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Resumen 

Los ambientes antárticos y patagónicos chilenos son considerados extremos por 

sus bajas temperaturas, altos niveles de radiación ultravioleta y 

características oligotróficas. En la última década la atención en los ambientes 

extremos se ha incrementado debido a que microorganismos extremófilos 

son capaces de producir productos como enzimas, metabolitos secundarios 

y pigmentos con una potencial aplicación industrial y farmacológica. En este 

contexto, seis bacterias pigmentadas fueron aisladas desde ambientes 

patagónicos y antárticos, sus pigmentos fueron extraídos desde de la 

biomasa bacteriana, purificados y analizados por cromatografía líquida de 

alta resolución (HPLC). La actividad citotóxica de estos fue evaluada 

mediante ensayos MTT [3- (4,5-dimetiltiazol-2-il) -2,5-difeniltetrazolio] 

usando tres líneas celulares de cáncer (Neuro-2a, Saos-2 y MCF-7). Los 

pigmentos sintetizados por bacterias antárticas y patagónicas corresponden 

principalmente a Carotenoides y muestran actividad citotóxica a una 

concentración de 40 μg/ml. 
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Abstract 

Chilean Antarctic and Patagonic environments are considered extreme because 

their low temperatures, ultraviolet radiation high levels and oligotrophic 

characteristics. In the last decade attention to extreme environments has increased 

because extremophiles microorganism are able to produce novel products as 

enzymes, secondary metabolites and pigments with an industrial and 

pharmaceutical potential application. In this context, six pigmented psychrotrophic 

bacteria was isolated from Chilean Patagonic and Antarctic environment, pigments 

was extracted from bacterial biomass, purified and analyzed by High Performance 

Liquid Chromatography (HPLC). Cytotoxic activity was evaluated by 3-(4,5-

dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium (MTT) assay using three cancer cell 

lines (Neuro-2a, Saos-2 and MCF-7). Pigments synthetized by Patagonic an 

Antarctic bacteria were characterized mainly as carotenoids and shows cytotoxic 

activity at 40 μg/ml concentration. 

 

 

 

 

 

 



vi 
 

 

 

Tabla de Contenidos      

RESUMEN .............................................................................................................. iv  

ABSTRACT .............................................................................................................. v                                                                                                              

ÍNDICE DE FIGURAS ............................................................................................. ix                                                                                               

ÍNDICE DE TABLAS ............................................................................................... xi 

1. INTRODUCCIÓN ................................................................................................ 1 

1.1. Cáncer ................................................................................................... 1 

1.2. Tratamiento del cáncer .......................................................................... 1 

1.3. Microorganismos como fuente de pigmentos y metabolitos secundarios        

antitumorales ................................................................................................ 2 

                  1.3.1. Policétidos ................................................................................... 2 

                  1.3.2. Pigmentos.................................................................................... 7 

           1.4. Estrategias de sobrevivencia bacteriana en ambientes extremos fríos . 8 

                  1.4.1. Disminución del tamaño celular ................................................... 8 

                  1.4.2. Dormancia ................................................................................... 9 

                  1.4.3. Proteínas Anticongelantes ........................................................... 9 

                  1.4.4. Síntesis de Pigmentos ................................................................. 9 



vii 
 

                  1.4.5. Cambios en la composición lipídica de la membrana ................ 10 

                  1.4.6. Síntesis de metabolitos secundarios ......................................... 11 

2. Hipótesis............................................................................................................ 12 

           2.1. Objetivo General.................................................................................. 12 

           2.2. Objetivos Específicos .......................................................................... 12 

3. Materiales y Métodos ........................................................................................ 13 

           3.1. Microorganismos ................................................................................. 13 

           3.2. Identificación de las cepas bacterianas utilizadas en este estudio ...... 16 

           3.3. Detección de genes Policétido Sintasa en bacterias Antárticas y 

          Patagónicas ................................................................................................. 17 

           3.4. Extracción, análisis y caracterización de pigmentos ............................ 18 

           3.5. Líneas celulares y condiciones de cultivo  ........................................... 20 

           3.6. Ensayo de citotoxicidad de extractos de bacterias pigmentadas ........ 21 

           3.7. Purificación de pigmentos presentes en el extracto con actividad        

           citotóxica .................................................................................................... 22 

           3.8. Determinación de citotoxicidad de pigmentos purificados ................... 22 

4. Resultados ........................................................................................................ 24 

           4.1. Identificación de capas bacterianas usadas en este estudio ............... 24 



viii 
 

           4.2. Detección de genes PKS en cepas bacterianas Antárticas y  

           Patagónicas ................................................................................................ 25 

           4.3. Caracterización de pigmentos bacterianos .......................................... 28 

           4.4. Citotoxicidad de extractos pigmentados bacterianos........................... 37 

4.5. Purificación de pigmentos de las cepas Deinococcus sp. UDEC-P1,                

Iodobacter sp. UDEC-P20 y Arthrobacter sp. UDEC-A13........................... 39 

           4.6. Actividad citotóxica de pigmentos purificados ..................................... 42 

5. Discusión ........................................................................................................... 45 

6. Conclusiones ..................................................................................................... 60 

7. Proyecciones ..................................................................................................... 61 

8. Bibliografía ........................................................................................................ 62 

9. Anexos .............................................................................................................. 77 

           9.1 Anexo 1 ................................................................................................ 77 

           9.2 Anexo 2 ................................................................................................ 81 

 

 

 

 

 



ix 
 

 

 

ÍNDICE DE FIGURAS                                                                                                

Figura 1. Síntesis de policétidos por el complejo PKS ............................................ 4 

Figura 2. Cultivo en placa de bacterias pigmentadas. ............................................. 7 

Figura 3. Búsqueda del patrón PKS conservado en las secuencias de las cepas 

Microbacterium sp. UDEC-A15 y Flavobacterium sp. UDEC-P22. ........................ 27 

Figura 4. Cromatograma a 450 nm del extracto de Deinococcus sp. UDEC-

P1…. ..................................................................................................................... 29 

Figura 5. Cromatograma a 450 nm del extracto de Sphingomonas sp. UDEC-

P21. ....................................................................................................................... 30 

Figura 6. Espectro de absorción del pigmento principal sintetizado por 

Sphingomonas sp. UDEC-P21 .............................................................................. 31 

Figura 7. Cromatograma a 530 nm del extracto de Iodobacter sp. UDEC-P20 ..... 32 

Figura 8. Cromatograma a 450 nm del extracto de Arthrobacter sp. UDEC-

A13 ..................................................................................................................... …33 

Figura 9. Cromatograma a 450 nm del extracto de Stenotrophomonas sp. UDEC-

A14 ........................................................................................................................ 34 

Figura 10. Cromatograma de extracto de Microbacterium sp. UDEC-A15 ............ 35 



x 
 

Figura 11. Porcentaje de viabilidad de la línea celular Neuro-2A del primer screening

 ........................................................................................................................... …38 

Figura 12. Purificación de pigmentos de la cepa Deinococcus sp. UDEC-P1 ....... 39 

Figura 13. Purificación de pigmentos de la cepa Iodobacter sp. UDEC-P20 ........ 40 

Figura 14. Purificación de pigmentos de la cepa Arthrobacter sp. UDEC-A13 ...... 41 

Figura 15. Porcentaje de viabilidad de la línea celular Neuro-2A .......................... 42 

Figura 16. Porcentaje de viabilidad de la línea celular MCF-7 .............................. 43 

Figura 17. Porcentaje de viabilidad de la línea celular Saos-2 .............................. 44 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



xi 
 

ÍNDICE DE TABLAS 

Tabla 1. Cepas pigmentadas aisladas desde la Patagonia y Antártida utilizadas en 

este estudio ........................................................................................................... 13 

Tabla 2. Cepas aisladas desde la Antártida utilizadas para la búsqueda de genes 

PKS ....................................................................................................................... 14 

Tabla 3. Cepas aisladas desde la Patagonia utilizadas para la búsqueda de genes 

PKS ....................................................................................................................... 15 

Tabla 4. Resultado BlastN y nominación UDEC de las cepas utilizadas en este 

estudio ................................................................................................................... 24 

Tabla 5: Resultado de la amplificación con los partidores para detectar genes 

PKS ....................................................................................................................... 25 

Tabla 6. BlastX de las secuencias obtenidas de la amplificación con los partidores 

para detectar PKS ................................................................................................. 26 

Tabla 7. Tiempo de retención y máximos de absorbancia (λ Max) de los pigmentos 

sintetizados por Deinococcus sp. UDEC-P1 ......................................................... 30 

Tabla 8. Tiempo de retención y máximos de absorbancia (λ Max) de los pigmentos 

sintetizados por Sphingomonas sp. UDEC-P21 .................................................... 31 

Tabla 9. Tiempo de retención y máximos de absorbancia (λ Max) de los pigmentos 

sintetizados por Iodobacter sp. UDEC-P20 ........................................................... 32 

Tabla 10. Tiempo de retención y máximos de absorbancia (λ Max) de los pigmentos 

sintetizados por Arthrobacter sp. UDEC-A13 ........................................................ 34 



xii 
 

Tabla 11. Tiempo de retención y máximos de absorbancia (λ Max) de los pigmentos 

sintetizados por Stenotrophomonas sp. UDEC-A14 .............................................. 35 

Tabla 12. Tiempo de retención y máximos de absorbancia (λ Max) de los pigmentos 

sintetizados por Microbacterium sp. UDEC-A15 ................................................... 36 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



1 
 

1. Introducción 

1.1. Cáncer  

El cáncer se define como una enfermedad en la que células anormales se dividen 

sin control y pueden invadir los tejidos cercanos (National Cancer Institute, 2009). 

Las células cancerosas son capaces de distribuirse a otras partes del cuerpo a 

través de los sistemas sanguíneo y linfático, lo que se describe como metástasis 

(National Cancer Institute, 2009). A nivel mundial, del total de muertes bajo los 70 

años, el 52 % son causadas por enfermedades no transmisibles y del total de 

muertes por este tipo de enfermedades, el cáncer ocupa el segundo lugar con un 

porcentaje de 27 %, solo detrás de las enfermedades cardiovasculares (37 %) 

(World Health Organization. 2015), porcentaje que se estima, aumente durante los 

próximos 15 años (Mathers et al., 2006). En Chile, la mayor proporción de muertes 

por cáncer es debido al de estómago, seguido de vesícula biliar, pulmón y de mama 

(Itriago et al., 2013). En 1960 las enfermedades cardiovasculares y las defunciones 

por cáncer en conjunto no superaban el 18 % del total de defunciones, mientras que 

las enfermedades del sistema respiratorio eran responsables de casi 21 %. En 2009 

en cambio, las muertes por enfermedades respiratorias corresponden a menos del 

10 % del total de defunciones, mientras que las del sistema circulatorio y cáncer 

llegan en conjunto al 52 % (Itriago et al., 2013). 

1.2. Tratamiento del cáncer 

En relación al tratamiento, existen distintos tipos, dentro de ellos están; cirugía, en 

el caso de que en el tumor no haya ocurrido metástasis; la radioterapia, que consiste 
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en exponer al paciente a radiaciones ionizantes para destruir las células malignas y 

hacer desaparecer o disminuir el tamaño del tumor; la quimioterapia corresponde a 

la administración de drogas que tienen la capacidad de inhibir la evolución de los 

tumores malignos restringiendo ciertos mecanismos bioquímicos específicos de la 

multiplicación de sus células dificultando su proceso de división. (National Cancer 

Institute, 2009). De este último tipo de tratamiento, se ha descrito que 

aproximadamente el 50 % de las drogas utilizadas en la quimioterapia son de origen 

natural o derivados de estos, siendo plantas, hongos y bacterias los principales 

organismos que capaces de sintetizarlos, así, por lo que estos son fuente de nuevos 

compuestos bioactivos de los cuales algunos puedan tener un potencial uso como 

droga antitumoral (Mann, 2002). 

1.3. Microorganismos como fuente de pigmentos y metabolitos secundarios 

antitumorales 

Las bacterias son un grupo de organismos que pueden sintetizar variados 

metabolitos secuendarios bioactivos. En general, en bacterias, las principales rutas 

biosintéticas implicadas en metabolismo secundario son los que forman 

compuestos aromáticos, isoprenos, oligosacáridos, péptidos y policétidos (Ruiz et 

al., 2010). 

1.3.1. Policétidos 

 Los policétidos son un grupo de metabolitos secundarios sintetizados por el 

denominado complejo multienzimatico Policétido Sintasa (PKS) y aunque 

estructuralmente los policétidos son muy diversos, todos son ensamblados por 
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rondas sucesivas de condensaciones de Claisen descarboxilativas entre un 

derivado de malonato tioesterificado y un acil tioéster (Chan et al., 2009). Posterior 

a la elongación de la cadena del policétido ocurre una ciclización del mismo, para 

finalmente modificarlo por reacciones de hidroxilación, epoxidación y glicosidación 

(Auclair et al., 2000; Kelly. 2008). Este complejo está presente en bacterias, hongos, 

plantas (Kroken et al., 2003; Beerhuesy et al., 2009) y en algunos casos se ha 

documentado en animales (Castoe et al., 2006). Hasta la fecha, en bacterias se ha 

descrito tres tipos de complejos policétido sintasa, estos son el tipo I (Cortes et al., 

1990; Donadio et al.,1991), tipo II (Malpartida et al., 1984; Motamedi et al., 1987) y 

tipo III (Funa et al., 1999). El tipo I se caracteriza por ser enzimas multifuncionales 

que se organizan en módulos, cada uno de los cuales alberga un conjunto de 

actividades distintas y no iterativas responsables de la catálisis de un ciclo de la 

elongación de la cadena del policétido; el tipo II son complejos multienzimáticos que 

llevan un único conjunto de actividades en forma iterativa; el tipo III son enzimas 

homodiméricas que esencialmente son enzimas de condensación iterativas (Shen, 

2003) (Fig. 1). En determinados casos la síntesis de policétidos está a cargo de un 

complejo enzimático hibrido formado por el complejo Policétido Sintasa y el 

complejo Péptido Sintasa No Ribosomal (PKS/NRPS), este último incorpora 

aminoácidos a la cadena que se está sintetizando (Auclair et al., 2000, Fisch. 2013), 

ejemplos de compuestos sintetizados por estos híbridos son la coronatina, 

ciclosporina, rapamicina, epotilonas y rizoxina (Du et al., 2001; Partida-Martínez et 

al., 2005).  
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Figura 1. Síntesis de policétidos por el complejo PKS. Se muestra el complejo PKS tipo I, utilizando 

el modelo para síntesis de eritromicina A; Tipo II, modelo para síntesis de tetracenomicina C y por 

último el tipo III, representado por el modelo para síntesis de flavolina. (Fuente: Shen. 2003 

modificada) 
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El rol de los policétidos en la naturaleza parece ser dependiente del organismo que 

los sintetiza, por ejemplo, actinomicetos y cianobacterias son fuente de policétidos, 

muchos de los cuales poseen actividad antimicrobiana y antitumoral (Gomes et al., 

2013). La Eritromicina, tetraciclina, y anfotericina B son ejemplos conocidos de los 

agentes antimicrobianos usados para el tratamiento de enfermedades infecciosas. 

También pueden actuar como factores de virulencia, Mycobacterium ulcerans, 

agente causante de la úlcera de Buruli sintetiza un policétido denominado 

micolactona, es un inmunosupresor que participa en la patogénesis (Sarfo et al., 

2016). Otros policétidos permiten establecer relaciones simbiontes, como el caso 

de la bacteria Burkholderia rhizoxinica, que sintetiza un policétido denominado 

rizoxina, esta bacteria vive en el micelio de Rhizopus microsporus, que, por acción 

de este compuesto, el hongo puede infectar la raíz de las plantas de arroz y 

descomponerla (Partida-Martinez et al., 2005). Las briostatinas son una familia de 

policétidos que se encuentran presentes en briozoos marinos, se propone que son 

producidos por bacterias simbiontes (Sudek et al., 2007). Se ha demostrado que 

estos compuestos protegen de la depredación a los briozoos de vida libre hasta que 

se asientan y desarrollan defensas estructurales (Lopanik et al., 2006). 

Desde el punto de vista farmacológico, se ha descrito que bacterias pueden 

sintetizar policétidos con actividad antitumoral, ejemplos de estos son la rizoxina, un 

macrólido de 16 miembros sintetizado por algunas especies de Burkholderia  

(Partida-Martínez  et al., 2005) y Pseudomonas, (Loper et al., 2008; Takeuchi et al., 

2015), este compuesto tiene la capacidad para inhibir la formación de microtúbulos 

en células eucariontes, detenido la división y posterior muerte celular (Takahashi et 
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al., 1987). Otro policétido con actividad antitumoral son las epotilonas, las que son 

sintetizadas por Sorangium cellulosum (Hofle et al., 1996), esta se caracteriza por 

ser un fuerte estabilizador de microtúbulos, deteniendo la división celular e 

induciendo la apoptosis (Goodin et al., 2004); la salinosporamida A es un compuesto 

antitumoral producido por algunas especies del genero Salinispora (Fenical et al., 

2009), su mecanismo de acción está relacionado a la inhibición del complejo 

proteosoma 20S de células eucariontes, lo que provoca la pérdida de control del 

metabolismo interno de la célula, incluida la degradación de proteínas 

proapoptóticas (Gulder et al., 2010). 
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1.3.2. Pigmentos 

 Los pigmentos pueden ser producidos por una amplia variedad de organismos, 

entre los que destacan las bacterias, estos microorganismos tienen un importante 

potencial como productores de pigmentos bioactivos (Venil et al., 2013). La 

producción de pigmentos bacterianos ha surgido como un importante campo para 

la investigación debido a su potencial en aplicaciones industriales y farmacéuticas 

(Venil et al., 2009). 

 

 

 

 

 

 

 

 

En efecto, se ha descrito que pigmentos bacterianos poseen actividad antitumoral, 

por ejemplo las prodigiosinas son pigmentos de color rojo que fueron aisladas de  

Serratia mascerens (Figura 2) (Bennett et al., 2000) y posteriormente de otros 

géneros bacterianos (Pandey et al., 2007). Estos se caracterizan por inducir 

apoptosis en células eucariontes y posee actividad sobre líneas celulares humanas 

de cáncer hematopoyético, leucemia de células T, leucemia promielocítica, mieloma 

 

Figura 2. Cultivo en placa de bacterias pigmentadas. Serratia mascerens (a) productora de 

prodigiosina y Chromobacterium violaceum (b) productora de violaceina. (Fuente: elaboración propia) 
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y linfoma de Burkitt (Montaner et al., 2000), también tiene efecto sobre líneas 

celulares tumorales gástricas, colon y leucemia linfocítica (Diaz-Ruiz et al., 2001, 

Montaner et al., 2001, Campas et al., 2003), por el contrario, en células no tumorales 

tienen un bajo efecto citotóxico (Montaner et al., 2000), lo que indica un potencial 

uso como droga antitumoral. Otros pigmentos son las Chinikomycinas A y B, estas 

se caracterizan por inhibir solamente el desarrollo de células tumorales como cáncer 

de mama, melanoma, cáncer renal, cáncer pulmonar y de útero (Li et al., 2005). 

Otro pigmento bioactivo es la violaceina, es un pigmento purpura aislado de la 

bacteria Chromobacterium violaceum (Duran et al., 2001) y se caracteriza por tener 

actividad antitumoral al inducir apoptosis en células tumorales de cáncer colorectal 

(Kodach et al., 2006; De Carvalho et al., 2006).  

1.4. Estrategias de sobrevivencia bacteriana en ambientes extremos fríos 

Las condiciones ambientes extremas como baja temperatura, altos niveles de 

radiación, cambios de osmolaridad y oligotrofia entre otras permitido que los 

microorganismos que habitan estos ambientes hayan desarrollado variadas 

estrategias de supervivencia, entre las cuales están: 

1.4.1. Disminución del tamaño celular 

Una fracción de la población microbiana puede presentar un menor tamaño, aunque 

dicho tamaño no puede ser menor a 0,5 µm de diámetro para así tener un espacio 

plasmático que les permita llevar a cabo reacciones metabólicas (Velimirov, 2001). 

Además, una reducción de tamaño produce un aumento en la relación superficie 
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volumen; así, las bacterias tienen menores requerimientos nutricionales, y a su vez, 

una mayor eficiencia en la captación de ellos (Velkov, 1999). 

1.4.2. Dormancia  

Una fracción de la población microbiana puede ingresar a un estado de menor 

actividad metabólica, lo cual se ha denominado como dormancia. Este estado 

metabólico es una forma particular que tienen las bacterias para reaccionar a un 

estrés provocado por el ambiente, dichas bacterias dormantes pueden retomar la 

capacidad de multiplicarse cuando las condiciones ambientales son favorables. 

(Dworkin et al., 2010) 

1.4.3. Proteínas anticongelantes 

Las proteínas anticongelantes son un grupo estructuralmente diverso que inhiben el 

crecimiento de cristales de hielo mediante la unión a estos, disminuyendo el punto 

de congelación del agua o inhibiendo la recristalización de las partículas de hielo 

(Singh et al., 2014). De esta forma, las membranas de algunas bacterias adaptadas 

al frío permanecen protegidas de los daños causados por la congelación, lo que 

aumenta la capacidad de supervivencia de los microorganismos que permanecen 

atrapadas en el hielo (Garnham et al., 2008; Raymond et al., 2008) 

1.4.4. Síntesis de pigmentos 

Los pigmentos biológicos o biocromos son definidos como sustancias químicas 

especiales que contienen una molécula coloreada sintetizada por un organismo 

(Hari et al., 1994). La alta frecuencia de la producción de pigmentos en bacterias 

aisladas de muestras de hielo (Zhang et al., 2008), glaciares (Foght et al., 2004), o 
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aguas superficiales marinas (Agogue et al., 2005) sugiere que los pigmentos 

tendrían una función en la adaptación a ambientes fríos.  

La fluidez de la membrana es esencial para su integridad estructural y, por lo tanto, 

para el funcionamiento celular (Deming, 2002). Se ha descrito que las bajas 

temperaturas poseen efectos significativos sobre la fluidez de la membrana y que 

los organismos han desarrollado una serie de mecanismos para alterar la fluidez de 

esta (Deming, 2002; Chintalapati et al., 2004). Los pigmentos del tipo carotenoides 

representan una clase de moduladores de fluidez de la membrana. Se postula que 

tanto pigmentos carotenoides polares como apolares sintetizados por diferentes 

bacterias ayudan a mantener la fluidez y homeoviscosidad de la membrana durante 

las fluctuaciones de temperatura en ambientes antárticos (Chattopadhyay, 2006; 

Rodrigues et al., 2008). También se ha descrito que los pigmentos permiten a 

bacterias adaptadas a ambientes fríos soportar diversos factores de estrés como 

radiación ultavioleta, ciclos de congelamiento y descongelamiento (Dieser et al., 

2010), además de cambios de osmolaridad y temperatura en el medio (Fong et al., 

2001). 

1.4.5. Cambios en la composición lipídica de la membrana 

Además de los pigmentos descritos anteriormente, otros factores están 

estrechamente relacionados con la fluidez de la membrana en ambientes extremos 

fríos, ejemplos de ellos son la composición de ácidos grasos en las membranas 

lipídicas, longitud de sus cadenas, estructura, grado de saturación y la tasa de los 

ácidos grasos cis y trans (Kim et al., 2015). Entre todos estos factores, el aumento 

en el contenido de ácidos grasos poliinsaturados reduce el punto de fusión de 
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membrana y es considerado como un factor crucial para mejorar fluidez de la 

membrana (Chintalapati et al., 2004; Velly et al., 2015) 

1.4.6. Síntesis de metabolitos secundarios 

Por las condiciones de oligotrofia, los microorganismos habitan en la Antártida, han 

desarrollado variadas estrategias para adquirir una ventaja competitiva. En 

particular, la actividad antagonista puede contribuir a la adaptación de las bacterias 

antárticas mediante la reducción de la presencia de microorganismos competitivos 

(Lo Guidice et al., 2007). Se ha descrito ampliamente en la literatura que organismos 

aislados de ambientes extremos fríos pueden sintetizar diversos metabolitos 

secundarios que se caracterizan por inhibir el desarrollo otros microorganismos, 

tanto terrestres, acuáticos y aislados humanos clínicos (Lo Guidice et al., 2007; 

Barros et al., 2013; Asencio et al., 2014).  

Basado en la información descrita anteriormente, se plante la siguiente pregunta: 

¿Cepas bacterianas aisladas desde ambientes extremos fríos producen 

compuestos con actividad antitumoral? 

La Patagonia y Antártica son ubicaciones geográficas caracterizadas por poseer 

condiciones ambientales extremas como oligotrofia, bajas temperaturas y altos 

niveles de radiación UV, por lo tanto, es posible que estas condiciones hayan 

permitido a las bacterias que habitan estos ambientes desarrollar estrategias de 

supervivencia como síntesis de metabolitos secundarios para inhibir el desarrollo de 

competidores y también la síntesis de pigmentos los que se propone actúan como 

protectores frente a la radiación UV, por otro lado, se ha documentado que algunos 
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pigmentos y metabolitos secundarios como los policétidos sintetizados por bacterias 

poseen actividad antitumoral. Basado en estos datos, se plantea la siguiente 

hipótesis: 

2. Hipótesis 

Cepas bacterianas aisladas de ambientes considerados extremos como la 

Patagonia y la Antártica, sintetizan pigmentos o metabolitos secundarios con 

actividad citotóxica. 

 

2.1. Objetivo general 

Establecer si pigmentos y metabolitos sintetizados por cepas bacterianas aisladas 

desde ambientes antárticos y patagónicos poseen actividad citotóxica. 

 

2.2. Objetivos específicos 

2.2.1. Detectar, la presencia de los genes para la síntesis de policétidos (PKS) en 

cepas bacterianas aisladas desde ambientes antárticos y patagónicos, y determinar 

si poseen actividad citotóxica. 

2.2.2. Determinar la naturaleza química de pigmentos no difusibles sintetizados por 

cepas bacterianas aisladas desde la Patagonia y Antártica. 

2.2.3. Determinar si pigmentos bacterianos de cepas aisladas desde la Patagonia y 

Antártica tienen actividad citotóxica. 
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3. Materiales y métodos 

3.1. Microorganismos 

Las cepas bacterianas fueron obtenidas del cepario del Laboratorio de Microbiología 

Básica y Bioremediación de la Universidad de Concepción. Para la búsqueda de 

pigmentos con actividad antitumoral, se seleccionaron 3 cepas bacterianas aisladas 

desde la Patagonia, estas son Deinococcus sp. UDEC-P1, Iodobacter sp. UDEC-

P20 y PC3. Las cepas aisladas desde la Antártica fueron AAM-7, AAM-10 y ATH-

10 cuyas colonias mostraron pigmentación al ser cultivadas en agar R2a. En la 

Tabla 1 se describe en detalle cada cepa. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tabla 1. Cepas pigmentadas aisladas desde la Patagonia y Antártida utilizadas en este estudio. 

Cepa Afinidad Gram Temperatura de 
Crecimiento 
usada 

Color colonia Lugar aislamiento 

Deinococcus sp. UDEC-P1 Gram positivo 30 °C Rojo-rosado Lago Témpanos 

Iodobacter sp. UDEC-P20 Gram negativo 10 °C Violeta Lago Las Torres 

UDEC-P21 Gram negativo 30 °C Naranjo Puerto Cisnes 

UDEC-A13 Gram positivo 10 °C Amarillo Pálido Antártica (Rada Covadonga) 

UDEC-A14 Gram negativo 30 °C Amarillo Antártica (Rada Covadonga) 

UDEC-A15 Gram positivo 30 °C Amarillo Antártica (Meseta de Infantería) 

(Fuente: Elaboración propia) 

 



14 
 

Para la búsqueda de bacterias con la capacidad de sintetizar policétidos, se 

seleccionaron 20 cepas bacterianas aisladas desde la Antártica (Tabla 2) y 20 cepas 

aisladas desde la Patagonia (Tabla 3) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tabla 2. Cepas aisladas desde la Antártida utilizadas para la búsqueda de genes PKS. 

Cepa Afinidad Gram Lugar aislamiento 

AAA-6 Gram Negativo Islote Isabel Riquelme 

AAA-7 Gram Positivo Islote Isabel Riquelme 

AAA-8 Gram Negativo Islote Isabel Riquelme 

AAM-2 Gram Positivo Rada Covadonga 

AAM-6 Gram Positivo Rada Covadonga 

UDEC-A13 Gram Positivo Rada Covadonga 

UDEC-A14 Gram Positivo Rada Covadonga 

AAM-12 Gram Negativo Rada Covadonga 

AAM-13 Gram Negativo Rada Covadonga 

AAM-15 Gram Negativo Rada Covadonga 

APM-5 Gram Positivo Islote kopaitic 

APM-10 Gram Positivo Islote kopaitic 

UDEC-A3 Gram Negativo Meseta de la Infanteria 

ATH-3 Gram Negativo Meseta de la Infanteria 

ATH-6 Gram  Negativo Meseta de la Infanteria 

ATH-8 Gram  Negativo Meseta de la Infanteria 

UDEC-A15 Gram  Negativo Meseta de la Infanteria 

VC-1 Gram  Negativo Islote Isabel Riquelme 

VC-4 Gram  Positivo Islote Isabel Riquelme 

VC-5 Gram  Positivo Islote Isabel Riquelme 

(Fuente: Elaboración propia) 
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Tabla 3. Cepas aisladas desde la Patagonia utilizadas para la búsqueda de genes PKS. 

Cepa Afinidad Gram Lugar aislamiento 

UDEC-P1 Gram Positivo Paine (Lago Tempano) 

TEM-1 Gram Positivo Coyhaique (Témpano) 

TEM-2 Gram Negativo Coyhaique (Témpano) 

TEM-3 Gram Positivo Coyhaique (Témpano) 

TEM-5 Gram Positivo Coyhaique (Témpano) 

LG-2 Gram Negativo Paine (Lago Grey) 

LG-3 Gram Negativo Paine (Lago Grey) 

LG-4 Gram Negativo Paine (Lago Grey) 

UDEC-P22 Gram Negativo Coyhaique (Burgos) 

BUR-2 Gram Negativo Coyhaique (Burgos) 

BUR-3 Gram Negativo Coyhaique (Burgos) 

UDEC-P23 Gram Negativo Coyhaique (Burgos) 

UDEC-P24 Gram Negativo Coyhaique (Burgos) 

BUR-F3 Gram Negativo Coyhaique (Burgos) 

QUE-1 Gram Positivo Coyhaique (Queulat) 

QUE-2 Gram Negativo Coyhaique (Queulat) 

QUE-3 Gram Negativo Coyhaique (Queulat) 

QUE 2-2 Gram Negativo Coyhaique (Queulat) 

PC1 Gram Positivo Puerto Cisnes 

UDEC-P21 Gram Negativo Puerto Cisnes 

(Fuente: Elaboración propia) 
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3.2. Identificación de las cepas bacterianas utilizadas en este estudio 

Por último, para determinar la identidad de las cepas se realizó la extracción de ADN 

de cada cepa utilizando el kit UltraClean Microbial DNA Isolation. 

Luego, se amplificó el gen que codifica para el ARN ribosomal 16S mediante la 

técnica reacción en cadena de la polimerasa (PCR), se utilizó 10 μl de SapphireAmp 

Fast PCR Master Mix, 1 μl de ADN bacteriano y 1 μl de cada primer: 8f (5’-

AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’) y 1492r (5’-GGCTACCTTGTTACGACTT-3’) 

(Weisburg et al., 1991) y 7 μl de agua PCR hasta alcanzar un volumen total de 20 

μl para cada reacción.   

Las condiciones de PCR fueron: Predenaturación a 94°C durante 5 minutos, 

seguido por 33 ciclos de denaturación a 94 °C por 30 segundos, hibridación por 45 

segundos a 55,6 °C, y elongación a 72 °C por 1,5 minutos; finalmente la 

postelongación se llevó a cabo a 72 °C por 10 min.  Los productos de PCR se 

visualizaron en geles al 1 % de agarosa. La región del gel de agarosa que contenía 

la banda correspondiente al amplicón de aproximadamente 1,5 Kb fue cortada, 

purificada (E.Z.N.A.® Gel Extraction Kit) y se enviada a Corea para su 

secuenciación en Macrogen. Corea. 

Las secuencias fueron editaras usando el programa Sequencher 4.0. El análisis 

filogenético se realizó usando la herramienta ARB software package (Campos et al., 

2009). 
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3.3. Detección de genes Policétido Sintasa en bacterias Antárticas y 

Patagónicas 

Para detectar la presencia de Genes que codifican para el complejo multienzimatico 

policétido sintasa (PKS) se utilizó la técnica reacción en cadena de la polimerasa 

(PCR). 

El DNA genómico de las bacterias fue extraído utilizando el kit UltraClean Microbial 

DNA Isolation. La PCR fue llevada a cabo utilizando 10 μl de SapphireAmp Fast 

PCR Master Mix, 1 μl de ADN bacteriano y 1 μl de cada primer degenerado: 

(KSDPQQf: 5'-MGNGARGCNNWNSMNATGGAYCCNCARCANMG-3; KSHGTGr: 

5'GGRTCNCCNARNSWNGTNCCNGTNCCRTG-3') (Piel et al., 2004; Ibrahim et al., 

2008) y 7 μl de agua PCR hasta alcanzar un volumen total de 20 μl para cada 

reacción.   

Las condiciones de PCR fueron: Predenaturación a 94 °C durante 4 minutos, 

seguido por 33 ciclos de denaturación a 94 °C por 1 minuto, hibridación por 1 minuto 

a 54 °C, y elongación a 72 °C por 2 minutos; finalmente la postelongación se llevó 

a cabo a 74 °C por 10 min (Ibrahim et al., 2008).  Los productos de PCR se 

visualizaron en geles al 1 % de agarosa. Como control positivo de PCR se usó el 

ADN de la cepa bacteriana Saccharopolyspora erythraea ATCC 11635 que sintetiza 

el policétido Eritromicina (Wong et al., 2012), como control negativo se utilizó la cepa 

Escherichia coli K-12 que se ha descrito carencia de vías para la síntesis de 

policétidos (Gao et al., 2010). La región del gel de agarosa que contenía la banda 

correspondiente al amplicón de aproximadamente 0,7 Kb fue cortada, purificada 
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(E.Z.N.A.® Gel Extraction Kit) y fue enviada a Corea para su secuenciación en 

Macrogen. 

Para determinar la identidad de los amplicones secuenciados, las secuencias fueron 

editadas y posteriormente analizadas con el programa BlastX en la base de datos 

NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/) (Zhao et al., 2008). La búsqueda de un 

patrón conservado descrito por Moffitt et al. (2003) fue realizada mediante el 

alineamiento de las secuencias de aminoácidos obtenidos con secuencias de 

referencia que fueron tomadas de Genbank, estas son: Xanthobacter autotrophicus 

PY2 (número de acceso: ZP_01198575); Rhodopseudomonas palustris (número de 

acceso: NP_948678); Streptomyces verticillus (número de acceso: AAG02357); 

Myxococcus xanthus DK 1622 (número de acceso: YP_631807); Bacillus 

amyloliquefaciens FZB42 (número de acceso: CAJ57409); Pseudomonas 

fluorescens PF-5 (número de acceso: YP_260097); Bacteria endosimbionte de 

Paederus fuscipes (número de acceso: AAS47562). 

Asi, las bacterias que tuvieran PKS serían cultivadas para posterior extracción de 

metabolitos secundarios y análisis de estos. 

3.4. Extracción, análisis y caracterización de pigmentos 

 Las cepas bacterianas pigmentadas fueron cultivadas en matraces Erlenmeyer 

conteniendo 6 L de caldo R2A en agitación constante a 120 rpm a 30 °C o 10 °C 

(ver Tabla 1) hasta alcanzar una densidad celular de 1,0x109 UFC/ml. El contenido 

fue centrifugado a 9000 g por 5 minutos a 4 °C (Fernandez-Bunster, 2012). El pellet 

celular fue lavado 3 veces con agua destilada estéril, nuevamente centrifugado y 
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resuspendido en 25 ml de metanol. El contenido fue centrifugado a 5000 rpm por 20 

minutos, se recuperó el sobrenadante el cual fue filtrado a través de filtros de PVDF 

de 0,22 µm y concentrado por evaporación a presión reducida, el extracto seco fue 

reextraido con acetona, concentrado en rotavapor y finalmente almacenado a -4° C 

en oscuridad para luego ser analizados por Cromatografía Liquida de Alta resolución 

(HPLC) para luego realizar el primer screening mediante ensayos MTT de 

citotoxicidad. 

La presencia o el tipo de pigmento en el extracto fue confirmada por HPLC. Para 

esto, el extracto fue solubilizado en acetona a una concentración de 5 mg/ml e 

inyectado al HPLC equipado con una columan Kromasil C18 de 250 x 4,6 mm, para 

la elución se utilizó un gradiente de Acetona (70-100%): Agua en una tasa de flujo 

de 1,1 ml/min. Para el análisis del pigmento de la cepa Iodobacter UDEC-P20 se 

utilizó el método usado por Asencio et al., (2014) con modificaciones, el extracto 

solubilizado en etanol a una concentración de 5 mg/ml fue inyectado al HPLC 

equipado con una columan Kromasil C18 de 250 x 4,6 mm, para la elución se utilizó 

un gradiente de Metanol (60-80 %): Agua hasta los 20 minutos, luego el gradiente 

fue de Metanol (80-60 %): Agua desde los 20 a los 25 minutos con un flujo de 1,1 

ml/min. 
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3.5. Líneas celulares y condiciones de cultivo 

Se utilizaron 3 líneas de células de linaje tumoral en este estudio. La línea celular 

Neuro-2a (ATCC CCL­131) corresponden a células de neuroblastoma de ratón. La 

línea MCF7 (ATCC HTB­22) corresponden a cáncer de mama humano, por último, 

la línea celular Saos-2 (ATCC HTB-85) corresponde a osteosarcoma humano. Estas 

se encuentran disponibles en el Laboratorio de Genómica Marina y Cultivo Celular 

de la Facultad de Ciencias Naturales y Oceanográficas de la Universidad de 

Concepción. 

La línea celular Neuro-2a fue cultivada en medio Roswell Park Memorial Institute 

(RPMI) 1640, suplementado con 5% de suero bovino fetal (SBF), piruvato de sodio 

(100 mM), penicilina 50 U/ml, estreptomicina 50 µg/ml y L-glutamina 2 mM. Las 

líneas celulares MCF7 y Saos-2 fueron cultivadas en medio Dulbelcco ́s Eagle 

modificado (DMEM) suplementado con 10 % de SBF, penicilina 50 U/ml, 

estreptomicina 50 µg/ml y L-glutamina 2 mM.  Las líneas celulares fueron cultivadas 

a 37 °C en una atmósfera al 5 % de CO2 y se mantuvieron en crecimiento 

exponencial por sucesivos subcultivos cada 48 h o hasta alcanzar un 90% de 

confluencia. El subcultivo se realizó en una razón de 1:10 por medio de la utilización 

de tripsina/EDTA (0,25 %-0,2 %). En condiciones de asepsia en gabinete de 

bioseguridad, la densidad celular fue determinada el método de exclusión de azul 

de tripán en cámara de Neubauer (Strober, 2001), estimada la concentración 

celular, estas fueron sembradas a una densidad celular de 1x105 cel/ml en 100 µl d 

e medio de cultivo en placas de 96 pocillos en para realizar ensayos de citotoxicidad. 
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3.6. Ensayo de citotoxicidad de extractos de bacterias pigmentadas 

Los extractos acetónicos obtenidos a partir de la extracción metanólica de bacterias 

pigmentadas fueron solubilizados en Dimetilsulfóxido (DMSO). A partir de esta 

solución, 1 µl fue obtenido y diluido en 1 ml de medio de cultivo celular, así el 

porcentaje V/V de DMSO en el medio correspondió al 0,1% y la concentración de 

extracto fue de 250 μg/ml. 

En el screening inicial, se determinó la actividad citotóxica de los extractos sobre la 

línea celular de neuroblastoma Neuro-2a. Las células fueron cultivadas durante 24 

h hasta alcanzar un 90 % de confluencia en un volumen final de 100 µl en 

microplacas de 96 pocillos, luego se removió el medio de cultivo y se adiciono 100 

µl de medio de cultivo con el extracto pigmentado hasta obtener una concentración 

de 250 µg/ml de extracto en los pocillos (Menezes et al., 2013). Se incubo el cultivo 

celular con el extracto durante 24 horas, se revelo la citotoxicidad mediante la 

adición de 100 μl de solución 3-(4,5-dimetiltiazol-2-Yl)-2,5-difenil-tetrazolio bromuro 

(MTT) a una concentración de 0,8 mg/ml, esta sal fue metabolizada por las células 

durante aproximadamente 30 minutos a 37 °C, luego el medio fue removido y 100 

μl de DMSO fueron depositados en cada pocillo para solubilizar los cristales de 

formazan y finalmente se midió la absorbancia a 570 nm (Torres et al., 2016) 

Como control de viabilidad se utilizó las células de la línea tumoral en medio de 

cultivo sin extracto, su viabilidad fue considerada como 100 % de células viables. 

Como control se usó el solvente en el cual se solubilizaron los extractos en un 

porcentaje de 0,1 %V/V, en este caso DMSO. También medio de cultivo sin células 
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como control abiótico. Todos los ensayos fueron realizados por triplicado en 2 

experimentos independientes. 

3.7. Purificación de pigmentos presentes en el extracto con actividad 

citotóxica 

Para comprobar la actividad citotóxica de los pigmentos presentes en el extracto 

sobre la línea de neuroblastoma Neuro-2a, estos fueron purificados por HPLC en 

modo preparativo, el cual fue equipado con una columna Kromasil C18 de 250 x 

10.0 mm, para la elución se utilizó un gradiente de Acetona (70-100 %): Agua en 

una tasa de 5 ml por minuto.  Para el fraccionamiento del pigmento de la cepa 

Iodobacter UDEC-P20 se utilizó el método usado por Asencio et al., (2014) con 

modificaciones, el extracto solubilizado en etanol a una concentración de 5 mg/ml 

fue inyectado al HPLC equipado con una columan Kromasil C18 de 250 x 10.0 mm, 

para la elución se utilizó un gradiente de Metanol (60-80 %): Agua hasta los 20 

minutos, luego el gradiente fue de Metanol (80-60 %): Agua desde los 20 a los 25 

minutos con un flujo de 5 ml/min. Las fracciones fueron colectadas y la pureza 

comprobada mediante HPLC en modo analítico. Cada fracción fue concentrada y 

utilizada para evaluar la actividad citotóxica sobre las líneas celulares Neuro-2a, 

MCF-7 y Saos-2. 

3.8. Determinación de citotoxicidad de pigmentos purificados 

Para determinar la citotoxicidad de los pigmentos purificados, se utilizó las líneas 

celulares Neuro-2a, MCF-7 y Saos-2. Las células fueron incubadas hasta alcanzar 

un 80 % de confluencia en un volumen final de 100 µl en microplacas de 96 pocillos, 
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luego, se removió el medio de cultivo y se adiciono a los pocillos 100 µl de medio 

de cultivo con el pigmento purificado a una concentración máxima de 40 µg/ml en 

los pocillos (Pasquet et al., 2011). Se incubaron las células en presencia del 

pigmento durante 24 h, luego, se añadieron 100 μl de solución 3-(4,5-dimetiltiazol-

2-Yl)-2,5-difenil-tetrazolio bromuro (MTT) y se incubo durante aproximadamente 30 

min a 37 °C, luego 100 μl de DMSO se depositaron a cada pocillo para solubilizar 

los cristales de formazan y finalmente se midió la absorbancia a 570 nm. Como 

control de viabilidad se utilizó las células de la línea tumoral en medio de cultivo sin 

extracto, su viabilidad fue considerada como 100 % de células viables. Como control 

se usó el solvente en el cual se solubilizaron los extractos en un porcentaje de 0,1 

%V/V, en este caso DMSO. También medio de cultivo sin células como control 

abiótico. Todos los ensayos fueron realizados por triplicado en 2 experimentos 

independientes. 
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4. Resultados 

4.1. Identificación de capas bacterianas usadas en este estudio 

La identificación de las cepas bacterianas se realizó mediante la secuenciación del 

gen que codifica para el ARN ribosomal 16S, las secuencias fueron editadas, 

reconstruidas y posteriormente analizadas con el programa BlastN en la base de 

datos NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/) para comparar la similitud con las 

secuencias disponibles en Genbank, los resultados se muestran en la Tabla 4. 

 

 

 

Detección de genes PKS en Cepas bacterianas Antárticas y Patagonicas.  

 

 

 

 

 

 

 

 

Tabla 4. Resultado BlastN y nominación UDEC de las cepas utilizadas en este estudio. 

Cepa Pigmento Amplificación  
PKS 

%  
similitud 

Organismo ID secuencia Nominación UDEC de las cepas  
utilizadas en este estudio 

UDEC-P21 Positivo Negativo 99 Sphingomonas sp. Sph7 KP866799.1 Sphingomonas sp. UDEC-P21 

UDEC-A13 Positivo Negativo 99 Arthrobacter sp. TMN-18 JX949850.2 Arthrobacter sp. UDEC-A13 

UDEC-A14 Positivo Positivo 99 Stenotrophomonas maltophilia SBB17 KP790032.1 Stenotrophomonas sp. UDEC-A14 

UDEC-A3 Negativo Positivo 99 Stenotrophomonas maltophilia 262XG5  KF818624.1 Stenotrophomonas sp. UDEC-A3 

UDEC-A15 Positivo Positivo 99 Microbacterium oxydans W220 MF554625.1 Microbacterium sp. UDEC-A15 

UDEC-P22 Negativo Positivo 98 Flavobacterium sp. WB4.4-97 AM934676.1 Flavobacterium sp. UDEC-P22 

UDEC-P23 Negativo Positivo 99 Pseudomonas sp. A1113(2012) KC236738.1 Pseudomonas sp. UDEC-P23 

UDEC-P24 Negativo Positivo 99 Pseudomonas frederiksbergensis 38F7 KT695828.1 Pseudomonas sp. UDEC-P24 

(Fuente: Elaboración propia) 
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4.2. Detección de genes PKS en cepas bacterianas Antárticas y Patagónicas 

Se utilizó la técnica de Reacción en cadena de la Polimerasa (PCR) para detectar 

el gen que pertenece al dominio ceto sintasa (KS) del complejo multienzimatico 

policétido sintasa (PKS). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Del total de 40 cepas aisladas desde la Antártida y Patagonia utilizadas en este 

estudio (Tabla 5), el 15 % mostraron un producto de amplificación visualizándolo en 

el gel de agarosa al 1 %. Las secuencias de estos amplicones (Anexo 2) fueron 

analizadas con el programa BlastX en la base de datos NCBI 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/) (Zhao et al., 2008). La Tabla 6 muestra el 

resultado del BlastX. 

Tabla 5: Resultado de la amplificación con los partidores para detectar genes PKS. 

Cepa Antártica Presencia 
De Amplicón 

Cepa Patagónica Presencia 
De Amplicón 

AAA-6 - UDEC-P1 - 
AAA-7 - TEM-1 - 
AAA-8 - TEM-2 - 
AAM-2 - TEM-3 - 
AAM-6 - TEM-5 - 
UDEC-A13 - LG-2 - 
UDEC-A14 + LG-3 - 
AAM-12 - LG-4 - 
AAM-13 - UDEC-P22 + 
AAM-15 - BUR-2 - 
APM-5 - BUR-3 - 
APM-10 - UDEC-P23 + 
UDEC-A3 + UDEC-P24 + 
ATH-3 - BUR-F3 - 
ATH-6 - QUE-1 - 
ATH-8 - QUE-2 - 
UDEC-A15 + QUE-3 - 
VC-1 - QUE 2-2 - 
VC-4 - PC1 - 
VC-5 - UDEC-P21 - 

    

+ indica presencia de amplicón (700 pb), el signo – indica ausencia de este. (Fuente: 

elaboración propia) 
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En el caso de las cepas Stenotrophomonas sp. UDEC-A14, Stenotrophomonas sp. 

UDEC-A3, Pseudomonas sp. UDEC-P23 y Pseudomonas sp. UDEC-P24 las 

secuencias indican que los genes amplificados no corresponden al complejo 

Policétido sintasa (PKS), en el caso de las cepas Microbacterium sp. UDEC-A15 y 

Flavobacterium sp. UDEC-P22 las secuencias corresponden a proteínas cuya 

función es desconocida, por lo mismo, en estas se realizó la búsqueda de un patrón 

conservado de aminoácidos descrito en el dominio KS (Moffitt et al., 2003). La 

Figura 3 muestra el resultado del alineamiento de las secuencias de las cepas 

Microbacterium sp. UDEC-A15 y Flavobacterium sp. UDEC-P22 con secuencias de 

referencia tomadas de Genbank. 

 

 

 

 

Tabla 6. BlastX de las secuencias obtenidas de la amplificación con los partidores para detectar PKS 

Cepa de la secuencias analizada Identidad de la Secuencia obtenida 

en este estudio 

% 

similitud 

ID secuencia Organismo 

Stenotrophomonas sp. UDEC-A14 Receptor dependiente de TonB 97 WP_032976385.1 Stenotrophomonas sp. RIT309 

Stenotrophomonas sp. UDEC-A3 Receptor dependiente de TonB  96 WP_032976385.1 Stenotrophomonas sp. RIT309 

Microbacterium sp. UDEC-A15 Proteina hipotetica  81 WP_060921312.1 Microbacterium paraoxydans 

Flavobacterium sp. UDEC-P22 Proteina funcion desconocida 93 WP_029270601.1 Flavobacterium sp. KJJ 

Pseudomonas sp. UDEC-P23 Regulador transcripcional YiaG 99 WP_011062198.1 Pseudomonas  

Pseudomonas sp. UDEC-P24 Metionina sulfoxido reductasa  91 WP_016489134.1 Pseudomonas putida 

(Fuente: Elaboración propia) 
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Figura 3. Búsqueda del patrón PKS conservado en las secuencias de las cepas Microbacterium sp. 

UDEC-A15 y Flavobacterium sp. UDEC-P22. Se muestra el alineamiento de las secuencias de 

aminoácidos de las cepas Microbacterium sp. UDEC-A15 y Flavobacterium sp. Con secuencias de 

referencias (descritas en materiales y métodos). El asterisco indica la cisteína del sitio activo formado 

por V(QE)TACS(TS)SL, 22 aminoácidos rio arriba, se encuentra el patrón conservado N(DV)KD. 

(Fuente: Elaboración propia) 
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4.3. Caracterización de pigmentos bacterianos 

Se seleccionaron 3 cepas bacterianas pigmentadas aisladas desde la Antártica y 3 

cepas pigmentadas aisladas desde ambientes Patagónicos. De las 6 cepas 

pigmentadas usadas en este estudio, se pudo confirmar la presencia de pigmentos 

del tipo carotenoide en 4 de estas. Los espectrogramas de las principales señales 

detectas muestran múltiples espectros de absorción, los cuales son típicos de 

pigmentos carotenoides con máximos de absorción entre 400 and 550 nm 

detectados en los extractos analizados las cepas Deinococcus sp. UDEC-P1, 

Sphingomonas sp. UDEC-P21, Arthrobacter sp. UDEC-A13 y Microbacterium sp. 

UDEC A15. En el caso de la cepa Iodobacter sp. UDEC-P20 si determino la 

presencia de un pigmento tipo Violaceina, mientras que la naturaleza del pigmento 

sintetizado por la cepa Stenotrophomonas sp. UDEC-A14 no pudo ser determinada. 
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De las cepas aisladas desde ambientes Patagónicos, en la cepa Deinococcus sp. 

UDEC-P1, la señal que muestra una mayor intensidad (Figura 4) corresponde a un 

compuesto que eluye a los 9,9 minutos (Tabla 7) el espectrograma muestra un 

espectro de absorción en acetona con 3 máximos de absorbancia a los 458, 482 y 

510 nm. Además, el cromatograma muestro otras 4 señales de menos intensidad 

que pueden corresponder a carotenoides intermediarios en la ruta biosintéticas del 

carotenoide principal, cuyos tiempos de retención y máximos de absorbancia se 

muestran en la Tabla 7. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4. Cromatograma a 450 nm del extracto de Deinococcus sp. UDEC-P1. Se muestran 

enumeradas las señales que corresponden a pigmentos. La Tabla 7 muestra los tiempos de retención 

y máximos de absorbancia presentes en las señales detectadas. (Fuente: Elaboración propia) 
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El extracto de la cepa Sphingomonas sp. UDEC-P21 esta muestro 14 señales 

(Figura 5) que corresponden a pigmentos del tipo carotenoide con 3 máximos de 

absorbancia descritos en la Tabla 8. El pigmento más abundante eluyó a los 7,4 

minutos, con máximos de absorbancia de 432, 454 y 483 nm. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5. Cromatograma a 450 nm del extracto de Sphingomonas sp. UDEC-P21. Se muestran 

enumeradas las señales que corresponden a pigmentos. La Tabla 8 muestra los tiempos de 

retención y máximos de absorbancia presentes en las señales detectadas. (Fuente: Elaboración 

propia) 

Tabla 7. Tiempo de retención y máximos de absorbancia (λ Max) de los pigmentos 

sintetizados por Deinococcus sp. UDEC-P1 

N° de señal detectada Tiempo de 
Retención (min) 

 λ Max (nm) 

1 9,9 458, 482, 510 

2 10,3 456, 580, 507 

3 10,9 554, 578, 504 

4 11,47 556, 579, 504 

5 12,5 461, 483, 511 

(Fuente: Elaboración propia) 
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Tabla 8. Tiempo de retención y máximos de absorbancia (λ Max) de los pigmentos 

sintetizados por Sphingomonas sp. UDEC-P21 

N° de señal detectada Tiempo de 
Retención (min) 

 λ Max (nm) 

1 7,4 432, 454, 483 

2 9,2 427, 450, 476 

3 9,7 433, 455, 481 
4 10,0 427, 449, 475 

5 10,6 430, 455, 482 

6 11,3 428, 450, 477 

7 11,9 432, 455, 481 

8 13,3 427, 450, 475 

9 13,8 427, 449, 474 

10 18,6 430, 453, 480 

11 19,6 469, 497, 530 

12 19,9 431, 455, 486 

13 22,4 450, 475, 507 

14 24,6 432, 455, 481 

(Fuente: Elaboración propia) 

 

Figura 6. Espectro de absorción del pigmento principal sintetizado por Sphingomonas sp. 

UDEC-P21. (Fuente: Elaboración propia) 
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El cromatograma de la cepa Iodobacter sp. UDEC-P20 muestro 2 señales (Figura 

7) que corresponden a pigmentos con máximos de absorbancia a los 264, 375 y 

577 nm (Tabla 9).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 7. Cromatograma a 530 nm del extracto de Iodobacter sp. UDEC-P20. Se muestran enumeradas 

las señales que corresponden a pigmentos. La tabla 9 muestra los tiempos de retención y máximos de 

absorbancia presentes en las señales detectadas. (Fuente: Elaboración propia) 

Tabla 9. Tiempo de retención y máximos de absorbancia (λ Max) de los pigmentos 

sintetizados por Iodobacter sp. UDEC-P20. 

N° de señal detectada Tiempo de 
Retención (min) 

 λ Max (nm) 

1 11,0 264, 375, 577 

2 16,0 276,370, 566 

(Fuente: Elaboración propia) 
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Las cepas antárticas Arthrobacter sp. UDEC-A13, Stenotrophomonas sp. UDEC-

A14 y Microbacterium sp. UDEC-A14 presentaron pigmentos del tipo carotenoides. 

La cepa Arthrobacter sp. UDEC-A13 presento 12 señales que corresponden a 

pigmentos, de estas, las señales 6 y 7 (Figura 8) fueron mayoritarias con máximos 

de absorbancia de 417, 441 y 471 nm (Tabla 10). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 8. Cromatograma a 450 nm del extracto de Arthrobacter sp. UDEC-A13. Se muestran 

enumeradas las señales que corresponden a pigmentos. La tabla 10 muestra los tiempos de retención 

y máximos de absorbancia presentes en las señales detectadas. (Fuente: Elaboración propia) 
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La cepa Stenotrophomonas sp. UDEC-A14 presento sólo una señal que 

correspondió a un pigmento con un tiempo de retención de 17 minutos (Figura 9) y 

con máximos de absorbancia de 400, 419 y 436 nm (Tabla 11). 

 

 

 

 

 

 

 

Tabla 10. Tiempo de retención y máximos de absorbancia (λ Max) de los pigmentos 

sintetizados por Arthrobacter sp. UDEC-A13. 

N° de señal detectada Tiempo de 
Retención (min) 

 λ Max (nm) 

1 13,0 417, 442, 471 

2 13,6 417, 442, 471 

3 13,9 417, 442, 471 
4 15,5 414, 438, 468 

5 15,9 412, 436, 464 

6 17,5 417, 441, 471 

7 17,9 417, 441, 471 

8 18,3 418, 442, 472 

9 18,8 414, 337, 467 

10 19,0 414, 437, 467 

11 19,3 413, 436, 466 

12 19,5 413, 436, 466 

(Fuente: Elaboración propia) 

 

Figura 9. Cromatograma a 450 nm del extracto de Stenotrophomonas sp. UDEC-A14. Se muestra 

enumerada la única señale que corresponde a un pigmento. La Tabla 11 muestra el tiempo de retención 

y máximos de absorbancia presentes en la señal detectada. (Fuente: Elaboración propia) 
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En la cepa Microbacterium sp. UDEC-A15 la señal más intensa (Figura 10) 

detectada corresponde a un carotenoide que eluyó a los 18,6 minutos, el 

espectrograma mostro máximos de absorbancia a los 418, 443 y 472 nm (Tabla 12) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tabla 11. Tiempo de retención y máximos de absorbancia (λ Max) de los pigmentos 

sintetizados por Stenotrophomonas sp. UDEC-A14. 

N° de señal detectada Tiempo de 
Retención (min) 

 λ Max (nm) 

1 17,0 400, 419, 436 

(Fuente: Elaboración propia) 

 

Figura 10. Cromatograma de extracto de Microbacterium sp. UDEC-A15. Se muestran enumeradas las 

señales que corresponden a pigmentos. La Tabla 12 muestra el tiempo de retención y máximos de 

absorbancia presentes en la señal detectada. (Fuente: Elaboración propia)  
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Tabla 12. Tiempo de retención y máximos de absorbancia (λ Max) de los pigmentos 

sintetizados por Microbacterium sp. UDEC-A15. 

N° de señal detectada Tiempo de 
Retención (min) 

 λ Max (nm) 

1 18,6 418, 443, 472 

2 19,5 414,438, 467 

3 19,8 413, 438, 467 

4 21,3 432, 459, 490 

5 23,3 449, 473, 505 

6 23,6 418, 444, 472 

(Fuente: Elaboración propia) 
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4.4. Citotoxicidad de extractos pigmentados bacterianos 

La actividad citotóxica de los extractos con pigmentos fue evaluada sobre la línea 

de neuroblastoma Neuro-2a, estas fueron expuestas a una concentración de 250 

μg/ml de extracto durante 24 h, se midió la viabilidad celular mediante el ensayo de 

MTT (Figura 11). 

El control positivo correspondió a la viabilidad que presentaron las células no 

expuestas al extracto cuya actividad metabólica se consideró como un 100% de 

viabilidad. La viabilidad celular disminuyo un 1.87 % en presencia del solvente en el 

cual se solubilizaron los extractos (DMSO 0.1 %). Por consiguiente, el cambio en la 

viabilidad o muerte celular es atribuido a los compuestos presentes en el extracto. 

La Figura 11 muestra el porcentaje de viabilidad de la línea Neuro-2a expuestas 

durante 24 h al extracto. El extracto pigmentado de la cepa Iodobacter sp. UDEC-

P20 ocasionó una disminución del 78.22 % de la viabilidad celular, mientras que el 

extracto de la cepa Deinococcus sp. UDEC-P1 lo hace en un 35.91 %, en el caso 

del extracto pigmentado de Arthrobacter sp. UDEC-A13 la viabilidad disminuye en 

aproximadamente un 14.13 %. Por otro lado, el extracto pigmentado de las cepas 

Sphingomonas sp. UDEC-P21 y Microbacterium sp. UDEC-A15 ocasionan un 

aumento aproximado de un 15 % de la viabilidad celular comparado con el grupo 

control. Finalmente, el extracto pigmentado de Stenotrophomonas sp. UDEC-A14 

no tuvo un efecto sobre la viabilidad celular. 
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De esta forma, se seleccionaron los extractos de las cepas Deinococcus sp. UDEC-

P1, Iodobacter sp. UDEC-P20 y Arthrobacter sp. UDEC-A13 para realizar la 

purificación del pigmento y posteriores ensayos citotóxicos a diferentes 

concentraciones. 

 

 

Figura 11. Porcentaje de viabilidad de la línea celular Neuro-2A del primer screening. Las células fueron 
expuestas durante 24 horas a una concentración de 250 μg/ml de extracto pigmentado obtenido de 
bacterias antárticas y patagónicas. Control positivo corresponde al cultivo de células sin extracto, la 
concentración de DMSO corresponde al 0,1 %. (Fuente: Elaboración propia) 
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4.5. Purificación de pigmentos de las cepas Deinococcus sp. UDEC-P1, 

Iodobacter sp. UDEC-P20 y Arthrobacter sp. UDEC-A13 

Para comprobar que los responsables de la actividad citotóxica sobre la línea de 

neuroblastoma Neuro-2a son los pigmentos presentes en el extracto, estos fueron 

purificados por HPLC en modo preparativo y la pureza comprobada mediante HPLC 

en modo analítico. Las Figuras 12, 13 y 14 muestran los cromatogramas de los 

extractos crudos asi como de las fracciones del pigmento purificado de las cepas 

Deinococcus sp. UDEC-P1, Arthrobacter sp. UDEC-A13 e Iodobacter sp. UDEC-

P20 respectivamente. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 12. Purificación de pigmentos de la cepa Deinococcus sp. UDEC-P1. Se muestra el 

cromatograma del extracto crudo de Deinococcus sp. UDEC-P1(a) y cromatograma del 

carotenoide purificado (b). Todos a una longitud de onda de 450 nm. (Fuente: Elaboración 

propia) 
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Figura 13. Purificación de pigmentos de la cepa Iodobacter sp. UDEC-P20. Se muestra el 

cromatograma del extracto crudo de Iodobacter sp. UDEC-P20 (a) y el cromatograma del 

pigmento purificado (b). Todos a una longitud de onda de 530 nm. (Fuente: Elaboración 

propia) 
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Figura 14. Purificación de pigmentos de la cepa Arthrobacter sp. UDEC-A13. Se muestra el 

cromatograma del extracto crudo (a) y de las fracciones obtenidas, estas son Fracción F1 

(b), Fracción F2 (c) y Fracción F3 (d). Todos medidos a una longitud de onda de 450 nm. 
(Fuente: Elaboración propia) 
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4.6. Actividad citotóxica de pigmentos purificados 

La exposición a una concentración de 40 μg/ml del pigmento de Deinococcus sp. 

UDEC-P1 ocasiono la disminución de la viabilidad de la línea Neuro-2a en un 10 %, 

mientras que al ser expuestas a una concentración de 40 μg/ml de las fracciones 

F1 y F2 de Arthrobacter sp. UDEC-A13 la viabilidad disminuyó en un 19.63 y 13.4 

% respectivamente, caso contrario a lo ocurrido con la fracción F1 y el pigmento 

puro de Iodobacter sp. UDEC-P20, que no mostraron citotoxicidad sobre esta línea 

(Figura 15). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 15. Porcentaje de viabilidad de la línea celular Neuro-2A. Las células fueron expuestas durante 
24 horas a una concentración de 40 μg/ml de los pigmentos puros de las cepas Deinococcus sp. UDEC-
P1, Arthrobacter sp. UDEC-A13, (Fracción F1, F2 y F3) e Iodobacter sp. UDEC-P20. Control positivo 
corresponde al cultivo de células sin extracto, la concentración de DMSO corresponde al 0,1 %. (Fuente: 
Elaboración propia) 
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La exposición a una concentración de 40 μg/ml de la fracción F1 de la cepa 

Arthrobacter sp ocasiono la disminución de la viabilidad de la línea MCF-7 en un 

13.22 %, mientras que al ser expuestas a la F2 la viabilidad disminuyo un 10.52 %. 

El pigmento de la cepa Deinococcus sp. UDEC-P1 y el de la cepa Iodobacter sp. 

UDEC-P20 no provoco un cambio considerable de la viabilidad celular (Figura 16) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 16. Porcentaje de viabilidad de la línea celular MCF-7. Las células fueron expuestas durante 24 
horas a una concentración de 40 μg/ml de los pigmentos puros de las cepas Deinococcus sp. UDEC-
P1, Arthrobacter sp. UDEC-A13, (Fracción F1, F2 y F3) e Iodobacter sp. UDEC-P20. Control positivo 
corresponde al cultivo de células sin extracto, la concentración de DMSO corresponde al 0,1 %. (Fuente: 
Elaboración propia) 



44 
 

Por último, la exposición a 40 μg/ml del pigmento de Deinococcus sp. UDEC-P1 

ocasiono una disminución de la viabilidad celular de línea de osteosarcoma Saos-2 

en un 37,1 %, mientras que al ser expuestas a una concentración de 40 μg/ml de la 

fracción F1 de Arthrobacter sp. UDEC-A13 la viabilidad disminuyó en un 26,33 %, 

caso contrario a lo ocurrido con la fracción F2, F3 y el pigmento puro de Iodobacter 

sp. UDEC-P20, que no mostraron citotoxicidad sobre esta línea (Figura 17). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 17. Porcentaje de viabilidad de la línea celular Saos-2. Las células fueron expuestas durante 24 
horas a una concentración de 40 μg/ml de los pigmentos puros de las cepas Deinococcus sp. UDEC-
P1, Arthrobacter sp. UDEC-A13, (Fracción F1, F2 y F3) e Iodobacter sp. UDEC-P20. Control positivo 
corresponde al cultivo de células sin extracto, la concentración de DMSO corresponde al 0,1 %. (Fuente: 
Elaboración propia) 
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5. Discusión 

Detección de genes para la síntesis de policétidos en bacteria Antárticas y 

Patagónicas 

La búsqueda de compuestos de origen natural con actividad biológica ha tomado 

importancia debido a que muchos de estos productos naturales pueden ser 

utilizados para el tratamiento de enfermedades. En el último siglo, las bacterias han 

sido estudiadas por su capacidad para sintetizar diferentes metabolitos secundarios 

con actividad biológica. En general, en bacterias, las principales rutas biosintéticas 

implicadas en metabolismo secundario son los que forman compuestos aromáticos, 

isoprenos, oligosacáridos, péptidos y policétidos (Ruiz et al., 2010), estos son un 

grupo de metabolitos secundarios sintetizados por plantas, hongos y bacterias, 

estos metabolitos se caracterizan por poseen un amplio espectro de actividad 

biológica como antibacteriano, antifúngico, inmunomodulora y citotóxica (Hofle et 

al., 1996; Loper et al., 2008; Fenical et al., 2009).  

Los policétidos son sintetizados por un complejo multienzimatico denominado 

Policetido Sintasa (PKS) el cual es codificado por un operón el cual posee sitios 

conservados en el gen codifica para el dominio ceto sintasa (KS) del complejo (Piel 

et al., 2004). Zhao et al. (2008) demostró que las secuencias PKS obtenidas a partir 

de bacterias antárticas tienen menos de un 80 % de similitud con las secuencias 

disponibles en la base de datos GenBank, lo que implica que bacterias de estos 

ambientes tienen la capacidad para sintetizar policétidos químicamente diferentes 

a los descritos, por lo que la búsqueda de compuestos bioactivos en este tipo de 

microorganismos permitiría encontrar una nueva fuente de moléculas con un 
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potencial uso como drogas para el tratamiento del cáncer. Así, con el objetivo de 

detectar el complejo policétido sintasa en bacterias antárticas y patagónicas, se 

utilizó un par de partidores degenerados para amplificar el dominio cetosintasa del 

complejo PKS (Piel et al., 2004; Schirmer et al., 2005; Fieseler et al., 2007). Un total 

de 20 cepas aisladas desde la Antártica seleccionadas para la búsqueda del 

complejo policétido sintasa, de estas, las cepas Stenotrophomonas sp. UDEC-A14, 

Stenotrophomonas sp. UDEC-A3 y Microbacterium sp. UDEC-A15 

correspondientes al 15% presentaron producto de amplificación, mientras que, de 

20 cepas bacterianas patagónicas, las cepas Flavobacterium sp. UDEC-P22, 

Pseudomonas sp. UDEC-P23 y Pseudomonas sp. UDEC-P24 correspondientes al 

15% presentaron producto de amplificación. De acuerdo con los resultados del 

BlastX, la identidad de los productos de amplificación de las cepas 

Stenotrophomonas sp. UDEC-A14 y Stenotrophomonas sp. UDEC-A3 

corresponden a un receptor dependiente de TonB, estas son una familia de 

proteínas β-barril que se ubican en la membrana externa de las bacterias Gram 

negativas, la función de estas proteínas es recibir señales externas y transformarlas 

en señales intracitoplasmáticas, lo que lleva a la activación transcripcional de genes 

diana (Koebnik, 2000). Estos receptores están asociados con la absorción y el 

transporte sustratos como sideróforos de hierro y vitamina B12 (Koebnik, 2000). La 

identidad del amplicón de la cepa Pseudomonas sp. UDEC-P23 correspondio a un 

regulador transcripcional YiaG, mientras que la identidad del amplicón de la cepa 

Pseudomonas sp. UDEC-P23 correspondió a una enzima sulfóxido reductasa. 

Estos resultados indican que la identidad de los amplicones secuenciados de las 

cepas Stenotrophomonas sp. UDEC-A3, Stenotrophomonas sp. UDEC-A14, 
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Pseudomonas sp. UDEC-P23 y Pseudomonas sp. UDEC-P24 no corresponden a 

genes policétido sintasa, mientras que la secuencia de aminoácidos de 

Microbacterium sp. UDEC-A15 y Flavobacterium sp. UDEC-P22 muestran que no 

se pudo determinar la función o identidad de la proteína. Con estas secuencias se 

realizó un alineamiento para la búsqueda de un patrón conservado presente en el 

dominio KS, este patrón N(DV)KD está ubicado 22 aminoácidos rio arriba de la 

cisteína del sitio activo V(QE)TACS(TS)S (Moffitt et al., 2003). El patrón descrito no 

fue encontrado en las secuencias de aminoácidos de la cepa Microbacterium sp. 

UDEC-A15 y Flavobacterium sp. UDEC-P22, por lo que de acuerdo a los resultados 

se puede inferir que la identidad de estos amplicones no corresponde a genes 

Policétido Sintasa (PKS). Resultados similares fueron reportados por Fieseler et al 

(2007), al amplificar el dominio KS en bacterias simbiontes de esponjas utilizando 

partidores usados en el presente trabajo, solo un 8% de los amplicones 

correspondieron a los genes PKS, por otro lado, Piel et al. (2004), Zhang et al. 

(2009), Kurnia et al. (2017) detectaron los genes PKS, no obstante, no reportaron 

que porcentaje de los amplicones correspondió a genes PKS. 

Las secuencias de los amplicones de las cepas bacterianas utilizadas en este 

estudio indican que los productos de PCR no corresponden al dominio ceto sintasa 

del complejo policétido sintasa. Esto puede explicarse debido a que los partidores 

degenerados hibridaron con el templado ADN de forma inespecífica, ya que a 

medida que aumenta la degeneración de los partidores, estos pierden especificidad 

(Linhart et al., 2002). Por lo que se propone que para detectar estos genes mediante 

PCR se utilicen partidores más confiables a los descritos por Piel et al. (2004) o en 
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su defecto, utilizar otra técnica como hibridación, ya que se ha demostrado que esta 

última es más efectiva que la PCR (Gerrish et al., 2007). 

Debido a que los genes detectados no pertenecen a los de interés, estas bacterias 

no se incluyeron en los ensayos de citotoxicidad ya que no tendrían la capacidad 

para sintetizar metabolitos bioactivos de la familia de los policétidos, los cuales eran 

los de interés de este trabajo. 

Caracterización de pigmentos bacterianos 

Las 6 cepas bacterianas utilizadas en este estudio mostraron sintetizar pigmentos 

diferentes, siendo los más abundantes los del tipo carotenoides, este es un grupo 

de pigmentos ampliamente distribuido en la naturaleza, son estructural y 

funcionalmente diversos, se presentan en tonos que van desde el color rojo hasta 

amarillo en una amplia variedad de bacterias, algas, hongos y plantas. Se ha 

demostrado que los carotenoides juegan un rol importante en la resistencia a 

distintos tipos de estrés, por ejemplo, cepas antárticas pigmentadas, presentan 

carotenoides los que les permiten a estas bacterias soportar radiación ultravioleta y 

ciclos de congelamiento y descongelamiento (Dieser et al., 2010), Arthrobacter agilis 

MB813 sintetiza un carotenoide llamado bacterioruberina que le permite soportar 

cambios de osmolaridad y temperatura (Fong et al., 2001). Los pigmentos del tipo 

carotenoides representan una clase de moduladores de fluidez de la membrana. Se 

postula que tanto pigmentos carotenoides polares como apolares sintetizados por 

diferentes bacterias ayudan a mantener la fluidez y homeoviscosidad de la 

membrana durante las fluctuaciones de temperatura en ambientes antárticos 

(Chattopadhyay, 2006; Rodrigues et al., 2008). 
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Como los resultados lo muestran, Deinococcus es una genero bacteriano que se 

caracteriza por sintetizar un carotenoide denominado deinoxantina, esta fue descrita 

por primera vez en la especie Deinococcus radiodurans (Lemee et al., 1997). De 

acuerdo a los resultados obtenidos del análisis por HPLC, la cepa Deinococcus sp. 

UDEC-P1 sintetiza un carotenoide que presenta 3 máximos de absorbancia a los 

458, 482 y 510 nm en acetona. Saito et al. (1998) describió para la deinoxantina 

obtenida de Deinococcus radiodurans presenta un espectro de absorción con 

máximos de 454, 480 y 507 nm en acetona. Ambos espectros de absorción son 

similares entre si, por lo que el pigmento sintetizado por Deinococcus sp UDEC-P1 

podría corresponder a deinoxantina.  

Se ha descrito que la deinoxantina participa en la resistencia a radiaciones UV (Ji, 

2010). Este pigmento es el producto principal en la vía de síntesis de carotenoides 

en esta bacteria y tiene una mayor habilidad para secuestrar peróxido de hidrógeno 

que otros los carotenos licopeno y β-caroteno (Slade et al., 2011). No obstante, los 

distintos carotenoides parecen tener poca participación en la resistencia a radiación, 

pues hay cepas de Deinococcus radiodurans mutantes que carecen de pigmentos 

que son tan resistentes a radiaciones ionizantes y UV como la cepa nativa por lo 

que se ha mostrado que los carotenoides no serían indispensables en Deinococcus 

radiodurans (Battista et al., 1999). Se ha demostrado que el  ADN de Deinococcus 

radiodurans es tan sensible a la rotura inducida por radiación como el ADN de otras 

bacterias (Burrell et al., 1971; Bonura et al., 1976; Gérard et al., 2001). Por lo que la 

resistencia a la radiación extrema se correlaciona a la capacidad extraordinaria para 
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reparar el daño masivo del ADN causado por la radiación ionizante o luz ultravioleta 

(krisko et al., 2013). 

En el caso de la cepa Sphingomonas sp. UDEC-P21, el pigmento más abundante 

mostro máximos de absorbancia de 432, 454, 483 similares a los descritos por 

Jenkins et al. (1979) para el pigmento Nostoxantina con λ Max de 428, 453 y 480 

nm, Este carotenoide es in derivado del β-caroteno y ha sido aislados solamente de 

algunas bacterias como Brevundimonas sp. SD212, Brevundimonas vesicularis 

DC263, Thermosynechococcus elongatus BP-1 y Sphingomonas (Iwai et al., 2008; 

Nishida et al., 2005; Tao et al., 2006; Zhu et al., 2012). Por lo que, el pigmento 

sintetizado por Sphingomonas sp. UDEC-P21 podría corresponder a Nostoxantina 

descrito en Sphingomonas. 

La cepa Iodobacter sp. UDEC-P20 mostro un espectrograma cuyas señales 

muestran máximos de absorbancia a los 264, 375 y 577 nm, este patrón no 

corresponde a espectros típicos de carotenoides (400 – 550 nm). En efecto, se ha 

descrito que las bacterias del genero Iodobacter sintetizan un pigmento violeta 

denominado violaceina (Logan, 2005), este pigmento tiene máximos de absorbancia 

de 375 y 575 nm en metanol (Asencio et al., 2014), los cuales son similares a los 

encontrados en Iodobacter sp. UDEC-P20, por lo que el pigmento sintetizado por 

esta cepa, corresponderia a violaceina. Este pigmento también es sintetizado por 

Chromobacterium, Collimonas, Duganella, Janthinobacterium y 

Pseudoalteromonas (Choi et al., 2015) y se ha demostrado que mutantes incapaces 

de sintetizar violaceina disminuyen su capacidad de sobrevivencia frente a radiación 
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ultravioleta, demostrando que este tipo de pigmento ejerce un rol fotoprotector 

(Abboud et al., 2013). 

Por otro lado, las cepas antárticas Arthrobacter sp. UDEC-A13, Stenotrophomonas 

sp. UDEC-A14 y Microbacterium sp. UDEC-A14 presentaron diferentes tipos de 

pigmentos. En la cepa Arthrobacter sp. UDEC-A13, la señal más intensa presenta 

máximos de absorbancia de 417, 441 y 471 nm, estos pigmentos pueden 

corresponder al carotenoide descrito en Arthrobacter glacialis denominado 

Decaprenoxantina (Arpin et al., 1975) cuyos máximos de absorbancia en acetona 

son a los 419, 443 y 472 nm (Liaaen-Jensen et al., 1968 ), la decaprenoxantina es 

una carotenoide C50, el cual en su ruta biosintéticas puede ser glicosidado a ambos 

extremos de la molécula (Krubasik et al., 2001). 

La cepa antártica Stenotrophomonas sp. UDEC-A14 sintetiza un pigmento con 

máximos de absorbancia de 400, 419 y 436 nm, dichos máximos de absorbancia no 

coinciden con ningún carotenoide descrito, por lo que no fue posible determinar una 

identidad aproximada del pigmento. Sin embargo, la cepa pertenece al género 

Stenotrophomonas, genero creado para ubicar a Xanthomonas maltophilia 

(Palleroni et al., 1993).  Se ha descrito que las bacterias del genero Xanthomonas 

producen un pigmento de naturaleza carotenoide denominado Xanthonomadina. Se 

ha señalado que este pigmento es una característica determinante para la 

diferenciación entre el género Xanthomonas y Stenotrophomonas (Palleroni et al., 

1993). En consecuencia, el pigmento sintetizado por Stenotrophomonas sp. UDEC-

A14 no correspondería a Xanthonomadina. En este sentido, Stainer et al., (1966) 

sugiere el pigmento sintetizados por bacterias del genero Stenotrophomonas 
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corresponde a algún tipo de flavinas, por lo que la naturaleza del pigmento podría 

determinarse mediante comparación de su Masa Molecular y/o Espectroscopia de 

Resonancia Magnética Nuclear (RMN). 

La cepa Microbacterium sp. UDEC-A15 sintetiza un pigmento carotenoide con 

máximos de absorbancia de 418, 443 y 472 nm. Se ha descrito que bacterias del 

genero Micrococcus sintetizan diversos carotenoides, por ejemplo, Microbacterium 

pumilum NIT-D sintetiza como pigmento mayoritario la Zeaxantina (Das et al., 2016), 

cuyos máximos de absorbancia en acetona son a los 430, 452 y 479 nm (Sajilata et 

al., 2008), también ha sido descrita la síntesis de Licopeno en Microbacterium 

arborescens (Godinho et al., 2008), con máximos de absorbancia de 445, 473 y 505 

nm en acetona (Yodjun et al., 2011). Meddeb-Mouelhi et al. (2016) aisló un 

carotenoide de la cepa Microbacterium oxydans, determinando que los máximos de 

absorbancia en metanol son de 415, 435 y 465 nm, con una diferencia de 20 y 30 

nanómetros en sus 3 máximos de absorbancia, distancias similares a las del 

carotenoide de Microbacterium sp. UDEC-A15 (con 20 y 30 nm), por lo que se puede 

inferir que el pigmento sintetizado por esta cepa correspondería al descrito en 

Microbacterium oxydans. 
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Citotoxicidad de pigmentos bacterianos 

El cáncer se define como una enfermedad en la que células anormales se dividen 

sin control y pueden invadir los tejidos cercanos cuyo tratamiento consiste en la 

administracion al paciente de distintas drogas, de las cuales se ha descrito que 

aproximadamente el 50 % son de origen natural o derivados de estos, siendo 

plantas, hongos y bacterias los principales productores de estos. 

La multirresistencia a drogas de células cancerosas es la habilidad de estas a 

sobrevivir o crecer posterior al tratamiento anticáncer, se postula que la 

heterogenicidad celular del tumor sea la causante de este fenómeno, se basa en la 

idea de que los tumores están compuestos de diferentes poblaciones de células que 

morfológica y fenotípicamente diferentes (Marusyk et al., 2010). Ciertas poblaciones 

celulares de cáncer pueden poseer características inherentes, tales como las 

mutaciones y/o cambios epigenéticos, que confieren resistencia a los 

medicamentos (Marusyk et al., 2010). La multiresistencia a drogas es el principal 

factor por el que muchos tipos de cáncer desarrollan resistencia a los medicamentos 

usados en la quimioterapia (Zahreddine et al., 2013).  

Así, la búsqueda de nuevos productos naturales para el tratamiento de esta 

enfermedad es necesaria y puede incluirse microorganismos de ambientes 

extremos como fuente de moléculas bioactivas con potencial para el tratamiento de 

esta enfermedad (Cragg et al., 2013). 
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Los resultados de los ensayos citotóxicos realizados con la línea Neuro-2a 

mostraron que 3 de los 6 extractos de bacterias pigmentadas utilizados en el primer 

screening fueron ser citotóxicos. Los extractos no citotóxicos correspondieron los 

de las cepas Sphingomonas sp. UDEC-P21 y Microbacterium sp. UDEC-A15, cuyo 

análisis indico que pertenecen al grupo de los carotenoides, en consecuencia, estos 

pigmentos no serían citotóxicos sobre otras líneas celulares, por lo que podrían 

tener una potencial aplicación biotecnológica y deberá ser corroborada usando 

modelos celulares relacionados a su potencial aplicación. Los colorantes sintéticos 

han sido ampliamente utilizados en diversas industrias, incluyendo alimenticia, textil 

y cosmética, estos han sido prohibidos debido a su hiperalergenicidad, 

carcinogenicidad y otros problemas toxicológicos (Amchova et al., 2015). Debido a 

esto, se ha generado un aumento en la demanda de colorantes o pigmentos de 

origen natural (Downham et al., 2000; Lakshmi, 2014; Saini et al., 2017) por lo que 

los carotenoides de las cepas Microbacterium sp. UDEC-A15 y Sphingomonas sp. 

UDEC-P21 pueden ser proyectados para su uso como colorantes en la industria 

alimenticia. 

Por otro lado, los extractos de las cepas Arthrobacter sp. UDEC-A13, Deinocuccus 

sp. UDEC-P1 e Iodobacter sp. UDEC-P20 mostraron ser citotóxicos a una 

concentración de 250 μg/ml sobre la línea Neuro-2a. Los principales pigmentos de 

estos extractos fueron purificados para determinar la citotoxicidad de estos.  
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El principal pigmento sintetizado por Iodobacter sp. UDEC-P20 fue identificado 

como violaceina, un pigmento que ha sido descrito en bacterias del genero 

Iodobacter (Logan, 2005). Los resultados mostraron que el extracto crudo de 

Iodobacter sp. UDEC-P20 a una concentración de 250 μg/ml disminuyo 

considerablemente la viabilidad celular de línea Neuro-2a, no obstante, al ser 

expuesta al pigmento purificado la viabilidad celular no fue afectada, mismos 

resultados fueron observados en las líneas Saos-2 y MCF-7. La violaceina es un 

pigmento violeta que ha sido descrito presentar citotoxicidad en diferentes líneas 

celulares de cáncer, por ejemplo, Rahul et al. (2015) reportó que la IC50 de la 

violaceina sobre la línea MCF-7 está en un rango desde 98 a 158 μg/ml, por lo que, 

la alta citotoxicidad que presento el extracto crudo de la cepa Iodobacter sp. UDEC-

P20 pueda ser ocasionado por un compuesto que actúa de forma sinérgica con la 

violaceina. 

El principal carotenoide sintetizado por Deinocuccus sp. UDEC-P1 fue identificado 

como deinoxantina. Los resultados muestran que el extracto crudo de Deinocuccus 

sp. UDEC-P1 a una concentración de 250 μg/ml disminuyo considerablemente la 

viabilidad celular de línea Neuro-2a, no obstante, al ser expuesta al pigmento 

purificado en una concentración de 40 μg/ml durante 24 h la citotoxicidad fue menor, 

esto supone que puede ser producto de un efecto sumatorio o sinergismo entre 

alguno de los compuestos presentes en el extracto y la deinoxantina. En efecto, se 

demostró que este último posee actividad citotóxica por sí solo, ya que la línea Saos-

2 disminuyo su viabilidad en un 37.1% al ser expuesta a 40 μg/ml durante 24 h, lo 

que sugiere un efecto específico sobre este tipo de línea celular de cáncer. Choi et 



56 
 

al. (2014) realizo un estudio en el cual evaluó la citotoxicidad de la deinoxantina de 

la especie Deinococcus radiodurans, siendo este citotóxico de manera dosis 

dependiente en las líneas HepG2, HT-29 y PC-3, se determinó una IC50 de 59 μM 

(31.2 μg/ml) para la línea celular HepG2, 61 μM (32.2 μg/ml) para la línea  HT-29 y 

77 μM (40.7 μg/ml) para la línea celular PC-3, por lo que en términos generales, la 

deinoxantina de Deinococcus radiodurans tiene mayor efecto citotóxico que la 

deinoxantina de Deinococcus sp. UDEC-P1, no obstante, este último posee 

actividad citotóxica selectiva sobre la línea celular Saos-2, por lo que, al determinar 

el mecanismo de acción de este compuesto, se puede proyectar un posible uso 

como droga antitumoral, por lo que afectaría solamente células de osteosarcoma 

evitando los efectos secundarios producto de la quimioterapia. 

El extracto crudo de Arthrobacter sp. UDEC-A13 mostro 12 carotenoides diferentes, 

este fue citotóxico a una concentración de 250 μg/ml en la línea Neuro-2a, sus 

pigmentos fueron purificados, obteniéndose 3 fracciones denominadas F1, F2 y F3 

para evaluar su actividad citotóxica. Los resultados mostraron que esta fracción a 

una concentración de 40 μg/ml disminuyo la viabilidad de todas las líneas celulares 

utilizadas en este estudio en un porcentaje que esta entre un 13.22 y 26.33%. Estos 

resultados indican que estos pigmentos provocan la muerte celular de forma no 

espocifica sin discriminar la naturaleza o el origen de esta, en consecuencia, se 

podría proyectar el estudio de este carotenoide para su uso terapéutico frente a 

distintos tipos de cáncer, lo que deberá ser estudiado posteriormente. 

Los pigmentos encontrados en la cepa Arthrobacter sp. UDEC-A13 podrian 

corresponder a decaprenoxantina, o sus derivados como decaprenoxantina 
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monoglucosa y decaprenoxantina diglucosa. En efecto, este tipo de pigmentos han 

sido descrito en otras cepas pertenecientes al género Arthrobacter (Arpin et al., 

1975). La decaprenoxantina es un carotenoide C50, estos derivan de la estructura 

de un carotenoide C40 a los cuales se le añaden dos unidades de isopreno (Britton 

et al., 2004), hasta la fecha se ha descrito que estos carotenoides C50 son 

sintetizados solamente por Bacterias y Archeas (Yang et al., 2015). No obstante, no 

se ha descrito en la literatura que el carotenoide decaprenoxantina o sus derivados 

tengan actividad citotóxica sobre líneas celulares de cáncer, por lo que este sería el 

primer reporte de citotoxicidad de este pigmento.  

En general, se ha descrito que algunos carotenoides poseen actividad similar a la 

descrita en este estudio, por ejemplo, la crocina, un carotenoide aislado de Crocus 

sativus posee actividad citotóxica sobre las líneas de cáncer colorectal HCT-116, 

SW-480 and HT-29 (Aung et al., 2007), la Genisteina, una isoflavona de la Soya, 

inhibe el crecimiento celular de las líneas LNCaP y PC-3 (Susuki et al., 2002). 

Neoxantina y fucoxantina de dinoflagelados inhibe el crecimiento de las células PC-

3 (Kotake-Nara et al., 2005). Violaxantina aislada de Dunaliella tertiolecta inhibe el 

crecimiento de la línea celular MCF-7 a una concentración de 40 μg/ml (Pasquet et 

al., 2011). Halobacterium, una Archea sintetiza un carotenoide que posee un efecto 

citotóxico sobre la línea HepG2 (Abbes et al., 2013). De esta manera, los resultados 

de los ensayos de citotoxicidad MTT para determinar si existe actividad citotóxica 

de los pigmentos de las cepas Deinococcus sp. UDEC-P1 y Arthrobacter sp. UDEC-

A13 son similares a los resultados obtenidos en las investigaciones mencionadas 

anteriormente. 
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La apoptosis es una vía de destrucción o muerte celular programada, esta es 

provocada por el mismo organismo con el fin de controlar su desarrollo y 

crecimiento, puede ser de naturaleza fisiológica y está desencadenada por señales 

celulares controladas genéticamente (Tsujimoto, 1998). Las proteínas que regulan 

la apoptosis pertenecen a la familia de la proteína Bcl-2, esta se subdivide en 3 

grupos, una subfamilia incluyendo Bcl-2, Bcl-XL y Bcl-w las que se caracterizan por 

evitar la apoptosis inducida por estímulos como shock térmico y reactivos 

quimioterapéuticos. Otra subfamilia comprende las proteínas Bax y Bak, 

encargadas de la actividad proapoptotica en la célula, finalmente existe una tercera 

subfamilia denominada BH3 (Tsujimoto, 1998).  Bcl-2 y Bcl-xL se localizan en la 

membrana mitocondrial, así como también en la membrana del retículo 

endoplásmico y envoltura nuclear. En las mitocondrias, Bcl-2 y Bcl-xL evitan la 

apoptosis asociada liberación de factores apoptogénicos, como el citocromo c 

(Tsujimoto, 1998). En células cancerígenas, las proteínas de la familia Bcl están 

alteradas de forma que se promueve su sobreexpresión, evitando que estas entren 

en estado de apoptosis (Yip et al., 2008). Por otro lado, algunos carotenoides tienen 

efecto sobre algunas proteínas relacionadas a la regulación de la apoptosis ya que 

regulan negativamente la expresión de las proteínas antiapoptoticas Bcl-2 y Bcl-xL, 

mientras que regulan positivamente la expresión de las proteínas proapoptoticas 

Bax y Bak en diferentes líneas celulares de cáncer (Palozza et al., 2002; Palozza et 

al., 2009; Kim et al., 2010; Bi et al., 2013; D’Alessandro et al., 2013). Por lo que, el 

mecanismo de citotoxicidad mostrada por los carotenoides de las cepas 

Deinococcus sp. UDEC-P1 y Arthrobacter sp. UDEC-A13 pueda estar relacionada 

a la inducción de apoptosis estimulando la sobreexpresión de proteínas pro-
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apoptoticas Bax y Bak y/o disminuyendo la expresión de proteínas antiapoptoticas 

Bcl-2 y Bcl-xL, por lo que estudios posteriores serían necesarios para dilucidar esta 

hipótesis. 
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6. Conclusiones 

1. Los principales pigmentos no difusibles sintetizados por bacterias aisladas de 

ambientes extremos pertenecen al grupo de los carotenoides, algunos de estos 

presentan amplio o reducido espectro actividad citotóxica sobre diferentes líneas 

celulares de cáncer, por lo que, estos microorganismos son una fuente de 

compuestos con potencial uso farmacológico en el tratamiento del cáncer. 

2. Por la degeneración de los partidores utilizados en este estudio, los genes 

Policétido Sintasa no pudieron ser detectados, por lo que es necesario evaluar otras 

técnicas de detección para estos genes. 
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7. Proyecciones 

Dado que los pigmentos de las cepas Deinococcus sp. UDEC-P1 y Arthrobacter sp. 

UDEC-A13 presentaron actividad citotóxica, en consecuencia, se podría proyectar 

el uso del pigmento de Deinococcus sp. UDEC-P1 en el tratamiento de 

Osteosarcoma, ya que este presento actividad inhibitoria solo sobre la línea Saos-

2, mientras que el pigmento de Arthrobacter sp. UDEC-A13 presento actividad 

citotóxica sobre todas las líneas celulares utilizadas en este estudio, este podría 

proyectarse como fármaco para el tratamiento de distintos tipos de cáncer. 

Los colorantes sintéticos han sido ampliamente utilizados en diversas industrias, 

incluyendo alimenticia, textil, cosmética y de productos farmacéuticos. Sin embargo, 

muchos han sido prohibidos debido a su hiperalergenicidad, carcinogenicidad y 

otros problemas toxicológicos. Debido a esto, se ha generado un aumento en la 

demanda de colorantes o pigmentos de origen natural (Downham, et al., 2000; 

Lakshmi, 2014; Saini, et al., 2017). Los resultados obtenidos en este estudio 

determinaron que los pigmentos de las cepas Microbacterium sp. UDEC-A15 y 

Sphingomonas sp. UDEC-P21 no poseen actividad citotóxica, por lo que se puede 

proyectar el uso de estos carotenoides como colorantes de origen natural para la 

industria alimenticia. 
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9. Anexos 

Anexo 1  

Secuencias reconstruidas del Gen que codifica para el ARN ribosomal 16S de las 
bacterias utilizadas en este estudio. 

 

Cepa Secuencia 

UDEC-A13 ATGACGGCCTTCGGGTTGTAAACCTCTTTCAGTAGGGAACAAGGCCAGCATTTTTGT
TGGTTGAGGGTACTTGCAGAAGAAGCGCCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGG
TAATACGTAGGGCGCAAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTAAAGAGCTCGTAGGC
GGTTTGTCGCGTCTGCCGTGAAAGTCCGGGGCTCAACNCCGGATCTGCGGTGGGT
ACGGGCAGACTAGAGTGATGTAGGGGAGACTGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGAAAT
GCGCAGATATCAGGAGGAACACCGATGGCGAAGGCAGGTCTCTGGGCATTAACTGA
CGCTGAGGAGCGAAAGCATGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCATG
CCGTAAACGTTGGGCACTAGGTGTGGGGGACATTCCACGTTTTCCGCGCCGTAGCT
AACGCATTAAGTGCCCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTAAAACTCAAAGGAA
TTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGCGGAGCATGCGGATTAATTCGATGCAACGCGA
AGAACCTTACCAAGGCTTGACATGAACTGGAAANACNTGGAAACNGGTGCCCCGCT
TGCGGTCGGTTTACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTG
GGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTCGTTCTATGTTGCCAGCACGTAATGGTG
GGGACTCATAGGAGACTGCCGGGGTCAACTCGGAGGAAGGTGAGGACGACGTCAA
ATCATCATGCCCCTTATGTCTTGGGCTTCACGCATGCTACAATGGCCGGTACAATGG
GTTGCGATACTGTGAGGTGGAGCTAATCCCAAAAAGCCGGTCTCAGTTCGGATTGG
GGTCTGCAACTCGACCCCATGAAGTCGGAGTCGCTAGTAATCGCAGATCAGCAACG
CTGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCAAGTCACGAAAGTT
GGTAACACCCGAAGCCGGTGGCCTAACCCC 
 

UDEC-A14 TGGCGGTAGGCCTAACACATGCAAGTCGAACGGCAGCACAGAGGAGCTTGCTCCTT
GGGTGGCGAGTGGCGGACGGGTGAGGAATACATCGGAATCTACTYTGTCGTGGGG
GATAACGTAGGGAAACTTACGCTAATACCGCATACGACCTACGGGTGAAAGCAGGG
GAYCTTCGGACCTTGCGCGATTGAATGAGCCGATGTCGGATTAGCTAGTTGGCGGG
GTAAAGGCCCACCAAGGCGACGATCCGTAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACA
CTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGA
CAATGGGCGCAAGCCTGATCCAGCCATACCGCGTGGGTGAAGAAGGCCTTCGGGTT
GTAAAGCCCTTTTGTTGGGAAAGAAAYGGCTAATACCYGGTTGGGATGACGGTACCC
AAAGAATAAGCACCGGCTAACTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAAGGGTGCA
AGCGTTACTCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGTGCGTAGGTGGTYGTTTAAGTCYGTT
GTGAAAGCCCTGGGCTCAACCTGGGAACTGCAGTGGAYACTGGYCACTAGAGTGTG
GTAGAGGGTAGCGGAATTCCYGGTGTACAGTGAAATGCGTAGAGATCGGGAGGAAC
ATCCATGGCGAAGGCAGCTACCTGGACCAACACTGACACTGAGGCACGAAAGCGTG
GGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCCTAAACGATGCGAACTGG
ATGTTGGGTGCAATTTGGCACGCAGTATCGAAGCTAACGCGTTAAGTTCGCCGCCT
GGGGAGTACGGTCGCAAGACTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAG
CGGTGGAGTATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTGGCCTTGACA
TGTCGAGAACTTTCCAGAGATGGATTGGTGCCTTCGGGAACTCGAACACAGGTGCT
GCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCG
CAACCCTTGTCCTTAGTTGCCAGCACGTAATGGTGGGAACTCTAAGGAGACCGCCG
GTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGGCCA
GGGCTACACACGTACTACAATGGTAGGGACAGAGGGCTGCAAGCCGGCGACGGTA
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AGCCAATCCCAGAAACCCTATCTCAGTCCGGATTGGAGTCTGCAACTCGACTCCATG
AAGTCGGAATCGCTAGTAATCGCAGATCAGCATTGCTGCGGTGAATACGTTCCCGG
GCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTTTGTTGCACCAGAAGCAGGTAG
CTTAACCTTCGGGAGGGCGCTTGCCACGGTGTGGCCGATGACTGGGGTGAAGTCG
TAACAAGGTAGCC 
 

UDEC-A3 GCCTAACACATGCAGTCGAACGGCAGCACCATAAGAGCTTGCTCTTATGGGTGGCG
AGTGGCGGACGGGTGAGGAATACATCGGAATCTACTTTTTCGTGGGGGATAACGTA
GGGAAACTTACGCTAATACCGCATACGACCTACGGGTGAAAGCAGGGGATCTTCGG
ACCTTGCGCGATTGAATGAGCCGATGTCGGATTAGCTAGTTGGCGGGGTAAAGGCC
CACCAAGGCGACGATCCGTAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGAACTG
AGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGC
GCAAGCCTGATCCAGCCATACCGCGTGGGTGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGCC
CTTTTGTTGGGAAAGAAATCCAGCCGGCTAATACCTGGTTGGGATGACGGTACCCAA
AGAATAAGCACCGGCTAACTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAAGGGTGCAAG
CGTTACTCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGTGCGTAGGTGGTTGTTTAAGTCTGTTGT
GAAAGCCCTGGGCTCAACCTGGGAACTGCAGTGGAAACTGGACAACTAGAGTGTGG
TAGAGGGTAGCGGAATTCCCGGTGTAGCAGTGAAATGCGTAGAGATCGGGAGGAAC
ATCCATGGCGAAGGCAGCTACCTGGACCAACACTGACACTGAGGCACGAAAGCGTG
GGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCCTAAACGATGCGAACTGG
ATGTTGGGTGCAATTTGGCACGCAGTATCGAAGCTAACGCGTTAAGTTCGCCGCCT
GGGGAGTACGGTCGCAAGACTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAG
CGGTGGAGTATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTGGCCTTGACA
TGTCGAGAACTTTCCAGAGATGGATTGGTGCCTTCGGGAACTCGAACACAGGTGCT
GCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCG
CAACCCTTGTCCTTAGTTGCCAGCACGTAATGGTGGGAACTCTAAGGAGACCGCCG
GTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGGCCA
GGGCTACACACGTACTACAATGGTAGGGACAGAGGGCTGCAAGCCGGCGACGGTA
AGCCAATCCCAGAAACCCTATCTCAGTCCGGATTGGAGTCTGCAACTCGACTCCATG
AAGTCGGAATCGCTAGTAATCGCAGATCAGCATTGCTGCGGTGAATACGTTCCCGG
GCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTTTGTTGCACCAGAAGCAGGTAG
CTTAACCTTCGGGAGGGCGCTGCCACGG 
 

UDEC-A15 GGTCTGGGATGGGCTCGCGGCCTATCAGCTTGTTGGTGAGGTAATGGCTCACCAAG
GCGTCGACGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGTGACCGGCCACACTGGGACTGAGACAC
GGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGC
CTGATGCAGCAACGCCGCGTGAGGGANGACGGCCTTCGGGTTGTAAACCTCTTTTA
GTAGGGAAGAAGCGAAAGTGACGGTACCTGCAGAAAAAGCGCCGGCTAACTACGTG
CCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGCGCAAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTAA
AGAGCTCGTAGGCGGTTTGTCGCGTCTGCTGTGAAATCCGGAGGCTCAACCTCCGG
CCTGCAGTGGGTACGGGCAGACTAGAGTGCGGTAGGGGAGATTGGAATTCCTGGT
GTAGCGGTGGAATGCGCAGATATCAGGAGGAACACCGATGGCGAAGGCAGATCTCT
GGGCCGTAACTGACGCTGAGGAGCGAAAGGGTGGGGAGCAAACAGGCTTAGATAC
CCTGGTAGTCCACCCCGTAAACGTTGGGAACTAGTTGTGGGGTCCATTCCACGGAT
TCCGTGACGCAGCTAACGCATTAAGTTCCCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCT
AAAACTCAAAGGAATTGACGGGGACCCGCACAAGCGGCGGAGCATGCGGATTAATT
CGATGCAACGCGAAGAACCTTACCAAGGCTTGACATATACGAGAACGGGCCAGAAA
TGGTCAACTCTTTGGACACTCGTAAACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGT
CGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTCGTTCTAAGTTGCCAG
CACGTAATGGTGGGAACTCATGGGATACTGCCGGGGTCAACTCGGAGGAAGGTGG
GGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGTCTTGGGGTTCACGCATGCTACAATGG
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CCGGTACAAAGGGCTGCAATACCGCGAGGTGGAGCGAATCCCAAAAAGCCGGTCC
CAGTTCGGATTGAGGTCTGCAACTCGACCTCATGAAGTCGGAGTCGCTAGTAATCG
CAGATCAGCAACGCTGCGGTGAATACGTTCCCGGGTGTTGTACACACCGCCCGTCA
AGTCATGAAAGTCGGTAACACCTGAAGCCGGTGGCCTAAC 
 

UDEC-P21 AGATTTATCGCCTGAGGATGAGCCCGCGTACGATTAGCTAGTTGGTGTGGTAAAGG
CGCACCAAGGCGACGATCCTTAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGGAC
TGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGG
GCGAAAGCCTGATCCAGCAATGCCGCGTGAGTGATGAAGGCCTTAGGGTTGTAAAG
CTCTTTTACCCGGGATGATAATGACAGTACCGGGAGAATAAGCTCCGGCTAACTCCG
TGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGAGCTAGCGTTATTCGGAATTACTGGGCGT
AAAGCGCACGTAGGCGGCTTTGTAAGTTAGAGGTGAAAGCCTGGAGCTCAACTCCA
GAATTGCCTTTAAGACTGCATCGCTTGAATCCAGGAGAGGTGAGTGGAATTCCGAGT
GTAGAGGTGAAATTCGTAGATATTCGGAAGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTCACT
GGACTGGTATTGACGCTGAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACC
CTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGATAACTAGCTGTCGGGGCTCTTAGAGCTTCG
GTGGCGCAGCTAACGCATTAAGTTATCCGCCTGGGGGGTACGGCCGCAAGGTTAAA
ACTCAAATGAATTGACGGGGGCCTGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGA
AGCAACGCGCAGAACCTTACCAGCGTTTGACATGTCCGGACGATTTCGGGAGACCG
ATCTCTTCCCTTCGGGGACTGGAACACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGGTGGTG
TCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTGGTCCTTAATTGCCAT
CATTTAGTTGGGCACTCTAAGGAAACCGCCGGTGATAAACCGGAGGAAGGTGGGGA
TGACGTCAAGTCCTCATGGCCCTTACGCGCTGGGGTACACACGTGTTACAATGGCG
GTGACAGTGGGCAGCAATCTCGCAAGGGTGAGCTAATCTCCAAAAGCCGTTTCAGT
TCGGATTGTTCTCTGCAACTCGAGAGCATGAAGGCGGAATCGTTAGTAATAGCGGAT
CAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCAGGCGTTGTACACACCGCCCGTCACACCAT
GGGAGTTGGATTCTCCTGAAGGCCCTGCGCGAACCGCAAGGAGGCA 
 

UDEC-P22 GGCTCGTCAGCTGAGTTTGATCCTGGCTCAGGCTGGATCACCTCCTTTCGAGACCG
GCGCACGGGTGCGTAACGCGTATGCAATCTACCTTTTAGCTGAGTTTGACCCTGGC
ACATTTTGATTAACCTCCTTACTATATAAACTCGAGCATCGAGATTATATTAAAGTCAC
AACGGTAAAAGATGAGCATGCGTCCCATTAGCTAGTTGGTAAGGTAACGGCTTACCA
AGGCTACGATGGGTAGGGGTCCTGAGAGGGAGATCCCCCACACTGGTACTGAGAC
ACGGACCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGAGGAATATTGGACAATGGGCGCAA
GCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGCAGGATGACGGTCCTATGGATTGTAAACTGCTT
TTATACGAGAAGAAACATACCGACGTGTCGGGACTTGACGGTATCGTAAGAATAAGG
ATCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGATCCAAGCGTTATCCG
GAATCATTGGGTTTAAAGGGTCCGTAGGGGGTTTAATAAGTCAGTGGTGAAAGCCCA
TCGCTCAACGGTGGAACGGCCATTGATACTGTTAGACTTGAATTATTAGGAAGTAAC
TAGAATATGTAGTGTAGCGGTGAAATGCTTAGAGATTACATGGAATACCAATTGCGA
AGGCAGGTTACTACTAATTGATTGACGCTGATGGACGAAAGCGTGGGTAGCGAACA
GGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGGATACTAGCTGTTGGAAGCA
ATTTCAGTGGCTAAGCGAAAGTGATAAGTATCCCACCTGGGGAGTACGTTCGCAAGA
ATGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAA
TTCGATGATACGCGAGGAACCTTACCAAGGCTTAAATGTAGATTGACCGGTTTGGAA
ACAGATCTTTCGCAAGACAATTTACAAGGTGCTGCAGGGTTGTCGTCACCTCGGGG
GGTGAGGTGTCAGGTTAAGTCCTATAACGAGCGCAACCCCTGTTGTTAGTTGCCAG
CGAGTCATGTCGGGAACTCTAACAAGACTGCCAGTGCAAACTGTGAGGAAGGTGGG
GATGACGTCAAATCATCACGGCCCTTACGCCTTGGGCTACACACGTGCTACAATGG
CCGGTACAGAGAGCAGCCACTGGGCGACCAGGAGCGAATCTATAAAACCGGTCACA
GTTCGGATCGGAGTCTGCAACTCGACTCCGTGAAGCTGGAATCGCTAGTAATCGGA
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TATCAGCCATTCCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCAAGCC
ATGGAAGCTGGGGGTGCCTGAAGTCGGTGACCGCAAGGAGCTGCCTAGGGTAAAA
CTGGTAACTAGGGCTAAGTCGTATCAAAGTAGCATGCCGCGG 
 

UDEC-P23 TTAGTGGCGCAGCTAACGCATTAAGTNGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTT
AAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATT
CGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGCCTTGACATCCAATGAACTTTCNAGAGATN
GATTGGTGCCTTCGGGAACATTGAGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTG
TCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGTAACGAGCGCAACCCTTGTCCTTAGTTACCAG
CACGTNATGGTGGGCACTCTAAGGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGG
GGATGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGGCCTGGGCTACACACGTGCTACAATG
GTCGGTACAGAGGGTTGCCAAGCCGCGAGGTGGAGCTAATCCCANAAAACCGATCG
TAGTCCGGATCGCAGTCTGCAACTCGACTGCGTGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCG
CGAATCAGAATGTCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCAC
ACCATGGGAGTGGGTTGCACCAGAAGTAGCTAGTCTAACCTTCGGGAGGACGGTTA
GCGCGGTGTG 
 

UDEC-P24 TCGGAAACGGACGCTAATACCGCATACGTCCTACGGGAGAAAGCAGGGGACCTTCG
GGCCTTGCGCTATCAGATGAGCCTAGGTCGGATTAGCTAGTTGGTGAGGTAATGGC
TCACCAAGGCGACGATCCGTAACTGGTCTGAGAGGATGATCAGTCACACTGGAACT
GAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGG
CGAAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGTCTTCGGATTGTAAAGC
ACTTAAGTTGGGAGGAAGGGCATTTACCTAATACGTAAGTGTTTTGACGTTACCGAC
AGAATAAGCACCGGCTAACTCTGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACAGAGGGTGCAAG
CGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCGCGTAGGTGGTTTGTTAAGTTGGATGT
GAAATCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCATTCAAAACTGACAAGCTAGAGTATGGT
AGAGGGTGGTGGAATTTCCTGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATAGGAAGGAACA
CCAGTGGCGAAGGCGACCACCTGGACTGATACTGACACTGAGGTGCGAAAGCGTG
GGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCAACTAG
CCGTTGGGAGCCTTGAGCTCTTAGTGGCGCAGCTAACGCATTAAGTTGACCGCCTG
GGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGC
GGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGCCTTGACAT
CCAATGAACTTTCCAGAGATGGATTGGTGCCTTCGGGACTCTGACACAGGTGCTGC
ATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGTAACGAGCGCA
ACCCTTGTCCTTAGTTACCAGCACGTTATGGTGGGCACTCTAAGGAGACTGCCGGT
GACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGGCCTG
GGCTACACACGTGCTACAATGGTCGGTACAGAGGGTTGCCAAGCCGCGAGGTGGA
GCTAATCTCACAAAACCGATCGTAGTCCGGATCGCAGTCTGCAACTCGACTGCGTGA
AGTCGGAATCGCTAGTAATCGCGAATCAGAATGTCGCGGTGAATACGTTCCCGGGC
CTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTGGGTTGCACCAGAAGTAGCTAGTC
TAA 
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Anexo 2 

Secuencias reconstruidas de los amplicones obtenidos de la búsqueda de genes 
PKS 

Cepa Secuencia 

UDEC-A14 TCAGAAGCGGTAATCGAAGCCCAGCGTGAAGTAGCGGCCACGCAGGTCGTACTGG
CTGAAGTCGTACGGTGCGCGGATACCCGGGAACGAGGCGTCGTACGGCGGCGTCT
TGTCACCCAGGTTCTGCACCTTGGCATACACGGTGAGGTTCTCGATGCCGGTGTAG
GCCAGGTACAGATCGAACTGGTTGTAGCATCGACGCGGCTCTGCACCGCGGCAGC
GGCGGTGCTGGCCTCCTGGTCGTAGCCACTGGTGTAGTACCAGGTCACCGCAGCG
GTGTAGTCGCTGTACTTCCAGTCCAGGGTGGTGGTGGCCTTGTTCTTCGGCAGGGT
GGCGCCGAGGTTGCTGCCGGCATAGTCCACCAACGGGCCACCGACCACGGTCGGG
CGCCGGTAGTCGCGCACATGGGTGTAGGCCGAGGTCACGGTGAAGTCACCGAGCG
CCGCGGTCGGGATGCGCTGGCGCAGTTCAACGTCGATGCCCGAGGTCTTCAGCTC
GCTCAGGTTCTGGTAGCGGTTGTAGACCGCCTGCAGCTTGCCACGCTCATCGCGCT
GCACGGCGCCGGCCACGTTGTCGTTGACCAGGGTCTGGGTGTTGTTGGTGCCGAC
CAGGTTGTCCAGCTGGATGCGGTAGTAGTCCACGCTCAGGTTGGTGTTGGCCCACG
GCGAC 
 

UDEC-A3 ACGACAACGTGGCCGGTGCCGTGCAGCGCGATGAGCGCGGCAAGCTGCAGGCGG
TCTACAACCGCTACCAGAACCTGAGCGAGCTGAAGACCTCGGGCATCGACGTTGAA
CTGCGCCACCGCATCCCGACCACCGCCTTCGGTGACTTCACCGTGACCTCGGCCTA
CACCCATGTGCGCGACTACCGTCGCCCGACCGTGGTCGGTGGCCCGCTGGTGGAC
TATGCCGGCCGCAGCCTCGGCGCGACCCTGCCCAAGAACAAGGCCACCACCACCC
TGGACTGGAAGTACGGCGACTACACCGCTGCGGTGACCTGGTACTACACCAGTGGC
TACCACCAGAAGGCCAGCACCGCCGCTGCCGCCGTGCAGAGCCGCGTCGATGCCT
ACAGCCAGTTCGACCTGTACCTGGGCTACACCGGCATCGAGAACCTCACCGTGTAT
GCCAAGGTGCAGAACCTGGGCGACAAGACGCCGCCGTACGACGCCTCGTTCCCGG
GTAT 
 

UDEC-A15 CTCGATCGTGGCAGATGCGAACGCTATTGCTGCTGAACGCCACGTATCTTCATAAGC
AAAACGAGGTCCCTTCGCGAGACGGGGAGCGGAGGAAGCCTTTCGCCTCGTTTGCA
CCCTCGGTGTACGCGCAGGTGGCCTCGACGCCGCCTGCCCCAATGCGGCGATCGG
CGTTATCAACCCGCGCCTCGTCGGCTATGCGCTGCTTACGTCCGTGAGTGCGGGAG
ACGAGTCCGCGCTTGTCCGAACTCCACGAAGCCAGGCCGCGAGCTGATGAACCGT
CCTCACTGCAGGCCGCAGATCTAGGT 
 

UDEC-P22 CAAATGTAACGTTTTGAAGCAATTGGGTTTGTTTNAAATCGGAATAAAAACTAAATAA
CGCATCATTCAAATCCGTTAATTTTTTCTCGTGAATNGCGAGTTGATTATCATGCGTA
TCGAATCCTCCGAGTGAAGTGTAATATACTTTTGAGTTCAGGTTTCCTTTTATTAATCT
TCCAATCCATTCCAGATTTTTAGACAAATCCGGTTTTGGGATAACTGATTTCNGATTT
GGATTTAGCTAAAGCTTTCTGGATTTCATCCGATCCTTCGGTAACTGAATTGGCTATT
TTTCGAACAAAATATAAACGCGGATTATGTGATAAGTCTACATTTTCTTCGTTGTCAG
ATTTTACTTAGAAGCGGTTTGGATCTTTTACCGTTATTGAATTAGGCTC 
 

UDEC-P23 TGGCAGCCCGCTTGAAGGAGCTGGCCAGTGTGCTGGGCGTGCTGCAACTGGAGGC
CGACACTTCCTGCATGCCGGTGCCGAAGGTCGGGTCGATGGGGCACAGGTCGAGG
CGCTGATCCAGGCCCGTCTGGCAGCCCGTGCCAACAAGGATTGGGCTGAGTCCGA
CCGTATTCGCGATCAGATCACCGCCATGGGCGTGATCCTGGAAGACGGCAAGGGC
GGTACGACCTGGCGCCTGGCTGACTGAGCCTGCGTTCGCTGCAACAAGAAACCCG
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CCTGGTGCGGGTTTTTTGTTGCCCTTCGAACAGTGCCGGATCAGGCCAGCGAAGCG
AGGCGCTCCACCGTGTCGGGGTAGCGTTCCACCAGGCGGATCAGGGTCGTGGCCT
GGGCATTGGGCGTGGCGCGGCCCTGTTCCCAGTTCTCCAGGGTGCGGGTGTTGGT
GCGCAGGTACATGGCGAATACCGAGCGCGAGAGGTTGAGTTGCTGGCGGATGTTC
ATCACCTCGGCGGCGGTGATGGGCGGCAGCTTTTCGAGCTTCACTTTATGGCTGCG
CAGGGTGATCTTGCCCTGGCGTTCCTGGGTGAGGGCGTCGATGCCTTCTACCAGTT
CGGAAAAGATGTCA 
 

UDEC-P24 GCACGATCTGCAGGAACTGCAGTCACCCCATCCCAAGCACCACCTAGAGCAACTTG
TGCAGTTTCTTCCACCGCGCCCGCTGGCGCTACTGGTTATACCGATTCGAGGTAGC
CGCCAAGGCCAGCAAGCACAGGAACCCAAACGCACCCACAGTANTGTAGGGCCGC
TTGCACATCTCCTCCGCCAACTGCCCCCAATCCAGCCCAAGAATAAAGAACAGGTAA
CAAAGGATGTGCAGCACTATATAAGCAAACACCCACAACCCCAGCTGCCGACGCAC
CACGATCCACCCCGACCAGCCCGTCACCTTCTGCAGTGGCGTCATGCTCAAGGTCA
CCAACAGGAAGGTGAGTGCCCCAAGCCCAAGGCGATCCATCATGATCTTCCCGGGG
TCAGGCCCCAGCAGGTT 

 


