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Explorando la comunidad microbiana y
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RESUMEN. Los microorganismos asociados a las esponjas tienen una influencia importante
en la biogeoquimica de nutrientes ademas de ser una fuente importante de productos naturales.
Este estudio proporciona una primera mirada a la diversidad taxonémica de la comunidad
microbiana asociada con la esponja Xestospongia sp., la cual fue recolectada en una cueva
anquialina en el area costera del acuifero subterraneo de la Peninsula de Yucatan en Xcalak,
Quintana Roo, México, y muestra el potencial de la actividad antimicrobiana que puede
tener la diversidad bacteriana cultivable. Los amplicones de ARNr 16S mostraron una alta
abundancia de los géneros Sulfurospirillum y Desulfovibrio, lo que sugiere un papel impor-
tante de la comunidad microbiana en Xestospongia sp. en el ciclo geoquimico del azufre.
Los extractos crudos de la cepa Nocardiopsis dasonvillei NCA-454 mostraron actividad
antimicrobiana contra cepas de Staphylococcus aureus ATCC 25913 (SASM) y S. aureus
ATCC 43300 (SARM) sensibles y resistentes a la meticilina, respectivamente. El estudio de
los microbiomas de esponjas pertenecientes al sistema de cuevas anquialinas en la Peninsula
de Yucatan puede ayudar a descifrar los ciclos biogeoquimicos de estos ambientes poco estu-
diados, a la vez que los microorganismos presentes en estas comunidades microbianas repre-
sentan una fuente inexplorada de metabolitos secundarios con potencial biotecnologico.

Palabras clave: cueva anquialina, esponja, microbioma de esponja, productos naturales,
bioactividad microbiana, Peninsula de Yucatan.

INTRODUCCION

de esponjas (Gerovasileiou y Voultsiadou 2012). Sin embargo,
distintas condiciones ambientales caracterizan el sistema de

La historia geologica de la Peninsula de Yucatan ha creado
uno de los rios subterraneos mas grandes del mundo. Con una
superficie de aproximadamente 165,000 km? (Bauer-Gottwein
et al. 2011), la plataforma de piedra caliza de la peninsula
permite que el agua gotee y se acumule bajo tierra, creando
interacciones entre el agua y las rocas que resultan en la disolu-
cion de rocas carbonatadas, evaporacion, precipitacion y areas
donde se mezclan agua salada y dulce (Perry et al. 2009). Estas
condiciones quimicas especificas han propiciado la formacion
de un sistema de cuevas anquialinas subterraneas inundadas
de aproximadamente 330 km de longitud (Calderén-Gutiérrez
et al. 2017) que es comparable a las cuevas marinas del Mar
Mediterraneo que albergan una alta biodiversidad, incluida la
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cuevas anquialinas de la Peninsula de Yucatan, incluyendo
limitacion de luz, variacion de la presion y temperatura, varia-
cion de los niveles materia organica disuelta y fluctuacion de
la disponibilidad de oxigeno.

Las condiciones de las cuevas de la Peninsula de Yucatan
son tan peculiares que han generado un alto grado de especia-
lizacion en los organismos que las habitan, dando como resul-
tado un notable endemismo (Calderon-Gutiérrez et al. 2017).
De hecho, se ha descrito una variedad de esponjas endémicas,
incluidas especies nuevas, para 2 cuevas pertenecientes a
este sistema (Gomez y Calderon-Gutiérrez 2020), pero no se
ha descrito ninguna en las cuevas del lado continental de la
peninsula. Las esponjas son organismos sésiles que pueden
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filtrar de 0.002 a 0.84 cm*-s™' de agua de mar por 1 cm de
tejido (Thakur et al. 2005). El agua filtrada suministra a las
esponjas oxigeno, nutrientes y diversas comunidades micro-
bianas que incluyen bacterias y arqueas, que pueden llegar a
constituir mas del 50% de su biomasa (Hentschel et al. 2003,
Radjasa et al. 2011, Schmitt et al. 2012).

Estudios previos han investigado la diversidad de las
comunidades microbianas de esponjas marinas con cultivo
o sin cultivo. Ademas, la metabarcodificacion de ARNr 16S
ha permitido la exploracion de la diversidad microbiana en
especies de esponjas de diferentes entornos, proporcionando
conocimientos y nueva informacioén sobre la importancia
de multiples factores, como las especies hospedadoras, los
impulsores ambientales y las distribuciones biogeograficas,
en la configuracion de la composicion y la estructura de las
comunidades microbianas de esponjas (Schmitt et al. 2012,
Kennedy et al. 2014, Moitinho-Silva et al. 2017, Yang et al.
2019, Busch et al. 2022). Los estudios que utilizan métodos
basados en cultivos han demostrado que las cepas aisladas de
esponjas exhiben diversas actividades bioldgicas, incluida la
produccion de productos naturales con propiedades antimi-
crobianas (Jayatilake et al. 1996, Su et al. 2014, Santos et al.
2015, Bennur et al. 2016). La importancia de los microorga-
nismos asociados a las esponjas radica en sus contribuciones
a las defensas quimicas de sus hospedadores contra depre-
dadores, competidores y patogenos (Deshpande y Thakur
2020). Es importante destacar que los microbios simbio-
ticos en las esponjas facilitan el crecimiento del hospedador
en nichos que de otro modo serian inalcanzables al reciclar
diferentes fuentes de materia organica disuelta y hacer que
los nutrientes limitantes estén disponibles (Freeman et al.
2020).

Como parte de una exploracion en curso de la diversidad
microbiana presente en el sistema de cuevas anquialinas de la
Peninsula de Yucatan, presentamos la primera descripcion de
las comunidades microbianas asociadas con una esponja de
cueva anquialina no descrita previamente en Xcalak, Quintana
Roo, y mostramos el potencial de estos microbios asociados
como fuentes de productos naturales bioactivos. Ademas, el
presente estudio representa el primer esfuerzo por caracterizar
ecoldgica y biotecnologicamente una esponja de un ecosis-
tema anquialino, el cual actualmente esta experimentando una
mayor actividad humana debido a la expansion del turismo y
el desarrollo urbano en la region.

MATERIALES Y METODOS

Recoleccion de muestras, secuenciacion de ARNr 16S e
identificacion de especies de esponja

Se recolectaron especimenes de esponjas mediante
buceo a una profundidad de ~12 m dentro de una cueva
anquialina (i.e., la cueva de Xcalak, Cayo Judio) del sumi-
dero del acuifero karstico subterrdneo en la Peninsula
de Yucatan en septiembre de 2020 (Fig. 1). Cayo Judio
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(18°12'10.7238" N, —87°51'38.5806" W) esta ubicado en el
estado de Quintana Roo, México, y esta rodeado de bosques
de manglares y praderas de pastos marinos. La cueva de
Xcalak esta ubicada en la costa de Cayo Judio y se carac-
teriza por una afluencia alta de agua de mar (intrusion) y
de poca a ninguna de agua dulce durante la estacion seca
(octubre-abril). La fecha de recoleccion fue cercana al
final de la temporada de lluvias; las altas salinidades en la
columna de agua de la cueva confirmaron los bajos aportes
de agua dulce. Para la recoleccion de muestras se emitio un
permiso (PPF/DGOPA-062/21) por parte de la Secretaria de
Agricultura, Ganaderia, Desarrollo Rural, Pesca y Alimen-
tacion (SAGARPA) de México.

La zona del espejo de agua (EA) se determind como la
zona menos profunda (1 m de profundidad) en la entrada de
la cueva que estaba expuesta a la radiacion solar, mientras
que la zona de la cueva (12 m de profundidad) se definié
como la zona no expuesta a la radiacion solar. Se recolec-
taron muestras de la columna de agua en la zona del EA y de
la cueva, mientras que los especimenes de esponjas se reco-
lectaron de la pared de la cueva. Después de recolectar las
muestras de agua en bolsas esterilizadas, se determinaron las
variables in situ, como la temperatura (°C), la salinidad (psu),
el oxigeno disuelto (OD, mg-L™"), la conductancia especifica
(CE, pS-cm™), la conductancia (C, uS-cm™), la conducti-
vidad eléctrica (mS-cm™), los solidos disueltos totales (SDT,
mg-L™"), el pH y el N-nitrato (NO;-N), abordo de un barco
con un multipardmetro portatil YSI ProQuatro (Yellow Spring
Instruments, Yellow Springs, EE. UU.).

Se recogieron aproximadamente 40 cm® de tejido de
esponja humedo por triplicado utilizando tubos Falcon de
50 mL (Corning Inc., Nueva York, EE. UU.) y se almacenaron
a 4 °C para su transporte al laboratorio. Una vez en tierra, la
muestra fue preservada en etanol al 96%, fotografiada bajo
un microscopio estereoscopico e identificada siguiendo un
enfoque taxondmico tradicional basado en los tejidos y espi-
culas (Gomez y Calderon-Gutiérrez 2020). EI ADN gendmico
del tejido de la esponja se extrajo por triplicado utilizando
un kit ZymoBIOMICS Miniprep D4300 (Zymo Research,
Irvine, EE. UU.). Se agrup6 el ADN de los triplicados y se
analiz0 su pureza y concentracion utilizando un espectrofoto-
metro (Nanodrop 2000, Thermo Fisher Scientific, Waltham,
EE. UU.) y se visualizé por medio de electroforesis en gel de
agarosa. El ADN se almacen6 a—20 °C para su procesamiento
posterior.

Después de la extraccion, el ADN gendmico se envid
a QB3 Genomics (UC Berkeley, Berkeley, EE. UU.)
(RRID:SCR _022170) para la secuenciacion de amplicones
con la plataforma emparejada MiSeq 2x250 (Illumina, San
Diego, EE. UU.). Los cebadores 515F (5> GTGCCAGCM-
GCCGCGGTAA 3”) y 806R (5 GGACTACHVGGGTWTC-
TAAT 3’) se utilizaron para amplificar la region V4 del gen
ARNTr 168 siguiendo el protocolo de Caporaso et al. (2012).
Los datos de secuenciacion sin procesar para los resultados de
la secuenciacion del ARNr 16S se depositaron en Sequence
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Figura 1. Sitio de estudio (rombo rojo) en la Peninsula de Yucatan (cuadrado rojo en el recuadro) (a), fotografias de la cueva anquialina de

Xcalak (b) y fotografia del espécimen de esponja (¢).

Read Archive (SRA, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sra/) con
el nimero de acceso PRINA 1118309 (https://www.ncbi. nlm.
nih.gov/bioproject/PRINA1118309).

En un estudio paralelo del microbioma de la esponja
realizado en nuestro laboratorio, se obtuvo el metage-
noma de la misma muestra de tejido a partir de los datos
de secuenciacion generados por Novogene (Davis, EE. UU.)
con la plataforma NovaSeq 6000 (Illumina). Los contigos
se ensamblaron con Metaspades v. 3.13.0 (Nurk et al. 2017)
y se anotaron taxonémicamente mediante la herramienta de
busqueda de alineacion local basica (BLASTn) en la base de
datos nr del Centro Nacional de Informacién Biotecnoldgica
(NCBI, por sus siglas en inglés). Los contigos que se ensam-
blaron y asignaron al superreino de Eukaryota se usaron
para buscar genes de ARNTr (principalmente ARNr 18S) para
identificar taxonomicamente la esponja con Barrnap v. 0.9
(github.com/tseemann/barrnap). Las secuencias de ARNr se
alinearon con una version no redundante de la base de datos
SILVA v. 138 con un valor E <10~ empleado para la asig-
nacioén taxonomica. Ademas, utilizamos otro enfoque que
implicéd alinear los datos metagenomicos de escopeta (que

abarcan lecturas de procariotas y eucariotas) con una version
no redundante de la base de datos SILVA v. 138 con un valor
E <107, Las secuencias que coincidian con esta base de
datos se consideraron fragmentos potenciales del gen ARNr
y se alinearon con los modelos ocultos de Markov (HMM)
de Eukarya con SSU-ALIGN v. 0.1.1 (https://github.com/
EddyRivasLab/ssu-align) para identificar las secuencias
verdaderas. Se construyeron graficos circulares para visua-
lizar la presencia y abundancia relativa de los géneros perte-
necientes a Eukaryota y Porifera identificados mediante
ambos enfoques (contigos y lecturas cortas) utilizando
RStudio (R Studio Team 2015). La comunidad microbiana
del metagenoma de la esponja ain esta bajo analisis y se
reportara en otro lugar.

Filtros de calidad y analisis de secuencia

Las lecturas de secuenciacion obtenidas de la ejecucion de
MiSeq se procesaron con Quantitative Insights Into Micro-
bial Ecology 2 (QIIME 2 v. 2020.8) (Bolyen et al. 2019). Las
secuencias se filtraron por calidad con una puntuacion Phred
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de Q20 con el algoritmo Deblur. Las variantes de secuencia de
amplicones (ASV, por sus siglas en inglés) se asignaron taxo-
némicamente utilizando el complemento feature-classifier2
implementado en QIIME2 contra la base de datos no redun-
dante SILVA SSU (version 138). Los ASV no asignados se
enviaron a una busqueda BLASTn en la base de datos NCBI.
Se eliminaron los ASV asignados a Eukaryota, cloroplastos
y mitocondrias. Se calculd una curva de rarefaccion direc-
tamente con el comando “diversidad alfa-rarefaccion” de
QIIME?2 (Bolyen et al. 2019).

Los taxones mas abundantes (desde el nivel de filo hasta
el nivel de género) que pertenecian a bacterias y arqueas se
visualizaron con ‘barplot()’ en RStudio (R Studio Team 2015).
Se genero6 un diagrama de arbol de calor de diversidad taxo-
ndémica a partir del espécimen de esponja con el paquete R
‘metacodeR’ v. 0.2.145 (Foster et al. 2017). En estos graficos,
el ancho y el color del nodo indican el nimero de lecturas
asignadas a cada taxon (nivel de filo a género).

Aislamiento e identificacion molecular de la cepa
NCA-454.

La muestra de esponja recolectada se enjuagd con agua
de mar estéril, y se cortd 1 g de tejido en pedazos (~1 cm?)
y se homogeneiz6é con un triturador de tejidos. Posterior-
mente, se realizaron diluciones con agua de peptona (0.1%).
Se transfirio una dilucién (1077) de agua de peptona a placas
de agar marino (Difco, Becton Dickinson, San José, EE.
UU.) y se mantuvo durante 48 h a 25 °C; se aislaron 13 acti-
nobacterias halotolerantes y haloéfilas. Posteriormente, las
cepas de actinobacterias se cultivaron en el medio liquido
Al (10 g de almidoén soluble, 10 g de extracto de levadura,
10 g de peptona, 18 g de agar y 1 L de agua) y se alma-
cenaron alicuotas de 500 pL como soluciones madre de
glicerol (1:1 glicerol:H20) a —80 °C. Se utilizaron aproxi-
madamente 2 mL para la extraccion de ADN con un kit de
aislamiento de ADN genémico (ZymoBIOMICS DNA Mini-
prep Kit) siguiendo las instrucciones del fabricante (Zymo
Research). Para identificar las cepas taxondmicamente, el
gen ARNr 16S se amplifico mediante PCR con los ceba-
dores 27F (5 AGAGTTTGATCCTGGCTCAG 3°) y 1492R
(5’ GGTTACCTTGTTACGACTT 3”) (Weisburg et al. 1991).
El producto de la PCR fue visualizado mediante electrofo-
resis en gel de agarosa, cuantificado por Nanodrop (1000)
y enviado a la Unidad de Sintesis y Secuenciacion de ADN
(USSDNA) del Instituto de Biotecnologia de la Universidad
Nacional Autéonoma de México (Cuernavaca, México) para
su secuenciacion. Se realizé un andlisis BLAST mediante
una busqueda BLASTn en GenBank (http://www.ncbi.nlm.
nih.gov) para identificar las cepas taxonémicamente. Entre
todas las cepas bacterianas aisladas, se selecciond la iden-
tificada como Nocardiopsis dassonvillei NCA-454 para
analisis posteriores y ensayos de actividad, ya que demostro
una alta actividad en nuestra prueba exploratoria de inhibi-
cion del crecimiento. Ademas, las cepas de N. dassonvillei
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se han estudiado previamente por su potencial biotecnolo-
gico (ver las revisiones de Bennur et al. 2016 y Bhairamkar
et al. 2023). La secuencia de ARNr 16S de la cepa NCA-454
de N. dassonvillei se depositd en la biblioteca de datos de
GenBank con el nimero de acceso OR616708.

Preparacion del extracto de NCA-454 y pruebas de
susceptibilidad antimicrobiana

La cepa NCA-454 se cultivo en el medio DSC-ASW (5
g de almidén soluble, 10 g de glucosa, 5 g de peptona, 5
g de extracto de levadura y 32 g de sales de mary 1 L de
agua) a temperatura ambiente durante 10 d para obtener sufi-
ciente masa celular para la extraccion con solvente con 200
mL de MeOH. Después de la extraccion durante 40 min en
un matraz, el sobrenadante y el sedimento celular se recupe-
raron mediante centrifugacion (20 min, 6,000 rpm) y decanta-
cion. Para la extraccion del medio (extracelular), se agregaron
18 g de resina XAD-7 (amberlite) por litro de sobrenadante y
se incubaron durante 12 h en un agitador orbital (120 rpm).
Posteriormente, se filtré la resina al vacio, seguido de la
extraccion por maceracion con 250 mL de acetato de etilo
(LEtOAC) y después con 100 mL de metanol (LMeOH); este
proceso se realizo con el sedimento y el sobrenadante. Esto
dio como resultado 4 extractos diferentes (fraccion de extrac-
cion/disolvente de extraccion) para la cepa NCA-454: extracto
SA17 (sobrenadante/EtOAc), extracto SA18 (sobrenadante/
MeOH), extracto SA19 (sedimento/EtOAc) y extracto SA20
(sedimento/MeOH).

Se utilizaron Staphylococcus aureus ATCC 43300
(SARM) resistente a la meticilina y S. aureus ATCC 25913
(SASM) sensible a la meticilina en un ensayo interno de
susceptibilidad antimicrobiana para probar la bioactividad
de los extractos obtenidos de NCA-454. Se us6 una solu-
cion de MTT (bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazolio) para calcular la inhibicion del crecimiento
(%). Se probaron 2 concentraciones de cada extracto crudo
de NCA-454 (SA17, SM18, PA19 y PM20) (200 mg-mL"!
y 20 mg-mL™), y se utiliz6 un control antibidtico (vanco-
micina para SASM y ampicilina para SARM). Las absor-
bancias altas indican una inhibicion baja de patdgenos, ya
que los patdgenos en crecimiento transforman el MTT en
tinte de formazan. Adicionalmente, se utilizaron controles
para la absorbancia de medios y disolventes. La absorbancia
se determind en un lector de absorbancia de microplacas
iMarkTM (Bio-Rad Laboratories, Hercules, EE. UU.) a
490 y 608 nm. El porcentaje de inhibicion se calculd de la
siguiente manera:

Inhibicién (%) =

(1 __ absorbancia de la muestra — absorbancia del blanco

ADMSO— absorbancia del blanco ) X100

(M
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donde la absorbancia del blanco corresponde a la del medio,
y ADMSO es el valor de la absorbancia para el solvente
(DMSO).

RESULTADOS
Propiedades fisicas y quimicas del agua

Las zonas del EA y la cueva exhibieron alta salinidad
(34.5 ppt para ambas), temperatura constante (31 °C) y
valores similares de SDT (34.13 a 34.5 mg-L™!), CE (52,545
a 53,178 uS-cm™), C (58,157 2 60,755 uS-cm™') y pH (8.02 a
8.22) (Tabla 1). Se observé un aumento de 4.3 a 6.34 en NO,
y una disminucion de 4.24 a 3.77 mg-L! en el OD desde la
zona del EA hasta la zona de la cueva.

Identificacién taxonémica del ejemplar de esponja

El andlisis de la morfologia indicd que el organismo era
una esponja del orden Haplosclerida. Utilizando claves de
identificacion estandar basadas en el andlisis de espiculas,
Haliclona y Xestospongia surgieron como géneros candidatos
para el espécimen de esponja en este estudio.

En la busqueda del gen ARNr 18S dentro de los contigos
ensamblados a partir de los datos metagendmicos, se iden-
tificaron 5 secuencias de ARNr 18S y se asignaron cada
una a los géneros Solemya (Bivalvia, longitud = 1,825 pb),
Rubifabriciola (Annelida, longitud = 503), Syllis (Annelida,
longitud=1,066), Diadumene (Cnidaria, longitud =879 pb) y
Xestospongia (Porifera, longitud = 2,004 pb) (Fig. 2a). Entre
los contigos asignados al genoma mitocondrial completo, el
género Xestospongia exhibio6 la mayor cobertura (Tabla S1).
Un enfoque diferente para analizar las secuencias de ARNr
18S del filo Porifera con lecturas cortas indicd que el género
Xestospongia representd el mayor nimero de secuencias
(92%) (Fig. 2b), mientras que una pequefia proporcion de
secuencias se asigno al género Haliclona (2.8%). Por tanto,

Metazoa
ARNr 18S (Contigos)

Xestospongia: Porifera

Solemya: Bivalvia

Diadumene: Cnidaria

Rubifabriciola: Annelida

Syllis: Annelida

W<O

la especie de esponja utilizada en este estudio fue identi-
ficada como Xestospongia sp.; identificar la esponja a
nivel de especie no fue factible debido a las limitaciones
metodoldgicas.

Comunidad microbiana de la esponja

Se obtuvo un total de 23,222 secuencias filtradas de alta
calidad que representan 160 ASV. Una curva de rarefaccion
de los ASV observados mostr6é que la curva alcanzé la satu-
racion, lo que indica un muestreo adecuado de las secuen-
cias de ARNr 16S (Fig. S1). Los 160 ASV fueron asignados a
diferentes niveles taxonomicos: 8 filos, 11 clases, 23 6rdenes,
21 familias y 18 géneros bacterianos. Adicionalmente, un
pequeiio numero de ASV se identificaron como Archaea
(10 ASV).

Los filos mas abundantes (abundancia relativa) fueron
Pseudomonadota (68%), Campylobacterota (5.2%), Bacte-
roidota (5.1%) y Desulfobacterota (2.1%) (Fig. 3 y Fig. S2).
A nivel de clase, Gammaproteobacteria (41.6%), Alphapro-
teobacteria (27.0%) y Campylobacteria (5.2%) fueron las
mas dominantes (Fig. 3 y Fig. S2). Rhodobacterales (35.0%),
Cellvibrionales (15.0%) y Campylobacterales (6.9%) fueron
los 6rdenes mas abundantes. Las 3 familias mas abundantes
fueron Rhodobacteraceae (36.9%), Halieacea (15.8%) y
Sulfurospirillaceae (6.3%) (Fig. 3 y Fig. S2). Los géneros
Sulfurospirillum (33.6%), Desulfovibrio (15.6%), Ulvibacter
(15.4%), Pseudomonas (8.4%) y Ruegeria (7.3%) fueron los
mas dominantes (Fig. 3 y Fig. S2). El tnico género identifi-
cado para Archaea fue Nitrosopumilus (Fig. 3 y Fig. S2).

Identificaciéon y bioactividad de la cepa NCA-454
El analisis molecular del gen ARNr 16S reveld que la cepa
(NCA-454) que se recuper6 de la esponja Xestospongia sp.

estaba estrechamente relacionada con N. dassonvillei (100%
de identidad de secuencia, valor E de 0.0) y pertenecia al filo

Porifera
ARNr 18S (Lecturas cortas)

Xestospongia

Spheciospongia
Scopalina
Halichondrida
Hymeniacidon
Homaxinella
Terpios
Aiolochroia
Suberites
Haliclona

Figura 2. Identificacién molecular del género del ejemplar de esponja recolectado en la cueva de Xcalak. Resultados del ARNr 18S obtenidos

con los contigos (a) y lecturas cortas (b) de los datos metagenomicos.
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Familia
Rhodobacteraceae
. Nitrosopumilaceae
. Halieaceae
. Sulfurospirillaceae
. Thioglobaceae
. Flavobacteriaceae
Desulfovibrionaceae
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Litoricolaceae
. Sulfurovaceae
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. Candidatus Nitrosopumilus
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. Halochromatium
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Orden
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Figura 3. Perfil de la comunidad microbiana de Xestospongia sp. Clasificacion taxondmica de 160 variantes de secuencia de amplicones
(ASV, por sus siglas en inglés). Los taxones que exhibieron abundancias relativas <0.5% se clasificaron colectivamente como “Otros”.
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Actinobacteria. Las concentraciones inhibitorias minimas
obtenidas del ensayo de antibidticos con los extractos crudos
fueron 12.6 mg-mL™" para SARM y 4 mg-mL"' para SASM
(Tabla S2). Los extractos crudos con una concentracion de
200 pg-mL™" mostraron la mayor inhibicion (%) contra SASM
(Tabla 2).

DiscusiON
Diversidad microbiana del microbioma de Xestospongia sp.

Por primera vez, describimos la comunidad microbiana
asociada con una especie de esponja de Xestospongia reco-
lectada en una cueva anquialina en la Peninsula de Yucatan.
Se han realizado estudios sobre microbiomas de esponjas con
diversas especies de esponjas de mar (Schmitt et al. 2012,
Kennedy et al. 2014, Moitinho-Silva et al. 2017, Yang et al.
2019), incluidas algunas esponjas del género Xestospongia
(Lesser et al. 2016, Thomas et al. 2016, Hayami et al. 2023).
Se ha observado una diversidad microbiana similar a nivel de
ASV en otras esponjas, como Xestospongia mutua (Indranin-
grat et al. 2022) y Xestospongia testudinaria (Hayami et al.
2023), aunque ambos estudios emplearon una mayor cantidad
de muestras que este estudio.

Descubrimos que Pseudomonadota, Nitrososphaerota,
Campylobacterota, Bacteroidota y Desulfobacterota eran los
filos procariéticos dominantes en el microbioma de la muestra
de esponja. Algunos de estos filos (Pseudomonadota, Nitro-
sosphaerota y Bacteroidota) se han reportado como microor-
ganismos tipicos en los microbiomas de diferentes especies
de esponjas marinas (Thomas et al. 2016, Leal et al. 2022),
incluidas 4 especies del género Xestospongia encontradas
en diferentes sitios de recoleccion (Thomas et al. 2016) y
X. mutua recolectada en la cuenca del Caribe (Lesser et al.
2016) y del Caribe de Curazao (Indraningrat et al. 2022). Se
ha reportado ampliamente que ciertos filos son abundantes y
estdn asociados con esponjas marinas (e.g., cianobacterias)
y al mismo tiempo contribuyen al metabolismo de los holo-
biontes a través de la fotosintesis. Sin embargo, se observd
una baja abundancia de cianobacterias en la muestra de
Xestospongia sp. de la cueva de Xcalak. Esto podria atribuirse
a las condiciones ambientales locales, incluida la falta de luz
solar dentro de la zona de la cueva, que puede haber limitado
la abundancia relativa de este grupo bacteriano dentro de la
esponja (Jahn et al. 2018).

A nivel de género, Sulfurospirillum fue el mas abundante
en la comunidad microbiana de Xestospongia sp. de la cueva
de Xcalak, seguido por Desulfovibrio. El género Sulfurospi-
rillum se ha asociado con varios ambientes, incluidos sedi-
mentos y aguas subterraneas ricos en compuestos de azufre
(Goris y Gabriele 2016). Se ha reportado que Desulfovibrio
es el género mas dominante en 3 especies de esponjas (4stros-
clera willeyana, Dysidea arenaria 'y Arenosclera heroni) del
Mar de China Meridional (Zhang et al. 2015). Al igual que
Sulfurospirillum, este género se ha descrito como bacterias
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reductoras de azufre (BRA) facultativas que utilizan azufre
elemental como sustrato para la respiracion en ausencia de
otros posibles aceptores de electrones (oxigeno, nitrato,
sulfito o sulfato) (Fauque 1994).

Los genes y las vias metabdlicas asociados con el ciclo del
azufre se han reportado en estudios de la diversidad del micro-
bioma y la capacidad metabdlica de las esponjas marinas
mediante enfoques metagenomicos (Tian et al. 2016, Lesser
et al. 2022). El predominio de las bacterias sulfato reductoras
(BSR) en Xestospongia sp. sugiere que en la cueva de Xcalak
existe un ambiente rico en compuestos de azufre, donde la
reduccion de sulfatos es el papel predominante de las BSR
en el microbioma, que mantienen el ciclo endosimbidtico del
azufre (Hoffmann et al. 2005). Ademas, se han reportado altos
niveles de sulfato en cuevas anquialinas costeras en el sistema
de cuevas anquialinas de Yucatan (Schmitter-Soto et al. 2002,
Suarez-Moo et al. 2022), lo que también respalda el papel de
las BSR en los ciclos biogeoquimicos ambientales en estas
cuevas costeras.

Se ha reportado que los miembros de las comunidades
microbianas asociadas con las esponjas marinas exhiben
diversas propiedades bioldgicas, incluida la actividad anti-
microbiana, anticancerigena, antiinflamatoria, antifiingica
o antiviral (Brinkmann et al. 2017). Actualmente, se han
descubierto 140 estructuras nuevas, como los sesquiterpenos,
policétidos, péptidos y alcaloides, en los microorganismos
asociados a las esponjas (Li et al. 2023). En este estudio, el
género Pseudomonas fue el género mas abundante en los datos
de metabarcodificacion del ARNr 16S. Estudios previos de
ensayos de actividad en las cepas de Pseudomonas sp. aisladas
de diferentes especies de esponjas reportaron la presencia de
diferentes metabolitos que inhiben el crecimiento de cepas
microbianas patogenas (Brinkmann et al. 2017).

El 4cido fenazina-1-carboxilico, obtenido de Pseudomonas
aeruginosa aislada de la esponja Isodictya setifera, inhibi6 el
crecimiento de las cepas patogenas de S. aureus (Jayatilake
et al. 1996). Santos et al. (2015) reportaron la actividad
antimicrobiana en los extractos bacterianos de las cepas de
Pseudomonas fluorescens contra la cepa indicadora S. aureus
ATCC 29213. El péptido ciclico dicetopiperazina se aislo
de estos extractos y mostrd actividad bactericida contra las
cepas de S. aureus 'y Pseudomonas aeruginosa (Santos et al.
2015). El género Ruegeria ocupo el quinto lugar en términos
de abundancia de las secuencias del ARNr 16S, y diferentes
especies de Ruegeria han mostrado actividad antimicrobiana
contra bacterias patdogenas para humanos como S. aureus,
Salmonella enterica y Candida glabrata (Almeida et al.
2023).

El tnico género identificado en Archaea fue Nitrosopumilus.
Se ha descrito que este género pertenece al grupo de arqueas
oxidantes del amoniaco (AOA) y se ha encontrado que
exhibe funciones metabodlicas como el transporte de fosforo y
metales del medio ambiente (Suarez-Moo et al. 2024). Se han
observado adaptaciones en Nitrosopumilus a diversos habi-
tats de aguas subterraneas, geotérmicos, terrestres y marinos
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(Zheng et al. 2024). Ademas, existen reportes de la presencia
de Nitrosopumilus en varios hospedadores (Nakagawa et
al. 2021), incluidas esponjas (Feng et al. 2016, Haber et al.
2021), y su presencia se asocia con procesos geoquimicos
como la nitrificacion (Feng et al. 2016) y la proteccion de las
células hospedadoras a la toxicidad del amoniaco. Ademas, los
analisis del exometaboloma de cultivos de la cepa SCM1 del
Nitrosopumilus maritimus marino mostraron que este AOA
tiene la capacidad de biosintetizar cobalamina; la extraccion
del genoma de esta cepa de AOA detectd genes involucrados
en la biosintesis de metabolitos como agmatidina y medica-
genato (Law et al. 2021), lo que demuestra un alto potencial
biotecnologico para este género. Este potencial podria explo-
rarse mas a fondo en cepas de esponjas AOA de las cuevas
anquialinas de la Peninsula de Yucatan.

Reconocemos las limitaciones de secuenciar parcialmente
el gen ARNr 16S en un estudio de microbioma y de utilizar
solo una muestra de esponja. No se realizaron pruebas estadis-
ticas en este estudio debido a la falta de muestras replicadas de
esponjas en el analisis de metabarcoding porque este espécimen
fue el tinico encontrado en la cueva. Se deben realizar futuras
investigaciones con mas muestras de esponjas y se deben
explorar factores como las especies hospedadoras y las varia-
bles ambientales que influyen en la comunidad microbiana. Los
primeros conocimientos sobre la diversidad del microbioma de
la esponja proporcionados por este estudio respaldaran la gene-
racion de nuevas hipdtesis sobre el papel de estos microbios en
este entorno poco explorado. Futuras investigaciones deberian
centrarse en estudiar la comunidad microbiana de la esponja
mediante enfoques metagenomicos, incluidas las lecturas de
escopeta y largas de PacBio o Nanopore, con un mayor numero
de muestras. Sin embargo, encontramos solo un individuo de
esponja de esta especie en la cueva de Xcalak durante el mues-
treo (Efrain Chavez y Luis Liévano, com. pers.).

Actividad antibidtica de la cepa Nocardiopsis dassonvillei
NCA-454

La cepa NCA-454 se aisl6 utilizando el tejido de esponja
como indculo y su secuencia de ARNr 16S presentd una alta
similitud con N. dassonvillei (KU306741.1/KF543091.1/
MN108027.2/MN371461.1 con una identidad de secuencia
del 99%). El género Nocardiopsis estd compuesto por espe-
cies halotolerantes y haléfilas, y los miembros de este género
se han aislados frecuentemente de areas con altas concentra-
ciones de sal (Bennur et al. 2016) como la cueva anquialina
de Xcalak en Cayo Judio. Los extractos crudos obtenidos de
la cepa N. dassonvillei NCA-454 inhibieron el crecimiento
de SARM y SASM. Se ha observado actividad antimicro-
biana contra patégenos resistentes a multiples farmacos
pertenecientes a una bacteria grampositiva y 6 bacterias
gramnegativas en el sobrenadante libre de células de varias
cepas de N. dassonvillei aisladas de diferentes esponjas
marinas (Selvin et al. 2009). Otra cepa de N. dassonvillei ha
mostrado actividad antimicrobiana contra Vibrio dibolicus,
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Vibrio parahaemolyticus y Bacillus subtilis (Su et al. 2014).
Los andlisis quimicos de otros extractos de Nocardiopsis
han demostrado la produccion de metabolitos secundarios,
incluidos policétidos, fencinas, alcaloides de quinolina, terfe-
nilos, proteinas, tiopéptidos y aminas (Bennur et al. 2016),
todos los cuales podrian ser responsables de la inhibicion de
los patdégenos SARM y SASM por N. dassonvillei NCA-454
en este estudio. Ademas, la secuenciacion del genoma
completo de la cepa TP-A0876 de Nocardiopsis sp. destaco
la presencia de 3 policétido sintasas (Komaki et al. 2014),
mientras que la extraccion del genoma de Nocardiopsis sp.
RACA4 aislado de un nudibranquio del Mar Rojo mostré
una variedad de metabolitos secundarios, especificamente
policétidos, terpenos y péptidos no ribosémicos (Elfeky et
al. 2023). La bioactividad observada en los extractos crudos
de N. dassonvillei NCA-454 resalta la importancia de los
esfuerzos para descubrir metabolitos secundarios de bacte-
rias cultivables en los microbiomas de esponjas de ambientes
diversos y novedosos, como el sistema de cuevas anquialinas
en la Peninsula de Yucatan.

CONCLUSIONES

Este estudio representa el primer esfuerzo para caracte-
rizar la diversidad microbiana y el potencial biotecnologico de
bacterias aisladas de la esponja Xestospongia sp. recolectada
en una cueva anquialina en la Peninsula de Yucatan. Nuestro
analisis independiente de cultivo identifico varios miem-
bros bacterianos conocidos por su capacidad para producir
productos naturales y participar en ciclos biogeoquimicos.
Adicionalmente, este estudio destaca la importancia biotec-
nologica de explorar entornos novedosos en la busqueda de
cepas bacterianas que alberguen productos naturales bioac-
tivos. Las futuras investigaciones deberian centrarse en la
funcién (metagendmica) y los patrones de expresion génica
(metatranscriptomica) asociados con la comunidad micro-
biana de la esponja de cueva anquialina que reportamos aqui.

Traducido al espaiiol por Claudia Michel-Villalobos.
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