis con los criterios NJ
y ML mostraron pocas diferencias que no comprometen las topologias de las cepas de estudio.
La topologia al interior de las familias se ven comprometidas en el arbol de MP, mientras que

en el analisis de NJ, su topologia es muy similar a la encontrada en el de ML, con excepcion
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de las familias Halomonadaceae, Pisciricketsiaceae y Flammeovirgaceae, donde uno y varios
géneros comprometen su monofilia (Figura 11).

Para las cinco cepas de estudio, todas resultaron en clados monofiléticos con las
especies hermanas depositadas en el GenBank de acuerdo a la topologia del cladograma
resuelto bajo el analisis de Maxima Verosimilitud (Figura 11). La cepa E-4G pertenece a la
familia Halomonadaceae, con un valor de 68% en el andlisis de bootstrap y 64% para el
género Halomonas. De la misma forma, la cepa E-4D est4 asociada al género Methylophaga,
representante de la familia Piscirickettsiaceae, con un valor de bootstrap de 88% y de 100%
para la mayoria de las especies de la familia incluidas en el andlisis. Estas unidades
taxonoémicas (E-4G y E—4D) mostraron un valor de 100% en el analisis de bootstrap para la
clase Gammaproteobacteria, en donde ambas cepas resultaron miembros de esta clase.

La cepa NFg.12 anida al interior de la familia Rhodobacteraceae contribuyendo a la
clara monofilia de esta familia con un valor de boostsrap del 60% (Figura 11). A su vez, la
clase Alphaproteobacteria se observa monofilética para las familias Rhodobacteraceae e
Hypomonadaceae utilizadas en el analisis. En el caso de la cepa 5M7.13, se encontrd que
pertenece a la familia Flavobacteriaceae en monofilia clara para todos los géneros utilizados
en el andlisis con un valor de 100% y esta cepa se relaciona claramente con el género
Muricauda en un 86% segun el analisis de bootstrap (Figura 11).

La cepa RoG.13 forma parte del clado Flammeovirgaceae con un 76% de valor para
bootstrap, donde sdlo dos géneros (Flexitrix y Flammeovirga) comprometen su monofilia. La

cepa RoG.13 se incluye fuertemente en el género Rosevirga con un valor de 96% (Figura 11).

43



Hoomonas sp. (QH188665 1)
u Dwbwen puciics (L42616 1)
= CEPAE4G
|| Haomanss sfongals (JFI0610)
w  Hwomones dendnlcass (NR_0N2491 1)
| ~Coboeta manna (1128265 1)
Salnicoln flephius (NR_(42125 1)
» Chromofialshacter 30, (EUD4S305 1)
~ Kumhnena awanta (MWR_042088 1)
Zpnodactar psman (ABG81768)
» Peoutomonas fucrescens (EFRGT08. 1)
Pasovronas sp (AYXE169 T)
Uncuitured Fischichodiaa 50, (A YS542056 1)
U Thomcrosoea sp. (L4081D.T)
‘ Hydrogenawirio manne (NR_029135 1)
-SuMumge caldourall (AB245475)
™ Metilonhags Mralsstcs (NG_056802 1)
| - Metiytophags mwara (AYES421.1)
H cepagsn
- Lincutiuveed Mechyiophage (AMPI8599 1)
Uncettured Precrickedsincen bactenum (DG23£108 1)
Mattyioemonas methanica (MNR_074627.1)
| ™ . Glacecol mozcphia (MR 0255451}
Alsomonas Morea (NR_025780.1)
B Agwheovees slvi (EUDE4405 1)
il | NYDS0SaYa 50 (AYBSB3TT.1)
- Htrceomanes euwnpsen (M09 7)
Vitrio sp (Contral)
Halowtne ounyieans (NR_O43524.1)
o MEnnga anmoii (GO427842.1)
Mothylcbocfarum sp. (ADS08338 2)
« CEPA NFg 12
= Phasadacter so. (FIA196439.1)
wanpa‘mrswvm "
—Rossidar so (A033985 1)
- Uncutwed Pelopbaca sp. (FU745173 1)
! Tt e (MR_047508.7)
Ledsingana aquimanng (NF_042670 1)
. - Phasobacier sp. (/XDT06T1.1)
w | Anlsrciobactar s (EF4E9005.1)
| Fhooobacter ivabans (NR_042761.1)
Yangn pacifes (MNR_042376 1)
Hyphamonas oceanis (MR_0245¢1 1)
Litormonas gp. (KCS82601.1)

-y
FRobvghniies DYannets (NR_074601 1)
Muncauda nustingensis (NR_028772 1)
U ™oEPA SMT 12
" Munnauds favescans [JMR_ON2908 1)
M Monrauds oleans (JGIAEASS 1)
| Crocatiies eckianios (MR_043628 1)
.mmmrmoz«m

] Favohaciaviuon it (WS_02M085 1

= CoNuophags aigzols (NR_OT4452 1)
- i~ Zobeite tsmvaanse (NR_024827 1)
CManbacier &5 [MDIE550 1)
Aurnibozior Lancalonm (ASS72584. 1)
| 4 Rasewign ap. (JXSI8400 1)
| Fabisazter halodokerans (MR_043530. 1)
- CEPA RoG 13
T Romsivos Rivetagy (A YA TO 1)
| “Rosawiga spoagioata {DOGS0SH5 1)
Rucharhachinky 39 (GUT4I095 7)
FulWWgo 50, ( FREB7203 1)
Marvigs sp, (KCROTY)
Oyfoypdmgs awanteca (MR_(25820 1)

» “
. |
-

Halomonadaceae

| Pseudomonadaceae

Piscirickettsiaceae

| Methylococcaceae

Alteromonadaceae

| Nitrosomonadaceae

I Vibrionaceae
I Halomonadaceae

| Methylobacteriaceae

Rhodobacteraceace

| Hyphomonadaceae

Flavobacteriaceae

Flammeovirgaceae

' Cytophioge hutchinsand (D12663.1) l Cytophagaceae
Lo Pty darolbheae (NR_040570 1) | Fllmmeovirgaceae
: FRMMEOWD2 yaayamenss (S, 091385 1)
Aqunex pyroptwus (NR_028172.1) | Aquiﬁ caceae
. ‘ B 77/ Uncutturod Hatobactan anhaeos (EF 106688 1)

Proteobacteri

Bacteroidetes

44



Figura 11. Arbol filogenético obtenido mediante el criterio de maxima verosimilitud (ML)
para 70 secuencias parciales del 16S ARNr. Los numeros de acceso de las secuencias para el
GenBank se encuentran en paréntesis. Los nodos muestran los valores de bootstrap para 1000
réplicas.
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VIII. DISCUSIONES

El aislamiento de cepas bacterianas es de suma importancia, ya que mediante esta técnica se
obtienen cultivos axénicos, con lo que se garantiza que el material genético sea el mismo para
todas las células y se obtiene una identificacion bacteriana correcta, como en el caso de las
cepas bacterianas de estudio NFg.12, RoG.13 y 5M7.13, E-4D y EH4G.

Las cepas NFg.12, RoG.13 y 5M7.13 no mostraron crecimiento en el medio inorganico
MI-221, lo que sugiere que estas tres bacterias no tienen la capacidad de utilizar el amonio
como fuente de energia. Aunque el hecho de que pudieron recuperarse de este medio,
mediante resiembras en agar marino (AM) probablemente indica que estuvieron en una fase de
latencia y/o adaptacion. Al someter a las cepas NFg.12, 5SM7.13 y RoG.13 a un medio de
cultivo donde los nutrientes no fueron los adecuados para su crecimiento, generd estrés y por
ende un cambio fenotipico que se manifestd en cambios morfologicos y de coloracion. Estos
resultados concuerdan con investigaciones realizadas en bacterias sometidas a condiciones de
estrés como inanicion, alta concentracion de metales, antibidticos, lo que provocd un lento
crecimiento, inactivacion celular y morfologias atipicas en cepas de Escherichia coli (Hirsch,
1961), Staphylococcus sp. (Proctor et al., 1997) y Nitrosomonas europaea (Chandran y Love,
2008).

Las bacterias particularmente muestran una alta capacidad de cambio para adaptarse y
sobrevivir, sin embargo si la aclimatacion fisioldgica es insuficiente para mitigar la escasez de
recursos, las mutaciones pueden favorecer la capacidad de absorcion. La enzima encargada de
reconocer estos cambios ambientales es la RNA polimerasa (Boor, 2006; Chou et al., 2009).
Ademas en bacterias como E. coli se ha encontrado niveles altos de RpoS (un control
transcripcional en respuesta al estrés) (Brown et al., 2002; Battesti et al., 2011) que se
encuentra directamente relacionado con ppGpp, una alormona que responde al estrés y a la
inanicion. Altas concentraciones de esta alormona generd dos mutaciones en el gen spot de
cepas de E. coli que inactivo su crecimiento celular (Spira et al., 2008), lo que pudiera explicar
el efecto de inhibicion de las cepas NFg.12, RoG.13 y 5M7.13 cuando se les inoculd en el
medio de cultivo MI-221.
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Las denominadas bacterias fastidiosas, son aquellas que muestran un lento crecimiento
(Chesbro, 1988); en este sentido, los estudios realizados en esta investigacion con la cepa
NFg.12 se observo caracteristicas de este tipo, ya que al inicio del aislamiento mostréo un
crecimiento lento con una coloracion cristalina, a diferencia del color negro azuloso
caracteristico. Este comportamiento se detectd durante 7 semanas y probablemente se debio a
la falta de algun nutriente del medio de cultivo, que pudiera haber sido sintetizado en su
momento por alguna (s) de las diferentes poblaciones bacterianas que se encontraban en el
cultivo con AM del aislamiento original, el cual hubiese contribuido para generar un color mas
brillante, ademas de mayor crecimiento en la cepa bacteriana NFg.12. De igual forma, pudiera
tratarse de una fase de adaptacion y/o disponibilidad a los nutrientes existentes en un medio de
cultivo artificial. La difusion de nutrientes, su disponibilidad, la quimiotaxia y el quorom
sensing en bacterias juegan un papel importante en los morfotipos observados (Madigan et al.,
2012). En este sentido Davis et al. (2005), demostraron que extendiendo los tiempos de
incubacidn hasta tres meses, en conjunto con medios de cultivo modificados, se obtiene un
mejor desarrollo de las cepas e incluso se logra aislar cepas que rara vez son aisladas con las
técnicas y tiempos de incubacion de cultivo establecidos, lo que coincide con las
observaciones en los cultivos de la cepa NFg.12. Por el contrario, las cepas SM7.13 y RoG.13
mostraron un rapido crecimiento desde las primeras inoculaciones sobre AM, debido a su
crecimiento heterotrofico lo que permiti6é un buen desarrollo y mayor abundancia en las placas
de cultivo originales de donde fueron aisladas.

Por otra parte, el gen del 16S ARNr es altamente conservado debido a las funciones
esenciales en las que participa. Las regiones variables que lo constituyen son fundamentales,
con ellas se puede disefiar oligonucledtidos para PCR y sondas de hibridacion, del mismo
modo que la alineaciéon de secuencias permite encontrar zonas homologas en diferentes
organismos, la medicion de la variacion de los nucledtidos estima las distancias evolutivas y
con ello es posible realizar arboles filogenéticos (Van der Peer et al., 1996).

Los genes bacterianos del 16S del ARNr abarcan 9 regiones hipervariables, en donde
cada especie contiene secuencias especificas dentro de una determinada region y son usadas
tanto en diagnosticos clinicos como en investigaciones cientificas. El fragmento amplificado
del 16S del ARNr de las 5 cepas de estudio, abarcd las regiones hipervariables V4
(nucleotidos 576-682), V5 (nucleotidos 822—879). Donde el intervalo de nucledtidos 650—-660
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y del 827-855 presenta mayor variabilidad dentro de la region amplificada (Van der Peer et
al., 1996; Chakravorty et al., 2007).

El analisis de las secuencias homologas encontradas en el GenBank relacion6 a las
cepas, NFg.12, E-4D y E-4G con el filo Proteobacterias, mientras que las cepas RoG.13 y
5M7.13 estan relacionadas con el filo Bacteroidetes del dominio Bacteria.

El andlisis de las secuencias en BLAST indico que el 99% de la secuencias
perteneciente a E—4G corresponde al género Halomonas, familia Halomonadaceae de la clase
Gammaproteobacteria. Segun la edicion mas reciente (2% ed.) del Manual Bergey’s de
Bacteriologia y Sistematica (Garrity et al., 2005), la familia Halomonadaceae agrupa 7
géneros, sin embargo estudios posteriores a la publicacion de este manual, unifican al género
Deleya con el género Halomonas (Dobson y Franzmann 1996; Arahal y Ventosa, 2006). De
igual forma publicaciones realizadas en la revista Internacional de Sistematica y
Microbiologia Evolutiva (International Journal of Systematic and Evolutionary Microbiology,
siglas en ingles IJSEM), que tiene validez oficial, incorpora 6 géneros nuevos en la familia
Halomonadaceae.

Los integrantes de la familia Halomonadaceae poseen células rectas o curvas, son gram
negativas, que presentan una movilidad por medio de flagelos, las colonias que se desarrollan
en medios de cultivos son de color blanco o amarillo. La respiracion es aerdbica o anaerobia
facultativa y cuentan con un metabolismo quimioorganotrofico. Con excepcion del género
Zymobacter todas las especies son halotolerantes (Garrity et al., 2005). La version actual del
Manual Bergey’s menciona que el género Halomonas cuenta con 21 especies (H. elongata, H.
aquamarina, H. campisalis, H. cupida, H. desiderata, H. eurihalina, H. halmophila, H.
halodenitrificans, H halodurans, H. halophila, H. magadiensis, H. marina, H. maura, H.
marisflavi, H. meridiana, H. pacifica, H. pantelleriensis, H. salina, H. subglaciescola, H.
variabilis, H. venusta), ademas de las nuevos géneros descritos y publicados en IJSEM
después de la publicacion del manual Bergey's (H. alimentaria, H. alkaliantarctica, H.
alkaliphila, H. almeriensis, H. andesensis, H. anticariensis, H. arcis, H. avicenniae, H.
axialensis, H. beimenensis, H. boliviensis, H. campaniensis, , H. canadensis, H. caseinilytica,
H. cerina, H. cibimaris, H. daqgiaonensis, H. daqingensis H. denitrificans, H. flava, H.
fontilapidosi, H. gomseomensis, H. gudaonensis, H. halocynthiae H. hamiltonii, H.

huangheensis, H. hydrothermalis, H. ilicicola, H. indalinina, H. israelensis, H. janggokensis,
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H. jeotgali, H. johnsoniae, H. kenyensis, H. korlensis, H. koreensis, H. kribbensis, H. lutea, H.
mongoliensis, H. nanhaiensis, H. muralis, H. neptunia, H. nitroreducens, H. olivaria, H.
organivorans, H. gijiaojingensis, H. ramblicola, H. sabkhae, H. rifensis, H. saccharevitans, H.
salaria, H. salifodinae, H. shengliensis, H. sinaiensis, H. smyrnensis, H. stenophila, H.
stevensii, H. subterranea, H. sulfidaeris, H. taeanensis, H. titanicae, H. ventosae, H.
vilamensis, H. xianhensis, H. xinjiangensis, H. zhanjiangensis, H. zincidurans).

Las células bacterianas del género Halomonas presentan una morfologia bacilar o
pleomorfica, elongada de filamentos flexibles dependiendo de las condiciones. Son mdviles
por la presencia de flagelos laterales, peritricos y/o polares. Las colonias que se desarrollan en
medio CAS (cuyo contenido nutricional es similar a AM) pueden ser de colores blancos,
amarillos, suaves y brillantes pero nunca de color rojo. En cultivos de 24 horas, las colonias
miden 2 mm aproximadamente, aunque con mayor edad pueden ser de color café transparente.
Presentan un crecimiento con un intervalo amplio de temperaturas que van de 10°C—45°C. El
crecimiento de algunas cepas se puede dar en condiciones anaerobicas en medios con nitratos.
Presenta buen crecimiento en medios con glucosa en condiciones de anaerobiosis sin la
presencia de nitratos. La mayoria de las cepas reduce los nitratos a nitritos. Ademas que el
sulfato de amonio puede servir como unica fuente de energia. Son bacterias catalasa positiva y
la mayoria de las especies son oxidasa positiva (Garrity et al., 2005).

Este grupo de microorganismos se encuentra ampliamente distribuido en ambientes
hipersalinos y se les ha encontrado gran potencial biotecnologico como bioabsorbentes,
emulsificantes y desnitrificantes (Margesin y Schinner, 2001; Llamas et al., 2005). Las
caracteristicas de crecimiento, morfologia celular y colonial que se observaron para la cepa E-
4G coinciden con las encontradas para este género bacteriano.

Por otro lado, el analisis filogenético utilizando el criterio de Méaxima Verosimilitud
(ML) y de Neighbour-joining (NJ) mostrd que la cepa E-4G se incorpora en el género de
Halomonas, formando un solo clado en la familia Halomonadaceae con un valor de 68% en el
analisis de bootstrap que incluye a los géneros Cobetia, Salinicola, Chromohalobacter,
Kushneria y Zymobacter. Garrity et al. (2005), asi como Arahal y Ventosa, (2006) mencionan
que el género Halomonas se encuentra dentro de la familia Halomonadaceae e incluye a los
géneros utilizados en nuestro analisis como parte de la familia. En este estudio Deleya pacifica

se incluye en el clado del género de Halomonas, en conjunto con la cepa E-4G (Figura 11); sin
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embargo, debido a que las caracteristicas fenotipicas, genotipicas y filogenéticas del género
Deleya, De Vos y De Ley (1983) y Dobson y Franzmann (1996), indican que este género es
sinonimia del género Halomonas, lo que se corrobora con los tres criterios usados en este
estudio.

La secuencia perteneciente a la cepa E-4D presenta una homologia del 99% con las
secuencias publicadas pertenecientes al género Methylophaga, de la familia Piscirickettsiaceae
clase Gammaproteobacteria. Los integrantes de la familia Piscirickettsiaceae presenta un
metabolismo aerdbico, son células gram negativas, en forma de bacilos, vibrios o espirales. De
acuerdo a la ultima edicion del Manual Bergey’s de Bacteriologia y Sistematica (Garrity et al.,
2005) la familia Piscirickettsiaceae incluye a ocho géneros, entre los que se encuentra
Methylophaga que agrupa a 4 especies: M. marina, M. thalassica, M. sulfidovorans y M.
limanica. Sin embargo publicaciones recientes en el IISEM agregan 7 especies nuevas en el
género Methylophaga: M. alcalica (Doronina et al., 2003), M. aminisulfidivorans (Kim et al.,
2007), M. murallis (Doronina et al., 2011), M. thiooxidans (Boden et al., 2011) M. lonarensis
(Chakkiath et al., 2012), M. frappieri y M. nitratireducenticrescens (Villeneuve et al., 2013).

Las bacterias del género Methylophaga tienen forma bacilar, llegan a medir 0.2 y 0.9-
1.0 um, pueden crecer en pares o individualmente, células gram negativas, el movimiento es
llevado a cabo por un flagelo polar. El género agrupa bacterias aerobicas y halofilas. Son
positivas en la prueba de oxidasa y catalasa. Las colonias que crecen en agar mineral miden
entre 0.5 y 2 mm de didmetro, son de color blanco, ligeramente cremosas, aunque también
llegan a tener un color rosa palido, con margen entero y consistencia cremosa, con un
crecimiento optimo de temperatura que va desde los 22°C hasta los 37°C (Garrity et al., 2005).
Presentan un metabolismo quimioheterotrofico, utilizan varias fuentes de nitrogeno, entre las
que se incluye el amonio y nitratos (Kimura et al., 1990; Garrity et al., 2005), crecen en
condiciones desnitrificantes (Villeneuve et al., 2013) debido a la presencia de dos genes NarG
divergentes, que probablemente fueron adquiridos por transferencia horizontal genética
(Auclair et al., 2010). Las caracteristicas fenotipicas que se observaron para la cepa E—4D
como crecimiento, morfologia colonial y celular, coinciden con las caracteristicas reportadas
para el género Methylophaga.

Mediante los criterios de Maxima Verosimilitud (ML) y de Neighbour-joining (NJ) se

observo que la cepa E-4D tiene una clara relacion con el género Methylophaga y con la clona
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Piscirickettsiaceae (No. de acceso DQ234105.1) (cuya identificacion taxondmica se limita a la
familia Piscirickettsiaceae) con un valor de 88% de bootstrap. No obstante, el resto de los
miembros de la familia Piscirickettsiaceae, que incluye a los géneros Thiomicrospira,
Hydrogenovibrio, Sulfuvirga y Piscirickettsia forman otra agrupacion que no incorpora a los
miembros del clado donde se incluyen secuencias del género Methylophaga, 1a cepa E-4D y la
clona perteneciente a la familia Piscirickettsiaceae (No. de acceso DQ234105.1), lo que indica
que esta familia resulta polifilética para nuestros andlisis (no comparten un ancestro comun).
Por lo que aparentemente es necesario que se incluyan secuencias pertenecientes a otros
géneros de esta familia para encontrar una topologia que proporcione mayor informacion de
las relaciones filogenéticas al interior de la familia. Por otro lado, la construccion del arbol de
Parsimonia indica una topologia adicional para la familia Piscirickettsiaceae, ya que se incluye
a los géneros Glaciecola, Alteromonas, Agarivorans, Nitrosospira, Nitrosomonas,
Methylomonas 'y Pseudomonas, que corresponden a las familias Alteromonadaceae,
Methylococcaceae y Pseudomonadaceae (Garrity et al., 2005).

La propiedad de la cepa E-4D de hidrolizar el agar, es una caracteristica que en la
literatura no se le encontrd referenciada con el género Methylophaga. Sin embargo muchas
bacterias del ambiente marino como Glaciecola mesophila, Agarivorans sp., Vibrio spp.,
Alteromonas y algunos miembros de la familia Flavobacteriaceae tienen la propiedad de
hidrolizar el agar (Romanenko et al., 2003; Wang et al., 2006, Krieg et al., 2010; Long et al.,
2010; Liao et al., 2011). En este sentido, las secuencias incorporadas en el estudio filogenético
(Figura 11) pertenecientes a las bacterias Glaciecola mesophila (No. de acceso NR _025546.1),
Alteromonas litorea (No. de acceso NR 025780.1), Agarivorans albus (No. de acceso
EU084496), que se incluyen en la clase Gammaproteobacteria, filo Proteobacteria (Garrity et
al., 2005) y que tienen una relacion filogenética con la cepa bacteriana E-4D, poseen la
capacidad de degradar moléculas de alto peso molecular como agar, gelatina y almidon. Esta
caracteristica es compartida con el filo Bacteroidetes, asi como con la mayoria de las
secuencias de las bacterias pertenecientes a la familia Flavobacteriaceae, incluidas en este
estudio: Robiginitalea biformata (No. de acceso NR_074601.1), Croceitalea eckloniae (No. de
acceso NR 043628.1), Arenibacter troitsensis (No. de acceso NR 024790), Flavobacterium
xanthum (No. de acceso NR  024865.1), Cellulophaga algicola (No. de acceso NR (074452.1)
y Zobellia laminariae (No. de acceso 024827.1), Cytophaga aurantiaca (No. de acceso
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NR 025829.1) y Cytophaga hutchinsonii (No. de acceso D12663.1) de la familia
Cytophagaceae. Con referencia a lo anterior, se considera hipotetizar que la capacidad de
hidrolizar el agar que presenta la cepa E—4D pudiera haber sido adquirida por una posible
transferencia horizontal, proceso de conjugacion comuin en bacterias que bajo ciertas
condiciones puede ser benéfico (Schmidt y Hansel, 2004; Gal-Mor y Finlay, 2006; Daccord et
al., 2013).

Asi mismo, las bacterias del género Methylophaga utilizan como fuente de energia
amonio, nitratos, y una caracteristica especial es que crecen en dimetilsulféxido (DMSO),
metanol y metilamina (Garrity et al., 2005; Kim et al., 2007). La mayor caracteristica que
distingue a las bacterias metanotrofas es la capacidad de utilizar el metano como unica fuente
de carbono (Murrell y Smith, 2010) y las secuencias utilizadas para el estudio filogenético
pertenecientes a M. thalassica (No. de acceso 036802.1), M. murata (No. de acceso
AY694421.1), Methylophaga sp. (No. de acceso. 238599.1) y Methylomonas methanica (No.
de acceso NR 074627.1) son capaces de crecer en dimetilsulféxido, metanol y metalamina,
agrupandose en el clado de las gammaproteobacterias (Garrity et al., 2005), al igual que la
cepa E-4D (Figura 11). En este sentido las bacterias oxidantes de amonio y los metan6trofos
se encuentran relacionados, ya que la enzima monoxigenasa del metano también oxida el
amonio (Hanson y Hanson, 1996; Garrity et al., 2005; Madigan et al., 2012) y para que las
bacterias alcancen una desnitrificacion satisfactoria es necesario una fuente externa de carbono
como el metanol (Parent y Morin, 2000). Con referencia a lo anterior, las cepas E-4G y E4D
que crecieron en el medio inorganico MI-221 mantienen una relacion filogenética con las
bacterias oxidantes de amonio Nitrosomonas europaea (No. de acceso M96399.1) y
Nitrosospira sp. (No. de acceso AY856377.1), las cuales se incluyen en el clado de las
Proteobacterias (Figura 11) y su posicion taxonomica en la clase Betaproteobacterias es
confirmada por Garrity et al. (2005).

Segun las secuencias homologas publicadas en el GenBank, la cepa NFg.12, pertenece
con un 99% de similitud al género Phaeobacter, tamilia Rhodobactereaceae, clase
Alphaproteobacteria. Los géneros incluidas en la familia Rhodobactereaceae son muy diversos
en cuanto a su fisiologia, metabolismo y ecologia, que incluye microrganismos
fotoheterotrofos, fotoautotrofos, quimiorganotrofos, que pueden ser aerobios estrictos o

anaerobios facultativos, algunas bacterias pueden desnitrificar, otras son acudticas, necesitan
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NaCl para su desarrollo (Garrity et al., 2005) y forman biopeliculas (Elifantz et al., 2013), esta
ultima caracteristica se presentd en la cepa NFg.12 cuando se cultivdo en medio liquido. El
volumen mas reciente del Manual Bergey’s (Garrity et al., 2005), contiene 36 géneros,
mientras que en el [JISEM se incluyen 68 géneros mas. El género Phaeobacter no se encontrd
en la ultima compilacion de las Alphaproteobacterias en el Manual Bergey’s de Bacteriologia
y Sistematica, ya que su identificacion por Martens et al. (2006) fue realizada un afio después
de la publicacion de este Manual y reclasifica a Roseobacter gallaeciensis (Ruiz-Ponte et al.,
1998) y Ruegeria algicola (Lafay et al., 1995) como Phaeobacter gallaeciensis y Phaeobacter
inhibens respectivamente. Posteriormente se han descrito y publicado en el IJSEM cinco
nuevas especies del género Phaeobacter: P. caeruleus, P. daeponensis (Yoon et al., 2007), P.
articus (Zhang et al., 2008), (Vandecandelaere et al., 2009), P. leonis (Gaboyer et al., 2013) y
P. aquaemixtae (Park et al., 2014). Las bacterias del género Phaeobacter son gram negativos,
con morfologia ovoide, con uno o varios flagelos polares, contienen cuerpos de inclusion y
fosfolipidos. El género Phaeobacter son positivos para catalasa y oxidasa. Tienen un
desarrollo entre los 4°C y 40°C, con temperaturas Optimas entre 28°C y 37°C. Las colonias de
este género que se desarrollan bajo condiciones de cultivo en AM (2216, DIFCO), son
circulares y miden unos 2 mm de diametro, en donde la coloracion de las colonias se vuelve
azul después de tres dias de incubacion. Una propiedad del género Phaeobacter es la
produccion de antibioticos (Martens et al., 2006; Yoon et al., 2007; Vandecandelaere et al.,
2009). Las caracteristicas del género Phaeobacter concuerdan con las descritas para la cepa
NFg.12, ademas del alto porcentaje de similitud (99%) con las secuencias publicadas en el
GenBank.

En el andlisis filogenético utilizando los tres criterios, se observa Unicamente a una
especie de Phaeobacter sp. (No. de acceso FM196539.1) en clado con la cepa NFg.12 (56%
de bootstrap), mientras que Phaeobacter inhibes (No. de acceso NR042761) y Phaeobacter
sp. (No. de acceso JX070673.1) no se incluyen en el clado anterior comprometiendo la
monofilia del género Phaeobacter. Por su parte, la secuencia de la bacteria Ruegeria pelagia
(No. de acceso EU977138.1) mantiene una relacion cercana con la secuencia de la cepa de
estudio y Phaeobacter sp. (No. de acceso FM196539.1), R. pelagia comparte algunas
caracteristicas fenotipicas con el género Phaeobacter, ambos son gram negativos, no reducen

nitratos, la coloracién de la colonia es café—oscura, oxidasa y catalasa (—), no contienen
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bacterioclorofila o (Variante de la clorofila, cuyo residuo es un alcohol fitilo), sin embargo las
bacterias del género Ruegeria no necesitan NaCl para su desarrollo (Martens et al., 2006;
Vandecandelaere et al., 2009; Lee et al: 2007). Esta inestabilidad con el género Phaeobacter
es probable que se deba al muestreo de secuencias para el analisis, aunado a que este género es
de reciente creacion, debido a una reclasificacion (Martens et al., 2006) por lo que es necesario
se realicen mas estudios taxonémicos para resolver inconsistencias jerarquicas, y al igual que
para las otras cepas, es necesario se incorporen mas secuencias en el estudio para esta familia.
Asi mismo, la monofilia de la familia Rhodobacteraceae es clara, aunque con un valor de
boostrap de solo 60% (Figura 11).

Por otra parte, el filo Bacteroidetes es muy diverso metabdlica y fisioldgicamente,
anteriormente se le denominaba como el grupo Cythophaga-Flexibacter-Bacteroides. Este filo
agrupa a los grupos de Bacteroides, Flavobacteria y Sphingobacteria, los cuales tienen una
importante participacion en el ciclo del carbono y estdn ampliamente distribuidos en
ambientes marinos (Kim y Know, 2010; Krieg et al., 2010).

La comparacion de la secuencia de la cepa 5SM7.13 con las secuencias homologas
depositadas en el GenBank, indican que esta bacteria pertenece al filo Bacteroidetes, familia
Flavobacteriaceae, género Muricauda. Las bacterias de esta familia (54 géneros en la version
actualizada del Manual Bergey’s, mas 50 géneros nuevos publicados en el journal IJSEM),
tienen forma bacilar, Gram negativas, no cuentan con flagelos, aunque algunas especies se
mueven por deslizamiento. Son bacterias positivas para las pruebas de catalasa y oxidasa. Bajo
condiciones de cultivo en agar marino desarrollan colonias circulares y convexas, con
pigmentacion de color amarillo, con tonos que van del dorado hasta el naranja. Son
microorganismos quimiorganotroficos con crecimiento aerdbico (Krieg et al., 2010).

Seglin la mas reciente compilacion del Bergey’s (Krieg et al., 2010), el género
Muricauda agrupa a 3 especies bacterianas (M. aquimarina, M. ruestriengis, M. flavescens),
sin embargo publicaciones recientes en el journal IJSEM sefalan 7 especies nuevas recién
caracterizadas: M. lutimaris (Yoon et al., 2008), M. lutaonensis (Arun et al., 2009), M. olearia
(Hwang et al., 2009), M. beolgyonensis (Lee et al., 2012), M. zhangzhouensis (Yang et al.,
2013), M. antarctica (Wu et al., 2013) y M. taeanensis (Kim et al., 2013). Todas las especies
reportadas a la fecha del género Muricauda son bacterias de forma bacilar, gram negativas,

haléfilas que crecen en un rango desde 0.5 a 9.0% de NaCl, y temperatura Optima de
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crecimiento de entre 30°C y 37°C, con metabolismo quimiorganotréfico, anaerobios
facultativos o aerobios estrictos y no reducen los nitratos. El género Muricuda desarrolla
apéndices de estructura parecida a vesiculas cuando se cultivan en medio liquido que crecen
sobre la superficie de la célula bacteriana y otras especies desarrollan ademas apéndices
parecidos a fibrillas a las que estdn unidas estas vesiculas. Esta caracteristica es importante
para diferenciar este género de otros géneros de la familia Flavobacteriaceae. Las colonias de
Muricauda en el medio de cultivo AM, son circulares, ligeramente convexas, miden entre 0.5
y 1.3 mm de didmetro, son de color amarillo para M. ruestriengis o doradas para M.
aquamarina (Krieg et al., 2010). Una caracteristica que comparten los miembros de la familia
Flavobacteriaceae es la capacidad de descomponer una amplia variedad de macromoléculas
como proteinas (caseina y gelatina, entre otros), carbohidratos (agar y quitina, entre otros.) y
lipidos (lecitina y Tween, entre otros), sin embargo algunas especies del género Muricauda no
son capaces de degradar moléculas de alto peso molecular, tal es el caso de las cepas con
secuencias de las bacterias Muricauda flavescens (No. de acceso NR 042908.1) y Muricauda
ruestringensis (No. de acceso NR_0228772.1) que se incluyen en el arbol filogenético (Figura
11) y que coinciden con la cepa 5SM7.13, la cual no mostr6 indicios de hidrélisis en el agar.
Las caracteristicas fenotipicas citadas anteriormente para el género Muricauda concuerdan con
las caracteristicas observadas para la cepa SM7.13, con excepcion de la presencia de vesiculas
y/o apéndices que no fue posible su visualizacion debido a la limitacion del equipo de
microscopia existente. Su posicion taxonomica se ratifica por el porcentaje de homologia de la
secuencia de esta cepa con las secuencias publicadas en el GenBank.

La cepa 5M7.13 se relaciona con el género Muricauda con 86% del valor bootstrap
formando con firmeza y claridad un clado monofilético para la familia Flavobacteriaceae con
un bootstrap de 100%. Bruns et al. (2001) ubican al género Muricauda en la familia
Flavobacteriaceae, junto con los géneros Croceitalia, Flavobacterium, Aurenibacter,
Celulophaga, Zopellia y Maribacter, topologia que concuerda con los resultados del analisis
dentro de la familia (Krieg et al., 2010).

Por ultimo, la cepa bacteriana RoG.13 mostré un 100% de similitud con la secuencia
perteneciente al género Roseivirga, familia Flammeovirgaceae. La edicion actual del Manual
de Bergey’'s de Bacteriologia y Sistemdtica reconoce 9 géneros para esta familia, mas 10

géneros nuevos publicados en el IISEM. Las bacterias que integran esta familia se caracterizan
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por ser células que dan una reaccidon negativa a la tincién gram, son bacilos rectos o curvos y
presentan un metabolismo quimiorganotréfico. No poseen flagelos por lo que son inmoviles
en medios liquidos, sin embargo se mueven por deslizamiento en sustratos sélidos. Las
colonias que desarrollan en agar son de color rosa, rojo o color-albaricoque y la mayoria de las
cepas se caracterizan por un crecimiento disperso. Muchas de las especies hidrolizan la
esculina, la gelatina y el DNA, son estrictamente aerdbicas, pero algunas son anaerobias
facultativas y oxidan a los carbohidratos. Producen oxidasa y catalasa, y algunas cepas
reducen los nitratos a nitritos. A todas las especies se les encuentra en diferentes ambientes
marinos, agua de mar, sedimentos, macroalgas o animales marinos, entre otros (Krieg et al.,
2010). El género Roseivirga incluye 4 especies (R. ehrenbergii, R. echinicomitans, R.
seohaensis, R. spongicola), tienen forma de bacilos, son gram negativos que miden
usualmente 0.2-0.5 x 2.0-4.0 um, con movilidad por deslizamiento, son aerobios estrictos,
con un metabolismo quimioheterotrofico, crecen entre el 1.0 y 8.0% de NaCl y con una
temperatura 6ptima de entre 20 y 33°C. Positivos para la prueba de catalasa y oxidasa. Son
microorganismos marinos de habitats costeros. Las colonias que se desarrollan en AM son
circulares con bordes enteros, presentan una pigmentaciéon de color rosa o rosa-naranja,
brillantes y convexas (Nedashkovskaya et al., 2005a; Nedashkovskaya et al., 2005b y Krieg et
al.,, 2010). Las caracteristicas fenotipicas coloniales y celulares que se observaron en el
laboratorio durante el cultivo para la cepa bacteriana RoG.13, coinciden con las caracteristicas
pertenecientes a Roseivirga.

De la misma manera, la cepa RoG.13 forma un grupo monofilético al interior de la
familia Flammeovirgaceae en 76% del valor bootstrap, es hermana de las especies de los
géneros Roseivirga en un 96% y la Gnica especie reportada para el género Fabibacter (No. de
acceso NR 043530.1), en donde se incluyen estos géneros y muchos mas en el mismo clado
para esta familia (Krieg et al., 2010). La cepa tipo Fabibacter halotolerans mantiene una
relacion de 93.1-96 % de similitud con la secuencias 16S del ARNr con el género Roseivirga
(Lau et al., 2006), sin embargo Roseivirga se diferencia de Fabibacter por la capacidad de
hidrolizar almidon y por la composicion de sus acidos grasos (Krieg et al., 2010).

Por otra parte, Nakagawa y Yamasato (1993), situan a las especies Cytophaga
aurantiaca (No. de acceso NR 025829.1) y Cytophaga hutchinsonii (No. de acceso

D12663.1) como pertenecientes a la familia Cytophagaceae. Sin embargo, estos mismos
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investigadores en 1996 enmendan al género Cyfophaga y reclasifican a las especies
Cytophaga salmonicolor y Cytophaga agarovorans (actualmente basonimia) al género
Marinilabilia, de la familia Marinilabiaceae (Nakagawa y Yamasato, 1996). A su vez los
géneros Flexithrix dorothae (No. de acceso NR 040919.1) y Flammeovirga yaeyamensis (No.
de acceso NR 041395) son ubicados como miembros de la familia Flammeovirgaceae de
acuerdo a Krieg et al. (2010), no obstante en el analisis realizado forman un grupo separado
del clado de la familia con un bootstrap del 100%. En efecto, Nakagawa et al. (2002), realiz6
estudios filogenéticos basados en la molécula del 16S ARNr que indican que Flexithrix
dorothae (NR_040919.1) mantiene una relacion estrecha con Flexibacter agregans, la cual
pertenece a la familia Cytophagaceae, ademas que Flexithrix dorothae es la unica especie
reportada para este género, incluso es muy probable que en un futuro Flexithrix y las especies
mal clasificadas del género Flexibacter formen un nuevo género (Krieg et al., 2010), lo que
explicaria la posicion de Flexithrix y Flammeovirga en el estudio filogenético (Figura 11). De
igual forma es muy seguro que estas inconsistencias en la topologia de los cladogramas
obtenidos, se deba a que el grupo es muy heterogéneo y que agrupa una gran diversidad de
especies y sea necesario incluir mayor nimero de secuencias.

De igual forma, existe la posibilidad de que algunas de las secuencias que se
encuentren en la base de datos en el GenBank no sean las correctas, debido a errores de
edicion, falta de interpretacion y/o técnicas usadas, las cuales difieren de las técnicas actuales,
por lo que es evidente la necesidad de reforzar con mas estudios que contribuyan para resolver
la problematica de la taxonomia bacteriana. Actualmente el alcance de las nuevas tecnologias,
como la secuenciacion de ADN, hibridaciéon molecular, PCR, asi como la adaptacion de
técnicas que mejoren el aislamiento bacteriano y desarrollo de métodos bioinformaticos,
permiten conocer cada vez mas la basta diversidad existente de microorganismos en los

diferentes habitats.
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IX. CONCLUSIONES

Las técnicas en microbiologia tradicional permitieron aislar cepas bacterianas de efluentes de
cultivo de camarén (E-4G, E-4D, NFg.12, RoG.13 y 5M7.13), que se identificaron
taxondmicamente hasta género con la amplificacion parcial del gen 16S del ARNr y los

cebadores utilizados, COM1 y COM2.

Las secuencias obtenidas de las cepas de estudio E-4D, E-4G, NFg.12 y 5M7.13,
comparten un 99% de similitud con las secuencias publicadas de los géneros Methylophaga,
Halomonas, Phaeobacter y Muricauda, respectivamente. La secuencia perteneciente a la cepa
RoG.13 mostré un 100% de similitud con las secuencias publicadas correspondiente al género

Roseivirga.

Las caracteristicas fenotipicas que se observaron para las cepas de estudio E—4D,
E-4G, NFg.12, 5M7.13 y RoG.13, corresponden a las reportadas para los géneros

Methylophaga, Halomonas, Phaeobacter, Muricauda y Roseivirga respectivamente.

La cepa E4D demostré una capacidad de hidrolizar el agar, caracteristica no
referenciada para el género Methylophaga, por lo que se infiere una posible transferencia

horizontal del gen implicado por un proceso de conjugacion entre bacterias.

Las cepas de estudio NFg.12, 5SM7.13 y RoG.13 no fueron capaces de crecer en medio

inorganico MI-221, lo que indica que no son bacterias nitrificantes.

El andlisis filogenético del 16S ARNr demostrd que las cinco cepas de estudio forman

clados monofiléticos a los fila Proteobacterias y Bacteroidetes.

El analisis filogenético relaciond a la secuencia de la cepa E-4D con el género

Methylophaga en 88% del valor de bootstrap.
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El analisis de bootstrap confirmé en un 64%, que la cepa E-4G pertenece al género
Halomonas y se incluye monofiléticamente a la familia Halomonadacea en un 68% con valor

de bootstrap.

La topologia realizada con la cepa NFg.12 la relaciona con el género Phaeobacter e

indica una monofilia para la familia Rhodobacteraceae con un 60% con valor para bootstrap.

El andlisis de Maxima Verosimilitud relaciona a la cepa SM7.13 en un 100% con la

familia Flavobacteriaceae y con un 80% con el género Muricauda.

El andlisis filogenético de la secuencia de la cepa RoG.13, la relaciona en un 76% con

la familia Flammeovirgaceae y con un 96% con el género Roseivirga.
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X. RECOMENDACIONES

Se recomienda secuenciar el gen completo del 16S ARNr para conocer la identidad

taxonomica hasta especie de las cepas de estudio.

Se sugiere realizar estudios filogenéticos para cada una de las cepas de estudio, donde
se incluya un mayor numero de secuencias de nucledtidos con la finalidad de resolver las

inconsistencias de la topologia en esta investigacion.

Se recomienda reforzar los estudios realizados con andlisis bioquimicos, fisiologicos y

morfoldgicos para las cepas de estudio.

Debido al potencial nitrificante de las cepas E-4G y E—4D es recomendable secuenciar
los genes implicados en este proceso (amoA, narGl y narG2), asi como someterlos a un

analisis filogenético y comparar estos resultados con el analisis filogenético del gen 16S.

Se sugiere realizar un analisis filogenético del gen implicado en la hidrdlisis del agar

en la cepa bacteriana E-4D.

Es recomendable someter las secuencias a diferentes bases de datos (El Proyecto de
Base de Datos Ribosomal (RDP), el Laboratorio Europeo de Biologia Molecular (EMBL),

ademas del Banco de Genes del NCBI) para obtener mayor informacion taxondmica.
Se recomienda desarrollar investigaciones sobre el potencial biotecnologico que

puedan presentar las cepas de estudio, en las areas de biorremediacion, industrial y

farmacéutica.
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Es recomendable estudiar la diversidad y abundancia bacteriana en los sistemas de
acuacultura debido al potencial biotecnolégico que presentan los microorganismos, asi como

aislar otras cepas bacterianas e incluir estudios taxondmicos completos.
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XII. APENDICES

Apéndice 1. Contenido nutricional del medio de cultivo AM 2216 (DIFCO).

Compuesto Contenido
Peptona 50¢g
Extracto de levadura 1.0g
Citrato férrico 0.1g
Cloruro de sodio 1945 ¢
Cloruro de Magnesio 88¢g
Sulfato de sodio 324 ¢
Cloruro de calcio 1.8¢g
Cloruro de potasio 0.55¢
Bicarbonato de sodio 0.16 g
Bromuro de potasio 0.08 g
Agar 150¢g
Cloruro de estroncio 34.0 mg
Acido bérico 22. 0 mg
Silicato de sodio 4.0 mg
Fluoruro de sodio 2.4 mg
Nitrato de amonio 1.6 mg
Fosfato disodico 8.0 mg

Apéndice 2. Contenido nutricional del medio de cultivo Soya Tripticasa.

Compuesto Contenido
Peptona de caseina 150¢
Peptona harina de soya 5.0g
Cloruro de Sodio 50¢g

Agar bacteriologico 13 ¢




Apéndice 3. Contenido nutricional del medio de cultivo Mueller Hinton.

Compuesto Contenido
Peptona acida de caseina 175¢
Extracto de carne 20¢g
Almidén 15¢g
Agar bacteriologico 170¢g

Apéndice 4. Cuantificaciéon de ADN de las cepas de estudio.

Muestra Concentracion pg/ul A 260/ A280 A 260/ A230
E-4G 1.5 2.667 0.229
E-4D 2.0 2.333 0.280
NFg.12 4.0 1.143 0.308
5M7.13 18.0 1.565 0.643
RoG.13 13.5 1.929 0.600

Apéndice 5. Cuantificacion de producto de PCR de las cepas de estudio.

Muestra Concentracion pg/pl A 260/ A280 A 260/ A230
E-4G 4.0 1.6 1.0
E-4D 2.0 1.0 1.0
NFg.12 9 2.0 1.5
5M7.13 13 2.0 2.364

RoG.13 4 2.0 0.471




Apéndice 6. Algunas secuencias homologas de la cepa E-4D publicadas en el GenBank.

Bacteria Numero Similitud Longitud Fecha
de acceso (pb.)

Bacteria de la clase JN408990.1 99% 404/410 1460 Agosto, 2013

Gammaproteobacteria

(No cultivada)

Methylophaga sp. EU289633.1 99% 405/410 1064 Agosto, 2013

(No cultivada).

Methylophaga sp. KC534309.1 98% 402/410 1405 Agosto, 2013

Rhodococcus sp. HM246707.1 99% 404/410 1272 Agosto, 2013

Gordonia sp. JN003575.1 99% 404/410 1509 Agosto, 2013

Gordonia sp. HM352835.1 99% 404/410 1282 Agosto, 2013

Apéndice 7. Algunas secuencias homologas de la cepa E-4G publicadas en el GenBank.

Bacteria Numero Similitud Longitud Fecha

de acceso (pb.)
Halophilic bacterium KC142101.1 99% 407/409 1515 Agosto, 2013
Halomonas sp. EU931297.1 99% 407/409 1404 Agosto, 2013
Halomonas salina AMO945688.1 99% 407/409 1309 Agosto, 2013
Halomonas NR _042697.1 99% 406/409 1461 Agosto, 2013
halophila
Halomonas HMO032832.1 99% 406/409 928 Agosto, 2013
denitrificans
Halomonas koreensis NR 025773.1 99% 407/410 1399 Agosto, 2013

Apéndice 8. Algunas secuencias homologas de la cepa NFg.12 publicadas en el GenBank.

Bacteria Numero Similitud Longitud Fecha
de acceso (pb.)

Bacteria no cultivada HES574910.1 99% 405/409 1319 Agosto, 2013
Ruegeria sp. GU551937.1 99% 405/409 1337 Agosto, 2013
Phaeobacter sp. HQ433245.1 99% 404/409 789 Agosto, 2013
Silicibacter sp. FJ218376.1| 99% 404/409 696 Agosto, 2013
Ruegeria sp. AY241403.1 99% 403/409 582 Agosto, 2013
Tropicibacter sp. KC534265.2 99% 403/409 1346 Agosto, 2013
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Apéndice 9. Algunas secuencias homoélogas de la cepa SM7.13 publicadas en el GenBank.

Bacteria Numero Similitud Longitud Fecha
de acceso (pb.)

Muricauda sp. JQ257008.1 99% 405/407 1047 Agosto, 2013

Muricauda aquimarina EU440979.1 99% 405/407 1491 Agosto, 2013

Cytophaga sp. AB073565.2  99% 405/407 1397 Agosto, 2013

Flavobacterium sp. HM583349.1  99%  405/407 1426 Agosto, 2013

Bacteria no cultivada HQ326253.1 99% 405/407 1485 Agosto, 2013

Apéndice 10. Algunas secuencias homoélogas de la cepa RoG.13 publicadas en el GenBank.

Bacteria Numero de Similitud Longitud Fecha
acceso (pb.)

Bacteria no cultivada JQO032557.1 100% 405/405 1441 Agosto, 2013

Roseivirga ehrenbergii  GQ246639.1 99% 399/405 1268 Agosto, 2013

Roseivirga spongicola NR 043531.1 98% 398/405 1387 Agosto, 2013

Fabibacter sp. KC005305.1 98% 398/405 887 Agosto, 2013

Cytophaga sp. (No AJ487531.1 98% 395/402 516 Agosto, 2013

cultivada)

Apéndice 11. Jerarquia taxondmica de la cepa bacteriana E-4D obtenida de las secuencias
homologas publicadas en el GenBank.

Filo
Clase

Orden
Familia

Proteobacteria

Gammaproteobacteria

Género

Thiotrichales
Piscirikettsiaceae

Methylophaga

Apéndice 12. Jerarquia taxondmica de la cepa bacteriana E-4G obtenida de las secuencias
homologas publicadas en el GenBank.

Filo
Clase

Orden
Familia

Proteobacteria
Gammaproteobacteria

Género

Oceanospirillales
Halomonadaceae

Halomonas
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Apéndice 13. Jerarquia taxondmica de la cepa bacteriana NFg.12 obtenida de las secuencias
homologas publicadas en el GenBank.

Filo Proteobacteria
Clase Alphaproteobacteria
Orden Rhodobacterales
Familia Rhodobacteraceae
Género Phaeobacter

Apéndice 14. Jerarquia taxonomica de la cepa bacteriana SM7.13 obtenida de las secuencias
homologas publicadas en el GenBank.

Filo Bacteroidetes
Clase Flavobacteriia
Orden Flavobacteriales
Familia Flavobacteriaceae
Género Muricauda

Apéndice 15. Jerarquia taxondmica de la cepa bacteriana RoG.13 obtenida de las secuencias
homologas publicadas en el GenBank.

Filo Bacteroidetes
Clase Cytophagia
Orden Cytophagales
Familia Flammeovirgaceae
Género Roseivirga
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Apéndice 16. Jerarquia taxondmica de los fila Proteobacteria y Bacteroidetes (Euzéby, 2014).

Filo Proteobacteria
Clase Alphaproteobacteria
Orden Caulobacterales
Familia:  Caulobacteraceae:  Asticcacaulis,  Brevundimonas,  Caulobacter,
Phenylobacterium. Familia Hyphomonadaceae: Algimonas, Glycocaulis, Hellea,
Henriciella, Hirschia, Hyphomonas, Litorimonas, Maribaculum, Maricaulis, Marinicauda,
Oceanicaulis, Ponticaulis, Robiginitomaculum, Woodsholea.
Orden Kiloniellales
Familia Kiloniellaceae: Kiloniella.
Orden Kordiimonadales
Familia: Kordiimonadaceae: Kordiimonas.
Orden Magnetococcales
Familia Magnetococcaceae:
Orden Parvularculales
Familia Parvularculaceae: Parvularcula.
Orden Rhizobiales
Familia Aurantimonadaceae: Aurantimonas, Aureimonas, Fulvimarina, Martelella.
Familia Bartonellaceae: Bartonella, Grahamella, Rochalimaea. Familia Beijerinckiaceae:
Beijerinckia, Camelimonas, Chelatococcus, Methylocapsa, Methylocella, Methyloferula,
Methylorosula,  Methylovirgula. Familia Bradyrhizobiaceae: Afipia, Agromonas,
Balneimonas, Blastobacter, Bosea, Bradyrhizobium, Nitrobacter, Oligotropha, Rhodoblastus,
Rhodopseudomonas,  Salinarimonas, Tardiphaga. Familia Brucellaceae: Brucella,
Crabtreella, Daeguia, Mycoplana, Ochrobactrum, Paenochrobactrum, Pseudochrobactrum.

Familia Cohaesibacteraceae: Cohaesibacter. Familia Hyphomicrobiaceae:
Ancalomicrobium, Angulomicrobium, Aquabacter, Blastochloris, Cucumibacter, Devosia,
Dichotomicrobium, Filomicrobium, Gemmiger, Hyphomicrobium, Maritalea,

Methylorhabdus, Pedomicrobium, Pelagibacterium, Prosthecomicrobium, Rhodomicrobium,
Rhodoplanes,  Seliberia,  Zhangella.  Familia  Methylobacteriaceae: Meganema,
Methylobacterium, Microvirga, Protomonas. Familia Methylocystaceae: Albibacter,
Hansschlegelia, Methylocystis, Methylopila, Methylosinus, Pleomorphomonas, Terasakiella.
Familia Methylocystaceae: Albibacter, Hansschlegelia, Methylocystis, Methylopila,
Methylosinus, Pleomorphomonas, Terasakiella. Familia Phyllobacteriaceae: Aminobacter,
Aquamicrobium, Chelativorans, Defluvibacter, Hoeflea, Mesorhizobium, Nitratireductor,
Phyllobacterium, Pseudaminobacter, Pseudahrensia, Thermovum. Familia Rhizobiaceae:
Agrobacterium, Allorhizobium, Carbophilus, Chelatobacter, Ensifer, Kaistia, Rhizobium,
Sinorhizobium, Shinella. Familia Rhodobiaceae: Afifella, Anderseniella, Lutibaculum,
Parvibaculum, Rhodobium, Rhodoligotrophos, Roseospirillum, Tepidamorphus. Familia
Xanthobacteraceae: Ancylobacter, Azorhizobium, Labrys, Pseudolabrys,
Pseudoxanthobacter, Starkeya, Xanthobacter.
Orden Rhodobacterales

Familia Rhodobacteraceae: Actibacterium, Agaricicola, Ahrensia, Albimonas,
Albidovulum, Amaricoccus, Antarctobacter, Catellibacterium, Celeribacter, Citreicella,
Citreimonas, Defluviimonas, Dinoroseobacter, Donghicola, Epibacterium, Falsirhodobacter,
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Gaetbulicola, Gemmobacter, Haematobacter, Hasllibacter, Huaishuia, Hwanghaeicola,
Jannaschia, Jhaorihella, Ketogulonicigenium, Labrenzia, Leisingera, Lentibacter,
Litoreibacter, Litorimicrobium, Litorisediminicola, Loktanella, Lutimaribacter, Mameliella,
Maribius, Marinovum, Maritimibacter, Marivita, Methylarcula, Nautella, Nereida,
Nesiotobacter, Oceanibulbus, Oceanicella, Oceanicola, Octadecabacter, Pacificibacter,
Palleronia, Pannonibacter, Paracoccus, Pararhodobacter, Pelagibaca, Pelagicola,
Pelagimonas, Phaeobacter, Planktotalea, Pleomorphobacterium, Pontibaca, Ponticoccus,
Poseidonocella, Primorskyibacter, Profundibacterium, Pseudorhodobacter, Pseudoruegeria,
Pseudovibrio, Rhodobaca, Rhodobacter, Rhodothalassium, Rhodovulum, Roseibaca,
Roseibacterium, Roseibium, Roseicitreum, Roseicyclus, Roseinatronobacter, Roseisalinus,
Roseivivax, Roseobacter, Roseovarius, Rubellimicrobium, Rubribacterium, Rubrimonas,
Ruegeria, Sagittula, Salinihabitans, Salipiger, Sediminimonas, Seohaeicola, Shimia,
Silicibacter, Staleya, Stappia, Sulfitobacter, Tateyamaria, Thalassobacter, Thalassobius,
Thalassococcus, Thioclava, Thiosphaera, Tranquillimonas, Tropicibacter, Tropicimonas,
Vadicella, Wenxinia, Yangia.
Orden Rhodospiralles
Familia Acetobacteraceae: Acetobacter, Acidicaldus, Acidiphilium, Acidisoma,
Acidisphaera, Acidocella, Acidomonas, Ameyamaea, Asaia, Belnapia, Craurococcus,
Endobacter, Gluconacetobacter, Gluconobacter, Granulibacter, Humitalea,
Komagataeibacter, Kozakia, Muricoccus, Neoasaia, Neokomagataea, Paracraurococcus,
Rhodopila, Rhodovarius, Roseococcus, Roseomonas, Rubritepida, Saccharibacter, Stella,
Swaminathania, Tanticharoenia, Teichococcus, Zavarzinia. Familia Rhodospirillaceae:
Azospirillum,  Caenispirillum,  Conglomeromonas,  Constrictibacter,  Defluviicoccus,
Desertibacter, Dongia, Elstera, Ferrovibrio, Fodinicurvata, Inquilinus, Insolitispirillum,
Limimonas, Magnetospira, Magnetospirillum, Magnetovibrio, Marispirillum, Nisaea,
Novispirillum, Oceanibaculum, Pelagibius, Phaeospirillum, Phaeovibrio, Rhodocista,
Rhodospira, Rhodospirillum, RhodovibrioRoseospira, Skermanella, Telmatospirillum,
Thalassobaculum, Thalassospira, Tistlia, Tistrella.
Orden Rickettsiales
Familia Anaplasmataceae: Aegyptianella, Anaplasma, Cowdria, Ehrlichia,
Neorickettsia, Wolbachia. Familia Holosporaceae: Holospora. Familia Rickettsiaceae:
Orientia, Rickettsia.
Orden Sneathiellales
Familia Sneathiellaceae: Sneathiella, Oceanibacterium.
Orden Sphingomonadales
Familia Erythrobacteraceae: Altererythrobacter, Croceicoccus, Erythrobacter,
Erythromicrobium,  Porphyrobacter. — Familia  Sphingomonadaceae:  Blastomonas,
Erythromonas, Novosphingobium, Parasphingopyxis, Rhizomonas, Sandaracinobacter,
Sandarakinorhabdus, Sphingobium, Sphingomicrobium, Sphingomonas, Sphingopyxis,
Sphingorhabdus, Sphingosinicella, Stakelama, Zymomonas.

Clase Betaproteobacteria

Orden Burkholderiales
Familia Alcaligenaceae: Achromobacter, Advenella, Alcaligenes, Azohydromonas,
Bordetella, Brackiella, Candidimonas, Castellaniella, Derxia, Kerstersia, Oligella,
Paenalcaligenes, Paralcaligenes, Parapusillimonas, Pelistega, Pigmentiphaga, Pusillimonas,
Taylorella, Tetrathiobacter. Familia Burkholderiaceae: Burkholderia, Chitinimonas,
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Cupriavidus, Lautropia, Limnobacter, Pandoraea, Paucimonas, Polynucleobacter, Ralstonia,
Thermothrix, Wautersia. Familia Comamonadaceae: Acidovorax, Albidiferax, Alicycliphilus,
Brachymonas, Caenibacterium, Caenimonas, Caldimonas, Comamonas, Curvibacter, Delftia,
Diaphorobacter, Extensimonas, Giesbergeria, Hydrogenophaga, Hylemonella, Kinneretia,
Lampropedia, Limnohabitans, Macromonas, Malikia, Ottowia, Pelomonas, Polaromonas,
Pseudacidovorax, Pseudorhodoferax, Ramlibacter, Rhodoferax, Roseateles, Schlegelella,
Simplicispira,  Tepidicella,  Variovorax,  Verminephrobacter, — Xenophilus. =~ Familia
Oxalobacteraceae: Collimonas, Duganella, Glaciimonas, Herbaspirillum, Herminiimona,
Pseudoduganella, Janthinobacterium, Massilia, Naxibacter, Oxalicibacterium, Oxalobacter,
Telluria, Undibacterium. Familia Sutterellaceae: Parasutterella, Sutterella.
Orden Hydrogenophilales

Familia Hydrogenophilaceae:  Hydrogenophilus,  Petrobacter,  Sulfuricella,

Tepidiphilus, Thiobacillus.

Orden Methylophilales
Familia Methylophilaceae: Methylobacillus, = Methylophilus, = Methylotenera,
Methylovorus.

Orden Neisseriales
Familia Neisseriaceae: Alysiella, Amantichitinum, Andreprevotia, Aquaspirillum,
Aquitalea, Bergeriella, Chitinibacter, Chitinilyticum, Chitiniphilus, Chromobacterium,
Conchiformibius, Deefgea, Eikenella, Formivibrio, Gulbenkiania, lodobacter, Jeongeupia,
Kingella, Laribacter, Leeia, Microvirgula, Morococcus, Neisseria, Paludibacterium,
Prolinoborus, Pseudogulbenkiania, Silvimonas, Simonsiella, Snodgrassella, Stenoxybacter,
Uruburuella, Vitreoscilla, Vogesella.
Orden Nitrosomonadales
Familia Gallionellaceae: Gallionella. Familia Nitrosomonadaceae: Nitrosolobus,
Nitrosomonas, Nitrosospira. Familia Spirillaceae: Spirillum.

Orden Rhodocyclales
Familia Rhodocyclaceae: Azoarcus, Azonexus, Azospira, Azovibrio, Dechloromonas,
Dechlorosoma, Denitratisoma, Ferribacterium, Georgfuchsia, Methyloversatilis,

Propionibacter,  Propionivibrio, =~ Quatrionicoccus, = Rhodocyclus,  Sterolibacterium,
Sulfuritalea, Thauera, Uliginosibacterium, Zoogloea.

Clase Deltaproteobacteria
Orden Bdellovibrionales
Familia Bacteriovoracaceae: Bacteriovorax, Peredibacter. Familia
Bdellovibrionaceae: Bdellovibrio, Micavibrio, Vampirovibrio.
Orden Desulfarculales
Familia Desulfarculaceae: Desulfarculus.
Orden Desulfobacterales
Familia Desulfobacteraceae: Desulfatibacillum, Desulfatiferula, Desulfatirhabdium,
Desulfatitalea,  Desulfobacter,  Desulfobacterium,  Desulfobacula,  Desulfobotulus,
Desulfocella, Desulfococcus, Desulfoconvexum, Desulfofaba, Desulfofrigus, Desulfoluna,
Desulfomusa, Desulfonatronobacter, Desulfonema, Desulforegula, Desulfosalsimonas,
Desulfosarcina, Desulfospira, Desulfotignum, Phorcysia. Familia Desulfobulbaceae:
Desulfobulbus, Desulfocapsa, Desulfofustis, Desulfopila, Desulforhopalus, Desulfotalea,
Desulfurivibrio.
Orden Desulfovibrionales
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Familia Desulfohalobiaceae: Desulfohalobium, Desulfonatronospira,
Desulfonatronovibrio, Desulfonauticus, Desulfothermus, Desulfovermiculus.

Familia Desulfomicrobiaceae: Desulfomicrobium. Familia Desulfonatronaceae:
Desulfonatronum. Familia Desulfovibrionaceae: Bilophila, Desulfocurvus, Desulfomonas,
Desulfovibrio, Lawsonia, Desulfobaculum.

Orden Desulfurellales
Familia Desulfurellaceae: Desulfurella, Hippea.
Orden Desulfuromonadales

Familia Desulfuromonadaceae: Desulfuromonas, Desulfuromusa, Malonomonas,
Pelobacter. Familia Geobacteraceae: Geoalkalibacter, Geobacter, Geopsychrobacter,
Geothermobacter, Trichlorobacter.

Orden Myxococcales
Suborden Cystobacterineae

Familia Cystobacteraceae:  Anaeromyxobacter,  Archangium,  Cystobacter,
Hyalangium,  Melittangium,  Stigmatella. ~ Familia ~ Myxococcaceae:  Angiococcus,
Corallococcus, Myxococcus, Pyxidicoccus.

Suborden Nannocystineae

Familia Haliangiaceae: Haliangium. Familia Kofleriaceae: Kofleria. Familia

Nannocystaceae: Enhygromyxa, Nannocystis, Plesiocystis, Pseudenhygromyxa.
Suborden Sorangiineae

Familia Phaselicystidaceae: Phaselicystis. Familia Polyangiaceae: Byssovorax,

Chondromyces, Jahnella, Polyangium, Sorangium.
Orden Syntrophobacterales

Familia Syntrophaceae: Desulfobacca, Desulfomonile, Smithella, Syntrophus.

Familia Syntrophobacteraceae: Desulfacinum, Desulfoglaeba, Desulforhabdus,
Desulfosoma, Desulfovirga, Syntrophobacter, Thermodesulforhabdus. Familia
Sandaracinaceae: Sandaracinus.

Clase Epsilonproteobacteria
Orden Campylobacterales
Familia Campylobacteraceae: Arcobacter, Campylobacter, Dehalospirillum,
Sulfurospirillum. Familia Helicobacteraceae: Helicobacter, Sulfuricurvum, Sulfurimonas,
Sulfurovum, Thiovulum, Wolinella. Familia Hydrogenimonaceae: Hydrogenimonas.
Orden Nautiliales
Familia Nautiliaceae: Caminibacter, Lebetimonas, Nautilia, Nitratifractor,
Nitratiruptor, Thioreductor.

Clase Gammaproteobacteria
Orden Acidithiobacillales
Familia Acidithiobacillaceae: Acidithiobacillus. Familia Thermithiobacillaceae:
Thermithiobacillus.
Orden Aeromonadales
Familia Aeromonadaceae: Aeromonas, Oceanimonas, Oceanisphaera, Tolumonas,
Zobellella. Familia Succinivibrionaceae: Anaerobiospirillum, Ruminobacter,
Succinatimonas, Succinimonas, Succinivibrio.
Orden Alteromonadales
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Familia Alteromonadaceae: Aestuariibacter, Agarivorans,  Aliagarivorans,

Alishewanella, Alteromonas, Bowmanella, Catenovulum, Glaciecola, Haliea,
Marinimicrobium, Marinobacter, Marinobacterium, Melitea, Microbulbifer, Saccharophagus,
Salinimonas. Familia Celerinatantimonadaceae: Celerinatantimonas. Familia

Colwelliaceae: Colwellia, Thalassomonas. Familia Ferrimonadaceae: Ferrimonas,
Paraferrimonas. Familia Idiomarinaceae: Idiomarina, Pseudidiomarina. Familia
Moritellaceae: Moritella, Paramoritella. Familia Pseudoalteromonadaceae: Algicola,
Pseudoalteromonas, Psychrosphaera. Familia Psychromonadaceae: Psychromonas. Familia
Shewanellaceae: Shewanella.

Orden Cardiobacteriales

Familia Cardiobacteriaceae: Cardiobacterium, Dichelobacter, Suttonella.

Orden Chromatiales

Familia Chromatiaceae: Allochromatium, Amoebobacter, Chromatium,
Halochromatium,  Isochromatium,  Lamprobacter, — Lamprocystis, =~ Marichromatium,
Nitrosococcus, Pfennigia, = Phaeochromatium,  Rhabdochromatium,  Rheinheimera,
Thermochromatium, Thioalkalicoccus, Thiobaca, Thiocapsa, Thiococcus, Thiocystis,
Thiodictyon, Thioflavicoccus, Thiohalocapsa, Thiolamprovum, Thiopedia, Thiophaeococcus,
Thiorhodococcus, Thiorhodovibrio, Thiospirillum. Familia Ectothiorhodospiraceae:
Acidiferrobacter, Alkalilimnicola, Alkalispirillum, Aquisalimonas, Arhodomonas,
Ectothiorhodosinus,  Ectothiorhodospira, Halorhodospira, Natronocella, Nitrococcus,
Thioalbus, Thioalkalivibrio, Thiohalospira, Thiorhodospira.

Familia Granulosicoccaceae: Granulosicoccus. Familia Halothiobacillaceae:
Halothiobacillus, Thioalkalibacter, Thiofaba, Thiovirga. Familia Thioalkalispiraceae:
Thioalkalispira, Thiohalophilus, Thioprofundum.

Orden Enterobacteriales

Familia Enterobacteriaceae: Arsenophonus, Biostraticola, Brenneria, Buchnera,
Budvicia, Buttiauxella, Calymmatobacterium, Cedecea, Citrobacter, Cosenzaea, Cronobacter,
Dickeya, Edwardsiella, Enterobacter, Erwinia, Escherichia, Ewingella, Gibbsiella, Hafnia,
Klebsiella, Kluyvera, Leclercia, Leminorella, Levinea, Lonsdalea, Mangrovibacter,
Moellerella, Morganella, Obesumbacterium, Pantoea, Pectobacterium, Phaseolibacter,
Photorhabdus,  Plesiomonas, Pragia, Proteus, Providencia, Rahnella, Raoultella,
Saccharobacter, Salmonella, Samsonia, Serratia, Shigella, Shimwellia, Sodalis, Tatumella,
Thorsellia, Trabulsiella, Wigglesworthia, Xenorhabdus, Yersinia, Yokenella.

Orden Legionellales

Familia Coxiellaceae: Aquicella, Coxiella, Diplorickettsia. Familia Legionellaceae:

Fluoribacter, Legionella, Sarcobium, Tatlockia.
Orden Methylococcales

Familia Crenotrichaceae: Crenothrix. Familia Methylococcaceae: Methylobacter,
Methylocaldum,  Methylococcus, = Methylogaea,  Methylohalobius,  Methylomarinum,
Methylomicrobium,  Methylomonas,  Methylosarcina, — Methylosoma,  Methylosphaera,
Methylothermus, Methylovulum.

Orden Oceanospirillales

Familia Alcanivoracaceae: Alcanivorax, Fundibacter, Kangiella. ~Familia
Hahellaceae: Endozoicomonas, Hahella, Halospina, Kistimonas, Zooshikella. Familia
Halomonadaceae: Aidingimonas, Carnimonas, Chromohalobacter, Cobetia, Deleya,
Halomonas, Halotalea, Halovibrio, Kushneria, Modicisalibacter, Salinicola, Volcaniella,
Zymobacter. Familia Litoricolaceae: Liforicola. Familia Oceanospirillaceae: Amphritea,
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Balneatrix, Bermanella, Corallomonas, Marinomonas, Marinospirillum, Neptuniibacter,
Neptunomonas, Nitrincola, Oceaniserpentilla, Oceanobacter, Oceanospirillum, Oleibacter,
Oleispira, Pseudospirillum, Reinekea, Sinobacterium, Thalassolituus. Familia Oleiphilaceae:
Oleiphilus. Familia Saccharospirillaceae: Saccharospirillum.
Orden Orbales
Familia Orbaceae: Gilliamella, Orbus.
Orden Pasteurellales
Familia Pasteurellaceae: Actinobacillus, Aggregatibacter, Avibacterium, Basfia,
Bibersteinia, Bisgaardia, Chelonobacter, Gallibacterium, Haemophilus, Histophilus,
Lonepinella, Mannheimia, Necropsobacter, Nicoletella, Pasteurella, Phocoenobacter,
Volucribacter.
Orden Pseudomonadales
Familia Moraxellaceae: Acinetobacter, Alkanindiges, Branhamella, Enhydrobacter,
Moraxella, Paraperlucidibaca, Perlucidibaca, Psychrobacter. Familia Pseudomonadaceae:
Azomonas, Azomonotrichon, Azorhizophilus, Azotobacter, Cellvibrio, Chryseomonas,
Flavimonas, Mesophilobacter, Pseudomonas, Rhizobacter, Rugamonas, Serpens.
Orden Salinisphaerales
Familia Salinisphaeraceae: Salinisphaera.
Orden Thiotrichales
Familia Francisellaceae: Francisella. Familia Piscirickettsiaceae: Cycloclasticus,
Galenea, Hydrogenovibrio, Methylophaga, Piscirickettsia, Sulfurivirga, Thioalkalimicrobium,
Thiomicrospira. ~Familia  Thiotrichaceae:  Achromatium, Beggiatoa, Leucothrix,
Thiobacterium, Thiomargarita, Thioploc, Thiospira, Thiothrix, Cocleimonas.
Orden Vibrionales
Familia Vibrionaceae: Aliivibrio, Allomonas, Beneckea, Catenococcus, Echinimonas,
Enterovibrio, Grimontia, Listonella, Lucibacterium, Photobacterium, Salinivibrio, Vibrio.
Orden Xanthomonadales
Familia Sinobacteraceae: Alkanibacter, Hydrocarboniphaga, Nevskia,
Singularimonas, Sinobacter, Steroidobacter. Familia Algiphilaceae: Algiphilus. Familia
Nevskiaceae: Hydrocarboniphaga, Nevskia. Familia Solimonadaceae: Fontimonas,
Solimonas. Familia Xanthomonadaceae: Aquimonas, Arenimonas, Aspromonas, Dokdonella,
Dyella, Frateuria, Fulvimonas, Ignatzschineria, Luteibacter, Luteimonas, Lysobacter,
Metallibacterium, Panacagrimonas, Pseudofulvimonas, Pseudoxanthomonas, Rhodanobacter,
Rudaea, Silanimonas, Stenotrophomonas, Thermomonas, Wohlfahrtiimonas, Xanthomonas,
Xylella.

Clase Zetaproteobacteria
Orden Mariprofundales
Familia Mariprofundaceae: Mariprofundus.

Filo Bacteroidetes
Clase Bacteroidia
Orden Bacteroidales
Familia Bacteroidaceae: Acetofilamentum, Acetomicrobium,  Acetothermus,
Anaerorhabdus, Bacteroides, Capsularis. Familia Marinilabiaceae: Alkaliflexus,
Alkalitalea, Anaerophaga, Geofilum, Mangroviflexus, Marinilabilia, Natronoflexus,
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Thermophagus. Familia Porphyromonadaceae: Barnesiella, Butyricimonas, Dysgonomonas,
Macellibacteroides, Odoribacter, Oribaculum, Paludibacter, Parabacteroides, Petrimonas,
Porphyromonas,  Proteiniphilum,  Tannerella.  Familia  Prevotellaceae:  Hallella,
Paraprevotella, Prevotella, Xylanibacter, Alloprevotella.

Familia Rikenellaceae: Alistipes, Rikenella, Anaerocella.

Clase Cytophagia
Orden Cytophagales

Familia Catalimonadaceae: Catalinimonas. Familia  Cyclobacteriaceae:
Algoriphagus, Aquiflexum, Belliella, Cecembia, Chimaereicella, Cyclobacterium, Echinicola,
Fontibacter, Hongiella, Indibacter, Mariniradius, Mongoliicoccus, Mongoliitalea, Nitritalea,
Shivajiella. Familia Cytophagaceae: Adhaeribacter, Arcicella, Cytophaga, Dyadobacter,
Effluviibacter, Ekhidna, FEmticicia, Fibrella, Fibrisoma, Flectobacillus, Flexibacter,
Huanghella, Hymenobacter, Larkinella, Leadbetterella, Litoribacter, Meniscus, Microscilla,
Persicitalea, Pontibacter, Pseudarcicella, Rhodocytophaga, Rhodonellum, Rudanella,
Runella, Siphonobacter, Spirosoma, Sporocytophaga. Familia Flammeovirgaceae:
Aureibacter, Cesiribacter, Fabibacter, Flammeovirga, Flexithrix, Fulvitalea, Fulvivirga,
Limibacter, Marinicola, Marinoscillum, Marivirga, Nafulsella, Perexilibacter, Persicobacter,
Rapidithrix,  Reichenbachiella,  Roseivirga,  Sediminitomix, = Thermonema. Familia
Mooreiaceae: Mooreia. Familia Rhodothermaceae: Rhodothermus, Rubricoccus,
Rubrivirga, Salinibacter, Salisaeta.

Clase Flavobacteriia
Orden Flavobacteriales

Familia  Blattabacteriaceae:  Blattabacterium. Familia  Cryomorphaceae:
Brumimicrobium, Crocinitomix, Cryomorpha, Fluviicola, Lishizhenia, Owenweeksia,
Phaeocystidibacter, Salinirepens, Wandonia. Familia Flavobacteriaceae: Actibacter,
Aequorivita, Aestuariibaculum, Aestuariicola, Algibacter, Aquimarina, Arenibacter,
Aureicoccus, Aureitalea, Aureivirga, Bergeyella, Bizionia, Capnocytophaga, Cellulophaga,
Chryseobacterium, Cloacibacterium, Coenonia, Corallibacter, Costertonia, Croceibacter,
Croceitalea, Cruoricaptor, Dokdonia, Donghaeana, Elizabethkingia, Empedobacter,
Epilithonimonas, Eudoraea, Euzebyella, Flagellimonas, Flaviramulus, Flavivirga,
Flavobacterium, Formosa, Fulvibacter, Gaetbulibacter, Gaetbulimicrobium, Galbibacter,
Gangjinia, Gelidibacter, Gillisia, Gilvibacter, Gramella, Hyunsoonleella, Imtechella, Jejuia,
Joostella, Kaistella, Kordia, Kriegella, Krokinobacter, Lacinutrix, Leeuwenhoekiella,
Leptobacterium,  Lutaonella, Lutibacter, Lutimonas, —Mangrovimonas, Maribacter,
Mariniflexile, Marinivirga, Maritimimonas, Marixanthomonas, Meridianimaribacter,
Mesoflavibacter, Mesonia, Muricauda, Muriicola, Myroides, Namhaeicola, Nonlabens,
Olleya,  Ornithobacterium, Persicivirga, Pibocella, Planobacterium, Polaribacter,
Pontirhabdus, Postechiella, Pricia, Pseudofulvibacter, Pseudozobellia, Psychroflexus,
Psychroserpens, Riemerella, Robiginitalea, Salegentibacter, Salinimicrobium,
Sandarakinotalea, Sediminibacter, Sediminicola, Sejongia, Siansivirga, Sinomicrobium,
Snuella, Soonwooa, Spongiibacterium, Stanierella, Stenothermobacter, Subsaxibacter,
Subsaximicrobium, Sungkyunkwania, Tamlana, Tenacibaculum, Ulvibacter, Vitellibacter,
Wautersiella, Weeksella, Winogradskyella, Yeosuana, Zeaxanthinibacter, Zhouia.

Clase Sphingobacteriia
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Orden: Sphingobacteriales
Familia Sphingobacteriaceae: Arcticibacter, Mucilaginibacter, Nubsella, Olivibacter,

Parapedobacter, Pedobacter, Pseudosphingobacterium, Solitalea, Sphingobacterium. Familia
Chitinophagaceae: Balneola, Chitinophaga, Ferruginibacter, Filimonas, Flavihumibacter,
Flavisolibacter, Flavitalea, Gracilimonas, Hydrotalea, Lacibacter, Niabella, Niastella,
Parasegetibacter, Sediminibacterium, Segetibacter, Terrimonas. Familia Saprospiraceae:
Aureispira, Haliscomenobacter, Lewinella, Sapros.
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Apéndice 17. Representacion de las 70 secuencias alineadas. Los bloques en negro, gris
obscuro, gris claro y blanco representan el grado de homologia en un 100%, > 75%, > 50% y >
33%, respectivamente.
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FLAVOBACTERIUM_ XANTHUM
FULVIVIRGA_SP.
CYTOPHAGA_HUTCHINSONII
CYTOPHAGA_AURANTIACA
FLAMMEOVIRGA_YAEYAMENSIS
FLEXITHRIX_DOROTHEAE
AQUIFEX_PYROPHILUS_
UNCULTURED_HALOBACTERIA_ARCHAEON

HHEB8H080H0O0HEa8383 388

RIREEEEEEER

=]
(]

QOHOQOOO00OOO000000NO OO .
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HALOMONAS_SP.
DELEYA_PACIFICA
E-4G/1-411
HALOMONAS_ELONGATA
HALOMONAS_DENITRIFICANS
COBETIA_MARINA
CHROMOHALOBACTER_SP.
SALINICOLA_HALOPHILUS
KUSHERIA_AURIANTIA
ZYMOBACTER_PALMAE
PSEUDOMONAS_SP.
UNCULTURED_PISCIRICKETTSIA_SP.
PSEUDOMONAS_FLUORESCENS
METHYLOBACTERIUM_SP.
THIOMICROSPIRA_SP.
SULFUVIRGA_CALDICURALLI
HYDROGENOVIBRIO_MARINUS
METHYLOPHAGA THALASICA
UNCULTURED_METHYLOPHAGA_SP.
METHYLOPHAGA_MURATA
E4-D/1-404
UNCULTURED_PISCIRICKETTSIACEA_BACTERIUM
METHYLOMONAS_ METHANICA
GLACIECOLA_MESOPHILA
ALTEROMONAS_LITOREA
AGARIVIORANS_ALBUS
NITROSOMONAS_ EUROPEA
HALOVIBRIO_DENITRIFICANS
VIBRIO_SP._(CONTROL)
NITROSOPIRA_SP.
MICROVIRGA AEROPHILA
PHAEOBACTER_SP.
NFG_12/1-411
PHAEOBACTER_INHIBENS_
PHAEOBACTER_SP.
RUEGERIA_PELAGICA
ROSEIVIVAX_SP.
UNCULTURED_PELAGIBACA_SP.
TROPICIBACTER NAPHTHALENIVORANS
LEISINGERA_ AQUIMARINA
YANGIA PACIFICA
HYPHOMONAS_OCEANITIS
LITORIMONAS_SP.
ROBIGINITALEA BIFORMATA
5M7_13/1-409
ANTARCTOBACTER_SP.
MURICAUDA_FLAVESCENS
MURICAUDA OLEARIA
MURICAUDA RUESTRINGENSIS
CROCEITALEA_ECKLONIAE
ARENIBACTER_TROITSENSIS
CELLULOPHAGA_ALGICOLA
MARIBACTER_SP._
AUREIBACTER_TUNICATORUM
ROSEIVIRGA_SP.
FABIBACTER_HALOTOLERANS
ROG_13/1-407
ROSEIVIRGA_EHRENBERGII
ROSEIVIRGA_SPONGICOLA
REICHENBACHIELLA_SP.
ZOBELLIA LAMINARIAE
MARIVIRGA_SP._
FLAVOBACTERIUM_XANTHUM
FULVIVIRGA_SP.

CYTOPHAGA HUTCHINSONIT
CYTOPHAGA_AURANTIACA
FLAMMEOVIRGA YAEYAMENSIS
FLEXITHRIX_DOROTHEAE
AQUIFEX_PYROPHILUS_
UNCULTURED_HALOBACTERIA_ARCHAEON

IGTGCC. . TAGCGC.
IGGTCC. .TTGAGA.
IGGTCC. . TCGAGA
IGGTCC. . TCGAGA

iGTCCC. .TTGAGG.
IGTCCC. .TTGAGG.
IGACCT. . TTAAGG.
ICCCCC. .TTGAGG.
ATCCC. .TTGAGG.

ATTCCCTTGAGGA.
IGAGCC. . TTGAGC.

ICCTTA.TTAARAA.

(GGTCC..TTGAGA. .

IGAGCC. .TTGAGC. .

(GGTGC. . .ATGCA. .

.Auil.

..CLHAI

..ACLH11

...CLH11

LCCHTT

IGCTCA.TTTAAGG.
ICCTTA.TTAAARA.

{AAGA . .TATATTC.
IGAGAA.TTTATTC.
IGAGAA.TTTATTC.
IGGAG. . TTTAACT .
IGCGCT. . TTAAGT.

TGCCT.TTAAGGC.
TGAGT.TTAAC.T.
ATCTA.ATTAAGG.
IGGCTA. .TTAGAG.
TGGCC.TTGAG.C.
(GTCTT.A. .ACGG.

E@GTAGC. . .ATGCT.
ECAAGC

IGTAGC. . .ATGCT.
IGCAGC. . .ATGCT.
ATAGT. ..ATACT.
IGTAGC. . .ATGCT.
IGTAGC. . .ATGCT.

IGGCTCAC. .G. ...
IGACTTCG. .G
ICAAGC. . .ATGCT.
IGTTTTCG. .G
IGACATTG. . .
GACTTCG. .G. ...
IGACCTCG. .G

ICGATATT....AC.
(GGTCCTT. .GAGA. .
ICGATAT.

IGAGAA.TTTATTC. .

TGGAT.TTAAT.C..

(GCAGC. ..TTGCT. .
TGGGGTGAAATCCCGGGG .

. . AC|
.GT|

386
386
376
379
386
379
386
386
386
386
386
388
379
385
380
387
387
387
386
378

383
382
392
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HALOMONAS_SP.
DELEYA_PACIFICA
E-4G/1-411
HALOMONAS_ELONGATA
HALOMONAS_DENITRIFICANS
COBETIA_MARINA
CHROMOHALOBACTER_SP.
SALINICOLA_HALOPHILUS
KUSHERIA_AURIANTIA
ZYMOBACTER_PALMAE
PSEUDOMONAS_SP.
UNCULTURED_PISCIRICKETTSIA SP.
PSEUDOMONAS_FLUORESCENS
METHYLOBACTERIUM_SP.
THIOMICROSPIRA_SP.
SULFUVIRGA_CALDICURALLI
HYDROGENOVIBRIO MARINUS
METHYLOPHAGA_THALASICA
UNCULTURED_METHYLOPHAGA_SP.
METHYLOPHAGA_MURATA
E4-D/1-404
UNCULTURED_PISCIRICKETTSIACEA_ BACTERIUM
METHYLOMONAS_METHANICA
GLACIECOLA_MESOPHILA
ALTEROMONAS_LITOREA
AGARIVIORANS_ALBUS
NITROSOMONAS_EUROPEA
HALOVIBRIO_DENITRIFICANS
VIBRIO_SP._(CONTROL
NITROSOPIRA_SP.
MICROVIRGA_AEROPHILA
PHAEOBACTER_SP.
NFG_12/1-411
PHAEOBACTER_INHIBENS_
PHAEOBACTER_SP.
RUEGERIA_PELAGICA
ROSEIVIVAX_SP.
UNCULTURED_PELAGIBACA_SP.
TROPICIBACTER_NAPHTHALENIVORANS
LETSINGERA_AQUIMARINA
YANGIA PACIFICA
HYPHOMONAS_OCEANITIS
LITORIMONAS_SP.
ROBIGINITALEA_BIFORMATA
5M7_13/1-409
ANTARCTOBACTER_SP.
MURICAUDA_FLAVESCENS
MURICAUDA_OLEARIA
MURICAUDA_RUESTRINGENSIS
CROCEITALEA_ECKLONIAE
ARENIBACTER_TROITSENSIS
CELLULOPHAGA_ALGICOLA
MARIBACTER_SP._
AUREIBACTER_TUNICATORUM
ROSEIVIRGA_SP.
FABIBACTER_HALOTOLERANS
ROG_13/1-407

ROSEIVIRGA EHRENBERGII
ROSEIVIRGA_ SPONGICOLA
REICHENBACHIELLA_SP.
ZOBELLIA_LAMINARIAE
MARIVIRGA_SP._
FLAVOBACTERIUM XANTHUM
FULVIVIRGA_SP.
CYTOPHAGA_HUTCHINSONII
CYTOPHAGA_AURANTIACA
FLAMMEOVIRGA_YAEYAMENSIS
FLEXITHRIX_DOROTHEAE
AQUIFEX_PYROPHILUS_
UNCULTURED_HALOBACTERIA ARCHAEON

GCACAR5
GCACAR5

GCACARS
GCAC. .5

GCACARY

GCACARY
GCACARY
GCACARM
GCACARM
GCACARS
GCACAR>
GCACARM
GCACARM

GCACARM
GCACAR2
GCACAAL
GCACARA3
GCACARA2
GCACAR2
GCACARA3
GCACAR>
GCACAR2
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