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Microbiota bacteriana cultivable del erizo de mar Hesperocidaris asteriscus, habitante
de Ia zona mesofotica superior del canon submarino de los Arcos, Puerto Vallarta

Cultivable bacterial microbiota of the sea urchin Hesperocidaris asteriscus, inhabitant of the upper mesophotic zone in
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Resumen

Los organismos marinos, como los erizos de mar, albergan bacterias simbiontes que producen metabolitos con actividad antibiética.
Estos metabolitos pueden conferir al hospedero un mecanismo de defensa contra patégenos, contribuyendo a su aptitud ecolégica y
pueden también ser utilizados con fines biotecnoldgicos.

Considerando lo anterior, el objetivo de este trabajo fue aislar la microbiota cultivable del erizo de mar Hesperocidaris asteriscus y
analizarla en busca de cepas con actividad antibitica. Las bacterias se aislaron en cuatro medios de aislamiento y la actividad
antibidtica se evaludé por inhibicién del crecimiento en tres patégenos: S. aureus, E. coli y P. aeruginosa. Como resultado se
recuperaron 29 cepas con morfologia colonial diferente y de estas nueve presentaron bioactividad contra al menos un patégeno.
Cuatro de estas cepas bioactivas presentaron atributos morfolégicos propios del phylum Actinobacteria. Se concluye que las
bacterias bioactivas podrian contribuir en la defensa del erizo, al ser capaces de inhibir el crecimiento de patégenos. Sin embargo,
es importante continuar esta linea de investigacion hacia la bisqueda y caracterizacién de estos metabolitos, ya que podrian ser

usados para el tratamiento de bacterias patégenas resistentes a los farmacos conocidos actualmente.
Palabras clave: Bioactividad, simbiosis, bacterias marinas, Echinoidea.

Abstract

Marine organisms, such as sea urchins, harbor symbiotic bacteria that produce metabolites with antibiotic activity. These
metabolites can confer to the host a defense mechanism against pathogens, contributing to its ecological suitability, and can also be
used for biotechnological purposes.

Considering the above, the objective of this work was to isolate the culturable microbiota of the sea urchin Hesperocidaris
asteriscus and analyze it in search of strains with antibiotic activity. The bacteria were isolated in four isolation media and the
antibiotic activity was evaluated by growth inhibition in three pathogens: S. aureus, E. coli, and P. aeruginosa. As a result, 29
strains with different colonial morphology were recovered and nine of these strains presented bioactivity against at least one
pathogen. Four of these bioactive strains presented morphological attributes typical of the phylum Actinobacteria. It is concluded
that bioactive bacteria could contribute to the defense of the sea urchin, by being able to inhibit the growth of its pathogens.
However, it is important to continue this line of research towards the search and characterization of these metabolites, since they

could be used for the treatment of pathogenic bacteria resistant to currently known drugs.

Keywords: Bioactivity, symbiosis, marine bacteria, Echinoidea

JULIO - DICIEMBRE 2023 @
ISSN: 2448-5225


https://doi.org/10.32870/ecucba.vi20.306

Feucea

Introduccion

Los erizos de mar pertenecen a la clase Echinoidea
dentro del pylum Echinodermata. Se encuentran
ampliamente distribuidos
someros muy diversos como los arrecifes rocosos y

en hdbitats marinos
de coral (Spyksma et al., 2022; Nozawa et al.,
2020), las praderas de pasto marino (Nadiarti et al.,
2021) y los bosques de macroalgas (Williams et
al., 2021). Los también pueden ser
habitantes de zonas profundas, aunque su densidad
tiende a disminuir (Stevenson y Kroh 2020). Al ser
organismos marinos benténicos con muy poca
movilidad, los erizos producen o bioacumulan
compuestos quimicos bioactivos. De hecho, los
extractos organicos
generalmente presentan actividad bioldgica de tipo
antiinflamatoria (Jiao et al., 2015, Sadek et al.,
2022), antitumoral (Liu et al., 2006), antioxidante
(Archana y Babu 2016), antimicrobiana (Sidiqi et

erizos

obtenidos de los erizos

al., 2019), entre otras. Por ejemplo, del celoma del
erizo verde Strongylocentrotus droebachiensis se
han aislado péptidos de tipo estrongilocinas, que
tienen actividad contra bacterias Gram positivas y
negativas como Corynebacterium glutamicum,
Staphylococcus aureus 'y Vibrio anguillarum (Haug
et al., 2002); Otro ejemplo es el extracto organico
obtenido del

presentd actividad antibidtica contra S. aureus y

erizo Diadema antillarum que

actividad antifungica contra Fusarium sp.,
Scleortium sp., y Rhizoctonia sp. (Franco et al.,
2015).

Cabe destacar que los organismos marinos no
siempre son los productores de los metabolitos con
actividad bioldgica, si no que generalmente
bioacumulan los compuestos bioactivos que
producen  sus  microrganismos simbiontes
(Abdelmohsen et al., 2014; Liu et al., 2019). Por
ejemplo, el compuesto antitumoral tiocoralina
descubierto en extractos orgdnicos de corales, en
realidad es producido por sus bacterias simbiontes
del género Micromonospora (Lombé et al., 20006).
Actividad bioldgica similar se ha reportado
también en esponjas (Mehbub et al., 2014), peces
(Moore et al.,
marinos.

Este patrén quimico ecoldgico, en el que los
simbiontes microbianos de organismos marinos

producen metabolitos con actividad bioldgica, los

1999), entre otros organismos
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convertido en las nuevas dianas para la biisqueda de
nuevas moléculas bioactivas.

Los estudios de secuenciacion masiva indican que la
comunidad microbiana asociada a los erizos de mar
contiene bacterias que le pueden conferir metabolitos
clave al huésped para la defensa contra patégenos
(Hakim et al., 2016, 2019; Medina et al., 2019).
Ademads, se ha logrado aislar y evaluar la actividad
bioldgica de las bacterias simbiontes de erizos, y se
ha comprobado que hasta el 18% de las especies
aisladas presentan actividad antagénica contra
bacterias potencialmente patégenas (Laport et al.,
2018).

La busqueda de las moléculas quimicas responsables
de la actividad biol6gica en las bacterias simbiontes
de erizos ha dado importantes resultados. Algunas
cepas del género Bacillus aisladas del tracto digestivo
del erizo Anthocidaris crassispina producen
bacillusamidas, que son compuestos con estructuras
quimicas derivadas de dicetopiperazida que presentan
potente actividad antifingica (Yonezawa et al.,
2011).

En Actinobacterias del género Streptomyces aisladas
del erizo Anthocidaris crassispina se descubrieron
metabolitos secundarios con estructuras quimicas de
aromdticos y con actividad antibacterial (Guo et al.,
2018a). Ademds, en la bisqueda de bacterias
productoras
descubierto nuevos géneros y especies bacterianas
que incrementan el conocimiento de la microbiota
que habita en los erizos. Tal es el caso de las

de moléculas bioactivas, se han

bacterias Echinimonas agarilytica y Mariniflexile
gromovii aisladas del erizo Strongylocentrotus
intermedius (Nedashkovskaya et al., 2006, 2013).
También especies nuevas relacionadas al phylum
Firmicutes del género Bacillus como B. berkeleyi y
B. hemicentrotis aisladas de los erizos S. intermedius
y  Hemicentrotus pulcherrimus respectivamente
(Nedashkovskaya et al., 2012; Chen et al., 2011).
Considerando lo anterior el objetivo de este trabajo
fue analizar la microbiota marina cultivable del erizo
de mar Hesperocidaris asteriscus H.L. Clark, 1948
(Echinoidea: Cidaridae) en busca de cepas con
actividad antibi6tica.

Materiales y Métodos
Area de estudio

Los Arcos es un drea natural protegida por el Gobier-
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no Federal Mexicano como zona de proteccién de
la flora y fauna marina. Estd localizada en Bahia de
Banderas, a 10 Km en direccion sureste de Puerto
Vallarta (20°,33" N; 105°,18.5" O). Presenta un
cafion submarino con mas de 1,400 m de
profundidad (DOF, 1975). La zona mesofética
entre los 50 y 70 metros de profundidad de Los
Arcos corresponde a una pared vertical, por
observaciones de los buzos que realizaron la
recolecta, el drea se caracteriza por diversos
organismos como esponjas y gorgonias. Entre las
grietas y oquedades que se forman se pueden
encontrar peces benténicos, erizos de mar y otros
invertebrados. La diversidad bioldgica de la zona
aun es desconocida y diversos estudios cientificos
se desarrollan en la actualidad para dar a conocer la
composicion faunistica de la zona.

Colecta de los erizos

Mediante buceo técnico con mezcla de gases
Trimix, se recolectaron tres ejemplares del erizo de
mar Hesperocidaris asteriscus (Figura 1) a una
profundidad de 50 m. Los organismos se
depositaron en un cilindro de PVC con
perforaciones para su transporte a la superficie.
Una vez extraidos los organismos se mantuvieron a
4 °C hasta su procesamiento en el laboratorio. La
identidad taxondmica de los organismos se realiz6
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con los trabajos de Clark (1948), Mortensen (1951),
Caso (1978) y la validacién por expertos de la
Coleccién Nacional de Equinodermos del Instituto
de Ciencias del Mar y Limnologia de la Universidad
Nacional Auténoma de México.

Aislamiento de bacterias

En condiciones asépticas y de manera independiente
se trabajé con los tres ejemplares. Los erizos se
enjuagaron con agua de mar estéril, posteriormente
se secaron en una campana de flujo laminar por 24
h. Una vez secos, se maceraron y se inocularon
utilizando la técnica de estampado en placa, sobre
0.2 g de
peptona,0.1g de almid6n,0.4 g de levadura, 0.1 de
casaminodcidos, 18 g de agar, 1 1 de agua de mar
artificial), M2 (0.6 g de triptona, 0.1 g de casa
aminodcidos, 0.3 g de glucosa, 18 g de agar, 1 1 de
agua de mar artificial). A los medios de aislamiento
se les adicioné ciclohexamida (concentracion de
100 pg ml?') para reducir la contaminacién por
hongos y se afiadi6 un antibidtico gentamicina
(Gen) o ampicilina (Amp) (concentracioén de 100 pg
ml!) (Gontang et al., 2007), dando un total de
cuatro medios de aislamiento M1Amp, M1Gen,
M2Amp y M2Gen. Una vez inoculadas, las placas
de cultivo en medio sélido, se incubaron ocho
semanas a 28 °C y se registr6 el nimero de colonias

dos medios de aislamiento M1

Figura 1. Erizo de mar Hesperocidaris asteriscus.
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observadas. Posteriormente, se aislaron todas las
colonias bacterinas diferentes sobre medio de
cultivo solido A1l (2 g de peptona, 10 g de almidén,
4 g de levadura, 18 g de agar, 1 L de agua de mar
natural) (Mincer et al., 2002). Para obtener cepas
puras, los aislados se resembraron por estria cruzada
por tres generaciones sobre medio de cultivo Al.
Una vez puras, las cepas se codificaron con las letras
CAE mas un nimero consecutivo. Asi mismo, se
criopreservaron en glicerol al 15% a -70°C.

Atributos de las bacterias

Las cepas puras se cultivaron en medio de cultivo
Al por dos semanas a 28 °C. Posteriormente, se
describi6 sus caracteristicas morfolégicas coloniales
(color, presencia de hifas o de micelio, borde
colonial, presencia de exudados,
pigmentaciéon del agar.) y microscépicas (bacilo,
coco, hifa, otro). También se evaluaron algunas
caracteristicas bioquimicas de las cepas, tales como
la reaccion Gram con el método de KOH (Powers,
1995). Asi mismo, se les determind su actividad
Catalasa y Oxidasa (MacFaddin, 2003). También se
determiné su tolerancia a la salinidad a las
concentraciones de 0% NaCl y 35% de NaCl.

elevacion,

Bioactividad de las bacterias

La bioactividad de las cepas aisladas de los erizos
(CAE) se probd por la inhibicién de crecimiento a
tres cepas patégenas; dos Gram negativa
Pseudomonas aeruginosa'y Escherichia coliy la

60
50 -
40
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20 +

Numero de cepas observadas
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bacteria Gram positiva Staphylococcus aureus
resistente a metilcilina. A partir del monocultivo de
cada CAE se tom6 una asada de una colonia bien
definida y se cultivé en 50 mL de medio de cultivo
liquido A1 a 210 rpm, 28 °C por 5 dias. Las cepas
patégenas se cultivaron en medio LB (10 g
bactopeptona, 5 g de extracto de levadura y 5 g de
NaCl) a 210 rpm y 28 °C por 24 hrs.

Se realiz6 el bioensayo en cajas petri con medio de
cultivo sélido LB dividido en cuatro cuadrantes. Se
tomo una alicuota de 100 pL de la cepa patégena y
se inoculé de forma masiva con la ayuda de un
rastrillo sobre medio de cultivo LB, en seguida en el
centro de cada cuadrante se coloc6 10 pL de la CAE
a probar. Como control negativo se utiliz6é 10 pL de
medio de cultivo LB. Las cajas se incubaron a 28°C
por 48 hrs. Posteriormente, se midi6 el didmetro de
la colonia de CAE y el didmetro del halo de
inhibiciéon. El valor de la inhibicién real de
crecimiento se calculé con la siguiente ecuacion,
donde A = didmetro de la colonia activa, E =
didmetro del halo de inhibicién e I = inhibicion real.

E-A
;¢ . )

Resultados
Abundancia de bacterias presentes en el erizo

Se observaron entre 50-160 colonias bacterianas
diferentes en los medios de aislamiento. El medio
con mayor nimero de colonias diferentes fue M2
con ampicilina, donde se observd tres veces mds
colonias que en el medio con gentamicina (Figura
2). Es importante resaltar que muchas de las colonias

I Café

[ Naranja
[ Rosa

[ Blanco
[ Amarillo
[ Transparente

- Hnll

N1 (21—

M1Gen M1Amp

M2Gen

M2Amp

Medio de aislamiento

Figura 2. Nimero de colonias observadas por caja de medio de aislamiento. El color de la barra representa el

color de la colonia observada sobre medio de cultivo Al.
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que crecieron en el medio M2Amp fueron de color
blanco, amarillo y transparente de rapido crecimiento.
Estas bacterias invadieron las cajas de medio, lo que
limit6 el aislamiento de las colonias con menor
abundancia y de lento crecimiento como fueron las
colonias de color café, naranja y rosa. En este sentido,
el medio M1 con gentamicina fue el més adecuado
para aislar bacterias de lento crecimiento, debido a que
present colonias separadas y delimitadas.

Atributos bacterianos

Se aislaron 29 cepas con morfologia colonial diferente,
se describieron sus atributos (Figura 3) y bioactividad
(Tabla 1). Considerando su descripcion morfoldgica
colonial, el 83% de las cepas presentaron consistencia
cremosa y diferentes colores. El 17% restante de las
cepas presentaron una consistencia dura con
tonalidades naranja o café. Considerando su pared
celular, casi el doble de las cepas analizadas (1.9 veces,
19 cepas) estuvieron representadas por bacterias Gram
positivas (Figura 3A). El 42 % de las cepas Gram
positivas fueron oxidasa y catalasa negativo, y el 47%
fueron oxidasa negativo y catalasa positivo (Figura
3B). Respecto a las bacterias Gram negativas, el 80%
de las cepas fueron oxidasa negativo y catalasa positivo
(Figura 3C). Segun su morfologia microscdpica se
observaron  cocos, bacilos 'y otros (hifas,
estreptobacilos), tanto en las bacterias Gram positivas
como en las Gram negativas (Figura 3BC). Con rela-

207 a

=y
o

Nimero de cepas
i
o =
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cién a su capacidad de tolerancia a la salinidad,
todas las cepas crecieron en ausencia y presencia de
salinidad (0 y 33% de NaCl). Es interesante resaltar
que dentro de las bacterias Gram positivas el 17 %
(5 cepas) presentaron caracteristicas morfoldgicas
microscOpicas de hifas con esporas y sus
caracteristicas macroscépicas fueron colonias duras
con borde irregular, elevadas, con apreciable micelio
sustrato, con tonalidades de color café, naranja y
algunas pigmentaron el agar, caracteristicas tipicas
de bacterias relacionadas a la  familia
Micromonosporacea (phylum Actinobacteria).

Actividad antibiotica

A las 29 cepas aisladas se les determiné su
bioactividad contra tres bacterias patégenas, de estas
el 31% (9 cepas) presentaron bioactividad contra al
menos un patégeno. El 7% de las cepas (CAE14 y
CAEA46) produjeron inhibicién de crecimiento a los
tres patégenos probados. El 3% representado por la
cepa CAE3, fue bioactiva contra dos patégenos S.
aureus y E. coli (Cuadro 1).

Discusion

En este trabajo se logré el aislamiento de 29 cepas
bacterianas puras a partir del erizo de mar
Hesperocidaris  asteriscus colectado a una
profundidad de 50 m en Bahia Banderas, Jalisco.

Gram+

10

Numero de cepas

2

0o

Gram -
. Coco
3 Bacilo
C == Otro

-

Owi+ Cat-  Owi+ Cat+  Owi-Cat-  Owi Cat+

T T T
Ok Cat- OmirCaty  Oxi-Cat-  Oxi Caté

Figura 3. Atributos de CEA representativas. A) Se indica niimero de cepas Gram positivo y negativo; B y C)
morfologia microscépica (coco, bacilo, otro), oxidasa (Oxi), catalasa (Cat).
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Estas bacterias fueron descritas por sus atributos
morfolégicos y bioquimicos. Asi
bioactividad bacterias

como su
patégenas
multirresistentes a los antibidticos que actualmente
estin en uso farmacolégico actual. Este primer
esfuerzo de recuperacién de las
cultivables representa una linea base para continuar
con la evaluacibn de otras caracteristicas
aprovechables biotecnolégicamente, que son hoy
en dia una de las dianas de la bioprospeccién
marina. Aunque no estd de todo claro el papel de
estos microorganismos en el erizo, el genoma de
las bacterias contiene un gran potencial
biosintético, que les permitiria tener un rol
ecologico muy importante. Estas participan en la
asimilaciéon de nutrientes, pueden descomponer
macromoléculas  facilitando la  digestion vy
asimilacién de los alimentos del erizo, ademas de
ayudar a la inmunidad, el desarrollo y el
metabolismo de los erizos (Lawrence et al., 2013).
Mas adn, los microorganismos pueden formar
simbiosis especificas con los erizos y modular o
activar ciertas rutas biosintéticas para la biosintesis
de un compuesto determinado (Carrier et al.,
2021).

En este sentido, el haber descubierto que nueve de
las 29 cepas aisladas en esta especie de erizo fueron
capaces de inhibir el crecimiento de al menos un
patégeno multirresistente de los probados,
demuestra su potencial biotecnoldgico y para
futuras investigaciones. Se puede hipotetizar que al
menos estas nueve bacterias producen compuestos
antibidticos o moduladores que le confieren un
mecanismo de defensa contra patégenos. El papel
ecoldgico de los microorganismos como defensa,
se ha observado en la microbiota del erizo punta de

contra

bacterias
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lapiz Eucidaris sp. de zonas someras, donde las
bacterias aisladas con mayor abundancia como las
productoras de
compuestos con actividad antibacteriana (Atencio
et al., 2018; Fofied et al., 2018). Otro ejemplo, es
el erizo Anthocidaris crassispina del cual se han
aislado actinobacterias formadoras de hifas y
esporas relacionadas al género Streptomyces sp.,
que biosintetizan metabolitos secundarios con
actividad inhibitoria de acetilcolinesterasa, que es
uno de los para el
tratamiento de la degeneracién neuronal en las
enfermedades de Alzheimer o el Parkinsons (Guo
et al., 2018b).

Por otra parte, actualmente existe una necesidad
mundial de buscar nuevas alternativas para el
tratamiento de enfermedades provocadas por
patégenos que ya han desarrollado resistencia a los
antibiéticos actuales. Con este enfoque, las
bacterias simbiontes de organismos marinos se han
convertido en blanco de muchos estudios de
bioprospeccién ya que estas bacterias estdn
adaptadas a vivir en condiciones de alta
competencia por nutrientes y espacio dentro del
erizo, ademas de condiciones ambientales extremas
dentro y fuera del erizo, tales como la temperatura,
el estrés salino y la presion hidrostitica. En
particular cuando se analizan ejemplares de esta
especie de erizo provenientes de la zona mesof6tica
superior, que es un ambiente mds extremo que la
zona somera, ya que existen condiciones de poca
luz y menor temperatura, por lo que podrian tener
una microbiota simbionte distinta a las poblaciones
de aguas someras. En este sentido en el erizo H.

Pseudoalteromonas sp. son

mecanismos utilizados

asteriscus se recuperaron cepas que presentaron
atributos propios de Actinobacterias de la familia

Cuadro 1 Actividad antibidtica. Se indica el valor de la inhibicién real de crecimiento en mm.

Cepa Staphylococcus aureus  Escherichia coli  Pseudomonas aeruginosa
CAE 3* 0.6 0.4 0

CAE 4* 0 0 1.5

CAE 5 0 0 0.95

CAE 8 0 0.7 0

CAE 13 0 0 1.0

CAE 14* 0.9 0.4 1.0

CAE 25 0.7 0 0

CAE 46* 0.6 0.7 0.5

CAE 47* 0 0.8 0

* pertenecen al phylum Actinobacteria
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Micromonosporecea, y pueden estar relacionadas
con los géneros Micromonospora o Verrucosispora
(Becerril et al., 2013). Estos géneros son
reconocidos como productores de compuestos con
actividad antibitica, antifingica y anticdncer
(Cardoso et al., 2015; Iiiguez-Martinezet et al.,
2016).

Conclusion

Las bacterias aisladas y descritas en este trabajo
representan una fuente inicial de estudio para su
potencial aprovechamiento biotecnoldgico,
principalmente relacionados a su bioactividad
contra los patégenos probados. Ademads, esta gran
bioactividad contra patégenos nos indica que estas
bacterias podrian estar desempefiando en el erizo la
funcién ecoldgica de defensa contra patdgenos.
Biotecnol6gicamente, estas cepas de bacterias son
de gran valor, ya que fueron obtenidas de erizos a
una profundidad de 50 m, lo cual es una zona de
dificil acceso, con condiciones ambientales
distintas a la zona somera (<20 m) y de donde se
conoce poco de los procesos bioldgicos que ahi se
desarrollan, por lo que los organismos que se
encuentran en estas profundidades podrian ser
fuente de variacién en la produccién de metabolitos
con estructuras quimicas sin precedentes. Estos
metabolitos nuevos podrian  contribuir  al
tratamiento de infecciones microbianas actuales, en
donde los microbios estdn generando una
resistencia a los antibidticos que se encuentran en
el mercado actual.
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