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RESUMEN

La cuenca de Cuatro Ciénegas en el desierto de Chihuahua en México, ha sido
descrita como un reservorio importante de biodiversidad. La mayoria de los habitats
acuaticos son extremadamente oligotroficos debido entre otros factores a la
deficiencia de fosforo. Pocos son los estudios que han intentado describir y
caracterizar la diversidad de las poblaciones bacterianas en la cuenca, por lo que
se conoce poco acerca de la relaciébn de competencia entre dichas poblaciones. Por
otro lado, los ciclodipéptidos (CDPs) y sus derivados, las dicetopiperazinas (DKPS)
son componentes relativamente simples, constituidos por dos aminoacidos unidos
mediante dos enlaces peptidicos. La sintesis de los CDPs estd ampliamente
distribuida en bacterias, hongos y organismos superiores, encontrado importantes
actividades biolégicas asociadas a éstos; entre las cuales se han descrito
propiedades antimicrobianas, antifingicas, antivirales y anticancerigenas.
Recientemente se ha descrito que las DKPs son capaces de activar y/o antagonizar
la percepciéon de quérum bacteriano mediada por reguladores transcripcionales del
tipo LuxR. En el presente trabajo evaluamos la produccion y actividad bioldgica de
los CDPs procedentes de aislados bacterianos originarios de Cuatro Ciénegas, con
el propdsito de determinar si éstos compuestos influyen en el control poblacional
bacteriano. La totalidad de los aislados estudiados pertenecieron a la division
Gamaproteobacteria se confrontaron mediante ensayos de competencia para
evaluar su capacidad de inhibir el crecimiento bacteriano. Mediante este escrutinio
se seleccionaron 16 aislados capaces de producir inhibicién del crecimiento a otros
aislados, a los cuales les fue analizado el perfil de sintesis de CDPs extraidos de
los cultivos bacterianos usando extracciones liquido-liquido con solventes mediante
HPLC y CG-EM. Se confirmé la presencia de los CDPs ciclo(Pro-Val) y ciclo(Pro-
Leu) en la mayoria de los extractos analizados, ademas del antibiético 2,4-diacetil-
fluoroglucinol (DAPG). Por otro lado, se evalu6 la capacidad antagénica de los
extractos bacterianos para corroborar su capacidad de inhibir el crecimiento de otros
aislados bacterianos de la misma coleccion. Los resultados mostraron que los
extractos obtenidos tienen fuerte actividad inhibitoria de crecimiento bacteriano. De
manera similar, se realizaron ensayos con las bacterias biosensoras de acil-
homoserina lactonas (AHL) Chromobacterium violaceum WT y CV026 para
determinar si el efecto de los CDPs es asociado a la inhibicion de la percepcion de
guorum. Los resultados sugieren que estos metabolitos producidos por bacterias de
estos nichos ecoldgicos influyen en el control poblacional mediante un mecanismo
gue involucra actividad antibacteriana por la accion de los CDPs y el antibi6tico
DAPG.

Palabras clave: Ciclodipéptidos, Cuatro Ciénegas, ciclo(Pro-Val) y ciclo(Pro-Leu).



ABSTRACT

The Cuatro Cienegas basin in Mexico has been described as an important
biodiversity reservoir within the Chihuahuan desert. Most of the aquatic habitats are
not permanent. Between locations, environmental conditions can vary in water
chemistry, flow rate and the volume of spring discharge. Moreover, most aquatic
habitats in this area are extremely oligotrophic due to the almost negligible
phosphorous levels. While some studies have sought to describe and characterize
the diversity of prokaryotes in the basin, little has been to understand and interpret
how the populations are related, if exist communication between them, through
which molecular mechanisms performed competition for nutrients, or mechanisms
used to control microbial populations. Thus, the study of the mechanisms that
bacteria use to compete by resources in this environment has ecological and
evolutionary interest and could lead to relevant biotechnological discoveries. On the
other hand, cyclic dipeptides (CDPs) also known as 2,5-diketopiperazines (DKPSs)
are relatively simple compounds. The ability of microorganisms to produce
diketopiperazines is widespread and published data have shown that about 90% of
Gram-negative bacteria produce them. Diketopiperazines have also isolated from
Gram-positive bacteria, fungi and higher marine organisms. Biosynthesis of CDPs
can be achieved by dedicated nonribosomal peptide synthetases (NRPS). Recently
was discovered a new biosynthetic route involving a named cyclodipepdide
synthases. Important biological activities of diketopiperazines are as antibacterial,
antifungal, antitumour, antiviral. In addition recently, was described that
diketopiperazines are able to activate or antagonize LuxR-mediated quorum-sensing
systems of bacteria, and they are considered to influence cell-cell signaling. In our
work we evaluated the production and biological activity of CDPs of bacterial isolates
originating in pools of Cuatro Cienegas, Coahuila with the purpose of know if these
molecules have influence in the control of bacterial populations. First we did
competition assays and select those isolates with ability to inhibit the growth of other
isolates, the selected isolates extractions were made with ethyl acetate and then
analyzed by HPLC, a comparative analysis was made and then analyzed by GC-MS
to identify the compounds. The ability of the extracts to inhibit the growth of other
isolates was tested, and compared with the data obtained from the analysis by HPLC
and GC-MS. The presence of CDPs cyclo(Pro-Val) and cyclo(Pro-Leu) was
observed, and also an antibiotic previously reported called 2,4-diacetylphloroglucinol
(2,4-DAPG). We propose that CDPs involved in population control with antibacterial
effects antagonizing quorum sensing system, and some isolated using 2,4-DAPG to
eliminate competition for nutrients.

Key words: Cyclic dipeptides, Cuatro Cienegas basin, cyclo(Pro-Val) and cyclo(Pro-
Leu)






Caracterizacion de ciclodipéptidos con actividad bioldgica procedentes de aislados bacterianos originarios de
pozas de Cuatro Ciénegas, Coahuila.

l.  INTRODUCCION
1. Lacuencade Cuatro Ciénegas, Coahuila.

El valle de Cuatro Ciénegas, localizado en la zona central de Coahuila, se decreto
como area natural protegida en la categoria de Area de Proteccion de Floray Fauna.
El decreto se publicd en el Diario Oficial de la Federacion el 7 de noviembre de
1994. Es considerado el humedal mas importante dentro del desierto Chihuahuense
y uno de los humedales méas importantes de México. En este valle subsisten una
gran cantidad de especies endémicas, que son la justificacion mas importante del
decreto.

Cuatro Ciénegas de encuentra orientado hacia el este de la region conocida como
altiplano septentrional o desierto Chihuahuense, en la parte central del desierto de
Coahuila, a 80 Km al oeste de la ciudad de Monclova; esté localizado entre los dos
macizos montafiosos mas grandes de México, al este de la Sierra Madre Oriental y
al oeste de la Sierra Madre Occidental. La humedad que viene tanto del Golfo de
México como del Pacifico es bloqueada por ambos conjuntos montafiosos,
fendbmeno que dio origen al desarrollo de este desierto. El valle esta rodeado por
montafias de hasta 3000 m de altura y en promedio tiene una altitud de 740 msnm
(Minckley, 1969), con una extension aproximada de 40 Km de norte a sur, estando
cortado en dos por la Sierra de San Marcos y Pinos (figura 1).

El &rea es un pequefio valle entre montafias de aproximadamente 840 km? donde
se localizan diferentes sistemas de agua. La mayoria de los habitats acuaticos no
son permanentes (Minckley, 1969), y el valle esté dividido principalmente en siete
sistemas permanentes de efluentes. Entre las diferentes localizaciones pueden
variar las condiciones ambientales en cuanto a la quimica del agua, tasa de flujo y
el volumen de descarga de los manantiales (Minckley, 1969, 1994; Dinger, 2001;
Elser et al., 2005).

El Area de Proteccion de Flora y Fauna de Cuatro Ciénegas tiene una superficie de
cerca de 85 000 ha, y se localiza entre las coordenadas 26° 45" 00" y 27° 00°00”"
de latitud Norte; 101° 48°49”" y 102° 17" 53" de longitud Oeste.

El clima de la zona es muy arido, con una precipitaciéon anual de menos de 200 mm
durante mayo y octubre, temperaturas extremas de 44°C en verano y un minimo de
0°C en invierno (Minckley, 1969).

Con tan poca precipitacion anual, la gran cantidad de agua subterrdnea es la causa
de la existencia de manantiales en el valle de Cuatro Ciénegas, que a su vez forman
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arroyos permanentes y areas inundadas donde se concentra el agua de los
manantiales. Los manantiales se denominan localmente pozas y las areas
inundadas se conocen como lagunas o lagos, algunos de los cuales son lagunas de
desecacion. Casi todos estos ambientes acuéticos tienen agua con pocos nutrientes
y con altas concentraciones de minerales provenientes de las rocas carsticas que
existen en la zona, sobre todo iones sulfato y calcio resultado de la evaporacion y
precipitacion de carbonato de calcio y sulfato de calcio; en menor proporcion se han
encontrado iones de sodio, magnesio y cloro (Winsborough y col., 1994; Escalante
y col., 2008) Tabla 1.

Tabla 1. Concentraciones de iones y nutrientes en algunas de las pozas de Cuatro
Ciénegas.

NO™; PO,® SO, (a? Mgz Na CI

C. Becerra 2.24 1267 343 118 153 105
Garabatal 0.43 2174 457 303 505 272
P-Becerra 2.1 1181 331 110 137 93
Hundidos ND 1871 364.5 1625 241 1396
Los Gatos ND 3695 425 710 1123 494
P. Escobedo 1.83 1290 320 108 129 99
Mojarral 1.8 971 326 99 150 8
Playitas ND 3133 596 357 445 266
P. Churince 2.01 1209 321 105 135 98

*NA indica no disponible
* ND indica que la concentracion esta por debajo de los niveles de deteccion.
(Tomada de Escalante y col., 2008).

Los cuerpos de agua tienen ademas un contenido muy bajo de fosforo, tabla 1 (Elser
et al., 2005, Garcia- Oliva, dato no publicado) y la pobreza de nutrientes no permite
el desarrollo de algas, por lo que la base de la piramide alimenticia parece estar
formada principalmente por las bacterias. En muchas de las pozas y rios, tanto de
agua salada como de agua dulce, hay estromatolitos (depdsitos de carbonatos
construidos por comunidades de bacterias) que son poco comunes en el mundo
(Winsborough y col., 1994).
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Los numerosos cuerpos de agua que brotan de manantiales tienen diametros que
van desde menos de un metro hasta mas de cien; las profundidades de los mismos
van desde 50 cm hasta 18 m; algunas pozas estan comunicadas entre si por un
complicado sistema de drenaje.

La mayor parte de los manantiales se ubican en las faldas de la Sierra de San
Marcos y Pinos, formando alrededor de 200 pozas dentro del Valle de Cuatro
Ciénegas (Souzay col., 2006). Las caracteristicas fisico-quimicas de las pozas son
variables, la temperatura oscila en un rango de 18 a 35 °C y el pH esta entre 5.76 a
8.3, lo cual permite el desarrollo de microorganismos mesofilos. En estudios
recientes se obtuvieron datos de las condiciones fisico-quimicas de algunas de las
pozas (tabla 2) que también se analizaron para conocer su diversidad microbiana
(Escalante y col., 2008).

Tabla 2. Condiciones fisico-guimicas de las pozas de Cuatro Ciénegas.

Tomada de Escalante y col. 2008.

Sitio Temperatura (°C) pH Oxigeno disuelto (mg/L)
Becerra (BE)

C. Becerra 34.7 8.4 11.0
Garabatal 291 7.9 7.8
P-Becerra 33.7 71 2.9

Escobeda (ES/PCA)
Hundidos 255 7.9 5.5
Los Gatos 30.3 8.5 8.0
P. Escobedo 34.2 7.2 2.3

Rio Mesquites (RM)
Mojarral 33.3 7.1 2.3
Playitas 25.3 8.5 6.9

Rio Churince (CHU)
P. Churince 29.5 7.1 4.2

A pesar del extremo oligotrofismo del agua en las pozas, la intensa radiacion solar,
y la extrema salinidad, el area es una de los dos Unicos ecosistemas desérticos
norteamericanos caracterizados por tener altos niveles de endemismo de especies,
hospedando a 70 vertebrados acuaticos endémicos y siete especies de
invertebrados, incluyendo un gran niumero de caracoles y peces (Schmidt y Owens,
1994; Minckley, 1969; Cole, 1984; Hershler, 1985; Contreras- Balderas, 2004). Los
niveles inusuales de endemismo han llevado a comparar a Cuatro Ciénegas con las
Islas Galapagos (Taylor y Minckley, 1966) y las caracteristicas biolégicas Unicas del
area hacen una prioridad para llevar a cabo esfuerzos para su conservacion por la
Comisién Nacional para el Conocimiento y Uso de la Biodiversidad, la Fundacién
Mundial de Vida Salvaje, entre otras fundaciones como MAB/UNESCO.
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Como resultado de la exportacion de agua fuera del valle y su uso dentro del mismo,
se provocaron serios desequilibrios, como son la interconexion artificial de los
manantiales, la disminucion de las areas inundadas y cambios en los niveles de
agua en muchas de las pozas (Escalante y col., 2008).

La explotacién de agua en otros valles de los alrededores de Cuatro Ciénegas
(como son Hundido y Calaveras) ha sido motivo de preocupacién, ya que la escasa
informacion geologica e hidrolégica de la zona no ha permitido determinar con
claridad las rutas de flujo del agua subterrdnea. Por este motivo, la sobreexplotacion
en los valles vecinos podria afectar seriamente al area natural protegida de Cuatro
Ciénegas.

2. Diversidad Microbiana en pozas de Cuatro Ciénegas.

Se sabe que los procariotes forman la base de las redes alimenticias en este entorno
anico, sin embargo se sabe muy poco acerca de la diversidad procariética en este
ecosistema (Souzay col., 2006).

Se han publicado tres estudios sobre la diversidad procaridtica en habitats acuaticos
en Cuatro Ciénegas (Garcia-Pichel et al., 2002; Elser et al., 2005; Souza et al.,
2006). Dos de ellos se enfocaron sobre la diversidad encontrada en los tapetes
microbianos y estromatolitos de diferentes sitios dentro del area de estudio: uno
describié la estructura de la poblacién de cianobacterias (Garcia-Pichel et al., 2002)
mientras que el segundo examiné los efectos del enriquecimiento de nutrientes
sobre la biomasa y diversidad de la comunidad de estromatolitos (Elser et al., 2005).

Souza y colaboradores en el 2006 estudiaron la composicion encontrada en la
columna de agua en tres sitios de muestreo en la cuenca de Cuatro Ciénegas y
cinco en areas circundantes de donde reportaron hallazgos respecto a biodiversidad
microbiana en este ecosistema desértico acuéatico. Encontraron que cerca del 50%
de los filotipos analizados en ese estudio estdn cercanamente relacionados a
organismos o secuencias de RNAr 16S de bacterias de ambientes marinos y este
hallazgo fue consistente con las bacterias cultivadas, las cuales incluyeron cepas
con 95 a 98% de similitud a organismos marinos tales como Halomonas elongata,
Bacillus aquamaris, Chromohalobacter canadensis, Exiguobacterium sp.,
Marinococcus halophilusi, etc. (Souza, 2006). Basados en estos resultados,
concluyeron que los ecosistemas acuaticos en la cuenca de Cuatro Ciénegas
albergan una diversa comunidad microbiana, donde parte de la microbiota consiste
de organismos que son tipicamente encontrados en suelo y agua dulce, pero
sorprendentemente también una gran cantidad de organismos comunmente
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encontrados en ambientes marinos tales como el Pacifico norte, el Artico, el océano
Béltico y ventanas hidrotermales.

Mediante un analisis de Polimorfismo por Restriccion Terminal de la Longitud de
Fragmentos (T-RFLP) encontraron que hay un alto grado de similitud entre muestras
de valles adyacentes (Calaveras y Hundido) y dos sistemas fluviales (Escobedo y
Churince) confirmando la presencia de linajes cercanamente relacionados de
Archaea y Bacteria en los sitios Hundido, Calaveras y otros sitios de Cuatro
Ciénegas. Este grado de similitud sugiere que hay una conexion hidrolégica entre
los diferentes valles que mantiene un alto nivel de flujo de genes (Souza, 2006).

Con estos datos se demuestra que el valle de Cuatro Ciénegas es un “oasis en el
desierto” de vida microbiana que incluye comunidades acuaticas altamente
diversas. Esta alta diversidad es sorprendente, dado que las aguas oligotréficas de
Cuatro Ciénegas representan a menudo ambientes extremos acuaticos con altas
concentraciones de magnesio, calcio, carbonatos y sulfatos (Souza y col., 2006).

Después, en 2008, nuevamente Souza y colaboradores realizaron una evaluacion
de la diversidad procariética en 12 habitats acuaticos dentro de la cuenca de Cuatro
Ciénegas usando una muestra de cada localizacion donde encontraron que
predominantemente se encuentran Proteobacterias (57%), de las cuales las
subdivisiones Gamma 23.8%, Beta 17.8%, Alfa 11.6%, Delta 3.8% y Epsilon 1.1%.
Estas fueron seguidas en abundancia por clonas de Bacteroidetes (16.8%) vy
Arqueas del grupo Eurarqueota (15.1%). Otros grupos menos frecuentes son
Actinobacteria, Firmicutes, Planctomycetes, Chlamydiae y Verrumicrobia.

Estas proporciones dependen claramente del sitio de muestreo, por ejemplo
algunos como el denominado RM9 fueron dominados por Arqueas, mientras que
ES16 y PCA25 fueron dominados por Betaproteobacterias y Bacteroidetes
respectivamente (Figura 2). Sin embargo es notorio que se requiere de un muestreo
aun mas complejo para obtener datos mas completos sobre la diversidad
microbiana (Escalante y col., 2008).
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Ocampo-Calaveras

Cuatro
RM7 PRy ClEncgas

El Hundido

Figura 1. Mapa del area de estudio donde se localiza el sistema Churince y la poza
Jim’s Pond. Se muestra el valle de Cuatro Ciénegas, las montafias que lo rodean, asi
como los valles vecinos El Hundido y Ocampo-Calaveras. Tomada de Escalante y col.,
2008.

Recientemente se ha logrado la caracterizacién de nuevas especies bacterianas
endémicas de Cuatro Ciénegas, por ejemplo Pseudomonas cuatrocienegasensis, la
cual se probo6 estar cercanamente relacionada a P. peli. Esta nueva y endémica
bacteria posee propiedades caracteristicas del género Pseudomonas como son:
forma bacilar, mévil por medio de un unico flagelo polar, Gram-negativa, oxidasa
positivo y catalasa positivo (Escalante y col.,, 2009). Ademéas de Bacillus
coahuilensis, la cual esta muy cercanamente relacionada a otras especies de
Bacillus marinas (Alcaraz y col., 2008; Escalante, 2008).

Las variaciones en las poblaciones microbianas en cuanto a su composicion y
diversidad son estadisticamente significativas en las temporadas de invierno y
verano, siendo la temperatura un factor involucrado en el mantenimiento de estas
poblaciones (Rodriguez-Verdugo y col., 2012). Ademas se concluyé que en el
dominio de un grupo filogenético asi como la diversidad microbiana en cada una de
las pozas estd directamente influenciada por las condiciones fisicoquimicas
contenidas en la poza, figura 2 (Escalante y col., 2008).
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Figura 2. Abundancia relativa de grupos filogenéticos obtenidos de las librerias de
clonas en diferentes sitios en la cuenca de Cuatro Ciénegas. Cada barra indica un sitio
diferente de muestreo y el nimero de clonas obtenidas de cada sitio por codigo de colores,
donde se observan diferentes proporciones de la diversidad microbiana en cada lugar.
*CHUS5, Churince; RM7, RM8 y RM9, Rio Mesquites; ES14, ES15y PCA Escobedo/Tio
Candido/Los Hundidos/Los Gatos. Tomada y modificada de Escalante y col., 2008.

3. Compuestos microbianos de interés bioldgico y/o biotecnolégico
producidos por bacterias de Cuatro Ciénegas.

Se caracterizaron tres aislados de Pseudomonas koreensis que tienen distinta
capacidad para producir biosurfactantes, los cuales fueron aislados a partir de dos
cuerpos de agua en el sistema Churince en el valle de Cuatro Ciénegas. Los arboles
filogenéticos construidos con su secuencia de RNAr 16S muestran que estas tres
cepas de P. koreensis constituyen un linaje separado de P. koreensis originalmente
aislado en Corea. Ademas, éstas tres cepas pueden distinguirse de la cepa coreana
por su capacidad de producir un biosurfactante, posiblemente un lipopéptido ciclico
que inhibe el crecimiento de una cepa de Exiguobacterium aurantiacum (m5-66) y
éste componente tensoactivo también inhibe el crecimiento de Bacillus subtilis
ATCC6633 (Toribio J. y col., 2011).
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La capacidad para inhibir el crecimiento bacteriano puede ser de importancia para
la adaptacion de las cepas de P. koreensis al ambiente oligotrofico de Cuatro
Ciénegas. En este trabajo se propone que la produccion del biosurfactante por los
tres aislados de P. koreensis es relevante para su adaptacion al ambiente acuatico
y asi haber jugado un papel importante en la evolucion de éste grupo taxondmico
en particular. Por lo que resulta interesante con base en estos resultados buscar
compuestos bioactivos producidos por bacterias habitantes de las pozas de Cuatro
Ciénegas. El estudio de los mecanismos que las bacterias utilizan para competir por
los escasos recursos en este ambiente es de interés ecoldgico y evolutivo y podria
llevar a descubrimientos de relevancia biotecnolégica (Toribio y col., 2011; Hultberg
y col., 2008).

4. Ciclodipéptidos o 2,5-dicetopiperazinas.

Los ciclodipéptidos (CDPs) y sus derivados, las diketopiperazinas (DKPs o
2,5.DKPs) constituyen una clase de pequefias moléculas obtenidas por la
condensacion de dos a-aminoacidos, las cuales son sintetizadas por un amplio
rango de microorganismos, se ha reportado que el 90% de las bacterias Gram
negativas los producen (Carvalho y col., 2012). Son los péptidos ciclicos méas
pequefios que existen, los cuales exhiben diversas y Utiles actividades biolégicas.
Actualmente estas moléculas no so6lo son una clase de estructuras privilegiadas de
manera natural que tienen la capacidad de unirse a un amplio rango de receptores,
sino que tienen también varias caracteristicas que los hacen interesantes para el
descubrimiento de nuevas drogas. Contienen dos enlaces cis-amida y como
resultado poseen dos aceptores de puentes de hidrégeno y dos sitios donadores de
puentes de H importantes para la unién a enzimas y receptores (Borthwick, 2012)
(Figura 3). La estructura quimica de cada ciclodipéptido depende de los
aminoacidos que lo conforman (figura 4). Estos componentes son sintetizados por
una familia de enzimas formadoras de enlaces peptidicos dependientes de RNAt
llamadas ciclodipéptido sintasas (CDPSs) y por las PSNR (Péptido Sintasas no
Ribosomales) (Binbin y col., 2013).
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Figura 3. Estructura base de los ciclodipéptidos o 2,5-dicetopiperazinas. Consiste de
un anillo heterociclico con dos enlaces cis-amida y dos carbonilos en las posiciones 2 y 5.
(Borthwick, 2012).

Las DKPs comprenden una importante familia de metabolitos secundarios,
recientemente han recibido una mayor en la atencién en cuanto al potencial
descubrimiento de drogas. Por ejemplo, ciclo(L-Phe-L-Pro) y ciclo(L-Phe-trans-4-
OH-L-Pro) actian como componentes antifangicos (Stréom y col., 2002) y las
epipolithiodioxopiperazinas muestran actividad antitumores, antibacterianas,
antivirales e inmunosupresoras. Es importante mencionar que farmacolégicamente
hablando, los péptidos ciclicos son mas biodisponibles y mas estables contra la
degradacion por peptidasas que los péptidos lineales (Perzborn y col., 2013). A
continuacion se mencionan algunos ejemplos de DKPs y sus actividades biolégicas
sugeridas:

En Streptomyces fungicidicus se encontraron 5 diketopiperazinas con propiedades
antifouling, que es el crecimiento indeseado de diversos organismos sobre varios
tipos de sustratos en el mar, de los cuales ciclo(L-Val-L-Pro) tiene la actividad
antifouling mas fuerte inhibiendo el crecimiento de B. amphitrite (Xiancui y col,
2006).

En otro caso, en cultivos de Propionibacterium jensenii se encontré el ciclo(L-Phe-
L-Pro) y ciclo(L-lle-L-Pro) con propiedades antifingicas contra Aspergillus fumigatus
(Carvalho y col., 2012).

En la bacteria Pseudomonas aeruginosa el sistema de percepcién de quérum
(quorum-sensing; QS) Lasl controla la produccion de tres CDPs, ciclo(L-Pro-L-Val),
ciclo(L-Pro-L-Phe) y ciclo(L-Pro-L-Tyr), que participan en la estimulacion del
crecimiento vegetal (Ortiz-Castro y col., 2012).

En Lactobacillus plantarum cepa MILAB393 se reportaron sustancias con
propiedades antifungicas. Las tres sustancias fueron aisladas y las estructuras
quimicas determinadas como acido 3-fenilacético, ciclo(L-Phe-L-Pro) y ciclo(L-Phe-
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trans-4-OH-L-Pro), el cual funciona contra mohos y levaduras con potencial uso
bromatolégico (Strém y col., 2002).

Ciclo(L-Phe-L-Pro) ha sido aislado de P. fluorecens y P. alcaligenes en
sobrenadantes libres de células y se ha reportado que estan involucradas en
mecanismos de percepcion de quérum, los cuales sincronizan respuestas
fisiologicas bacterianas de una manera dependiente de la densidad celular, vy el
hallazgo de que éste mismo ciclodipéptido es producido por L. plantarum puede
sugerir la posibilidad de un entrecruzamiento entre sistemas de sefializacion de
bacterias Gram negativas y Gram positivas (Strom y col., 2002).

Recientemente se encontré que una mezcla de ciclodipéptidos producidos por P.
aeruginosa PAQOL, especificamente ciclo(Pro-Val), ciclo(Pro-Tyr) y ciclo(Pro-Phe)
promueve a muerte celular de cultivos celulares de HeLa y Caco-2 de manera dosis-
dependiente y sugiriendo una ruta apoptética como el mecanismo que interviene en
la inhibicion de la proliferacion celular (Vazquez-Rivera y col., 2014).

Las dicetopiperazinas comprenden también antibidticos clasicos y uno de los
ejemplos mejor conocidos es el producto natural biciclomicina, este es un antibiético
producido por Streptomyces sapporonensis y S. aizunensis y ha sido desarrollado
y puesto en el mercado. Su baja toxicidad (DLso > 4 g/Kg en raton) permite su
aplicacion como una droga efectiva contra la diarrea no especifica en humanos.
Este exhibe actividad en contra de un amplio espectro de bacterias Gram negativas
con excepcién notoria de especies de Proteus y P. aeruginosa y es activa contra la
bacteria Gram positiva Micrococcus luteus (Kamiya y col. 1972).
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Figura 4. Ejemplos de ciclodipéptidos con diferentes combinaciones de aminoéacidos.
Se antepone el prefijo ciclo y entre paréntesis se indican los aminoacidos que forman el
ciclodipéptido, de indica también si son L o D aminoacidos (Carvalho y col., 2012; Kanoh,
1999).

5. Sintesis de ciclodipéptidos por Péptido Sintasas No Ribosomales
(NRPS).

Aunque las DKPs son moléculas bioactivas muy notorias, hay pocas rutas
biosintéticas caracterizadas. En la mayoria de los casos, su sintesis esta catalizada
por NRPS (Péptido sintasas no ribosomales), éstas son enzimas modulares y
multifuncionales, en las cuéles cada mddulo es la responsable de la incorporacion
de un aminoacido en el péptido final. Cada mdédulo consiste de dominios
responsables de una etapa particular de la sintesis, los dominios de adenilacion
seleccionan y activan a un aminoéacido libre formando un aminoacil adenilato en un
proceso que requiere ATP. El aminoacido activado es transferido al dominio que
lleva la proteina, el cual es unido covalentemente por un 4’- fosfopantetenil. Los
dominios de condensacion son responsables de la formacion del enlace peptidico
entre sus sustratos aminoacil unidos a sus moléculas adyacentes, figura 5 (Morgan
y col., 2010).
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Figura5. Sintesis de ciclodipéptidos através de lavia de NRPS. Se indican los dominios
de adenilacién, tiolacion, condensacion y tioesterasa o reductasa. Después de la formacion
del ciclodipéptido la molécula es modificada por enzimas accesorias. Tomada de Morgan,
y col., 2010.

También pueden ser formados por NRPS durante la sintesis de péptidos largos,
como productos laterales truncados, por ejemplo ciclo(D-Phe-L-Pro) que es liberado
prematuramente durante la sintesis del decapéptido tirocidina A (Gondry y col.,
2009).

6. Sintesis de ciclodipéptidos a través de ciclodipéptido sintasas (CDPS).

En un estudio reciente se integré una nueva familia de enzimas formadoras de
enlace peptidico a la que llamaron CDPS (ciclodipéptido sintasas). El hecho es que
a diferencia de las NRPS, ellas no activan los amino&cidos, sino que en su lugar
usan aminoacidos activados disponibles en forma de aa-tRNAs. Las CDPS son
proteinas pequefias, al contrario de las NRPS, que son proteinas mucho mas
grandes. El uso de aa-tRNAs como sustratos implica que las DKPs son producidas
mayoritariamente durante la fase de crecimiento exponencial, en la cual, los
sustratos son abundantes (Figura 6). La mayoria de los ciclodipéptidos formados
por CDPS tienen la configuracién L-L (Belin y col., 2012).
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Figura 6. Sintesis de ciclodipéptidos por ciclodipéptido sintasas (CDPS). Se observa
la utilizacion de aa-RNAt como sustratos para la sintesis de ciclodipéptidos, la enzima utiliza
un mecanismo tipo ping-pong en el cual incorpora un aa-RNAt, toma el aminoacido vy el
RNAt lo libera e incorpora otro aa-RNAt y después de captar el segundo aminoacido libera
el segundo aa-RNAt, después lleva a cabo la ciclacion del dipéptido. Tomada y modificada
de Belin y col., 2012.

Cada CDPS sintetiza preferentemente un ciclodipéptido principal, correspondiente
a la introduccion preferencial de un aminoacido en el producto, pero estas enzimas
son claramente promiscuas produciendo combinaciones de varios ciclodipéptidos.
Las CDPS se encuentran en la interseccion entre el metabolismo primario y
secundario ya que, el uso de RNAt cargados desvia éstas moléculas lejos del
metabolismo primario para la sintesis de metabolitos secundarios. Se ha sugerido
que la especificidad de las CDPS para al menos su primer sustrato, es
principalmente dirigido al residuo aminoacil y no a una secuencia correspondiente
de RNAt del sustrato. Todos los estudios hechos sobre CDPS sugieren que estas
enzimas usan los 2 sustratos aa-RNAt en un mecanismo secuencial ping-pong, con
un primer paso catalitico similar, primeramente la union del primer aa-RNAt y la
transferencia y almacenamiento de su residuo aminoacil sobre el residuo
conservado de serina del sitio activo de la enzima, posteriormente la liberacion del
RNAt e incorporacion del segundo aa-RNAt, retencidén del aminoacido y liberacion
del segundo RNAt, para formar un dipéptido en el sitio catalitico (Belin y col., 2012).
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Los ciclodipéptidos formados por una CDPS tienen al menos un aminoacido en
comun. La hipo6tesis mas probable para esto es que sélo el primer grupo aminoacil-
probablemente el aminoacido “comun” se une y se mantiene en el sitio catalitico, el
segundo grupo aminoacil es acomodado en un sitio diferente con una especificidad
menos estricta. El intermediario aminoacil-enzima luego reacciona con el residuo
aminoacil del segundo aa-RNAt para formar ya sea un dipeptidil-enzima o un
dipeptidil-RNAt intermediario, el cual puede sufrir ciclacion intramolecular para
generar el ciclodipéptido (Belin y col., 2012; Moutiez y col., 2014).

0 0
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Figura 7. Ejemplo de la sintesis de ciclodipéptidos a través de lavia de las CDPS. Una
vez formado el ciclodipéptido por una CDPS, en este caso AIbC, el ciclodipéptido es
modificado por enzimas accesorias, aqui una ciclodipéptido oxidasa (CDO) para formar la
2,5-dicetopiperazina albonoursina. Tomado de Binbin y col., 2013.

La formacién de ciclodipéptidos es a menudo el primer paso en la sintesis de DKPs
mas complejos que se obtienen después de reacciones de adaptacion (Figura 7).
Este parece ser el caso de la sintesis de ciclodipéptidos por CDPSs, los cuéles no
son probablemente los productos finales sino mas bien intermediarios en la ruta
biosintética de DKPs, que a menudo se reporta como las moléculas bioactivas
(Carvalho y col., 2012).

7. Enzimas accesorias que usan CDPs sintetizados por accién de CDPS
para la formacion de DKPs.

Solo se han caracterizado tres proteinas relacionadas a la modificacion de CDPs y
muestran tres actividades diferentes: a,B-deshidrogenacién (Albonoursina),
oxidacion (Acido pulcherriminico) y acoplamiento de anillos arilo (Micociclosina).
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a) Ciclodipéptido oxidasa (CDO) de Streptomyces noursei

Un ejemplo de esto seria en Streptomyces noursei, el ciclodipéptido ciclo(Phe-Leu)
sintetizado por la enzima AIbC y que luego es convertido en albonoursina por una
ciclodipéptido oxidasa (CDO), una enzima de adaptacion multimérica que utiliza
flavina como cofactor, O2 como aceptor de electrones y H202 como producto lateral
que cataliza la a,B-deshidrogenacion de las dos cadenas laterales de los
aminoacidos transformandolo en bis-deshidro dicetopiperazina (Albonoursina)
(Gondry y col., 2009) Figura 6. En S. noursei, los genes que codifican las CDPS,
AlbC y a la enzima de adaptaciéon CDO estan muy cercanos uno del otro y se ha
sugerido que se expresan de manera simultdnea (Gondry y col., 2009).

b) Acoplamiento de anillos arilo por CYP121 del citrocromo P450 de
Mycobacterium tuberculosis.

En los genomas bacterianos que albergan otros genes que codifican para CDPS no
se encontraron homélogos que codifiguen a CDO, sin embargo, todos los genes
excepto albC, estan localizados inmediatamente rio arriba de genes que codifican a
proteinas que son altamente similares a aquellas de la familia citocromo P450, que
constituyen una superfamilia de monooxigenasas que contienen el grupo hemo que
disocia el oxigeno molecular para catalizar un gran nimero de reacciones sobre un
amplio rango de moléculas estructuralmente diversas. Entonces los ciclodipéptidos
sintetizados por las CDPS podrian ser sustratos para estas putativas proteinas de
citocromo P450. Datos que apoyan esta hipétesis estan disponibles en varios casos,
en uno de ellos, en M. tuberculosis el cypl21 es el gen rio arriba de Rv2275, el
citocromo CYP121 fue previamente caracterizado y mostré ser esencial para la
viabilidad de M. tuberculosis, pero su sustrato natural permanecia desconocido;
hallazgos recientes mostraron que Rv2275 sintetiza ciclo(Tyr-Tyr) y recientemente
establecieron que CYP121 usa ciclo(Tyr-Tyr) como sustrato para formar un nuevo
producto, una dicetopiperazina llamada micociclosina. El mecanismo mediante el
cual se lleva a cabo la modificacion del sustrato aun no esta claro (Gondry y col.,
2009; Belin y col., 2012).

Se sugiere por tanto que otros ciclodipéptidos sintetizados por otras CDPS son
también modificados por citocromo P450 que esta codificado en genes rio abajo
(Gondry y col., 2009).
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c) Oxidacion por CypX de Bacillus subtilis.

En Bacillus subtilis el papel de CypX en la oxidacion de ciclo(L-Leu-L-Leu) fue
demostrado experimentalmente, con lo que se genera &cido pulcherriminico que al
asociarse con Fe(lll) formara pulcherrimina. Cuando se purificé CypX generd un
espectro UV-Vis caracteristico de las enzimas del citocromo P450, ademas la
presencia del grupo funcional hemo indica la relacién con el citocromo P450. De
manera similar, el mecanismo por el cual se lleva a cabo la oxidacién del sustrato
aun no esta claro (Belin y col., 2012).

Se cree que algunas dicetopiperazinas resultan de la ciclizacion no enziméatica de
péptidos y sus amidas. Tienen una alta preponderancia a formarse durante
procesos de fermentacion y esto es consistente con varios hallazgos: 1) altos
niveles de ciclo(His-Pro) en suplementos nutricionales derivados de caseina y se
forman durante manipulaciones térmicas o el proceso de manufactura, 2)
generacion de ciclo(Asp-Phe) del dipéptido dulce aspartame bajo condiciones de
temperatura elevada y pH's extremosos (Chandan, 1995).

8. Comparacion de las vias de sintesis de CDPs.

Los sistemas enzimaticos PSNR y CDPS son los responsables de la produccion de
las DKPs en la naturaleza. Las CDPS son proteinas pequefias (alrededor de 26
kDa), mientras que las PSNR son sistemas multienzimaticos alrededor de diez
veces mayor comparado con las CDPS. Funcionalmente hablando la gran diferencia
de tamafio se debe a las estrategias que utilizan para la activacion de los
aminoécidos: 1) las PSNR utilizan a los dominios de adenilacién y tiolacion para
reconocer y activar a los aminoacidos, ademas de requerir del empleo de ATP; y 2)
las CDPS utilizan aminoacil-ARNt con lo que no requiere la activacion del
aminoécido. Por lo tanto, las CDPS estan restringidas a los aminoacidos canénicos
enlazados a los ARNt, mientras que el rango de sustratos que pueden ser usados
por las PSNR es muy amplio, debido a que los sustratos pueden estar modificados
previo o posterior a la sintesis enzimatica y pueden tener origenes muy variados,
ademas de aminoacidos pueden emplear acidos grasos, anillos hidrocarbonados,
azucares, etc. (Beliny col., 2012).

En cuanto a la distribucion en la naturaleza, es interesante que las PSNR se
encuentran ampliamente distribuidas en bacterias y hongos, pero no se han
encontrado en animales, mientras que las CDPS han sido identificadas en bacterias,
hongos, protozoarios y animales (Belin y col, 2012).

16

Instituto de Investigaciones Quimico Biolégicas — Universidad Michoacana de San Nicolas de Hidalgo




Caracterizacion de ciclodipéptidos con actividad bioldgica procedentes de aislados bacterianos originarios de
pozas de Cuatro Ciénegas, Coahuila.

Las DKPs obtenidas a partir de CDPS solo tienen funciones hipotéticas mientras
que para las DKPs obtenidas a partir de PSNR generalmente se les ha asignado
una funcién (siderdéforos, toxinas, etc.) aunque esto también podria deberse a la
escasa informacién acerca de los ciclodipéptidos sintetizados a partir de CDPS.

Las bacterias de pozas de Cuatro Ciénegas podrian ser muy Utiles en cuanto a su
potencial como fuente de ciclodipéptidos con actividad bioldgica y posiblemente con
estructuras novedosas, ya que recientemente se han descubierto organismos de
especies ya caracterizadas y originarias de otros habitats, y sus homologos de
Cuatro Cienegas producen componentes quimicos de defensa y supervivencia que
pueden ser de gran importancia biotecnoldgica (Toribio y col., 2011).

17

Instituto de Investigaciones Quimico Biolégicas — Universidad Michoacana de San Nicolas de Hidalgo




Caracterizacion de ciclodipéptidos con actividad bioldgica procedentes de aislados bacterianos originarios de
pozas de Cuatro Ciénegas, Coahuila.

II.  JUSTIFICACION

Se sabe que en la cuenca de Cuatro Ciénegas, a pesar de ser una zona con
limitacién de nutrientes y de tener condiciones no aptas para el desarrollo de la vida,
ésta posee un gran endemismo de especies, y son esas distintas condiciones
ambientales y fisico-quimicas las que influyen en la seleccion de especies tanto
eucariontes como procariontes en cada uno de los ecosistemas acuaticos
encontrados.

Ademas, el hecho de encontrar que bacterias como Pseudomonas koreensis que
producen compuestos bioactivos que les permiten competir por los nutrientes o bien
pozas dominadas prevalentemente de ciertos géneros microbianos, sugiere la
posibilidad de encontrar en otros organismos moléculas similares que pueden estar
asociados con la produccién de compuestos con actividad biologica relevante para
estos fendmenos ecoldgicos de las poblaciones.

Por lo tanto, es interesante buscar la produccién de moléculas bioactivas como los
ciclodipéptidos en especies microbianas que dominan los nichos ecolégicos de las
pozas de Cuatro Ciénegas, Coahuila y su posible correlacion con los mecanismos
gue intervienen en el control poblacional de las bacterias en las pozas de Cuatro
Ciénegas, Coahuila.
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. HIPOTESIS

Los ciclodipéptidos juegan un papel importante en el control poblacional microbiano
en las pozas de la cuenca de Cuatro Ciénegas, Coahuila.

IV. OBJETIVOS

Objetivo general

Estudiar el papel de los ciclodipéptidos bacterianos en el control de las poblaciones
bacterianas de Cuatro Ciénegas Coahuila.

Objetivos particulares:

1. Seleccionar aislados bacterianos de las pozas de Cuatro Ciénegas con
capacidad para inhibir el crecimiento de otras bacterias.

2. Analizar y catalogar los ciclodipéptidos producidos en aislados bacterianos
seleccionados por su capacidad de inhibicion.

3. Evaluar el papel biologico de los ciclodipéptidos producidos sobre las
poblaciones microbianas aisladas de las pozas de Cuatro Ciénegas.

4. Proponer un mecanismo de control poblacional bacteriano de los
ciclodipéptidos en las pozas de Cuatro Ciénegas.
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V. MATERIALES Y METODOS

a) MATERIALES

1.- Medios de cultivo.

Los medios de cultivo o sus componentes se adquirieron en los laboratorios
Bioxdn de México S.A., Merck-México S.A. o Sigma Chemical Corporation.

a) Caldo Luria-Bertani (CLB). Composicion: NaCl 0.5%, peptona de caseina
1%, extracto de levadura 0.5%. Se utiliza agua destilada en la preparacion
del medio.

b) Agar Luria-Bertani (ALB). Composicion:
La misma que el caldo CLB, excepto que contiene ademas agar
bacteriol6gico 1.5%.

c) Caldo medio minimo M9. 