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Resumen

El presente estudio tiene como objetivo evaluar la produccion de enzimas extracelulares
y actividad antibacteriana de estreptomicetos aislados de sedimento marino de la Bahia
Maxwell, Antartica frente a cepas de tipo estandar. Se obtuvo un total de 8 cepas de
estreptomicetos, las cuales pudieron degradar distintos sustratos, siendo el almidon y la
lecitina los que presentaron los mayores porcentajes de degradacion de 59% y 55%,
respectivamente. Asimismo, la cepa denominada Streptomyces 1 fue la Unica cepa que
presentd actividad antagonista frente a las cepas Escherichia coli ATCC 25922,
Staphylococcus aureus ATCC 25923, Vibrio parahaemolyticus ATCC 17802 y Vibrio
alginoliticus ATCC 17749. El presente estudio demuestra el potencial biotecnolédgico de
estreptomicetos marinos aislados de ambientes extremos como la Bahia Maxwell en la

Antéartida.

Palabras clave: Antartica, estreptomicetos marinos, actividad enzimatica, antagonismo
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Abstract

The present study was aimed to evaluate the production of extracellular enzymes and
antibacterial activity of actinomycetes isolated from marine sediment from Maxwell Bay,
Antarctica against standard strains. A total of 8 marine Streptomyces were isolated in pure
culture and showed enzymatic activity to degrade different substrates, among them starch
and lecithin with a percentage of 59% and 55%, respectively. Likewise, the strain named
Streptomyces 1 showed important antagonist activity against type strains Escherichia coli
ATCC 259-22, Staphylococcus aureus ATCC 259-23, Vibrio parahaemolyticus ATCC
17802 and Vibrio alginoliticus ATCC 17749. This study demonstrates the promising
biotechnological use of marine Streptomyces strains isolated in extreme environments

such as Maxwell Bay, Antarctica.

Key words: Antarctic, marine Streptomyces, enzymatic activity, antagonism.
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Introduccion

El continente antartico presenta condiciones ambientales Unicas que lo diferencian de
otros biomas, entre estos, la temperatura extremadamente baja, vientos intensos, clima
seco, radiacion constante durante la temporada de verano (Quintana et al., 1995; Camacho
& Fernandez, 2005). Aunque estos factores abioticos limitan el crecimiento y desarrollo
de diversos organismos eucariotas (Gonzalez, 2014), las comunidades de
microorganismos, principalmente procariotas, han podido desarrollar caracteristicas
genotipicas y fenotipicas Unicas para adaptarse a estas condiciones, favoreciendo su
evolucion y obteniendo la capacidad de generar compuestos de interés biotecnologico

(Nichols et al. 2002, Giordano et al. 2012).

Entre los microorganismos procariotas encontrados en este continente se tiene a los
actinomicetos, estos organismos se distribuyen en los diferentes biotopos antarticos tales
como suelos, lagos y ambientes marinos (Lee et al. 2012, Encheva-Malinova et al. 2014,
Navas 2016). Dentro de los actinomicetos, se tiene al género Streptomyces, organismos

de gran interés para la industria biotecnoldgica debido a su capacidad para producir
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metabolitos secundarios variados, siendo comUnmente utilizados para la produccion
compuestos importantes en farmacologia como antibidticos, antitumorales, e industriales
como las enzimas (Ferndndez et al. 2015, Weber et al. 2015, Quifiones-Aguilar et al.
2016, Kamjam et al. 2017). Por otro lado, la busqueda de compuestos biol6gicos
amigables con el medio ambiente como las enzimas son muy importantes debido a que
pueden reemplazan a los catalizadores quimicos en la fabricacion de productos
alimenticios, quimicos, textiles, entre otros (Zhang & Kim 2012, Prakash et al. 2013),
evitando de esta manera la generacion de residuos toxicos que terminar en los cuerpos de
agua (Sengul & Gurel 1993, Amat et al. 2005). Asimismo, la resistencia a los antibioticos
de diferentes cepas clinicas representa un problema creciente para la salud publica, por lo
que también existe la necesidad de encontrar compuestos antimicrobianos novedosos que
tengan la capacidad de controlar y eliminar estos microorganismos (Suarez et al. 2012,

World Health Organization 2014).

El presente trabajo tiene como principal objetivo evaluar la produccion de enzimas
extracelulares y actividad antibacteriana de cepas de estreptomicetos marinos aislados de

muestras de sedimento colectadas de distintas estaciones en la Bahia Maxwell, Antartica.
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Materiales y Métodos
Area de muestreo

Las muestras fueron colectadas en el marco de la expedicion peruana a la Antartica
ANTAR XXV dentro del proyecto “Caracterizacion de la materia organica particulada en
Bahia Maxwell en sedimento y agua: implicancias en la distribucion bentonica”, liderado
por el INGEMMET, durante el verano austral en febrero del 2018. Se colectaron 10
muestras de sedimento marino en diferentes estaciones fijas de la Bahia Maxwell (Fig 1).
Para ello, se empled el método del dragado, utilizando una draga Van Veen de 0.05 m?
de area. De las muestras de sedimento colectadas se tomaron porciones de la zona menos
alteradas utilizando una espatula estéril en un tubo conico estéril de 50 ml. Los tubos con
las muestras colectadas se mantuvieron en congelacion a -80 °C en la base de
investigacién Machu Picchu para posteriormente ser transportadas hasta el laboratorio de

Microbiologia Molecular y Genomica Bacteriana de la Universidad Cientifica del Sur.
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Estaciones de muestreo en Bahia Maxwell - Antartida
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Figura 1. Ubicacion geografica de las estaciones de muestreo de sedimento marino
de la Bahia Maxwell, Antértica. / Figure 1. Geographic location of marine sediment

sampling stations at Maxwell Bay, Antarctica.
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Pre-tratamiento

En el laboratorio, con la finalidad de reducir el crecimiento de microorganismos no
esporulados, las muestras fueron sometidas a un pre-tratamiento. Con esta finalidad, se
pes6 1 gr de muestra de sedimento himedo en placas Petri estériles y se llevaron a la
estufa a 50°C por 60 minutos de acuerdo con Leon et al. (2007); seguidamente se procedio
a realizar el tratamiento de radiacion UV durante 30 segundos (Bredholdt et al. 2007).
Finalmente, las muestras fueron llevadas a bafio maria a 60°C por 30 minutos (Jensen et

al. 2005).
Aislamiento de actinomicetos

Las muestras de sedimento pretratadas fueron sometidas a un proceso de dilucion seriada
de 1 en 10 utilizando solucion salina. Luego, de acuerdo a la metodologia de Yoke-
Kqueen et al. 2015, se tomaron 100 pL de las diluciones 102, 1023y 10* y se sembraron
por el método de diseminacion en placas de agar conteniendo los siguientes medios de
cultivo: Agar actinomycetes (HIMEDIA), medio GYM (4 g/l glucosa, 4 g/l extracto de
levadura, 10 g/l extracto de malta, 2 g/l CaCOs y 12 g/l agar), agar almidén-caseina (10
g/l almidén soluble, 1 g/l caseina, 2 g/l KzHPO4, 0.02 g/l CaCOs, 0.01 g/l FeSO4 x 7H20,
0.05 g/l MgSO04 x 7TH20, 2 g/l NaCl y 18 g/l agar), agar almiddon-levadura (10 g/l almidon
soluble, 4g/l extracto de levadura, 0.5 g/l KoHPO4, 0.5 g/l MgSO4 x 7H20 y 15 g/l de
agar), agar R2A (HIMEDIA) y agar marino (1 g/l extracto de levadura, 4 g/l peptona y
15 g/l agar). Todos los medios fueron preparados con agua de mar filtrada y
suplementados con un volumen de 140 ul de acido nalidixico (30 pl/ml) y 560 pl de
cicloheximida (80 pl/ml), con el objetivo de reducir el crecimiento de otros organismos.
Finalmente, las placas fueron incubadas a 30 °C por 3 semanas (Yu et al. 2005). Las

presuntas cepas de estreptomicetos fueron replicadas en los medios GYM y Actinomycete
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para su posterior purificacion y caracterizacion. Posteriormente, las cepas aisladas fueron
almacenadas en ultracongelacion a -80°C en el banco de cepas bacterianas de la

Universidad Cientifica del Sur para posteriores estudios.

Identificacion Molecular

Extraccion de ADN

Las cepas aisladas fueron reactivadas en tubos conicos estériles de 50 ml utilizando el
medio de cultivo liquido GYM y fueron incubadas a 30°C por 7 - 10 dias. Una vez que
se observé en el medio la cantidad suficiente de biomasa, se procedio a centrifugar a 4500
RPM durante 15 minutos para colectar el pellet y resuspenderlo en PBS 1X (Parada et al,
2017). Posteriormente, se realizo la extraccion del ADN gendmico mediante el uso del
kit de extraccion “Bacterial Genomic DNA Isolation Kit” (Norgen, Canada) siguiendo

los protocolos del fabricante.

Amplificacion por PCR y secuenciamiento

Se verifico la correcta extraccion del ADN genomico mediante electroforesis en gel de
agarosa, utilizando el marcador de peso molecular 1kb Lambda Hind Il1l. Luego se
procedié a amplificar la subunidad menor del gen ribosomal 16S ARNr mediante PCR,
utilizando cebadores universales para bacterias tales como el GM3 forward (5°-
AGAGTTTGATCMTGGC-3’) vy GM4 reverse (5’- TACCTTGTTACGACTT-3’)
(Muyzer & Corstjens 1993). Para ello, se utilizd 1 ul del ADN gendémico, extraido
previamente, en 10 pl de DreamTaq Green PCR Master Mix (Thermo Fisher Scientific),
1 ul de cada cebador (GM3F y GM4R), 0.1 ul de Maxima Hot Start Tag DNA Polymerase
(Thermo Fisher Scientific) y 6.9 ul de agua ultrapura para PCR (AccuGENE), para un

volumen final de 20 pl.
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El proceso de la PCR se llevé en un termociclador Benchmark Scientific utilizando
condiciones estandar (Tabla 1. A). Sin embargo, debido a que muchas muestras no se
amplificaron utilizando condiciones estandar de PCR, se optd por realizar el método
Touch Down (Tabla 1. B), el cual consiste en someter la reaccion de PCR a una gradiente
de temperatura, disminuyendo 1°C por cada fase de alineamiento (Green & Sambrook,
2018), de la misma forma se cambi el kit de amplificacion DreamTaqg Green PCR Master
Mix por el Maxima Hot Start PCR Master Mix (2X) (Thermo Fisher Scientific), que tolera

una mayor temperatura de denaturacion a 96°C.

Tabla 1. Programas utilizados en el proceso de PCR para la amplificacién del gen
ribosomal 16S rARN de las cepas de actinomicetos marinos de la Bahia Maxwell /
Programs used in the PCR process for the amplification of 16S RNAr gene of marine

actinomycetes strains from Maxwell Bay.

A. Programa convencional PCR

o Tiempo No.
Fase TC o “miny  Ciclo
Denat_uracmn 95°C 1 1
Inicial
Danaturacién 95°C 1
Alineamiento 44°C 1 35
Extension 72°C 2
Exte;nsmn 72°C 3 1
Final
B. Programa touch down PCR
o Tiempo No.
Fase TC min)  ciclo
Denaturacién 96°C 5 1
Inicial
Danaturacién 96°C 0.3
. . 54 - 0.3
Alineamiento 44°C 35
Extension 72°C 3
Extension 72°C 10
- 1
Final

La verificacion de la amplificacion por PCR se realizd mediante electroforesis en gel de
agarosa en 1% en buffer TBE 0.5% a 100 v durante 30 min, para ello se tomaron 2 pl de
producto PCR, en 1 pl de loading buffer (Thermo Fisher Scientific) mé&s 2 ul del

fluorocromo Safe Green (ABM™, Applied Biological Materials USA), cargando los 5 pl
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de cada producto en los respectivos pocillos del gel de agarosa. El tamafio de los
productos de la reaccion se verificd utilizando el marcador de peso molecular 1Kb
(Thermo Fisher Scientific). Finalmente, los productos fueron visualizados en un

transiluminador luz led azul (Cleaver Scientific).

Los productos de la PCR fueron previamente purificados y luego secuenciados mediante
el método de Sanger (1975), a través del servicio de secuenciacién de la empresa
Macrogen Inc (www.macrogen.com) Corea, utilizando 4 cebadores universales para 16S
rRNA bacteriano: 27F (AGAGTTTGATCTGGCTCAG), 1492R
(GGTTACCTTGTTACGACTT) (Lane, 1991), 518F

(CCAGCAGCCGCGGTAATACG) y 800R (TACCAGGGTATCTAATCC).

Ensamblaje de secuencias y analisis filogenético

La calidad de las secuencias, el analisis del cromatograma y el ensamblaje de los
fragmentos internos del 16S rRNA se realizo utilizando el programa Chromas Pro-7.1
(Technelysium Pty Ltd. Australia). Las secuencias ensambladas fueron comparadas con
las secuencias depositadas en la base de datos del National Center for Biotechnology
Information (NCBI) utilizando el programa Basic Local Alignment Search Tool

(BLAST) Altschul et al. (1990), y la plataforma EZBiocloud (Yoon et al. 2017).

Las secuencias ensambladas conteniendo >1200 bp en formato fasta, fueron alineadas
utilizando el programa ClustalX (Larkin et al. 2007) y las partes no alineadas fueron
cortadas mediante el software BioEdit (Hall, 1999). Las secuencias completamente
alineadas se exportaron al programa MEGA X (Kumar et al. 2018) para la inferencia
filogenética, para ello, se utilizo el método de distancia Neighbor-Joining (NJ) (Saitou &
Nei 1987), utilizando el modelo de sustitucion de Tajima-Nei (Tajima and Nei 1984).

Para el analisis de consenso del arbol recreado se utilizé el método bootstrap con 500
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repeticiones, finalmente se consideraron las transiciones y transversiones por defecto.
Como grupo externo se utilizd las secuencias de Micrococcus antarcticus, Kocuria

polaris y Nestereskonia aurantiaca.

Caracterizacion cultural y morfolégica

Luego de comprobar la identificacion filogenética de las cepas aisladas con los
actinomicetos del género Streptomyces, se llevé a cabo la caracterizacion morfoldgica de
las mismas siguiendo las instrucciones del compendio de actinobacteria (Wink, 2016).
Las cepas fueron sembradas en medios ISP (International Streptomyces Project) en donde
se evaluaron las caracteristicas morfologicas de las cepas tales como el crecimiento,
esporulacién, coloracion del sustrato, formacion de micelio aéreo y pigmentos difusibles
luego de 14 dias de crecimiento a 30°C en: agar extracto de levadura y extracto de malta
(ISP 2), agar avena (ISP 3), agar almidon-sales inorganicas (ISP 4), agar de glicerol-
asparagina (ISP 5) y agar tirosina (ISP 7) (Shirling & Gottlieb, 1966). Asimismo,
mediante tincion Gram (Gram, 1884), se evaluo la pureza de las cepas, observando células

filamentosas en el microscopio.

Utilizacién de carbohidratos y caracterizacion bioquimica

Se evaluo la capacidad de utilizar 5 diferentes fuentes de carbono en microplacas de 12
pocillos empleando el medio basal 5338 (ISP 9) suplementado con 1% de los siguientes
carbohidratos: glucosa, sacarosa, rafinosa, fructosa y manitol (Shirling & Gottlieb, 1966).
Se consider6 como control positivo el pocillo que contenia glucosa y como control

negativo el pocillo que contenia solo el medio basal.

El perfil bioquimico de las cepas se evalud utilizando los sistemas de identificacion

microbiano ApiZym y Api Coryne (BioMerieux SA, France). Las pruebas se llevaron a
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cabo de acuerdo con las instrucciones de cada kit, incubando las muestras a 30°C por 24

horas.

Evaluacioén de actividad enziméatica

Se evalud la produccion de enzimas extracelulares siguiendo la metodologia realizada por
Tarazona (2017) y Lamilla et al., (2017) inoculando las cepas en medio marino
suplementado con diferentes sustratos: almidon (0.4%), caseina (1%),
carboximetilcelulosa (1%), tween80 (1%) y lecitina (1.5%), ademas de agar DNA. Los
medios se prepararon por triplicado y fueron incubados a 30°C por 10 — 14 dias. La
actividad enzimatica se evidencié por la formacién de un halo de degradacién, el cual fue
visualizado directa o indirectamente utilizando un agente revelador como lugol al 1%,
azul de lactofenol y rojo de Congo, los cuales fueron afiadidos sobre el medio para revelar

la actividad de la amilasa, caseinasa y celulasa, respectivamente.

Evaluacion de la capacidad antibacteriana

La capacidad inhibitoria de las cepas de estreptomicetos fue evaluada frente a las cepas
estandar de Escherichia coli ATCC 25922 y Staphylococcus aureus ATCC 25923 y las
cepas patdgenas de invertebrados marinos, Vibrio parahaemolyticus ATCC 17802 y
Vibrio alginoliticus ATCC 17749, mediante el método Cross-Streak (Kumar & Bhaskara
2012) con modificaciones. Las cepas de actinomicetos fueron inoculadas en linea recta
en placas de agar marino durante 12 dias a 30°C. Luego de ello, las cepas testigo fueron
llevadas a la escala de McFarland de 0.5 para posteriormente ser estriadas sobre la placa
en forma de linea perpendicular e incubarlas durante 24 horas a 30°C (V.
parahaemolyticus y V. alginolyticus) y a 37°C (E. coli y S. aureus). Adicionalmente, se

sembraron solo las cepas testigo en placas de agar marino a modo de control de
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crecimiento. Finalmente, la capacidad antagonista de los actinomicetos se evalud

mediante la medicion de la zona de inhibicién.

Resultados

Aislamiento de actinomicetos

En el presente estudio se obtuvieron un total de 8 cepas de actinomicetos del género
Streptomyces que en su mayoria fueron aisladas de las estaciones BC1C y M3. De los
medios empleados, el medio Actinomycete agar mostré mayor efectividad, aislando un
mayor numero de cepas; asimismo, los medios utilizados para la purificacién de las cepas
aisladas (GYM y Actinomycete agar) mostraron ser mas efectivos al presentar un buen
desarrollo del micelio aéreo en los primeros 2 - 3 dias a diferencia de los medios de

aislamiento primario (almiddn-caseina, agar marino y R2A).

Identificacién molecular y analisis filogenético

Las cepas se identificaron mediante el analisis de la secuencia de la subunidad menor del
gen ribosomal 16S ARNr. Las secuencias de nucledtidos fueron comparadas con las
secuencias curadas de la base de datos EZbiocloud para poder determinar el porcentaje
de similaridad, logrando verificar que todos los aislados pertenecen al género
Streptomyces (Tabla 2). Sin embargo, solo las cepas denominadas como Streptomyces 1
y Streptomyces 8, mostraron ser especies distintas y estan relacionadas a las especies
Streptomyces badius y Streptomyces thermocarboxidus, respectivamente, mientras que
las restantes estarian relacionadas con la especie Streptomyces daghestanicus de acuerdo
con el porcentaje de similaridad de las secuencias de nucle6tidos. La inferencia
filogenética se determind en base a la comparacion de secuencias del gen 16S ARNr de

cepas aisladas en el presente trabajo con secuencias de cepas cercanamente relacionadas
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obtenidas de la base de datos EZbiocloud, utilizando el método de distancia Neighbor-

Joining (NJ) (Fig. 2).

Tabla 2. Comparacion de cepas de estreptomicetos marinos aisladas de la Bahia
Maxwell del presente estudio con secuencias obtenidas de la base de datos
EZbioCloud / Comparison of marine Streptomyces strains isolated from Maxwell Bay

in the present study with sequences obtained from the EZbioCloud database.

. . . Especie mas cercana Nombre de .
0,
Cepaaislada % identidad (EzBiocloud) referencia de la cepa Estacion
KRS7 BC1C 100 Streptomyces badius Streptomyces 1 BC1C
Streptomyces
M3(1) 100 daghestanicus Streptomyces 2 M3
Streptomyces
M3(2) 100 daghestanicus Streptomyces 3 M3
Streptomyces
R2A1.1 100 daghestanicus Streptomyces 4 BC1C
Streptomyces
GBC3B 100 daghestanicus Streptomyces 5 BC3B
GM317 100 dStreptomy_ces Streptomyces 6 M3
aghestanicus
AMBC2C 100 ds”epmmy.ces Streptomyces 7 BC2C
aghestanicus
Streptomyces
SC2 99.93 thermocarboxydus Streptomyces 8 BC1C
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BC2C

Streptomyces albidoflavus Z766

GBC3B

85 | Streptomyces daghestanicus DQ4

R2A11

GM317

92| m31

M32

Streptomyces canescens DSM40001 (NR 119346)

99 Streptomyces coelicolor strain 40233 (NR 119342)

Streptomyces albidoflavus strain 40455 (NR 119341)

65

—— Streptomyces deserti strain C63 (NR 117576)
a8 7; Streptomyces lusitanus AB18442
9g| SC2
99L Streptomyces thermocarboxydus
Streptomyces badius AY999783

KRS7 BC1C
Streptomyces globisporus AB184

99

Streptomyces globisporus strain KCTC9026 (NR 118107)
Micrococcus antarcticus strain T2 (NR 025285)

Kocuria polaris strain CMS76or (NR 028924)

————— Nesterenkonia halphila strain R2ZAM31
9ol Nesterenkonia aurantiaca strain CK5 (NR 148812)

0,0100
Figura 2. Inferencia filogenética determinada segun el método de distancia

Neighbor-Joining basado en comparacion de las secuencias del gen ARNr 16S
correspondientes a las cepas de estreptomicetos marinos de la Bahia Maxwell,
Antartica y secuencias relacionadas de actinobacterias obtenidas de la base de
datos EzBioCloud. / Phylogenetic inference determined according to the Neighbor-
Joining distance method based on comparison of 16S rRNA gene sequences
corresponding to marine actinomycete strains from Maxwell Bay, Antarctica and related

actinobacterial sequences obtained from the EzBioCloud database.
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Caracterizacion cultural y morfoldgica

De las 8 cepas aisladas, solo las cepas Streptomyces 1 y Streptomyces 8 produjeron
pigmentos difusibles en tonalidad fucsia y gris, respectivamente, en el medio
Actinomycete agar (Fig. 3); asimismo, la cepa Streptomyces 8 fue la Unica que presento6
el micelio aéreo en tonalidad grisacea en este medio. Con respecto a las caracteristicas
morfologicas en los medios ISP, se observo el color del micelio aéreo, del sustrato y la
produccion de pigmentos difusibles luego de 14 dias de incubacion (Tabla 3). Todas las
cepas mostraron crecimiento a partir del 5 dia en todos los medios a excepcion del medio
ISP3, el cual mostro bajo crecimiento y escaza esporulacion en todas las cepas; asimismo,
la cepa Streptomyces 8 mostrd baja esporulacion en todos los medios ISP. La mayoria de
las cepas aisladas mostraron un micelio aéreo en tonalidad blanquecina mientras que en
el micelio del sustrato poseian tonalidades amarillentas, verdosas, marrones y naranjas
como fue el caso de la cepa Streptomyces 1 (Fig. 4). Finalmente, ninguna cepa mostro

produccion de melanina.
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Figura 3. Produccion de pigmentos difusibles de las cepas de actinomicetos marinos
de la Bahia Maxwell en el medio Actinomycete. Ay B. Produccion de pigmentos de
Streptomyces 1 vista desde el lado anverso y reverso, respectivamente. C y D.
Produccién de pigmentos de Streptomyces 8 vista desde el lado anverso y reverso,
respectivamente. / Diffusible pigments production of marine actinomycetes strains
isolated from Maxwell Bay in Actinomycete media. A, B. Pigment production of
Streptomyces 1 viewed from the front and back sides, respectively. C, D. Pigment

production of Streptomyces 8 viewed from the front and back sides, respectively.
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Tabla 3. Caracterizacion morfoldgica en medios ISP, Actinomycete agar y GYM en
funcion a la cartilla de color RAL-code (https://www.ralcolor.com/) de las cepas de
estreptomicetos marinos aislados de la Bahia Maxwell, Antartica. / Morphological

characterization in ISP, Actinomycete agar and GYM media according to RAL-code

color chart of marine Streptomyces strains isolated from Maxwell Bay, Antarctic.

Color
Cepa Medio T Micelio Pigmento Crecimiento  Esporulacién
Micelio Aéreo Sustrato soluble
Streptomyces ISP 2 Blanco crema Amarll_lo Pardo arcilla + +
1 naranja
ISP 3 Blanco perla Amarillo Pardo ocre (+) “)
arena
ISP 4 Gris tele 4 Marfil claro N. P ++ +
. Pardo
ISP 5 Gris tele 4 anaranjado Rosa perlado ++ ++
ISP 7 Blanco perla Amarillo oro Anr:qai;llllo + ++
. ' Rojo -
Actinomycete  Marfil claro Rosa viejo + ++
frambuesa
GYM Blanco perla  Amarillo maiz ~ Pardo arcilla + ++
Streptomyces ISP 2 Blanco perla Beige pardo Gris oliva ++ +
2 ISP 3 Gris guijarro Verde cafia N. P ) )
ISP 4 Gris seda Pardo verdoso Gris caqui + (+)
. Verde L
ISP 5 Gris seda parduzco Gris oliva + +
. Verde . .
ISP 7 Gris seda parduzco Gris caqui (+) +)
Actinomycete Marfil claro Amar] llo N. P + +
meldn
GYM Marfil claro Oro perlado Pardo oliva + ++
Streptgmyces ISP 2 Blanco perla Oro perlado Ar:qa;gllllo + +
ISP 3 Marfil claro Beige Gris beige +) )
ISP 4 Blanco crema  Pardo verdoso N. P + +
ISP 5 Blanco papiro Oro perlado Pardo oliva +) +
ISP 7 Gris agata Gris sombra Pardo oliva ) +
Actinomycete Marfil claro Alm ar'lllo N. P + +
imén
GYM Blanco crema Verde oliva Pardo ++ ++
verdoso
Streptomyces ISP 2 Gris seda Pardo ocre Amar_lllo + +
4 narciso
ISP 3 Marfil claro Marfil claro N. P (+) “)
ISP 4 Blanco crema Marfil N. P + +)
ISP 5 Gris seda Beige pardo N.P + ++
ISP 7 Gris sefiales Pardo corzo Pardo oliva + +
Actinomycete Marfil claro Amarllllo N. P + +
azafrén
GYM N.P + +
Streptomyces ISP 2 Gris guijarro  Gris parduzco N. P + +
5 . Gris
ISP 3 Gris seda amarillento N. P ) )
ISP 4 Blanco perla Pardo oliva N.P + +
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ISP 5 Marfil claro Amgrlllo N. P + +
oliva
ISP 7 Gris seda Oro perlado Amarillo oro + +
Actinomycete  Blanco perla  Amarillo maiz N.P + +
GYM Blanco perla Oro perlado Pardo ++ ++
verdoso
Streptomyces ISP 2 Blanco crema Pardo corzo N.P + +
6 . Gris
ISP 3 Gris seda amarillento N.P ) (+)
ISP 4 Blanco perla Marfil N. P + +
ISP 5 Blanco crema Pardo oliva N. P (+) +
ISP 7 Marfil claro Oro perlado Amarillo + +
arena
Actinomycete  Blanco perla Ama”,”O N. P ++ +
azafrén
GYM Blanco perla Beige pardo N. P + ++
Streptomyces . Amarillo Gris
7 ISP2 Gris seda oliva parduzco * *
ISP 3 Blanco crema Verde cafia N. P (+) )
ISP 4 Blanco perla Pardo palido N. P + +
ISP 5 Gris seda Gris sombra N. P ) +
ISP 7 Gris musgo Mzilrron Marron sepia (+) +
perlado sefiales
. . Amarillo
Actinomycete Marfil claro pastel N.P + ++
GYM Blanco perla Oro perlado N. P + ++
Streptomyces Aluminio
8 ISP 2 blanco Pardo corzo N. P +) (+)
ISP 3 Blanco crema  Marrén tierra  Pardo palido ) )
. Cobre
ISP 4 Blanco papiro Pardo corzo perlado ) “)
ISP 5 Gris tele 1 Pardo corzo Pardo arcilla ) (+)
ISP 7 Blanco perla Pardo corzo N.P ) (+)
Actinomycete  Aluminio gris Gris beige Gris platino + ++
GYM Gris musgo Ame_lrlllo Pardo oliva + +
perlado oliva

Muy bueno, ++; Bueno, +; Medio, (+); Escaso, (-); N. P, No pigmento difusible

Evaluacion de utilizacion de carbohidratos y caracterizacion bioquimica

La tabla 4 nos muestra las fuentes de carbono utilizadas por las cepas de estreptomicetos.

La cepa Streptomyces 3 logro utilizar todas las fuentes de carbono y evidencié buen

crecimiento. Por otro lado, las cepas Streptomyces 4, Streptomyces 5y Streptomyces 7

mostraron un excelente crecimiento y esporulacion en el medio suplementado con

manitol, mientras que las cepas Streptomyces 1, Streptomyces 6 y Streptomyces 7

presentaron las mismas caracteristicas en el medio suplementado con fructosa; siendo esta

ultima, la Unica cepa que ha podido tener estas caracteristicas utilizando 2 fuentes de

carbono distintas. Finalmente, las cepas Streptomyces 2 y Streptomyces 8 mostraron un

crecimiento bajo al utilizar como fuente de carbono a la sacarosa.
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Tabla 4. Utilizacion de distintos carbohidratos por parte de las cepas de
estreptomicetos marinos aislados de la Bahia Maxwell. / Utilization of different

carbohydrates by marine Streptomyces isolated from Maxwell Bay.

Fuentes de Carbono

Cepas Glucosa Manitol Fructosa Rafinosa Sacarosa
Streptomyces 1 - + ++ (+) (+)
Streptomyces 2 + (+) - - -
Streptomyces 3 + + + + +
Streptomyces 4 + ++ + + +)
Streptomyces 5 + ++ + (+) (+)
Streptomyces 6 + + ++ + +)
Streptomyces 7 + ++ ++ + +
Streptomyces 8 - - (+) - -

+ Buen crecimiento; ++ Mejor crecimiento que el control positivo; (+) Crecimiento menor al del control positivo; -
Crecimiento intermedio

Todos los perfiles bioquimicos de las cepas evaluadas se obtuvieron mediante la
identificacion del sistema APl ZYM y API Coryne, los cuales nos han servido para

detectar de manera preliminar la actividad enzimatica de las cepas.

Todas las cepas presentaron actividad enzimética para la fosfatasa alcalina, arilamidasa
de leucina, valina arilamidasa, fosfatasa 4&cida, naftol-AS-Bl-fosfohidrolasa, a-
glucosidasa, ademas de reducir fosfatasa alcalina, D-Glucosidasa e hidrolizar la gelatina.
Por otro lado, ninguna de las cepas presentd actividad para cistina arilamidasa, o-
galactosidasa, B-glucoronidasa y a-fucosidasa, tampoco pudieron fermentar glucosa,

ribosa, xilosa, manitol, maltosa, lactosa, sacarosa y glicogeno.
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Tabla 5. Perfil bioquimico de las cepas de estreptomicetos marinos de la Bahia
Maxwell utilizando el sistema de identificaciéon APl ZYM / Biochemical profile of

marine Streptomyces strains from Maxwell Bay using APl ZYM system.
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Streptormy + + + + + + + + + + + -
cesl
Streptomy + + + + + + + + + + - + + +
ces 2
Streptomy + + + + + + + - + + +
ces3
Streptomy + + + + + + + + - + + +
ces 4
Streptomy + + + + + + + + + - + + +
ces5
Streptomy + + + + + + + + + - + + +
ces6
Streptomy + + + + + + + + + + - + + +
ces7
Streptomy + + + + + + + + - + - + +
ces8

Tabla 6. Perfil bioquimico de las cepas de estreptomicetos marinos de la Bahia
Maxwell utilizando el sistema de identificacion API Coryne. / Biochemical Profile of

marine Streptomyces strains from Maxwell Bay using APl Coryne system.
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Evaluacién de Actividad Enzimatica

Los estreptomicetos aislados de los sedimentos marinos de la Bahia Maxwell presentaron
la capacidad de degradar los seis sustratos evaluados (Fig. 5). El porcentaje promedio de
degradacion varid para cada sustrato, siendo el almidén y la lecitina los que presentaron
mayores valores (59.34% y 55.1%, respectivamente), seguido del Tween80 (38.10%) y
el ADN (28.75%); asimismo, la caseina'y la CMC fueron los que presentaron los menores

valores de degradacion (20.62% y 9.21%, respectivamente) (Fig. 6).

En la Tabla 7 se distingue el potencial multienzimatico de cada cepa, en donde
Streptomyces 7 logro formar los halos de mayor tamafio en el agar Tween80 y lecitina
con valores de 60 mm y 53 mm, respectivamente; mientras que los halos de mayor tamafio
de hidrdlisis en los medios caseina'y DNA, los obtuvo Streptomyces 6, con valores de 51
y 49 mm, respectivamente, y en el medio almiddn, lo obtuvo Streptomyces 2 con un valor
de 64 mm. Por otro lado, Streptomyces 1 y Streptomyces 8 fueron las cepas que
presentaron menor tamafio en los halos de hidrolisis en todos los medios evaluados,
siendo esta Ultima, la Gnica que no logré hidrolizar la caseina; sin embargo, ambas cepas
fueron las Unicas que lograron hidrolizar la CMC obteniendo, Streptomyces 1 halos de 35

mm y Streptomyces 8 halos de 44 mm.
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Figura 5. Pruebas de actividad enzimatica de las cepas de estreptomicetos marinos
aislados de la Bahia Maxwell, Antartica. A. Actividad DNAsa. B. Degradacion de
carboximetilcelulosa. C. Hidrolisis de almidon. D. Hidrdlisis de Tween80. E.
Hidrdlisis de la caseina. F. Hidrdlisis de la lecitina. / Figure 6. Enzymatic activity tests
of marine Streptomyces isolated from Maxwell Bay, Antarctica. A. DNAse activity. B.
Carboxymethylcellulose degradation. C. Starch hydrolysis. D. Tween80 hydrolysis. E.

Casein hydrolysis. F. Lecithin hydrolysis.
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61 59.34

% de degradacion

Sustratos

Figura 6. Porcentaje promedio de degradacion sobre distintos sustratos del total de
cepas de estreptomicetos marinos aislados de la Bahia Maxwell, Antartica /
Percentage of degradation on different substrates of total marine Streptomyces strains

from Maxwell Bay, Antarctica

Tabla 7. Produccion de enzimas extracelulares de cepas de estreptomicetos marinos
aisladas de la Bahia Maxwell, Antartica / Production of extracellular enzymes from

marine Streptomyces strains isolated from Maxwell Bay, Antarctica.

Halos de hidrdlisis (mm)

Cepa Esterasas Lecitinasas Caseinasas Amilasas Celulasas DNAas
Streptomyces 1 34 38 42 43 26 16
Streptomyces 2 55 47 50 64 0 32
Streptomyces 3 43 45 49 60 0 28
Streptomyces 4 35 38 46 61 0 39
Streptomyces 5 42 41 49 59 0 30
Streptomyces 6 50 44 51 61 0 45
Streptomyces 7 60 53 47 58 0 29
Streptomyces 8 20 13 0 6 32 13
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Evaluacién antibacteriana

Las cepas de estreptomicetos marinos aislados en este trabajo presentaron actividad
antagonista, por lo menos, frente una cepa, principalmente, Staphylococcus aureus ATCC
25923 (Fig 7). La cepa Streptomyces 1 fue la Unica cepa capaz de inhibir las cuatro cepas
testigo, asimismo, Streptomyces 1y Streptomyces 8 fueron las Unicas cepas que mostraron
pigmentacion difusible durante esta prueba (Fig. 9). Por otro lado, la cepa Streptomyces

5 mostro la mayor &rea de inhibicion (30 mm) frente a E. coli ATCC 25922y a S. aureus

ATCC 25923.
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Figura 7. Capacidad inhibitoria de las cepas de estreptomicetos marinos de la Bahia
Maxwell, Antartica. / Inhibitory capacity of marine Streptomyces strains from Maxwell

Bay, Antarctic.
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Figura 8. A) Produccion de pigmentos difusible en la prueba de inhibicion de la cepa
Streptomyces 1 aislada de la Bahia Maxwell, Antartica frente a Vibrio
parahaemolyticus y Vibrio alginolyticus en agar marino. B) Produccién de pigmentos
difusible en la prueba de antagonismo de la cepa Streptomyces 8 frente a E. coliy S.
aureus en agar marino. / Figure 8. A) Diffusible pigment production of Streptomyces 1
strain isolated from Maxwell Bay, Antarctic in inhibitory test against Vibrio
parahaemolyticus and Vibrio alginolyticus on marine agar media. B) Diffusible pigment
production of Streptomyces 8 strain in antagonism test against E. coli and S. aureus on

marine agar.

Discusion

El continente antartico es un ambiente promisorio para el aislamiento de
microorganismos con capacidad de producir metabolitos secundarios novedosos
(Martorell et al. 2019, Nufiez-Montero et al. 2019). Dentro de este grupo de
microorganismos, los actinomicetos no son la excepcion, en el presente trabajo se aislaron

8 cepas de actinomicetos provenientes de sedimento marino pertenecientes al género

Streptomyces. EI nimero de cepas aisladas fue bajo en comparacién a otros estudios
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realizados en ecosistemas terrestres de la Antartica (Moncheva et al. 2002, Encheva-
Malinova et al. 2014, Lavin et al. 2016). No obstante, los pocos trabajos en donde han
evaluado muestras de sedimento marino provenientes de las Islas Shetland del Sur
(Lamilla et al. 2017) y de la Base Gran Muralla (Xu, et al. 2014), también presentaron un
bajo numero de aislamientos, logrando aislar entre 10 y 5 cepas, respectivamente. Por lo
mismo, no podemos descartar que el bajo nimero de actinomicetos aislados de Bahia
Maxwell pudiera deberse a las técnicas estandar de aislamiento utilizadas en este trabajo;
por lo que se deberia trabajar en mejorar la técnica de pre-tratamiento con la finalidad de
obtener actinomicetos pocos comunes (Vester et al. 2015, Subramani & Sipkema 2019).
Otro factor importante que ha podido influir en el nimero de aislados es la temperatura
de incubacion empleada, dado que es una limitante para el crecimiento de organismos
psicrofilos (Bakermans et al. 2008, Margesin & Miteva 2011). Asimismo, siendo la
Antértica un ecosistema oligotrofico, los organismos que viven en estos ambientes
podrian estar adaptados a crecer bajo esas condiciones (Poli et al. 2017); por lo que su
cultivo en medios nutritivos no seria favorable ademas de la temperatura de incubacion

(Pulschen et al. 2017).

Por otro lado, en un trabajo donde utilizaron técnicas de secuenciamiento masivo de
amplicones del 16S ARNr en muestras de sedimento marino de 8 estaciones cerca del
volcan Orca en el estrecho de Bransfield, una zona proxima de la Bahia Maxwell,
determinaron que el filo actinobacteria estaba pobremente representado en todas las
estaciones analizadas con porcentajes entre 0.5 a 4% (Serrano et al. 2021). Sin embargo,
esos resultados podrian deberse a la profundidad de donde las muestras fueron colectadas
(>1000 mt), y a la localizacion del volcan en aguas abiertas del estrecho, a diferencia de
la profundidad de la toma de muestras del presente estudio (<250 mt); por lo que no se

podria afirmar categoricamente que en el continente antartico existe una baja presencia
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de actinobacterias. Asimismo, se debe tener en cuenta que, en condiciones de laboratorio,
menos del 2% del total de especies bacterianas de muestras ambientales logran aislarse
utilizando medios convencionales, por lo que son consideradas como bacterias viables no
cultivables (VBNC), grupo al que muchas de las especies del filo actinobacteria

pertenecen (Dakhal et al. 2017).

Un medio estandar para el aislamiento de estos microorganismos y comunmente utilizado
es el medio almidén — caseina o almidén nitrato caseina (Peela et al. 2005, Ramesh &
Mathivanan 2009, Augustine et al. 2013), debido a que el almidén combinado con el
nitrato y la caseina constituye como una excelente fuente de carbono y nitrégeno para el
desarrollo de Streptomyces (Kuster & Williams 1964). No obstante, el presente estudio
mostré que los medios actinomycete y GYM también denominando “Streptomyces
Agar”, han servido para aislar una mayor cantidad de cepas en este trabajo. Esto
concuerda con el trabajo de Lee et al. (2012), en el que determiné que el medio GYM es
el més adecuado para aislar actinobacterias del suelo Antartico. Este medio contiene
extracto de malta y carbonato de calcio, los cuales aportan los nutrientes que requiere el
metabolismo del microorganismo y la fuente esencial de cationes para su crecimiento

(L6épez & Lemus, 2019).

Respecto a las caracteristicas fenotipicas de las cepas aisladas en el presente estudio, el
color del micelio aéreo en los medios ISP (2, 3, 4 y 5) era en tonalidades blancas a
grisaceas a comparacion al del micelio del sustrato el cual, en su mayoria, era en
tonalidades amarillentas, verdosas y marrones. Estas mismas caracteristicas también se
observaron en algunas cepas descritas en el trabajo de Moncheva et al., (2002); en donde
la pigmentacion del micelio podria estar influida por el medio utilizado tanto para el
aislamiento y purificacion como demostraron los trabajos de Navas (2016) y Xu et al.,

(2014). Esto nos podria indicar que las cepas de actinomicetos pertenecientes al género

Tesis publicada con autorizacion del autor
No olvide citar esta tesis




UNIVERSIDAD

¥ TESIS CIENTIFICA

Streptomyces aislados de la Antartica, en su mayoria, poseen estas caracteristicas

fenotipicas comunes respecto a las cepas del mismo género aisladas en otras localidades.

La evaluacion pigmentos es parte importante de la caracterizacion fenotipica de los
microorganismos; no obstante, se menciona poco sobre la importancia de los pigmentos
bacterianos en las industrias, cuando en realidad poseen diferentes aplicaciones tales
como colorante en las industrias alimentarias, textiles, farmacéuticos, entre otros (Venil
et al. 2013). En el caso de los actinomicetos, se ha reportado que el género Arthrobacter
posee la capacidad de producir pigmentos de amplio rango, presentando distintas
tonalidades desde amarillas, verdes, azules y rojas (Sutthiwong et al. 2014). Por otra parte,
Ordenes-Aenishanslins et al. (2016) han estudiado la produccion de pigmentos resistentes
a la radiacion UV producido por cepas bacterianas del filo Flavobacteria aisladas de la
Isla Rey Jorge, Antartica, obteniendo pigmentos amarillos y rojos. En el presente trabajo
se encontr6 que las cepas denominadas Streptomyces 1y Streptomyces 8 presentaron un
amplio rango de pigmentos difusibles tanto en los medios ISP como agar Actinomycete
y agar marino, siendo este Gltimo utilizado también para la prueba de antibacteriana, en
la que ambas cepas mostraron un buen performance. Parmar & Singh (2018) evaluaron
los pigmentos extraidos de una cepa de Streptomyces como antimicrobianos frente a
hongos, levaduras y cepas patdégenas de humanos, asi como el potencial uso de estos
pigmentos en la industria cosmética, alimenticia, farmacéutica y textil. Por otro lado,
Rahul et al. (2015) ha reportado una relacién entre la produccion de pigmentos y la
capacidad antimicrobiana de Serratia marscecens y Chromobacterium violaceum. Esto
podria darnos una idea del potencial antimicrobiano de las cepas Streptomyces 1 y
Streptomyces 8 estudiadas en este trabajo, sin embargo, se necesitarian mas estudios para

corroborar esta posibilidad.
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Los actinomicetos, por su naturaleza, son productores de metabolitos secundarios con
potenciales aplicaciones en biotecnologia (Lam 2006) dado que se han realizado estudios
de estos microorganismos provenientes de distintos ambientes acuéticos (Gulve &
Deshmukh 2011, Selvam, et al. 2011, Benhadj et al. 2019) siendo capaces de producir

una variedad de enzimas hidroliticas (Ramesh & Mathivanan 2009, Muhktar et al. 2018).

En el presente trabajo los actinomicetos aislados demostraron producir distintas enzimas
extracelulares como amilasas, esterasas, lecitinasas, DNAsas y caseinasas, las cuales
tienen una importante aplicacion en las industrias textiles, alimentarias como aditivos,
también en detergentes, biorremediacion, entre otros (Suriya et al., 2016). La produccion
de enzimas por 10 cepas de actinobacterias aisladas de sedimento marino antértico
también fueron observados en el trabajo de Lamilla et al., (2017), en el que se determino
que el 100% de sus cepas degradaron la caseina, 80% gelatina, 30% almiddn, 70% tween
80 y ninguna logré degradar celulosa. Similares resultados también fueron reportados por
Xu et al., (2014) en la que, de 5 cepas aisladas, solo 3 de ellas presentaron actividad
proteolitica y amilolitica, mientras que solo 2, hidrolizaron el Tween 80. Asimismo, al
igual que el trabajo de Lamilla et al., (2017), ninguna de sus cepas degradé la celulosa.
En nuestro caso, 2 cepas de las 8 analizadas, fueron capaces de degradar la
carboximetilcelulosa, lo que nos indicaria que esta capacidad podria estar reducida en las
actinobacterias antarticas, dado que la presencia de algas, las cuales poseen a la celulosa
en la composicién de su pared celular, es limitada en este ecosistema, (Pellizzari et al.
2017; Bogolitsyn et al. 2020); por lo tanto, estos microorganismos estarian optando por

degradar otros sustratos.

Dada la urgencia por encontrar novedosos metabolitos capaces de combatir la resistencia
microbiana a los antibidticos, se exploran diversos ecosistemas terrestres y acuaticos

(Baskaran et al. 2011, Hamed et al. 2018, Benhadj et al. 2019). Entre ellos, el continente
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Antartico, ha demostrado ser un ambiente prometedor para la busqueda de compuestos
antimicrobianos producidos por actinobacterias segin Nafiez-Montero et al. (2019), en el
cual, la cepa Streptomyces fildesensis S013.3, aislada de la peninsula Fildes, Isla Rey
Jorge, mostré un potencial inhibitorio de amplio espectro frente a patdgenos Gram
positivos y Gram negativos. Yoke—Kqueen et al. (2015) reporté que de 24 cepas de
actinobacterias aisladas del suelo volcéanico de Isla Decepcion, 5 presentaron propiedades
antimicrobianas frente a Salmonella entérica de dos serotipos diferentes. Encheva-
Malinova et al., (2014) determino que 15 de las cepas de Streptomyces, aisladas de la Isla
Livingston (Antartica), todas fueron capaces de inhibir al menos una cepa fitopatdgena
Gram-positiva 0 Gram-negativa. En el presente estudio, las 8 cepas de estreptomicetos
aisladas de la Bahia Maxwell mostraron actividad inhibitoria al menos frente a una de las
cuatro cepas patogenas estandar con que se les enfrento, siendo la cepa denominada
Streptomyces 1 la Unica que mostr6 un amplio rango de inhibicion frente a todas las cepas
testigo. Factores tales como la temperatura, tiempo de incubacion y composicion de
nutrientes del medio utilizado, podrian influir en la produccién de metabolitos
secundarios (Srinivasan et al. 1991). En este estudio, es muy probable que la actividad
antibacteriana producidas por las cepas del género Streptomyces hayan sido influenciadas
por estos factores; sin embargo, no fueron materia de evaluacion, por lo tanto, se
desconoce los resultados que se hubiera obtenido al alterar estas condiciones. El
incremento del periodo de incubacion (12 dias), ocasionaria la disminucion de los
nutrientes en el medio generando la produccién de metabolitos secundarios inducidos por
estrés en el organismo (Doull & Vining 1990, Khattab et al. 2016), ademas que, a mayor
tiempo de incubacion, el organismo tiende a desarrollarse méas hasta llegar a su fase
estacionaria, fase en la cual comienza a producir estos metabolitos (Barka et al. 2016).

C.M.J & E.J (2002), evaluaron que Streptomyces viridifaciens pasada su fase exponencial
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(8 dias) en adelante, tuvo una mejor produccion de antibidticos. Asimismo, debe
considerarse que la composicion y concentracion de nutrientes en el medio de cultivo,
dado que la produccion de metabolitos secundarios, en su mayoria, estan regulados por
la presencia o ausencia de alguna fuente de carbono (Ruiz et al. 2010) o de nitrogeno,

fosfatos, entre otros (Van der Meij et al. 2017).

Por otro lado, la cepa Streptomyces 1 también fue la Unica capaz de inhibir a Vibrio
parahaemolyticus ATCC 17802 y Vibrio alginoliticus ATCC 17749, potenciales
patdgenos de especies marinas cultivadas, esto podria indicar que es posible encontrar en
ambientes marinos extremos organismos con potencial antagonista contra estos
patégenos comunes en la acuicultura. Trabajos realizados por Tarazona-Janampa (2017),
Garcia-Bernal et al. (2015), Ledn et al. (2010), Ledn et al. (2016), Norouzi et al. (2018)
ya habian reportado cepas de actinomicetos marinos con actividad inhibitoria frente a
diferentes cepas patdgenas de Vibrio; incluso algunos actinomicetos que también fueron
aislados de tanques de cultivo han mostrado similar actividad (Chau et al. 2016, Babu et

al. 2018).

El presente estudio podria indicar que la Bahia Maxwell es un ambiente propicio para el
aislamiento de actinomicetos del género Streptomyces con capacidad de producir una
variedad de enzimas y actividad antibacteriana contra cepas patégenas estandar, entre
ellas el género Vibrio. Aunque este trabajo trata del aislamiento de cepas nuevas de
actinomicetos de ambientes extremos y su potencial biotecnoldgico, se necesitaran
estudios sobre la fisiologia de estos organismos aislados en cultivos puros para
caracterizar estos metabolitos. Este trabajo sienta las bases para la bioprospeccion en
particular de las cepas denominadas Streptomyces 1 y Streptomyces 8 para futuros

estudios de optimizacion para la produccion de metabolitos secundarios, pigmentos y
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enzimas mediante el control de los parametros fisicoquimicos en los cultivos utilizando

fermentadores microbioldgicos.
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UNIVERSIDAD

CIENTIFICA

RESOLUCION DIRECTORAL ACADEMICA DE CARRERA N° 049-A-DACBM-DAFCVB-U.
CIENTIFICA-2019

Lima, 18 de octubre de 2019

Visto el proyecto de tesis presentado por la Srta. SUSAYA VICENTE KRYSTEL, alumna de la
Carrera de Biologia Marina, se expide la presente Resolucion:

CONSIDERANDO:

o Que, para optar el titulo profesional en Biologia Marina, de la Carrera de Biologia
Marina de la Facultad de Ciencias Veterinarias y Biolégicas de la Universidad
Cientifica del Sur, es necesario la realizacion y sustentacién de una tesis.

o Que, el Reglamento de Tesis pertinente, dispone que el Proyecto de Tesis debe ser
presentado a la Carrera de acuerdo al perfil aprobado, el cual debe ser
dictaminado por el Comité de Investigacion.

o Que, la alumna SUSAYA VICENTE KRYSTEL, ha cumplido con presentar su proyecto
de tesis fitulado “ACTIVIDAD MULTIENZIMATICA Y EVALUACION ANTAGONISTA
DE ACTINOMICETOS MARINOS DE LA BAHIA MAXWELL (ANT/\RTICA)" bajo la
asesoria del Blgo. Wilbert Serrano Huifocana.

o Que la Comisién de Grados y Titulos de la Direccién ha emitido una evaluaciéon
favorable y recomienda la inscripcién del proyecto citado.

Estando a lo dispuesto por el Reglamento General de Grados y Titulos de la Universidad
Cientifica del Sur, el Reglamento de Tesis de la Carrera y a las normas vigentes, en uso de
las atribuciones conferidas a la Carrera,

SE RESUELVE:

1° APROBAR el Proyecto de Tesis para optar el titulo profesional en Biologia Marina
titulado: “ACTIVIDAD MULTIENZIMATICA Y EVALUACION ANTAGONISTA DE
ACTINOMICETOS MARINOS DE LA BAHIA MAXWELL (ANTARTICA)"

22 Declarar a la Srta. SUSAYA VICENTE KRYSTEL, expedita para la realizacién del Proyecto
de Tesis aprobado.

3°  Nombrar al Blgo. Wilbert Serrano Huinocana como Asesor del Proyecto de Tesis, que
realizard la alumna citado.

4° Disponer la inscripcion del proyecto de tesis aprobado en el Registro de Tesis para
optar el Titulo Profesional de la Carrera de Biologia Marina de la CIENTIFICA.

Registrese, comuniquese. jvese.
g o gsuETERw 2

DIRECTGRA
ACADEMICA
DE BIOLOGIA
£ MARINA
Ura. SONIA VALLE RUBID
Directora Académica de "\
Biologla Marina

UNIVERSIDAD CIENTIFICA DEL SUR /el

Campus
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COMITE INSTITUCIONAL DE ETICA C/'ENT[E'LC/\

EN INVESTIGACION CON ANIMALES
Y BIODIVERSIDAD

Constancia N° 138-CIEI-AB-CIENTIFICA-2019

El presidente del Comité Institucional de Etica en Investigacién con Animales y
Biodiversidad de la Universidad Cientifica del Sur (CIEI-AB-CIENTIFICA) da constancia
que el proyecto de investigacion, cuyos datos se registran a continuacién, ha sido

aprobado.

Cadigo de registro: 300-2019-PRES

Titulo: Actividad multienzimatica y evaluacion antagonista de
actinomicetos marinos de la Bahia Maxwell (Antartica)

Investigador(a): Krystel Susaya Vicente

La aprobacion del proyecto de investigacion implica que el documento presentado a
evaluacion cumple con los lineamientos de Universidad en materia de investigacion y
ética, los cuales se sustentan en la normativa internacional vigente.

En tal sentido, esta aprobacion carecera de valor si es que el proyecto de investigacion
arriba indicado es modificado de cualquier forma. Toda enmienda, afiadido, eliminacién
o eventualidad (eventos adversos, etc.) posterior a la fecha de aprobacién debe ser
reportado al CIEI-AB-CIENTIFICA.

La vigencia de la aprobacion de este documento es de dieciocho (18) meses (hasta el
11 de mayo del 2021), periodo en el que puede desarrollarse el proyecto. Cualquier
tramite para su renovacion debera ser enviado antes del término de la vigencia de este
documento, debiendo suspenderse todo desarrollo hasta que la renovaciéon sea
aprobada.

Villa El Salvador, 12 de noviembre de 2019

Institucional

de Eticaen
on

Presidente
Comité Institucional de Etica en Investigacion
con Animales y Biodiversidad
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