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ABSTRACT

Background: Natural products isolated from marine microorganisms have demonstrated a wide
range of biological activities included quorum sensing inhibitors. Objectives: We study fifteen marine
Firmicutes bacterial strains isolated from the Caribbean soft coral Antillogorgia elisabethae that were evalua-
ted as a novel and sustainable source of quorum sensing inhibitor compounds. Methods: Cultures were
made in four different culture media and further extracted using a non-ionic resin. All these extracts were
tested in order to establish its quorum sensing inhibition (QSI) activity using Chromobacterium violaceum
ATCC 31532. The active extracts were fractionated by RP-18 cartridge. Each fraction was tested and
evaluated for its composition by HPLC-PDA. Results: Methanol fractions of Jeotgalicoccus halophilus and
Oceanobacillus profundus were the most active ones, suggesting that non-polar compounds could be the
responsible for the QSI activity of the bacterial extracts here tested. Conclusions: The chemical study
of the organic extract of Oceanobacillus profundus cultured in LBS, yielded the compounds tyrosol (1) and
tyrosol acetate (2) as responsible of QSI activity showed by the organic extract.

Keywords: Marine natural products, Marine microorganisms, Jeotgalicoccus halophilus, Oceanobacillus
profundus, Quorum sensing inhibitor compounds.

RESUMEN

Antecedentes: Los productos naturales aislados de microorganismos marinos han demostrado tener
un amplio rango de actividades bioldgicas incluyendo inhibidores de quorum sensing. Objetivos: Estudia-
mos quince cepas bacterianas del phylum Firmicutes aisladas del coral blando Antillogorgia elisabethae que
tueron evaluadas como una nueva fuente sostenible de compuestos inhibidores de quorum sensing (1QS).
Métodos: Se prepararon cultivos en cuatro medios diferentes y extraidos usando una resina no iénica.
Todos los extractos fueron probados con el fin de establecer su actividad inhibitoria de quorum sensing
(IQS) usando Chromobacterium violaceum ATCC 31532 como biosensor. Los extractos activos fueron
fraccionados mediante cartuchos RP-18. Cada fraccién fue evaluada mediante bioensayo y analizada por
HPLC. Resultados: Las fracciones metandlicas de Jeotgalicoccus halophilus y Oceanobacillus profundus tueron
las mis activas, lo cual sugiere que los compuestos no polares pueden ser los responsables de esta activi-
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dad. Conclusiones: El estudio quimico del extracto orginico de O. profundus cultivado en medio LBS
permitié aislar los compuestos tirosol (1) y acetato de tirosol (2) como los responsables de la actividad IQS.

Palabras clave: Productos naturales marinos, Microorganismos marinos, Jeotgalicoccus halophilus,
Oceanobacillus profundus, Compuestos inhibidores de quorum sensing.

INTRODUCCION

La aparicién de cepas de bacterias resistentes
al uso de antibidticos, como consecuencia del uso
indiscriminado de estos, representa un enorme reto
para industrias como la agropecuaria y la industria
médica, pues las consecuencias sobre la salud pue-
den ser muy graves (1-5). El quorum sensing (QS)
es un mecanismo en el cual las bacterias regulan
o sincronizan cambios en su expresion genética
en funcién de su densidad poblacional, como por
ejemplo la produccién de antibidticos, toxinas,
pigmentos, exopolisaciridos (formacién de biopé-
liculas), motilidad y otros factores de virulencia(6).
En este marco, los inhibidores del quorum sensing
(IQS) han emergido como una estrategia novedosa
para controlar infecciones, y evitar el desarrollo de
mecanismos de resistencia causados por el uso de
los antimicrobianos (7), lo anterior debido a que
muchos de los factores de virulencia son regulados
por quorum sensing (QS), el cual ademis estd invo-
lucrado en la resistencia a antibidticos por parte de
las cepas bacterianas (2,3). También, se ha logrado
establecer que el uso de compuestos IQS permite
que las cepas bacterianas causantes de infecciones
se tornen nuevamente susceptibles a los agentes an-
timicrobianos, lo cual, acompafiado de la activacién
innata del sistema inmune del hospedero permite
el control de la infeccién (8).

Para el caso del ambiente marino los IQS han
encontrado otras aplicaciones, particularmente en la
industria de los recubrimientos o antifoulants; pues,
las superficies naturales y artificiales son rapidamente
colonizadas por micro- y macroorganismos en un
proceso conocido como biofouling, que genera grandes
pérdidas econémicas por el ripido deterioro de las
superficies inmersas (9). Este proceso de colonizacién
es muy complejo, pero es sabido que si se impide la
formacién de biopeliculas por parte de los micro-
organismos, se podria retrasar e incluso impedir la
llegada de macroorganismos, disminuyendo el fouling
de gran manera. Lo anterior sin generar dafios al eco-
sistema, por lo que la identificacién de compuestos
de origen natural con actividad IQS parece ser una
de las aproximaciones mas promisorias para el desar-
rollo de antifoulants industriales (10-12).

De otro lado, los compuestos 1QS han sido ob-
tenidos tradicionalmente a partir de plantas, y mis
recientemente a partir de organismos marinos (11).
No obstante los microorganismos también son
una fuente de este tipo de compuestos, sobre todo
teniendo en cuenta que la vida de las bacterias en
comunidad las obliga a desarrollar relaciones inter-
e intraespecies, permitiéndoles generar diferentes
mecanismos para interferir en los sistemas de QS
de los otros miembros de la comunidad bacteriana
(11,13). Como resultado de estas investigaciones, se
ha establecido que bacterias Gram positivas como
Actinobacterias y Firmicutes producen moléculas
inhibidoras del quorum sensing. Un ejemplo de esto
es la dicetopiperazina ciclo-L-prolina-L-tirosinay la
N-(2'-feniletil)-isobutiramida, aisladas de cepas de
Bacillus cereus y Halobacillus salinus, respectivamente
(13). Adicionalmente, los microorganismos represen-
tan una fuente sostenible de moléculas, resolviendo
asi el problema del suministro de materia prima con
miras a una posible aplicacién industrial (14).

Asi, y como parte de nuestra basqueda de
compuestos 1QS a partir de diferentes fuentes de
origen natural (15), en este trabajo se establecié una
metodologia ripida para el cultivo, extraccién y eva-
luacién de la actividad IQS de extractos de cultivos
de bacterias marinas. Para esto, 15 aislamientos de
bacterias pertenecientes al phylum Firmicutes, obte-
nidas del octocoral Antillogorgia elisabethae (anterior-
mente conocido como Pseudopeterogorgia elisabethae)
(16), se cultivaron en cuatro medios diferentes;
posteriormente el sobrenadante fue extraido y los
extractos obtenidos fueron evaluados en bisqueda
de actividad IQS, usando el ensayo de inhibicién
de la expresion de violaceina en Chromobacterium
violaceum ATCC 31532. Los extractos mds activos se
analizaron por HPLC-DAD y RMN, para escoger
el mas promisorio y llevar acabo su estudio quimico.

MATERIALES Y METODOS

Area de estudio

Individuos del octocoral Antillogorgia elisabethae
fueron recolectados en El planchon (13°24'0"N y
81°23'0"W"), Isla de Providencia (Caribe Sur-Oc-
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cidental, Colombiano), mediante buceo auténomo
SCUBA a una profundidad entre 20y 30 m, ¢ iden-
tificados por la Profesora Dra. Ménica Puyana, de
la Universidad Jorge Tadeo Lozano, el voucher del
espécimen se codifico como INV CNI 1612-1614,
y fue despositado en la coleccién de invertebrados
del Museo de Historia Natural Marina Colombia-
na (MHNMQC) en el Instituto de Investigaciones
Marinas de Punta Betin (INVEMAR).(17)

Materiales y Equipos Generales

Las cepas bacterianas fueron cultivadas en agar
marino preparado con sales calidad R.A. (Merck)
y agar bacteriol6gico (OXOID). El agua empleada
para los medios de cultivo fue destilada, y desioniza-
daa través de un equipo Simplicity (MILLIPORE).
Para los ensayos de actividad IQS se empleé como
medio de cultivo tripticasa de soya (SCHARLAU)
para microbiologia, y agar bacteriolégico (OXOID).
Todos los medios e instrumentos empleados en
microbiologia fueron esterilizados con vapor de
agua en un autoclave AllAmerican 75X de 32 L a
20 psty 120°C durante 30 min. Los inéculos fueron
preparados en cabina de flujo laminar AVE-402
(ESCO). Para el cultivo a mayor escala de Oceanoba-
cillus profundus se emple6 el medio LB suplementado
con sales (LBS, vide supra)

La incubacién de las cepas de estudio en caja de
Petri se llevé a cabo en una incubadora (MEM-
MERT) a 28°C. Los cultivos en medio liquido de
las cepas se agitaron en un shaker orbital HD-3000
(DIMAQ) a temperatura ambiente (19°C) a 100
rpm. La biomasa fue separada por centrifugacién
a 5000 rpm vy eliminada por filtracién al vacio
empleando membranas estériles de nitrato de
celulosa de tamaio de poro 0.80, 0.65 y 0.45 um
(SARTORIUS).

La extraccién de los cultivos en medio liquido
se llevé a cabo empleando la resina no iénica Di-
aion® HP-20 (Supelco), y para el fraccionamiento
fueron empleados cartuchos de extraccién en fase
solida Hypersep RP-18 de 200 mg (Thermo) y un
equipo de extraccién en fase solida con vacio de 16
puestos (TeknoKroma). Los solventes empleados
para las extracciones y procesos cromatograficos
fueron calidad R.A. (Panreac y Merck).

Los analisis por HPLC-DAD fueron realizados
en un equipo Merck-Hitachi equipado con detector
DAD L-4250y UV L-4200, bomba L-6000A, auto
muestreador 6200A, y una columna LichroCart

D. Martinez M. et al.

Merck RP-18 (125x4 mm, 5 um). La deteccién en
el UV fue a 210 y 270 nm. Se empled acetonitrilo
grado cromatogrifico (Honeywell) y agua desion-
izada a través de un equipo Simplicity Millipore

Los espectros RMN 'H y PC fueron registrados
en un espectrémetro Bruker Avance 400 (400 MHz
para RMN 'Hy 100 MHz RMN "C) empleando
como solvente cloroformo-d, (Merck) grado de
deuteracién 99.8% y metanol-d, (Merck) grado de
deuteracién 99.8%.

Con el 4animo de evaluar el efecto del medio de
cultivo sobre el potencial de producir compuestos
inhibidores del quorum sensing a partir de cepas ais-
ladas de ambientes marinos, se realizaron los cul-
tivos de 15 cepas de Firmicutes (3x10 mL) en cuatro
medios de cultivo. Dos de estos son considerados
medios ricos en nutrientes (LBS y TAK), los cuales
emplean como fuente de carbono el extracto de le-
vadura (LBS) y almidén y dextrosa (TAK) y como
fuente de nitrégeno la triptona (LBS) y peptona
(TAK). Los otros dos medios son considerados
medios ricos en sales y deficientes en nutrientes
BM y MM,; el medio BM emplea como fuente de
carbono los dcidos benzoico y citrico, y como fuente
de nitrégeno NaNH,HPO,; mientras el medio
MM emplea como fuente de carbono y nitrégeno
al glutamato de sodio. Los cultivos fueron realiza-
dos a temperatura ambiente y con agitacién (100
rpm). Adicionalmente, se hicieron los respectivos
controles de los medios sin inocular. Cada uno de
los experimentos fue extraido con resina Diaion®
HP-20, la cual fue lavada con agua hasta fin de
cloruros para remover la mayor cantidad posible
de compuestos del medio de cultivo, y posterior-
mente eluida con MeOH y AcOEt para obtener
el extracto HP-20, que se espera sea enriquecido
en compuestos organicos producidos por las bac-
terias. Estos extractos fueron evaluados en cuanto
a su actividad IQS a concentraciones de 1y 2 mg/
disco, y en cuanto a su rendimiento. Es importante
notar que la resina empleada al ser una resina no
i6nica, tiene la capacidad de retener compuestos de
naturaleza orginica desde polares hasta no polares,
y permite eliminar sales y otros compuestos alta-
mente hidrofilicos (ejemplo azticares, aminoacidos,
etc.), de esta manera se puede obtener un extracto
enriquecido en una gran diversidad de compuestos
orginicos a partir de disoluciones acuosas ricas en
electrolitos (18) como es el caso de los medios de
cultivo de microorganismos.
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Ensayo de Inhibicion de quorum sensing (IQS)

Para la evaluacién de la actividad inhibitoria del
quorum sensing se empleé el biosensor Cromobac-
terium violaceum ATCC 31532 utilizando la técnica
de difusién en agar con sensidiscos juzgando como
resultado positivo la inhibicién de la produccién de
violaceina, sin efectos bactericidas (15). El biosensor
C. violaceum fue cultivado en caldo tripticasa de soya
(CTS) a27°C durante toda la noche, hasta alcanzar
una densidad 6ptica (OD) cercana al patrén 0.5
McFarland. Posteriormente, se realizé un sembrado
masivo con 400 uL de in6culo sobre cajas de agar
tripticasa de soya (ATS). En las cajas de Petri se
colocaron por duplicado los sensidiscos de prueba
previamente impregnados con los extractos (1.0 y
2.0 mg/disco) y fracciones a ensayar (0.3 mg/disco).
Finalmente, las cajas con los sensidiscos fueron in-
cubadas a 27° C, y los halos de inhibicién de la pro-
duccién de violaceina fueron medidos visualmente
con la ayuda de un calibrador a las 24 h y 48 h. Los
halos se reportan en mm sin restar el didmetro de
disco (4.7 mm). Adicionalmente, se observé si hubo
o no inhibicién del crecimiento del biosensor, en
caso de que se diese la inhibicién del crecimiento
de C. violaceumn ATCC 31532, el extracto o fraccién
se clasificé como inhibidor de crecimiento y no
como inhibidor de quorum sensing. Asi, la actividad
IQS fue detectada cuando hubo inhibicién en la
produccién de violaceina sin que hubiera inhibicién
del crecimiento bacteriano. Como controles posi-
tivos se emplearon: a) acido kojico (90 pg/disco) b)
un extracto de Cecropia pachystachya (10 ug/disco)
(19). Como controles negativos se emplearon los
sensidiscos impregnados con los disolventes en que
se aplicaron las muestras, es decir MeOH y DCM,
y su posterior evaporacién. Los extractos de los
medios de cultivo sin inocular fueron evaluados
en las mismas condiciones que los extractos de los
cultivos de cada cepa.

Cepas Bacterianas

Las 15 cepas bacterianas marinas objeto de este
estudio fueron obtenidas del holobionte del oc-
tocoral Antillogorgia elisabethae, utilizando métodos
tradicionales de cultivo (17). Las bacterias fueron
caracterizadas e identificadas usando tanto sus
caracteristicas morfoldgicas como métodos mole-
culares (secuenciacién del gen 16S rRNA)(17). A
continuacién se presenta la lista de las cepas bacte-
rianas usadas en este trabajo: Paenibacillus glucano-

Iyticus (RKHC-8), Bacillus cereus (RKHC-9), Bacillus

horti (RKHC-13), cepa no identificada RKHC-15,
Bacillus licheniformis (RKHC-21), Bacillus mojavensis
(RKHC-37), Bacillus pumillus (RKHC-57A), Bacillus
horneckiae (RKHC-68A), Bacillus anthracis (RKHC-
69A), Oceanobacillus profundus (RKHC-62B),
Oceanobacillus iheyensis (RKHC-82A), Jeotgalicoccus
halophilus (RKHC-28), Staphylococcus auricularis
(RKHC-48), Staphylococcus equorum (RKHC-54),
y Staphylococcus warneri (RKHC-78B).

Condiciones de crecimiento

Los 15 aislamientos bacterianos se preservaron
en medio marino Difco® 2216 semisélido a 4 °C
hasta que fueron utilizados para su cultivo. Cada
una de las cepas fue cultivada en volimenes de
10 mL por triplicado, durante 96 h, a temperatura
ambiente y con una agitacién de 100 rpm, en cuatro
medios diferentes, que son descritos a continuacion:
LB con sales (Medio Luria Bertani modificado por
nosotros con la adicién de sales de medio marino,
LBS) cantidades por litro de agua: NaCl 20.8 g, KCI
0.56 g, MgCl, 4.00 g, MgSO,7H,O 4.80 g, Tris
0.36 g, sal marina Rila® 1.5 g, extracto de levadura
5 gy triptona 10.0 g. Medio Marino Minimo (MM)
cantidades por litro de agua: Glutamato de sodio
2.0 g, NaCl 20.0 g, MgSO,7H,0 7.0 g, MgCl, 5.3
g, CaCl, 1.25 g, K,.HPO, 0.075 g, FeSO, 0.025 g,
CuSO, 0.005 gy Tris 6.1 g (20). Benzoato minimo
(BM) cantidades por litro de agua: Benzoato de
sodio 2.5 g, MgSO,7H,0 0.2 g, K,HPO, 10.0 g,
NaNH,HPO, 3.5 g, icido citrico 0.2 g, y sal marina
Rila® 18.0 g (21). Takahashi (TAK) cantidades por
litro de agua: Almidén 30.0 g, dextrosa 5.0 g, pep-
tona 10.0 g, MgSO,-7H,0 0.5 g, Na,HPO - 12H,O
0.5 g,y KHLPO, 0.2 g (22).

Extraccion

Culminado el tiempo de crecimiento, las tres
réplicas del cultivo fueron reunidas y centrifugadas
a 5000 rpm durante 10 min, con el fin de eliminar
la biomasa. Posteriormente, el sobrenadante fue
filtrado secuencialmente a través de tres membranas
con diferente tamafo de poro: 0.80, 0.65y 0.45 um,
para asi obtener el medio de cultivo agotado para
cada cepa en cada medio. Estos fueron sometidos
a dos técnicas de extraccion: Extraccién con resina
no ionica Diaion® HP-20 en relacién resina/medio
del cultivo agotado (1/10) y empleando como elu-
yentes 100 mL MeOH y 100 mL de AcOEt. Los
dos eluidos fueron reunidos en un solo extracto que
se denominé extracto HP-20; la otra metodologia
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de extraccién fue Liquido-Liquido y se describe a
continuacion.

Las cepas J. halophilus (RKHC-28) y O. profun-
dus (RKHC-62B) fueron cultivadas en los medios
LBS, TAK y BM, en voltimenes de 100 mL con 10
réplicas por cada medio de cultivo, a temperatura
ambiente, y con agitacién de 100 rpm durante 96
h. Los sobrenadantes de estos cultivos se extrajeron
por medio de extraccién liquido-liquido continua
usando diclorometano. Se extrajeron 500 mL del
medio de cultivo agotado con 500 mL de DCM,
por duplicado. Este extracto se denominé DCM.
La fase acuosa residual se extrajo con resina Di-
aion® HP-20 (relacién 1:10 resina:medio agotado
extraido), eluyéndola con metanol para obtener el
extracto acuoso residual (EAR). Posteriormente,
cada uno de los tres extractos resultantes (HP-20,
DCM, EAR) fue evaluado en el ensayo de IQS (vide
infra). Como blancos fueron empleados los extractos
de los medios de cultivo sin inocular obtenidos por
extraccién con la resina Diaion® HP-20.

Fraccionamiento

Los extractos que resultaron activos en el ensayo
de IQS fueron fraccionados por cromatografia en
columna RP-18 (200 mg), en cantidades que os-
cilaron entre 2 y 50 mg de extracto dependiendo
de la cantidad de extracto obtenida. Para esto se
usaron mezclas de MeOH-H,O (1:9) y (1:1), y
MeOH (100%). Cada una de estas fracciones fue
concentrada, y posteriormente evaluada en el ensayo

de IQS.

Analisis por HPLC

Para el anilisis por HPLC-DAD de extractos y
fracciones se empled el equipo Merck-Hitachi antes
descrito y con el siguiente gradiente de solventes:
ACN-H,0 1:9 0-10 min; ACN-H,O de 1:9a ACN
100 % de 10 a 30 min; ACN 100% de 30 a 40 min;
y de ACN 100 % a ACN-H,O 1:9 de 40 a 50 min
aun flyjo de 1 mL/min. La deteccién se hizo a 210
nm, mientras el detector DAD registré entre 210 a
650 nm con el fin de tener el espectro UV de cada
pico eluido. Se inyectaron 50 uL de cada solucién
a una concentracién de 1.0 mg de extracto por mL.
Adicionalmente, los extractos activos (Fraccién
DCM del cultivo de J. halophilus y O. profundus)
fueron analizados por RMN-'H.
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Estudio quimico de Oceanobacillus profundus

La cepa bioactiva Oceanobacillus profundus fue culti-
vada durante 96 h en medio LBS. Para esto se usaron
fiolas de 500mL, con un volumen de 100 mL, por
114 veces para completar un volumen total de 11,4 L.
Posteriormente, el medio se centrifugd a 5000 rpmy el
sobrenadante se sometio a extraccién liquido-liquido
continua con DCM destilado. La fraccién orginica se
concentrd para obtener 850 mg de extracto crudo. El
extracto se sometio a purificacién por cromatografia
en columna sobre silica gel, usando un gradiente
discotinuo de hexano, acetato de etilo y metanol, para
obtener 12 fracciones F1-F12. Todas las fracciones
fueron ensayadas contra C. violaceurn a 100, 200 y 300
ug/sensidisco. Las fracciones activas F5 (10 mg), y F7
(19 mg), eluidas con hexano:acetato de etilo (1:1) y
acetato de etilo, respectivamente, fueron purificadas
por CC sobre sephadex LH-20 usando metanol como
eluente, para rendir los compuestos 1y 2. Estos com-
puestos puros fueron ensayados contra C. violaceum a
100, 200y 300 ug/sensidisco, observindose actividad
1QS en todos los ensayos.

Compuesto 1: (-)-ESI-EM: 137 [M-H]".
RMN (300 MHz, CDCL,) 7,06 (d, J= 9,0 Hz,
2H); 6,77 d, J=9,0 Hz, 2H); 3,82 (t, J=6,0 Hz,

2H); y 2,77 (t,J=6,0 Hz, 2H) ppm

Compuesto 2: (-)-ESI-EM: 179 [M-H]".
RMN (300 MHz, CDCl,) 7,09 (d, J= 8,0 Hz,
2H); 6,78 (d, J=8,0 Hz, 2H); 4,24 (t, ]=2,7 Hz,

2H); 2.87 (t,J=2,7 Hz, 2H), y 2,06 (s, 3H) ppm

RESULTADOS

Evaluacion de la produccion de extractos in-
hibidores del quorum sensing

Las cepas bacterianas mds promisorias como
fuente de compuestos IQS se resumen en la tabla
1, y corresponden a: O. profundus, cuyos cuatro
extractos fueron activos; seguido de B. licheniformis,
B. horneckiae y J. halophilus, en cuyos casos tres de
los cuatros extractos resultaron activos (cultivos
en LBS, BM y TAK); y con actividad moderada
los extractos de las cepas S. warneri (BM y TAK),
B. anthracis (BM, MM), B. horti (TAKy MM) y B.
mojavensis (BM, TAK y MM) que resultaron activos
en dos de los cuatro medios ensayados.
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Tabla 1. Extractos de bacterias marinas que mostraron actividad IQS usando como biosensor C. violaceum ATCC
31532 segtin medio de cultivo empleado D1 corresponde a 2.0 mg/sensidisco; D2 a 1.0 mg/sensidisco. La actividad
estd expresada con respecto al didmetro del halo de inhibicién de la pigmentacién: - no hay inhibicién de QS, +

< 5mm, ++ 5-7 mm, +++ 7-9 mm, ++++ 9-12 mm

LBS BM TAK MM

Cepa

D1 | D2|D1|D2|D1|D2]|D1|D2

Oceanobacillus profundus (RKHC-62B)

Bacillus licheniformis (RKHC-21)

++

++l+++ |+ - -] -

Bacillus horneckiae (RKHC-68A)

 Jeotgalicoccus halophilus (RKHC-28)

|+ |+ |+ ] -] -

Staphylococcus warneri (RKHC-78B)

Bacillus anthracis (RKHC-69A)

Bacillus horti (RKHC-13)

Bacillus mojavensis (RKHC-37)

Medio de cultivo estéril

Fraccionamiento de los extractos activos

Los extractos obtenidos de las cepas O. profundus,
B. licheniformis, B. horneckiae y J. halophilus, las cuales
mostraron la mayor actividad, fueron fracciona-
dos a través de cartuchos para extraccién en fase
solida (EFS) RP-18, eluyendo con tres mezclas de
solventes: MeOH:H,O (1:9), MeOH:H,O (1:1) y
MeOH (100%), para asi obtener fracciones orgini-
cas de polaridad alta, media y baja, respectivamente.
Luego, cada una de estas fracciones fue evaluada
en el ensayo de actividad IQS (tabla 1S, material
suplementario) con el fin de establecer en cuil de
ellas se tienen los compuestos bioactivos.

En todos los casos la actividad 1QQS se encontré
tnicamente en la fraccién de menor polaridad: la
metandlica, mientras las fracciones mis polares
(eluidas con MeOH:H,O 1:9) no presentaron
dicha actividad, sugiriendo que los compuestos
responsables de la actividad inhibitoria del QS son
de polaridad moderada o baja. Las fracciones mis
activas fueron las de B. licheniformis (cultivada en
LBS), J. halophilus (cultivada en BM) y O. profundus
(cultivada en MM); mientras que las fracciones de

J. halophilus (cultivada en MM) y B. horneckiae (cul-
tivada en BM) presentaron actividad moderada; y
tinalmente J. halophilus (cultivada en LBS) present6
baja actividad (Tabla 1S, material suplementario).

Analisis cromatografico de los extractos activos

Los extractos HP-20 de las cuatro cepas bioac-
tivas preseleccionadas (O. profundus, B. licheniformis,

B. horneckiae 'y J. halophilus) cultivadas en medio
TAK, MM, BM y LBS, y sus respectivos blancos
de medio fueron analizados por HPLC-DAD. Los
cromatogramas, aunque muestran la presencia de
compuestos diferentes al medio de cultivo, pre-
sentaron poca resolucion cromatogrifica (Figuras
1S - 4S, material suplementario) haciendo evidente
la necesidad de incluir estrategias de limpieza de
los extractos para facilitar el anilisis, aislamiento
y elucidacién estructural de los compuestos res-
ponsables de la actividad. El andlisis por HPLC de
las fracciones metandlicas no fue posible dado el
bajo rendimiento de estas aunque fueron las que
presentaron la mayor actividad (Tabla 1S, material
suplementario). Las cepas B. horneckiae y B. licheni-
formis fueron descartadas para esta parte del estudio,
ya que aunque sus extractos presentan una buena
actividad IQS, en Ia literatura se encuentran mul-
tiples reportes de su composicién quimica (23,24).
Mientras que para J. halophilus y O. profundus no hay
reportes de los compuestos producidos por ellas por
lo que se continué con su estudio.

Con lo anterior resulta claro que las cepas J.
halophilus y O. profundus, cultivadas en los medios
LBS, BM y TAK, tienen compuestos activos como
IQS de baja a mediana polaridad, por lo que se
decidié obtener extractos enriquecidos en com-
puestos de estas polaridades usando una extraccién
liquido-liquido continua (L-L) con diclorometano
(48 horas). Posteriormente, la fase acuosa remanente
tue extraida empleando resina Diaion® HP-20 para
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obtener el extracto acuoso residual (EAR) con el fin
de recuperar los compuestos de polaridad mayor que
no fueron extraidos con el DCM. Los resultados en

cuanto al rendimiento de los extractos DCM y EAR,
asi como el de actividad IQS evaluada por el método
de difusién en agar se muestran en la Tabla 2.

Tabla 2. Rendimiento de los extractos DCM y EAR de las cepas J. halophilus y O. profundus, y su actividad 1QS.
Actividad relacionada con el didmetro del halo de inhibicién < 5mm +, 5-7 mm ++, 7-9 mm +++, 9-12 mm
++++ y — ausencia de actividad. Extractos DCM evaluados con 300 ug/sensidisco y extractos HP-20 evaluados

a 2 mg/sensidisco. Extractos obtenidos de 1 L de cultivo (10x100 mL). NE: No ensayado.

DCM EAR
0| st et | Aciided | MM | Actvidad

LBS 10 +++ 0.33 -

 Jeotgalicoccus halophilus BM 3 +++ 0.11 -
TAK 163 + 122 -
LBS 5 ++ 0.58 -

Oceanobacillus profundus BM 260 NE 0.10 -
TAK 100 - 0.90 ++
LBS 78 - 1.00 -

Medios sin inocular BM 3 - 0.02 -
TAK 92 - 0.55 -

La Tabla 2 muestra que la actividad IQS para J.
halophilus cultivado en los tres medios de cultivo se
concentrd en el extracto DCM, logrando inhibicio-
nes mayores a las presentadas por los fraccionamien-
tos sobre RP-18 (Tabla 1). Es de notar, que para el
caso de O. profundus cultivado en LBS mostré que
la actividad IQS se centraba en el extracto DCM
(compuestos de baja polaridad), mientras que cuan-
do se cultivaba en el medio TAK la actividad estaba
en EAR (compuestos de alta polaridad), evidenciado
la gran influencia que tiene el medio de cultivo en
la produccién de compuestos IQS para esta cepa.
De otro lado el extracto DCM de O. profundus
cultivado en BM resulté estar enriquecido con el
4cido benzoico propio del medio de cultivo, por lo
cual no se realizé el bioensayo.

Para conocer la complejidad de los extractos
activos obtenidos por extraccién L-L, estos se ana-
lizaron por HPLC-DAD comparindolos con los
perfiles obtenidos para los extractos de los medios
sin inocular (Figuras 1, 58 y 6S, material suplemen-
tario), donde se muestra que con la extraccién L-L
se obtienen perfiles cromatogrificos mas sencillos
que los obtenidos para los extractos HP-20 corres-
pondientes, lo cual facilitarfa la recuperacién de los
compuestos activos.

En la figura 1 se pueden observar los perfiles
cromatogrificos para los extractos DCM de los
medios agotados de J. halophilus y O. profundus
cultivados en LBS, ademds del perfil del medio
sin inocular. Para J. halophilus se observan un pico
intenso entre 15y 16 min, que si bien presenta un
tiempo de retencién similar al pico mayoritario del
medio LBS sin inocular (blanco), los espectros UV
de estos picos (ver recuadros de la figura 1) mues-
tran que se tratan de compuestos diferentes a los
presentes en el medio de cultivo. Las absorciones
en A = 244,262y 300 nm para el pico mayoritario
de J. halophilus son caracteristicos de compuestos
inddlicos(28). De manera similar, el extracto de
O. profundus presentd picos cromatogrificos en
diferentes tiempos de retencion, al compararlo con
el medio de cultivo sin inocular, sin embargo, el
espectro UV del pico que aparece en un tiempo de
retencién de 15 min es idéntico al mismo pico en
el perfil del medio de cultivo, por lo cual podemos
afirmar que O. profundus produce compuestos de
otra naturaleza. Lo anterior permitié evidenciar la
produccién de compuestos por parte de las bacte-
rias, haciendo uso de un sistema de HPLC-UV'y
un proceso de extraccién mis selectivo.
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Figura 1. Cromatogramas obtenidos por CLAE-DAD (210 nm) del extracto DCM del medio LBS sin inocular, y
los extractos DCM de las cepasJ. halophilusy O. profundus y espectros UV de los picos en tr 15 min (ver Figura 8S).

Este mismo andlisis se realizé para los extractos
de J. halophilus y O. profundus en los medios BM y
TAK encontrando diferencias importantes entre los
extractos DCM de los medios agotados y extractos
DCM de los blancos (Figuras 5S y 6S, material
suplementario). Estos resultados evidenciaron que
esta técnica de extraccién facilitd la recuperacién
de los compuestos bioactivos.

Identificacion de los compuestos responsables
de la actividad IQS

Por ultimo, se registraron los espectros de
RMN 'H (CDCL,) del extracto DCM del cultivo
agotado de las cepas J. halophilus y O. profundus en
medio LBS, y del extracto del mismo sin inocular
(Figura 2A, 2B y 2C). Esto con el fin de identi-
ficar senales en los extractos DCM de las cepas,
diferentes a las del extracto DCM del medio sin
inocular. Asf, para el caso de J. halophilus se observé
la presencia de compuestos tipo aldehido a juzgar
por la aparicién de sefiales entre 5, 9,5y 8, 10,0, asi

mismo se observa la aparicién de nuevas sefales de
protones aromdticos (8,; 6,8 y 8,5) caracteristicas
de anillos inddlicos, confirmando lo previamente
visto en los espectros UV, ademis, se presentan
diferencias en la zona de los metilos alifiticos y
entre 8, 3,5y §,; 4,0 que sugiere la produccién
de péptidos. Las sefiales mds representativas en
el extracto de J. halophilus que no estin presentes
en el medio de cultivo se pueden observar en la
figura 7S de la informacién de soporte, donde se
presenta la resta de los espectros.

En el caso de O. profundus las diferencias son
menos evidentes (Figuras 2B y 2C), aunque es
posible observar la aparicién de sefiales anchas
entre 8, 6,7 y 8, 7,3, indicando la produccién de
compuestos aromdticos; si mismo se observan se-
nales alrededor de 8, 2,1 indicando la produccién
de compuestos acetilados. La resta de los espectros
se presentan en la figura 9S, y muestra ademds de
lo antes dicho sefiales entorno de 8, 3,5 y en la
regién de metilos.
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Figura 2. Espectros RMN 'H (CDCI, a 400 MHz) para los extractos DCM del cultivo de las cepas O. profundus
(A), J. halophilus en medio LBS (B) y medio LBS sin inocular (C).

Para continuar se selecciond la cepa O. profundus,
que fue descrita originalmente en 2007 a partir de
sedimentos de alta mar (2247 m) (25), y que no pre-
senta ningin estudio quimico. La cepa fue cultivada
en LBS, centrifugada, y el sobrenadante extraido
con DCM. El extracto orginico del cultivo fue se-
parado por cromatografia sobre silica gel de manera
bioguiada usando el biosensor C. violaceum. De esta
manera a partir de las fracciones bioactivas figura
5y figura 7 se aislaron los compuestos 1y 2, res-
pectivamente, por medio de CC sobre Sephadex®
LH-20. Los espectros de RMN 'H del compuesto
1 muestra la presencia de una anillo aromitico
para disustituido (5, 7,06 (d, J= 9,0 Hz, 2H); 6,77
(d, J=9,0 Hz, 2H)) y un residuo hidroxietilo (3,
3,82 (t, J=6,0 Hz, 2H); y 2,77 (t, J=6,0 Hz, 2H)).
En ESI(-) se observa un ion en m/z 137 [M-H] es
congruente con la formula molecular C;H, O,.
El anilisis anterior y una btisqueda en la literatura
permitié identificar a 1 como 4-(2-hidroxietil)
fenol (26), también conocido como tirosol (figura
3). El espectro de RMN 'H de 2 es similar al de 1,
teniendo una sefal adicional para un grupo acetilo
(6, 2,06, s, 3H) que es congruente con el ion en
m/z 179 en ESI(-) (Formula molecular C, ;H,,0,),
lo que permitié su identificacién como acetato de

4-hidroxifenetilo (acetato de tirosol) de acuerdo a
lo reportado (27) (figura 3). Ambos compuestos
mostraron actividad inhibitoria de quorum sens-
ing ain a la minima cantidad ensayada (100 mg/
sensidisco), presentado una actividad similar al
4cido kojico un compuesto reconocido como IQS
empleado como patrén positivo(28)

OR

Compuesto 1 R =H

HO Compuesto 2 R=Ac

Figura 3. Compuestos bioactivos como inhibidores
de QS aislados del extracto orgdnico del cultivo de O.
profundus

DISCUSION

La importancia de esta propuesta radica en la ca-
pacidad de evaluar el potencial de una coleccién de
microorganismos como productores de compuestos
y realizar una seleccién bioguiada, en nuestro caso
actividad 1QQS. Por otra parte una de las limitantes
es el empleo de un solo bioensayo, pues aunque
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un extracto no presentara actividad en el ensayo
escogido podria tener otra, por lo que ademas de
varios métodos de extracciéon podrian evaluarse
diferentes tipo de bioactividad (antibiética, antifiin-
gica, citotéxica, etc.), en la prictica siguiendo este
esquema el investigador tiene la libertad de probar
simultineamente diferentes técnicas dependiendo
de sus objetivos.

Los microorganismos marinos han sido reco-
nocidos como una fuente novedosa de compuestos
con actividad biolégica (14), dentro de las cuales
la basqueda de inhibidores de quorum sensing es
un campo de investigacién nuevo (11, 28). Actu-
almente, es ampliamente aceptado que un buen
namero de los compuestos obtenidos de los extrac-
tos de invertebrados marinos, particularmente los
de organismos sésiles, son en realidad producidos
por microorganismos asociados al invertebrado
(29). Uno de los ejemplos mis relevantes por su im-
portancia biomédica y econémica es la produccién
de la cianosafracina B por parte de la bacteria Pseu-
domonas fluorescens, simbionte del tunicado Ectein-
ascidia turbinata, el cual se emplea como precursor
en la obtencién de la ecteinascidina 743 (E-743),
medicamento usado para el tratamiento del cincer
y que fue inicialmente obtenido a partir del extracto
del tunicado (30). Actualmente es comercializado
por Pharmamar con el nombre comercial de Yon-
delis® (14). En la bibliografia especializada, también
se encuentran ejemplos de compuestos aislados
de microorganismos cultivados, sin contraparte
en invertebrados, y con aplicacién farmacoldgica.
Este es el caso de la salinosporamida A producida
por actinomicetes del género Salinospora, la cual
actualmente se encuentra en la primera fase de
estudios clinicos por su actividad citotdxica como
inhibidor de proteosoma en células cancerosas. En
general, las bacterias de género Salinospora producen
en condiciones in vitro compuestos con estructuras
novedosas y potente actividad citotéxica (31).

El metabolismo y la produccién de compuestos
de un microorganismo estin condicionados por el
medio donde se cultiva; asi como por otros pari-
metros como la agitacién, pH, aireacién, etc. No
obstante, estos medios del cultivo, por su comple-
jidad, generan matrices que dificultan la separacién
e identificacién de los metabolitos producidos por
el microorganismo. Asi, la seleccién del medio
y de la metodologia de extraccién tiene un gran
impacto en el éxito del estudio de los productos
naturales a partir de microorganismos (32). Lo an-

terior hace necesario tener apuestas metodoldgicas
que minimicen estas dificultades, y que permitan
tomar decisiones en cuanto a la cepa a estudiar y las
condiciones de cultivo. Estas metodologias deben
ser ficilmente automatizables.

En la tabla 2S (ver material suplementario) se
presentan los resultados de la evaluacién IQS de
los extractos HP-20 obtenidos del cultivo de las 15
cepas y del rendimiento de la extraccién. En esta
tabla se puede ver que el medio deficiente en nu-
trientes BM estimuld la produccién de compuestos
IQQS en la mayoria de las cepas (87 %); sin embargo,
el rendimiento de los extractos también fue muy
bajo en la mayoria de los casos. En el medio rico
en nutrientes LBS el 26 % de los extractos de los
cultivos de las cepas mostraron actividad a todas las
dosis empleadas, lo cual podria indicar que produce
compuestos con potente actividad IQS o en alta con-
centracién. En el medio rico en nutrientes TAK el
80 % de las cepas presentaron una actividad, al igual
que en el medio LBS, donde ademis los extractos
presentaron un buen rendimiento. Finalmente,
el medio deficiente en nutrientes MM permitié
obtener cerca del 33 % de los extractos con buena
actividad, pero con rendimientos mis bajos que los
obtenidos incluso en BM. Con todo lo anterior los
medios TAK y LBS fueron seleccionados como los
mejores medios para la obtencién de extractos inhi-
bidores del QS. Sin embargo, es claro que un buen
rendimiento en el extracto no significa, necesari-
amente, una alta produccién de metabolitos, pues
la resina puede retener también componentes del
medio de cultivo dando extractos de matrices muy
complejas, que en los pasos posteriores de purifi-
cacién serfan descartados por esta razén.

En todos los casos se observé que la cantidad de
extracto obtenido del cultivo de las cepas es mayor al
extracto del medio sin inocular correspondiente. Asi
mismo, en general los extractos obtenidos a partir de
los medios minimos tienen rendimientos mas bajos
que los obtenidos en los medios enriquecidos; no
obstante, algunos de los extractos obtenidos a partir
del cultivo en los medios minimos (BM y MM)
presentan actividad IQS superior a la obtenida para
los cultivos en los medios enriquecidos LBS y TAK
(Tabla 1). Este hecho puede verse como una ventaja
pues los medios minimos representan una matriz
menos compleja, esperando que los compuestos
IQS se encuentren en una mayor concentracién
en estos extractos o que sean miés ficiles de separar
de la matriz.
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A partir de la respuesta del biosensor C. vio-
laceum ATCC 31532 frente a los extractos (Tabla
2S, material suplementario) también se pudo ob-
servar actividad inhibitoria de crecimiento de los
extractos de S. equorum (cultivada en BM y TAK),
S. awricularis, (cultivadas en BM, TAK y MM), y
de la cepa no identificada RKHC-15 (cultivada en
LBS), lo cual sugiere que estas cepas podrian ser
fuentes de compuestos con actividad antimicrobi-
ana. Adicionalmente, se pudo establecer que en los
extractos de algunas cepas como O. iheyensis en el
medio LBS producen inductores del quorum sens-
ing al inducir la produccién de la violaceina en el
biosensor (Tabla 2S, material suplementario). Esta
induccién no pareceria deberse a la produccién de
homoserinlactonas, autoinductores del biosensor,
porque las bacterias gram positivas como O. iheyensis
no producen esta clase de compuestos (13). Este
efecto inductor podria sugerir que en este extracto
se encuentran compuestos 1QS, o antibidticos, pero
en cantidades subinhibitorias lo cual desencadena
-como mecanismo de defensa- la produccién de
moléculas sefializadoras en el biosensor e induc-
cién la expresion de los genes responsables de la
produccién de violaceina (33).

Los compuestos 1 y 2 han sido obtenidos de
multiple fuentes incluyendo una cepa marina de
Streptomyces sp. KMM210; la levadura marina Pichia
membranifaciens, especies de hongos del género Fusa-
rium spp. PSU-F14y PSU-F135, y Nigrospora sphaerica
(34-36). Muiltiples actividades bioldgicas se les han
atribuido incluyendo antioxidante e inhibidores de
citoquinina (37-39). El tirosol es una molécula de
comunicacién utilizada por el hongo Candida albicans
tavoreciendo por medio de QS el inicio de la filamen-
tacién (40-42) pero no se habia descrito actividad
inhibitoria del quorum sensing en bacterias aunque sisu
produccién, como es el caso de Bacillus subtilis KMM
3427 (43), aunque compuestos similares (orto-dihi-
droxilados) han sido patentados recientemente con
este fin (44). Lo que pone de manifiesto el potencial
de esta especie como biocontrolador o como fuente
de compuestos con actividad IQS.

CONCLUSIONES

En este trabajo se estudiaron 15 cepas bacteri-
anas pertenecientes al phylum Firmicutes aisladas del
coral blando Antillogorgia elisabethae como fuente de
compuestos con actividad IQS. Las bacterias fueron
cultivadas en los medios LBS, TAK, BMy MM. Los
extractos realizados con la resina Diaion® HP-20

D. Martinez M. et al.

permitieron seleccionar a las cepas J. halophilus, O.
profundus, B. horneckiae y B. licheniformis como pro-
ductoras de los extractos mds activos. Estas cepas
bacterianas representan una fuente novedosa de in-
hibidores del QS. Por medio de andlisis HPLC-DAD
se determiné una alta complejidad de los extractos,
incluso luego de un fraccionamiento cromatogratico
en fase reversa sobre cartuchos reutilizables. Por
otra parte, y gracias a que la actividad IQS se cen-
tr6 en la fraccién menos polar del fraccionamiento
cromatogrifico, se pudo proponer que el uso de
extracciones L-L con solventes de media polaridad
(Ej. DCM) deberfa permitir la recuperacion de los
compuestos bioactivos con menor contaminacién del
medio de cultivo. Asi, se obtuvieron extractos mis
activos y menos complejos, para las cepas J. halophilus
y O. profundus, mostrando las ventajas de esta extrac-
cién enfocada hacia los compuestos bioactivos. La
caracterizacién preliminar de estos extractos por
CLAE y RMN 'H, permitié observar la produccién
de compuestos diferentes a los medios de cultivo,
identificando ntcleos tipo indol asi como la presencia
de grupos formilo en las moléculas producidas por /.
halophilus, mientras que para O. profundus se lograron
aislar el tirosol (1) y su acetato (2), para los que no se
habia reportado actividad QSI.
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Tabla 1S Resultados de la actividad IQS frente a C. violaceum ATCC 31532 de los extractos y fracciones obtenidas
a partir del cultivo de las cuatro cepas bacterianas preseleccionadas.

FRACCION FRACCION MeOH: 2
c Mo EXTRACTO MeOH:H20 (1:9) H20 (1:1) FRACCION MeOH
epa edio . . . N
Cantidad | , i idaq | Contdad | ividaa | €208 | o idaa | C2ntdad | o Gidad
(mg) (mg) (mg) (mg)
LBS 55.9 + 344 - 9.7 - 2.1 +++4+
. . . . BM 11.2 ++ 7.4 - 1.7 - MB NE
Bacillus licheniformis
MM 6.2 - MB NE MB NE MB NE
TAK 39.5 + 223 - 8.6 - MB NE
LBS 51.0 - 23.6 - 10.7 - 2.4 +
. . BM 7.4 ++ 2.4 - 0.4 - <0.2 +++4+
Jeotgalicoccus halophilus
MM 13.6 - 5.0 - 1.2 - <0.1 ++
TAK 60.3 + 48.5 - 7.5 - MB NE
LBS 69.6 ++ 352 - 14.3 - 2.0 -
BM 55 + 3.0 - 0.3 - <0.1 -
Oceanobacillus profundus
MM 10.9 + 4.6 - 2.7 - <0.1 +++4+
TAK 51.4 + 334 - 6.8 - MB NE
LBS 37.1 - 21.6 - 5.4 - MB NE
. . BM 7.9 + 1.3 - 0.7 - <0.1 ++
Bacillus horneckiae
MM 5.6 - MB NE MB NE MB NE
TAK 68.7 + 53.6 - 10.2 - MB NE

Las fracciones fueron evaluadas a 300 ug/sensidisco y los extractos 2 /sensidisco (por duplicado). Actividad relacionada con el didmetro del halo
de inhibicién < 5mm +, 5-7 mm ++, 7-9 mm + ++, 9-12 mm + + + +. MB: rendimiento muy bajo. NE: No ensayado por falta de material.

Tabla 2S. Resultados de la evaluacién de la actividad IQS usando como biosensor C. violaceum ATCC 31532 de los
extractos obtenidos mediante resina HP-20 a partir de la quince cepas cultivadas en los medios LBS, BM, TAKy MM

Medio Medi Medio
Extracto Medio LBS Extracto Benzoato Extracto keh Oh‘ Extracto Marino
Cepa (mg) (mg) minimo (mg) | Takahashi| (mg) | .. -~
LBS BM TAK MM
D1 D2 D3 D1 D2 D1 | D2 D1 | D2
Paenibacillus glucanolyticus
36.2 - - - 7.6 + + 56.6 - 7.6 - -
(RKHC-8)
Bacillus cereus
63.0 + - - 20.8 - - - - - - -
(RKHC-9)
Bacillus horti
47.0 - - - 7.3 - - 60.6 + 7.0 + | ++
(RKHC-13)
RKHC-15 17.6 IC. IC. IC. 12.7 ++ | +++ 66.9 ++ 8.1 + +
Bacillus licheniformis -
(RKHC-21) 55.9 ++ ++ + 7.2 ++ + 39.5 + 6.2 - -
Bacillus mojavensis
55.3 - - - 8.8 ++ + 52.2 + 12.3 - | ++
(RKHC-37)
Bacillus pumillus (RKHC- 26.0 ) B B 11 et + 357 } 9.9 B }
57A)
Bacillus horneckiae
46.7 + + - 7.9 + + 68.7 + 5.6 - -
(RKHC-68A)
Bacillus anthracis (RKHC- 5.6 ) B _ 107 n n 537 ) 8.4 n )
69A)
Oceanobacillus profundus
(RKHC-62B) 52.5 + + + 5.5 + + 51.4 + 10.9 + +
Oceanobacillus iheyensis Induce | Induce | Induce
(RKHC-82A) 38.9 Qs Qs Qs 2.3 + - 55.4 + 10.6 + -




BUSQUEDA DE BACTERIAS MARINAS COMO FUENTE DE INHIBIDORES DE quorum sensing (IQS)... 43
Medio Medi Medio
Extracto Medio LBS Extracto | p. .- .t | EXtracto keh Oh‘ Extracto | pgoino
Cepa (mg) (mg) minimo (mg) Takahashi (mg) minimo
LBS BM TAK MM
D1 D2 D3 D1 | D2 D1 | D2 D1 | D2
Jeotgalicoccus halophilus ~ )
(RKHIC-28) 39.9 + + + 7.4 ++ + 60.3 + + 13.6
Staphylococcus auricularis
(RKHC-48) 55.2 - - - 9.7 I.C. - 57.6 ILC. | ILC. 7.1 IC. | LC.
Staphylococcus equorum
(RKHIC.54) 242 - - - 11.9 ILC | IC 70.3 ILC | ILC 8.8 - -
Staphylococcus warneri
(RKHC-78B) 423 - - - 13.5 + + 48.0 + + 2.2 - -
Medio de cultivo estéril 81.6 - - - 5.2 - - 52.8 - - 3.2 - -
Control positivo
+4+++

Extracto de Cecropia pa-
chystachya (10pg/disco)

Blanco de solvente

MeOH

D1 corresponde a 2.0 mg/sensidisco; D2 a 1.0 mg/sensidisco y D3 a 0,2 mg/sensidisco. La actividad estd expresada con respecto al didmetro del
halo de inhibicién de la pigmentacién: - no hay inhibicién de QS, + < 5mm, ++ 5-7 mm, +++ 7-9 mm, ++++ 9-12 mm. .C. Inhibicién
del crecimiento. (La cepa RKHC-15 no ha sido identificada)

Bacillus licheniformis
Jeotgalicoccus halophilus
Staphylococcus warneri

Oceanobacillus profundus

Bacillus anthracis
Bacillus horneckiae

Medio TAK sin inocular

Figura 1S. Cromatogramas obtenidos por CLAE-DAD (210 nm) del extracto del medio estéril takahashi (TAK),
y los extractos de las cepas J. halophilus, B. licheniformis, S. warneri, O. profundus, B. anthracis y B. horneckiae cultivadas

en medio TAK
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Oceanobacillus profundis

Bacillus horneckiae
Bacillus anthracis
Bacillus licheniformis
Staphylocuccus warneri
Jeotgalicoccus aerulatos

Medio marino sin inocular

Figura 2S. Cromatogramas obtenidos por CLAE-DAD (210 nm) del extracto del medio estéril marino minimo

(MM), y los extractos de las cepas J. halophilus, B. licheniformis, S. warneri, O. profundus, B. anthracis y B. horneckiae,
cultivadas en medio MM

Retention time (min)

Figura 3S. Cromatogramas obtenidos por CLAE-DAD (210 nm) del extracto del medio estéril benzoato minimo

(BM), y los extractos de las cepas J. halophilus, B. licheniformis, S. warneri, O. profundus, B. anthracis y B. horneckiae
cultivadas en medio BM
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Bacillus licheniformis

Bacillus horneckiae

Bacillus anthracis

Jeotgalicoccus halophilus

Oceanobacillus profundus

Staphylococcus warneri

Medio LBS sin inocular

Retention time (min)

Figura 4S. Cromatogramas obtenidos por CLAE-DAD (210 nm) del extracto del medio estéril LBS, y los extractos
de las cepas J. halophilus, B. licheniformis, S. warneri, O. profundus, B. anthracis y B. horneckiae. Cultivadas en medio LBS.

Oceanobacillus profundus

Jeotgalicoccus halophilus

Extracto DCM medio TAK sin inocular

Figura 5S. Cromatogramas obtenidos por CLAE-DAD (210 nm) del extracto DCM del medio TAK sin inocular,
y los extractos DCM de las cepas J. halophilus y O. profundus cultivadas en medio TAK.
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Oceanobacillus profundus

Jeotgalicoccus halophilus

Extracto DCM medio BM sin inocular

Figura 6S. Cromatogramas obtenidos por CLAE-DAD (210 nm) del extracto DCM del medio BM sin inocular,
y los extractos DCM de las cepas J. halophilus y O. profundus

Figura 7S. Espectro de RMN 'H del extracto de J. halophilus menos el espectro de RMN 'H del medio de cultivo.
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Figura 8S. Espectro UV del pico de 15 min de los extractos DCM de la cepas J. halophilus y O. profundus.

Figura 9S. Espectro de RMN 'H del extracto de O. profundus menos el espectro de RMN 'H del medio de cultivo.
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