UNIVERSIDAD AUTONOMA DE BAJA CALIFORNIA
INSTITUTO DE INVESTIGACIONES OCEANOLOGICAS
FACULTAD DE CIENCIAS MARINAS
POSGRADO EN OCEANOGRAFIA COSTERA

COMPARACION METABOLICA DE ACTINOBACTERIAS AISLADAS DE
SEDIMENTO MARINO DE LA LAGUNA OJO DE LIEBRE

PRESENTADA POR
ANDREA YAZMIN ZAMORA QUINTERO

COMO REQUISITO PARCIAL PARA OBTENER EL GRADO DE
MAESTRA EN CIENCIAS EN OCEANOGRAFIA COSTERA

Directora de tesis
Dra. Natalie Millan Aguifiaga
Co-Directora de tesis
Dra. Monica Torres Beltran
Sinodal

Dra. Dulce Guillén Matus

Noviembre 2022, Ensenada, Baja California




Comparaciéon metabdlica de actinobacterias aisladas de sedimento marino de la Laguna Ojo de Liebre

FACULTAD DE CIENCIAS MARINAS
INSTITUTO DE INVESTIGACIONES OCEANOLOGICAS
POSGRADO EN OCEANOGRAFIA COSTERA

COMPARACION METABOLICA DE ACTINOBACTERIAS AISLADAS DE SEDIMENTO
MARINO DE LA LAGUNA OJO DE LIEBRE

TESIS

QUE PARA CUBRIR PARCIALMENTE LOS REQUISITOS NECESARIOS PARA
OBTENER EL GRADO DE

MAESTRA EN CIENCIAS EN OCEANOGRAFIA COSTERA
PRESENTA

ANDREA YAZMIN ZAMORA QUINTERO

Aprobada por:

1l

Dra. Natalié Millan Aguifiaga
Directora de tesis

/N
: 04
-
(A
Dra. Monica Torres Beltran Dra. Dulce Guillén)&latus
Co-Directora Sinodal




Comparaciéon metabdlica de actinobacterias aisladas de sedimento marino de la Laguna Ojo de Liebre

AGRADECIMIENTOS

A mi familia, por apoyarme en mis estudios, por creer en mi, por ser una motivacion
en mi vida, por formarme y guiarme en el camino.

A mi directora de tesis, Dra. Natalie Millan Aguifiaga, a mi co-directora de tesis, Dra.
Monica Torres Beltran y a mi sinodal, Dra. Dulce Guillén Matus, por su dedicacion,
por su apoyo incondicional, por su paciencia y, sobre todo, por sus consejos a nivel
académico y personal. Por ser pacientes a lo largo de estos dos afios y medio que
me tomé terminar la maestria. Por estar al pendiente de cada duda que tuve, por
tomarse el tiempo de leer el presente trabajo, y por sus recomendaciones para el
enriquecimiento del mismo.

A mis queridos amigos, gracias por tenerme paciencia, por ser parte de la conclusién
de este siguiente capitulo en mi camino y por haber estado interesados en mitemay
soportar ensefarles las fotos de las bacterias con las que trabajé.

Ala Universidad Autbnoma de Baja California y al personal de la Facultad de Ciencias
Marinas que labora en ella por su calidez y profesionalismo.

A CONACYyYT por el otorgamiento de la Beca Nacional de 2 afios de estudio.

Se agradece el apoyo de la “Beca para mujeres en la ciencia L'Oréal-UNESCO-
Academia Mexicana de Ciencias otorgada a mi directora de tesis Dra. Natalie Millan-
Aguifiaga en 2021; ya que dicha beca permitié obtener los datos gendmicos de las
bacterias trabajadas en esta tesis.

Y a todas aquellas personas, que de alguna u otra forma prestaron su colaboracién
y ayudaron para llevar esta investigacién adelante y que compartieron conmigo esta
increible experiencia.




Comparaciéon metabdlica de actinobacterias aisladas de sedimento marino de la Laguna Ojo de Liebre

RESUMEN

Las actinobacterias son reconocidas y estudiadas por su versatilidad metabdlica que
les permite sobrevivir en distintas condiciones ambientales y producir metabolitos
secundarios con aplicacion biotecnologica y/o farmacoldgica. Debido a la actual necesidad
de encontrar nuevos farmacos, la exploracion de los genomas de actinobacterias surge como
una herramienta para conocer las potenciales rutas metabdlicas responsables de la
produccion de metabolitos secundarios. Por sus caracteristicas ambientales, la Laguna Ojo
de Liebre, representa un lugar de gran interés para el estudio de géneros de actinobacterias
poco estudiados con respecto a su potencial metabdlico. Estudios previos de diversidad de
bacterias en la laguna identificaron géneros de actinobacterias poco estudiados como
Actinomadura sp. y Micromonospora sp. Ademas, los extractos quimicos mostraron actividad
biolégica contra diversas lineas celulares de cancer. El objetivo de este trabajo fue comparar
el metabolismo primario de cuatro cepas de actinobacterias (2 cepas de Actinomadura sp. y
2 cepas de Micromonospora sp.), disefiando dos medios de cultivo especificos por género
para estimular el crecimiento de las cepas. Del analisis del metabolismo primario de los 4
genomas, se detectaron un total de 62 rutas metabdlicas, de las cuales 9 son rutas
metabolicas compartidas. En especifico, para el género Actinomadura se detecté una ruta
metabdlica relacionada con la degradacién del aminoacido taurina que no se encontr6 en el
género Micromonospora; asi como una ruta de degradacién de quitina que fue especifica
para el género Micromonospora. Curvas de crecimiento con taurina y quitina mostraron un
aumento en la constante de crecimiento respecto al medio control, al menos cuando se
reemplazaba un 50% de la fuente de nitr6geno y carbono respecto al medio control. Analisis
de metabolismo secundario, utilizando el programa AntiSMASH, identifico en los genomas
del género Actinomadura la presencia del BGC ectoina y en los genomas del género
Micromonospora la presencia del BGC desferrioxamine E. Cabe mencionar que solo el 10%
de los BGC identificados presentan un 50% de similitud con rutas conocidas en las bases de
datos. Esto revela el gran potencial de rutas metabdlicas que presentan ambos géneros para

la produccion de nuevos compuestos con actividad antibiética y/o anticancerigena.

Palabras clave: Actinomadura, Micromonospora, metabolismo primario, metabolismo

secundario, curvas de crecimiento, quitina, taurina.
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1. INTRODUCCION

El filo Actinomicetota (Oren y Garrity, 2021), previamente referido como
Actinobacteria se divide en 6 clases principales de bacterias Gram positivas:
Actinomycetia, Nitriliruptoria, Acidimicrobiia, Coriobacteriia, Thermoleophilia vy
Rubrobacteria. Dentro de la clase Actinomycetia se encuentran géneros muy
estudiados por su gran capacidad de produccion de metabolitos secundarios con
actividad antibidtica, como son los géneros Streptoymyces, Micromonospora

Nocardia y Actinomadura (Raja y Prabakarana, 2011).

En general la clase Actinomycetia presenta una amplia variedad de
morfologias, desde cocoides (Micrococcus y Mycobacterium) o bastoncillos
(Arthrobacter) hasta formas fragmentadas de hifas (Nocardia spp.) o micelio
ramificado permanente y altamente diferenciado (Streptomyces spp.) (Atlas, 1997,
Whitman et al., 2012). Algunos géneros de esta clase (Streptomyces spp, Salinispora
spp, Micromonospora spp., Actinomadura spp.) tiene la capacidad de produccion de
diferentes tipos de esporas que les sirven como agentes de dispersion y
supervivencia (Whitman et al., 2012; Barka et al., 2016). En general presentan una
distribucion global ya que se encuentran habitando sedimentos terrestres, ambientes
marinos, y agua dulce. Como simbiontes de una gran diversidad de organismos
incluyendo plantas, hongos, insectos y en nuestra propia microbiota (van der Meij et

al., 2017).
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La mayoria de las interacciones que tienen estas bacterias con su huésped
son beneficiosas, ya que producen productos naturales que permiten que su huésped
se proteja contra patdégenos o plagas, o enzimas para degradar polimeros naturales
resistentes como la lignocelulosa (van der Meiji et al., 2017). En una interrelacion mas
estrecha, colonizan los tejidos internos de la planta como patdgenos (Barka et al.,
2016), como es el caso de Streptomyces scabies, S. acidiscabies, y S. turgidiscabies;
o bien con un balance favorable para ambos como sucede en la simbiosis de Frankia
con plantas actinorricicas (Fernandez, 2005). Dentro de sus principales funciones en
la naturaleza, estos microorganismos participan en el reciclaje de la materia organica,
desintegrando aquellos compuestos resistentes que las bacterias comunes y los
hongos filamentosos no pueden descomponer, de esta forma se encuentran
participando activamente en la mineralizacion del material organico o formacién de
humus (Quifiones et al., 2016). De esta forma, se ha demostrado que algunas
especies de la clase Actinomycetia que estan presentes en la rizosfera de diversas
plantas, son efectivos antagonistas de hongos patdgenos, asi mismo, en regular la
composicion de las comunidades microbianas del suelo a través de mecanismos
basados en el antagonismo microbiano (Crawford et al., 1993; El-Tarabily, 1997; El-

Tarabily y Soliman, 2000; Evangelista, 2014; Barka et al., 2016).

Como se menciono anteriormente, la produccion de productos naturales con
actividad antibidtica ha sido una de las principales razones de estudio de la clase
Actinomycetia. Ejemplos comunes de estas actinobacterias y sus antibiGticos

producidos son Streptomyces hygroscopicus (rapamicina, como inmunosupresor),
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Amycolatopsis  mediterranei  (rifamicina, como agente antimicrobiano),
Saccharopolyspora erythraea (eritromicina, como antibiético de amplio espectro),
Amycolatopsis orientalis (vancomicina, como antibi6tico) (Frasch et al., 2015; Xu, et
al., 2014). En particular, el género Streptomyces es el mas estudiado debido a la gran
cantidad de compuestos que se han desarrollado en antibiéticos de uso comun, con
mas de 8000 compuestos activos reportados (Raja y Prabakarana, 2011). El género
Micromonospora ocupa el segundo lugar con mas de 740 compuestos, como es la
produccién de los aminoglucésidos como la gentamicina (Weinstein et al., 1963),
sisomicina (Weinstein et al., 1970) y verdamicina (Weinstein et al., 1975). Otros
metabolitos secundarios que son producidos por este género, son los antibidticos de
enedina y antraquinona, producidos por M. echinospora NRRL 15839 (Lee et al.,
1989) y M. lupini (Igarashi et al., 2011). Ademas, se ha observado que las cepas del
género Micromonospora son una fuente potencial de agentes de biocontrol,
biocombustibles, productos para el crecimiento de plantas y probioticos para plantas
(Das et al., 2008; Hirsch y Valdés, 2010; Trujillo et al, 2015; Talukdar et al., 2016). El
género Actinomadura se ha convertido en uno de los géneros mas prometedores del
filo Actinomicetota, ya que se ha demostrado que una gran cantidad de sus especies
producen diversos metabolitos bioactivos como actinomadurol (Shin et al., 2016),
bendigol (Simmons et al., 2011), chandrananimicina (Maskey et al., 2003),
madurastatina (Mazzei et al., 2012), natalenamida (Lee et al., 2018), nonthmicina
(Komaki et al., 2020), sagamilactam (Kimura et al., 2016) y semduramicina (Wieme

et al., 2019).
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Los métodos de secuenciacion de genomas bacterianos han impulsado la
busqueda de las rutas metabodlicas responsables de la produccion de dichos
compuestos bioactivos, de ahi la gran importancia y avance de la mineria genémica.
Los proyectos de secuenciacion del genoma han revelado que los géneros con mayor
produccién de antibioticos, como Streptomyces, tienen un tamafio de genoma de
alrededor de 8-10 Mb (Nett, Ikeda y Moore 2009) y Micromonospora alrededor de 7
Mb (Carro et al., 2018). Del total del genoma de Salinispora (~5 Mb), se ha observado
gue alrededor de un 10% esta dedicado a grupos de genes biosintéticos (BGC, por
sus siglas en inglés) relacionados con las rutas metabdlicas de produccion de

metabolitos secundarios (Udwary et al., 2007).

Debido a la gran cantidad de genomas que se fueron generando, fue de suma
importancia el desarrollo de metodologias computacionales para asociar las
diferentes clases de metabolitos secundarios conocidos con su respectivo BGC. En
2011, Medema y colaboradores presentaron la herramienta antiSMASH (antibiotics
& Secondary Metabolite Analysis Shell) que revolucioné la manera de analizar las
rutas metabdlicas asociadas al metabolismo secundario de genomas bacterianos.
Entre las clases de metabolismo secundario que se predicen estan los policétidos,
péptidos, terpenos, lantibidticos, bacteriocinas, sideréforos, entre otros. Diez afios
después de la primera publicacién, se sigue actualizando y mejorando esta
herramienta. Actualmente, se tiene antiSMASH 6.0 que ha aumentado la cantidad de
tipos de BGC que predice y mejorado sus algoritmos de comparacion para detectar

diferentes BGC (Blin et al., 2021).
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Aun con los avances de tecnologias de secuenciacion y andlisis
bioinformaticos, queda mucho por explorar repecto a el potencial metabdlico de las
actinobacterias y sus productos naturales. La razén aparente de la baja tasa de
descubrimiento para nuevos antibidticos, probablemente se deba a la falta de
conocimiento sobre el mecanismo regulador que se necesita para activar la expresion
de los BGC responsables de la sintesis de antibidticos en actinobacterias en
condiciones de laboratorio. Por ejemplo, a pesar de la gran diversidad y cantidad de
BGC que se predicen de los genomas de actinobacterias, no se conocen todos los
productos asociados. Letzel et al., 2017, muestran que para el género Salinispora
solo se han podido relacionar 24 productos de los 176 diferentes BGC que se
predijeron del andlisis de 119 genomas. Por lo tanto, existe una oportunidad
considerable para el descubrimiento de nuevos farmacos (Watve, 2001; Baral et al.,
2018). Es por ello, que se han desarrollado diferentes enfoques para expresar los
productos de los diferentes BGC que contienen, entre ellos la expresion heterdloga,

ingenieria ribosomal, asi como el uso de distintos elicitores (Baral et al., 2018).

Algunos estudios han demostrado que la manipulacién de rutas metabdlicas
primarias es una herramienta para la expresion de la produccion de metabolitos
secundarios como los antibioticos (Lee et al., 2009). El metabolismo primario se
define como el conjunto de reacciones anabdlicas y catabdlicas cuyo fin es el
mantenimiento de los procesos vitales y el incremento de la biomasa total (Perez,
2011). El desarrollo de programas computacionales con el fin de analizar el

metabolismo primario también ha permitido conocer el potencial metabdlico de las
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cepas de estudio. En particular, el programa MetaPathways predice marcos de
lecturas asociados a los genes funcionales presentes en los genomas y realiza su
anotaciéon con base en la comparacién de las secuencias con bases de datos

disponibles i.e. MetaCyc, RefSeq, Uniprot. (Konwar et al., 2013).
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2. ANTECEDENTES

Debido al aumento de patdégenos resistentes a antibidticos comunes, la
busqueda de actinobacterias aisladas de ambientes inexplorados, Unicos y extremos,
ofrecen la posibilidad de encontrar cepas silvestres no descritas que produzcan
nuevos metabolitos secundarios con potencial bioactivo (Jian y Xu, 1996; Bull et al.,
2005; Ward y Bora, 2006). Las familias de actinobacterias marinas en las que se han
encontrado nuevos compuestos bioactivos con interés farmacolégico han sido
principalmente de Streptomycetaceae y Micromonosporaceae (Kelecom, 2002;
Jensen et al., 2005; Fiedler et al., 2005). Este grupo de bacterias se caracterizan por
la produccion de enzimas extracelulares; destacan por constituir la mayor fuente de
productos naturales bioactivos como alcaloides, péptidos, terpenos y policétidos las
qgue podrian innovar en el ambito médico e industrial (Li et al., 2014; Bull y Stach,
2005; Subramani y Aalbersberg, 2012); y compuestos con actividad bioldgica, asi
como por su versatilidad metabdlica (Nawani et al., 2013; Fenical y Jensen, 2006;

Augustine et al., 2013).

En México son pocos los estudios sobre actinobacterias marinas, de los cuales
en el sedimento del Golfo de California se han aislado varios géneros, entre ellos,
Streptomyces, Salinispora, Actinomadura y Micromonospora (Becerril-Espinosa
2011; Torres-Beltrdn et al., 2012; Cardoso-Martinez et al.,, 2015). Becerril y
colaboradores (2011), encontraron que cepas de Salinispora arenicola presentaban

actividad antibiética contra Proteus vulgaris y Pseudomonas aeruginosa y actividad
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anticancerigena contra células de carcinoma colorrectal HCT-116, cervical HeLa y
pulmonar H460. Dicha actividad antibiotica pudo deberse a la presencia de rifamicina
de los extractos crudos de la cepa de Salinispora arenicola, derivados de los analisis
de espectroscopia de masas. En dichos andlisis de masas, se observaron sefales
donde las longitudes de onda y iones moleculares no coincidieron con los
compuestos que han sido reportados en bases de datos, sugiriendo el potencial de

produccion de nuevos compuestos con actividad anticancerigena.

A su vez, Torres-Beltran y colaboradores (2012), aislaron cepas de
actinobacterias de sedimentos marinos de Bahia Concepcion y Bahia de Los Angeles
pertenecientes al género Streptomyces, Micromonospora y Salinispora. Extracciones
guimicas con acetato de etilo revelaron actividad citotdxica contra las lineas celulares
de cancer de mama (MCF7) y cérvix (HeLa). Ademas, se detectaron compuestos con
actividad biolégica que han sido documentados para distintas especies de
Micromonospora, como los antibiéticos fortamicina AP, KE y AM, micinamicina (m/z
505.687 M+), gentamina (m/z 290.353 M+) y el inhibidor celular macquarimicina (m/z
370.496 M+). Por su parte, Cardoso-Martinez y colaboradores (2015) aislaron cepas
de Micromonospora y Salinispora de muestras de sedimento de Bahia de Loreto, que
mostraron actividad contra Pseudomonas aeruginosa, Proteus vulgaris vy
Staphylococcus aureus resistente a meticilina. MRSA. Ademas, Castro 2014, estudio
el potencial bioactivo de los metabolitos secundarios producidos por actinobacterias
aisladas de sedimentos marinos de Puerto Vallarta y Veracruz en México, donde

evaluo su efecto anticancerigeno y antibiotico. En dicho estudio se aislaron diferentes
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géneros ademas de Streptomyces y Micromonospora que incluye Actinoalloteichus,

Nocardiopsis, y Saccharomonospora.

Zamora-Quintero y colaboradores (2022) aislaron actinobacterias de
sedimentos de la Laguna Ojo de Liebre encontrando una mayor diversidad de
géneros, incluyendo Streptomyces, Micromonospora, Actinomadura, Nocardiopsis y
Plantactinospora. Extractos quimicos con acetato de etilo de cepas de Actinomadura
y Micromonospora revelaron actividad citotoxica contra 6 diferentes lineas celulares
de cancer: pulmoén (H1299), cérvico-uterino (HeLa, SiHa y CaSki), colon (Caco-2), e
higado (Hep G2). Analisis de espectroscopia de masas y redes moleculares de
dichos extractos revelaron que la mayoria de los nodos no fueron clasificados
utilizando la base de datos de GNPS ni del Atlas de Productos Naturales, lo cual
sugiere que la gran mayoria de los metabolitos producidos por estas cepas son

desconocidos y tienen una estructura quimica novedosa.

En general, estos estudios de diversidad de actinobacterias de muestras de
sedimento marino de diferentes lugares de México demuestran el gran potencial de
metabolitos activos contra diferentes células de cancer, asi como antibiéticos. Pero
en ningun estudio se ha realizado un analisis gendmico de las cepas aisladas para
conocer su potencial de metabolismo primario y secundario. Por lo que los resultados
gue se obtengan en este estudio seran de utilidad para el conocimiento de las
distintas rutas metabdlicas primarias y secundarias involucradas en dos cepas de

Actinomadura sp. y dos de Micromonospora sp., aisladas de la Laguna Ojo de Liebre.
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3. HIPOTESIS

Los genomas de las cepas de actinobacterias presentaran diferencias en su
metabolismo primario como secundario. Dichas diferencias permitirdn elaborar
medios de cultivo con nutrientes especificos a cada género, con lo que aumentard la

constante de crecimiento.

4. OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GENERAL

Analizar y comparar el metabolismo primario y secundario de cuatro genomas

de actinobacterias (Actinomadura y Micromonospora).

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Analizar y comparar el metabolismo primario de cuatro genomas de
actinobacterias.

2. Determinar los nutrientes especificos para la preparacion de los medios de
cultivo para el crecimiento de las cuatro cepas.

3. Determinar y comparar las fases de crecimiento de las cuatro cepas de
actinobacterias en medio control y medio especifico.

4. Analizar y comparar el metabolismo secundario de cuatro genomas de

actinobacterias.
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5. METODOLOGIA

5.1 DESCRIPCION DE GENOMAS

Se utilizaron los genomas secuenciados de cuatro cepas de actinobacterias
aisladas e identificadas previamente por Zamora-Quintero y colaboradores (2022)
para analizar su metabolismo primario y secundario. Las cepas se eligieron con base
en su actividad anticancerigena y fueron clasificadas dentro del género Actinomadura

(LOL-011y LOL-016) y del género Micromonospora (LOL-025 y LOL-027).

5.2 ANALISIS GENOMICO DEL METABOLISMO PRIMARIO

Para predecir las rutas metabdlicas primarias se analizaron las secuencias de
los marcos de lectura identificados en los 4 genomas de actinobacterias (archivos
.gbk o .fasta) utilizando médulo de PathwayTools en el programa MetaPathways
(version 2.5.1) (Konwar et al., 2013). Para cada genoma se obtuvo una matriz de las
rutas metabolicas identificadas, cada matriz numérica fue transformada a una de
ausencia y presencia. Las matrices se analizaron en el programa Excel (version 18.0)
para identificar las diferencias y similitudes de rutas metabdlicas entre genomas del
mismo género y entre géneros. Los resultados de las comparaciones se visualizaron
utilizando graficas de barras apiladas, diagramas de Venn y mapas de calor,
generadas con la paqueteria ggplot (Wickham, 2006) del programa R (version 3.6.3)

(Wickham, 2006).
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Para determinar las cepas tipo mas cercanas a nuestros genomas se utilizo el
programa KmerFinder 3.2 que predice las especies bacterianas utilizando un
algoritmo rapido K-mer con datos de genomas (Hasman et al., 2014; Larsen et al.,
2014; Clausen et al., 2018). Los genomas de las cepas tipo mas cercanas también
fueron analizadas con Metapathways de la manera antes descrita para hacer la
comparaciéon de todas las rutas de metabolismo primario en A. cremea, A. rifamycini,

M. pattaloongensis y M. echinofusca.

Posterior al analisis inicial de metabolismo primario se identifcaron dos rutas
metabdlicas Unicas para cada género de actinobacteria, degradacion de taurina para
el género Actinomadura y degradacién de quitina para el género Micronomospora.
Para conocer la distribucion de este tipo de metabolismo en estos géneros, se
analizaron en MetaPathways los genomas de distintas cepas tipo. Para identificar la
presencia o ausencia de la ruta de “taurina IV” en otros genomas de Actinomadura,
se decidio utilizar el programa Metapathways en 10 genomas de cepas tipo: A. latina,
A. latina, A. meyerae, A. macra, A. algeriensis, A. madurae, A. geliboluensis,
Spirillospora albida, A. cremea, A. rifamycini. Para la identificacion de presencia o
ausencia de la ruta de “quitina II”, se decidi6é analizar 10 genomas de cepas tipo de
Micromonospora: M. pattaloongensis, M. echinofusca, M. pisi, M. polyrhachis, M.

sediminimaris, M. phaseoli, M. echinaurantiaca, M. deserti, M. citrea y M. peucetia.
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5.3 ANALISIS DE METABOLISMO SECUNDARIO

Para la identificacion de grupos de genes biosintéticos de metabolitos
secundarios de cada genoma incluyendo los genomas de las cepas tipo, se subieron
los archivos .gbk, a la plataforma de antiSMASH (version 6.0). Se utilizé la version en
linea del programa (https://antismash.secondarymetabolites.org) y se seleccionoé la
deteccion relajada dentro de los parametros, y se seleccionaron todas las
caracteristicas extras que se ofrecen para analizar genomas. Con los resultados
obtenidos de los grupos de genes biosintéticos (BGC) presentes en cada region del
genoma y el porcentaje de similitud, se utilizé el programa Excel (versién 18.0) para
analizar las diferencias y similitudes entre genomas del mismo género y entre
géneros. Los resultados de las comparaciones se visualizan en tabla con el
porcentaje de similitud con las bases de datos y en una gréfica de barras acumuladas

para observar la abundancia y diversidad de cada tipo de BGC.

5.4 MEDIOS DE CULTIVO

A partir de los resultados obtenidos del analisis del metabolismo primario
utilizando Metapathways, se prepararon diferentes medios de cultivo por cepa. Se
utilizé como medio de cultivo control, el medio Al (sal 22 g I't; almidén 10 g I'%;
levadura 4 g I'}; peptona 2 g I'1). Para las dos cepas de Actinomadura se utilizé el
medio Taurina 100% (sal 22 g I'1; almidén 10 g I'; levadura 4 g I'; taurina2 g I'Y) y el
medio de Taurina 50% (sal 22 g I'*; almidén 10 g I'%; levadura 4 g I'%; peptona 1 g I%;
taurina 1 g I'Y).Para las dos cepas pertenecientes a Micromonospora, se utilizé el

medio Quitina 100% (sal 22 g I'Y; quitina 10 g I'*; levadura 4 g I'*; peptona 2 g I'Y) y el
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medio de Quitina 50% (sal 22 g I'Y; almidén 5 g I'Y; quitina 5 g I'*; levadura 4 g I'%;

peptona 2 g I'%).

5.5 CURVAS DE CRECIMIENTO

Se utilizé el método de volumen empacado para determinar las fases de
crecimiento de las cepas utilizando los diferentes medios de cultivo y el medio control.
Como fase inicial se inocul6 el criopreservado de cada cepa en 25 ml de medio liquido
control Al (sal 22 g I'Y; almidén 10 g I'; levadura 4 g I'1; peptona 2 g I'1; agar 14 g I')
y se dej6 en agitacion por 4 semanas, a una temperatura de 30°C. Para poder tener
una mayor cantidad de células de cada cepa, se pasé una alicuota de 1 ml a 100 ml
de medio liquido Al y se dejaron crecer por 15 dias en agitacién, a una temperatura

de 30°C.

Para el inicio de las curvas de crecimiento y para poder iniciar con un inoculo
de 2 ml de pellet bacteriano por cepa, se realizé el volumen empacado. Para ello, en
un tubo Falcon de 15 ml se centrifugé cada cepa a 7830 rpm por 10 minutos (se
repitié el paso hasta alcanzar el volumen necesario). Posteriormente, se pasé cada
pellet de 2 ml a 100 ml de cada medio de cultivo, con 40 esferas de borosilicato (4
mm de didmetro) y se dejaron en agitacion por 21 dias a una temperatura de 30°C.
Cada segundo dia se tom6 una alicuota de 1 ml para tomar una medicién de
volumen empacado en un tubo de centrifuga de 2 ml (graduados cada 0.01 ml), la

alicuota se centrifugd por 10 minutos a 6000 rpm. Con los datos de las mediciones,
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se generaron curvas de crecimiento con el programa Excel (version 18.0) y se
identificaron las fases de crecimiento. Identificando la fase exponencial de cada curva
de crecimiento, se calcularon las constantes de crecimiento (1) y las tasas de
duplicacién (2) para cada cepa en los distintos medios de cultivo, de acuerdo a la

siguientes formulas:

n
k=< 1]

Donde:
k: constante de crecimiento
t: tiempo

n: nimero de generaciones

T=— 2]

Donde:
k: constante de crecimiento

T: tiempo de duplicacién
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6. RESULTADOS

Los genomas utilizados en este estudio tienen un tamafo de genoma
promedio de 9.19 Mb para las 2 cepas de Actinomadura sp. (LOL-011y LOL-016) y
de 6.7 Mb para las 2 cepas de Micromonospora sp. (LOL-025y LOL-027). La cantidad
de genes detectados para los genomas varié de 6050 genes en promedio para los
genomas de Micromonospora sp. y 8630 genes en promedio para los genomas de
Actinomadura sp. El contenido més bajo de G+C fue observado para el genoma de
Actinomadura sp. LOL-011 con un 64% Yy el valor mas alto de 72% para el genoma

de Micromonospora sp. LOL-025 (Tabla I).

Tabla I. Caracteristicas generales de los genomas de estudio.

Género Cepa Contigs % GC Genes Bases
LOL-011 445 64 8638 9190506
LOL-016 229 70 8621 9203882

LOL-025 169 72 6370 7225527
LOL-027 164 69 5730 6177860

Actinomadura sp.

6.1 RUTAS METABOLICAS PRIMARIAS

Entre los 4 genomas analizados, se identificaron un total de 62 rutas
metabdlicas primarias (Tabla 1), de las cuales, 14 rutas son compartidas entre los
genomas. Entre las rutas compartidas se observaron: degradacién de metilsalicilato,
degradacion de L-glutamina | y degradacién del glutation (Fig. 1-A). A su vez, se
obtuvo una sola ruta metabdlica primaria compartida entre el genoma de
Actinomadura sp. (LOL-016) y el genoma de Micromonospora sp. (LOL-025) que

corresponde a la ruta de elongacion de acidos grasos — saturado (Fig. 1-A). Para los
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genomas Micromonospora sp. (LOL-025; LOL-027) se observaron 33 rutas
metabdlicas primarias Unicas (Tabla 1), mientras que para los genomas
Actinomadura sp. (LOL-011; LOL-016) se observaron 15 rutas metabdlicas primarias

Unicas (Fig. 1-A) (Tabla Il).

Tabla Il. Rutas metabdlicas primarias presentes en los genomas de Actinomadura
sp. (LOL-011; LOL-016) y Micromonospora sp. (LOL-025- LOL-027). El color amarillo
indica las rutas metabdlicas primarias que comparten los géneros de
Micromonospora y Actinomadura. El color azul indica las rutas metabdlicas que son
Unicas para los genomas de Actinomadura. El color verde indica las rutas metabdlicas

Unicas para los genomas de Micromonospora.

Rutas metabélicas primarias Genoma
Biosintesis de sirohema
Degradacidn de salicilate de metilo
Metabolismo ppGpp
Interconversidn de metil indol-3-acetato
Biosintesis de UDP-alfa-D-glucuronato (a partir de UDP-glucosa) Actinomadurg sp. (LOL-011; LOL-016) y Micromonespora sp. (LOL-025; LOL-027)
Recuperacidn de difosfato de tiamina 111
Poliglutamilacidn de folato
Degradacion de L-glutamina |
Biosintesis de tetrahidrofolato

Biosintesis de glutaminil-tRNAgIn mediante transamidacidn Actinomadura sp. (LOL-011; LOL-016) y Micromonospora sp. (LOL-D25)
Degradacidn del glutatidn (via DUG - levadura)
Biosintesis de 4-aminchenzoato Actinomadura sp. (LOL-011; LOL-016) y Micromonospora sp. (LOL-027)

Biosintesis de oftalmato
Alargamiento de cidos grasos saturados Actinomadura sp. (LOL-016) y Micromonospora sp. (LOL-025)

Conversion de acetato a acetil-CoA
Recuperacion de adenosilcobinamida-PIB de cobinamida |
Descarboxilacién de 2-oxoglutarato a succinil-CoA
Biosintesis de L-alanina 111
Desoxirribonucledtidos de pirimidina biosintesis de novo 111
Alcanosulfenato monooxigenasa de dos componentes

Biosintesis de L-leucina Actinomadurg sp. (LOL-011; LOL-016)
[2Fe-25] Biosintesis de grupos de hierro-azufre
Biosintesis de 4-hidroxi-4-metil-L-glutamatoe
Degradacién de taurina IV
Biosintesis de inosina-5-fosfato 11
Biosintesis de aerobactina
Biosintesis de L-cisteina Il (dependiente de ARNt)
Biosintesis de salicilato 1
Procesamiento de ARNt

Actinomadura sp. (LOL-011)
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Biosintesis de L-tirosina |
Degradacidn de quitina 11 (Vibrio)
Biosintesis de ubiquinol-8 (procariota)
Ciclo de la urea
Recuperacian de hidroximetilpirimidina
Degradacidn de beta-1,4-D-manosil-N-acetil-D-glucosamina Micromenospora sp. (LOL-025; LOL-027)
Biosintesis de L-arginina |1 (ciclo del acetilo)
Degradacion de D-manosa
Degradacion de |a timina
Biosintesis de corismato a partir de 3-deshidroquinato
Degradacidn de uracilo | (reductivo)
Biosintesis de difosfato de tiamina 111 (Staphylococcus)
Degradacidn de metilglioxal 1
Degradacion de etanol |
Biosintesis de L-cisteina |
Beta-oxidacidn de oleato (dependiente de tioesterasa, levadura)
Biosintesis de difosfato de tiamina | (E. coli)
Iniciacidn de la biosintesis de dcidos grasos (mitecondrias) Micromonosporg sp. (LOL-025)
Biosintesis de trans, trans-farnesil difosfato
Biosintesis de difosfato de tiamina 11 (Bacillus)
Hidrdlisis de acil-CoA
Desfosforilacidén de UTPy CTP 1
Degradacidn de fucosa
Biosintesis de geranil difosfato

Desacetilacidn de quitina
Biosintesis de UDP-alfa-D-galactosa
Biosintesis de L-treonina
Degradacidn de alquilnitronatos
Biosintesis de L-asparagina | Micromonosporg sp. (LOL-027)
Biosintesis del cofactor de guanilil molibdeno
Biosintesis de flavina IV {mamiferos)
Biosintesis de L-asparagina Il
Degradacidn de carbazol

Se realizé la comparacién de rutas metabdlicas primarias en cada género de
actinobacterias. Para los genomas de Actinomadura sp. se obtuvieron un total de 16
rutas distintas, de las cuales se comparten 13 entre ambos genomas (Tabla Il), por
ejemplo: biosintesis de L-alanina lll, biosintesis de L-leucina, biosintesis de grupos
de hierro y azufre, biosintesis de 4-hidroxi-4-metil-L-glutamato, degradacion de
taurina IV y biosintesis de aerobactina (Fig. 1-B). Ademas se observaron rutas
metabdlicas Unicas para cada genoma, por ejemplo la ruta de elongacion de acidos
grasos-saturado fue Unica en el genoma de Actinomadura sp. LOL-016, mientras que
para el genoma de Actinomadura sp. LOL-011, sus rutas metabdlicas primarias
Unicas fueron la biosintesis de salicilato | y la ruta de procesamiento de ARNt (Fig. 1-

B).
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Con respecto a la comparacién de las rutas metabdlicas primarias de los
genomas de Micromonospora sp., se obtuvieron 34 rutas metabolicas primarias
distintas (Tabla Il), de las cuales 11 se comparten entre genomas, por ejemplo:
biosintesis de L-tirosina |, degradacion de quitina IlI, degradacion de beta-1,
biosintesis de L-arginina Il (ciclo del acetilo), degradacion de D-manosa, degradacion
de la timina, degradacion de uracilo | (reductivo) (Fig. 1-C). Ademas se observaron
rutas metabdlicas UGnicas para cada genoma, por ejemplo el genoma de
Micromonospora sp. LOL-025 tuvo 14 rutas metabolicas primarias Gnicas, entre ellas:
biosintesis de difosfato de tiamina lll, degradacién de metilglioxal |, degradacion de
etanol |, biosintesis de L-cisteina I, iniciacion de la biosintesis de acidos grasos,
degradacion de fucosa y elongacion de &cidos grasos — saturado (Fig. 1-C) (Tabla ll).
En comparacion, el genoma de Micromonospora sp. LOL-027 tuvo 9 rutas
metabdlicas primarias Unicas, entre ellas: la desacetilacion de quitina, biosintesis de
L-treonina, biosintesis de L-asparagina |, biosintesis de flavina 1V, biosintesis de L-

asparagina ll, degradacion de carbazol (Fig. 1-C) (Tabla II).
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B)

. Micromonospora sp.
O Actinomadura sp.

Figura 1. Numero de rutas metabdlicas primarias observadas en los genomas de
Actinomadura sp. Y Micromonospora sp. A) Diagrama de Venn de la comparacion
del ndmero de rutas metabdlicas para los genomas Actinomadura sp. y
Micromonospora sp. B) Diagrama de Venn de la comparacion del numero de rutas
metabdlicas de genomas de Actinomadura sp. C) Diagrama de Venn de la

comparacion del numero de rutas metabodlicas de genomas de Micromonospora sp.

Se realiz6 la comparaciéon entre los genomas de las cepas tipo del género
Actinomadura (A. cremea y A. rifamycini) con las cepas Actinomadura sp. de la
Laguna Ojo de Liebre (LOL-011; LOL-016). Se obtuvieron un total de 19 rutas

metabdlicas primarias distintas (Tabla Ill), de las cuales s6lo se compartieron 6 entre
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los distintos genomas, por ejemplo: la degradacion del glutation, biosintesis de L-
leucina, biosintesis de L-cisteina Il y degradacion de salicilato de metilo (Fig. 2-A)
(Tabla Ill). Para los genomas de las cepas tipo de Actinomadura se obtuvo sélo una
ruta metabdlica Unica que fue la degradacién de nucleétidos de adenosina Il. En
comparaciéon para los dos genomas de Actinomadura sp. (LOL-011; LOL-016) se
observaron 12 rutas metabdlicas primarias Unicas, entre ellas la biosintesis de
salicilato I, biosintesis de L-alanina Ill, biosintesis de grupos de hierro-azufre,
degradacion de taurina IV y biosintesis de inosina-5-fosfato Il (Fig. 2-A) (Tabla IIl).
Ademas, para conocer si la ruta de degradaciébn de taurina se encontraba
comunmente en las cepas de Actinomadura sp., se hizo la comparacién con 10
genomas tipo mas cercanas del mismo género (A. cremea, A. rifamycini, A. latina, A.
latina, A. meyerae, A. macra, A. algeriensis, A. madurae, A. geliboluensis,
Spirillospora albida) y no se encontr6 presente la ruta de degradacion de taurina IV

(Tabla II).
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Tabla Ill. Rutas metabdlicas primarias presentes en los genomas de Actinomadura
sp. (LOL-011; LOL-016), Actinomadura cremea y Actinomadura rifamycini. El color
amarillo indica las rutas metabdlicas primarias que comparten los genomas de
Actinomadura (genomas de referenciay LOL-011, LOL-016). El color azul claro indica
las rutas metabdlicas que son Unicas para los genomas de Actinomadura LOL-011y
LOL-016. El color azul oscuro indica las rutas metabdlicas Unicas para los genomas

de referencia.

Rutas metabdlicas primarias Genoma
Degradacidn de salicilato de metilo
Interconversion de metil indol-3-acetato Actinomadura sp. (LOL-011; LOL-016) y A. cremea

Biosintesis de L-leucina

Degradacidn del glutation (via DUG - levadura)

Recuperacion de adenosilcobinamida-PIB de cobinamida | Actinomadura sp. (LOL-011; LOL-016) y A. rifamycini
Biosintesis de L-cisteina Il (dependiente de ARNt)

Biosintesis de aerobactina

Biosintesis de 4-hidroxi-4-metil-L-glutamato
Conversian de acetato a acetil-CoA
Descarboxilacion de 2-oxoglutarato a succinil-CoA
Biosintesis de L-alanina Il .
L L o y . Actinomadura sp. (LOL-011; LOL-016)
Desoxirribonucleétidos de pirimidina biosintesis de novo 111
Alcanosulfonato monooxigenasa de dos componentes
[2Fe-25] biosintesis de grupos de hierro-azufre
Degradacidn de taurina IV
Biosintesis de inosina-5-fosfato Il

Biosintesis de salicilato | .
) Actinomadura sp. (LOL-011})
Procesamiento de ARNt

_Degradacidn de nucledtidos de adenosina Il Actinomadura cremea

Respecto a la comparacion de los genomas de las cepas tipo de
Micromonospora (M. echinofusca y M. pattaloongensis) y los genomas de
Micromonospora sp. de la Laguna Ojo de Liebre (LOL-025; LOL-027), se obtuvieron
un total de 47 rutas metabdlicas primarias distintas (Tabla IV). Los cuatro genomas
compartieron 30 rutas, entre ellas la degradaciéon de salicilato de metilo, biosintesis
de sirohema, degradacion de L-glutamina I, biosintesis de L-tirosina |, degradacion

de quitina Il, biosintesis de ubiquinol-8, ciclo de la urea, degradacion de D-manosa,
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degradacion de uracilo | (reductivo), degradacion de la timina, degradacion de fucosa
y desacetilacion de quitina (Fig. 2-B) (Tabla IV). Los genomas de Micromonospora
sp. (LOL-025; LOL-027) fueron las que presentaron mas rutas metabdlicas primarias
Unicas (12 rutas) en comparacion con los genomas tipo (M. echinofusca y M.

pattaloongensis) con 5 rutas metabdlicas primarias Unicas (Fig. 3-B).

Tabla [IV. Rutas metabdlicas primarias presentes en los genomas de
Micromonospora sp. (LOL-025; LOL-027), Micromonospora crechinofusca vy
Micromonospora pattaloongensis. El color amarillo indica las rutas metabdlicas
primarias que comparten los genomas de Micromonospora (genomas de referencia
y LOL-025, LOL-027). El color verde claro indica las rutas metabdlicas que son Unicas
para los genomas de Micromonospora LOL-025 y LOL-027. El color verde oscuro

indica las rutas metabdlicas Unicas para los genomas de referencia.

Rutas metabélicas primarias Genoma
Degradacion de salicilato de metilo
Interconversidn de metil indol-3-acetato
Biosintesis de sirohema

Poliglutamilacion de folato

Degradacion de L-glutamina |

Biosintesis de tetrahidrofolato

Biosintesis de L-tirosina |

Degradacion de quitina Il (Vibrio ) Micremonospora sp. (LOL-025; LOL-027), M. echinofusca y M. pattaloongensis
Biosintesis de ubiquinol-8 (procariota)

Ciclo de laurea

Recuperacidn de hidroximetilpirimidina

Degradacion de beta-1,4-D-manosil-N-acetil-D-glucosamina
Biosintesis de L-arginina Il (ciclo del acetilo)

Degradacion de D-manosa

Biosintesis de corismato a partir de 3-deshidroquinato

Degradacion de uracilo | {reductiva)

Degradacion de la timina Micromonospora sp. (LOL-025; LOL-027) y M. echinofusca
Biosintesis de UDP-alfa-D-glucuronato (a partir de UDP-glucosa)

Biosintesis de glutaminil-tRNAgln mediante transamidacién Micromonospora sp. (LOL-025), M. echinofuseca y M. pattaloongensis
Biosintesis del cofactor de guanilil molibdeno Micromonospora sp. (LOL-027), M. echinofusca y M. pattaloongensis
Degradacidn de metilglioxal |

Beta-oxidacidn de oleato (dependiente de tioesterasa, levadura)

Hidrdlisis de acil-CoA Micromonospora sp. (LOL-025) y M. echinofusca
Desfosforilacion de UTP y CTP 1

Degradacion de fucosa

Biosintesis de difosfato de tiamina | (E. colf)
o ) ) o Micromonospora sp. (LOL-025) y M. pattaloongensis
Biosintesis de difosfato de tiamina Il {Bacillus )

Degradacién del glutation (via DUG - levadura)

Desacetilacidn de quitina Micromonospora sp. (LOL-027) y M. pattaloongensis
Biosintesis de flavina IV {(mamiferos)
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Degradacidn de etanal |

Biosintesis de L-cisteina |

Iniciacion de la biosintesis de dcidos grasos (mitocondrias)
Biosintesis de trans, trans-farnesil difosfato

Biosintesis de difosfato de tiamina Il (Staphylococcus)

Micromonospora sp. (LOL-025)

Biosintesis de geranil difosfato

Biosintesis de UDP-alfa-D-galactosa
Biosintesis de L-treonina
Degradacion de alquilnitronatos .
e ) ) Micromonospora sp. (LOL-027)
Biosintesis de L-asparagina |
Biosintesis de L-asparagina Il

Degradacion de carbazol

Biosintesis de aerobactina
Biosintesis de 4-hidroxi-4-metil-L-glutamato M. pattaloongensis
Recuperacion de adenosilcobalamina a partir de cobalamina

Biosintesis de histamina M. echinofusca

Degradacion de protocatechuato Il {ruta de escision orto) M. echinofusca y M. pattaloongensis

Con el analisis de los genomas de estudio de Micromonospora sp. (LOL-025;
LOL-027) se observaron un total de 12 rutas metabdlicas primarias Unicas, que
incluyen el metabolismo ppGpp, biosintesis de oftalmato, degradacion de etanol |,
biosintesis de L-cisteina I, iniciacion de la biosintesis de acidos grasos, biosintesis
de L-treonina, degradacion de alquilnitronatos, biosintesis de L-asparagina |,
biosintesis de L-asparagina Il, degradacion de carbazol, biosintesis de difosfato de
tiamina lll, biosintesis de geranil difosfato y alargamiento de acidos grasos saturados,
por mencionar algunas (Fig. 2-B) (Tabla V). Los genomas de las cepas tipo
Micromonospora solamente tuvieron 5 rutas metabdlicas primarias Unicas, entre ellas
la degradacion de protocatechuato Il (ruta de escision orto), biosintesis de histamina,
recuperacion de adenosilcobalamina a partir de cobalamina, biosintesis de

aerobactina y biosintesis de 4-hidroxi-4-metil-L-glutamato (Fig. 2-B) (Tabla V).

Ademas, para conocer si la ruta de degradacion de quitina se encontraba
comunmente en las cepas de Micromonospora sp., se realizé la comparacion de 10

genomas tipo mas cercanos (M. pisi, M. polyrhachis, M. pattaloongensis, M.
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sediminimaris, M. phaseoli, M. echinofusca, M. echinaurantiaca, M. deserti, M. citrea,
M. peucetia) a Micromonospora sp. (LOL-025; LOL-027). S6lo en los genomas de M.
echinofusca y M. pattaloongensis se identificé la ruta de degradacion de quitina Il

(Vibrio) (Tabla 1V).

A)

Actinomadura sp. Micromonospora sp.
(LOL-011; LOL-016) (LOL-025; LOL-027)

Actinomadura Micromonospora
(cepas tipo) (cepas tipo)

Figura 2. Rutas metabdlicas primarias entre genomas Actinomadura sp. (LOL-011;
LOL-016), Micromonospora sp. (LOL-025; LOL-027) y cepas tipo A. rifamycini, A.
crema, M. pattaloongensis y M. echinofusca. A) Actinomadura tipo y Actinomadura
sp. (LOL-011; LOL-016). B) Micromonospora tipo y Micromonospora sp. (LOL-025;

LOL-027).

Las rutas metabdlicas observadas en los genomas se agruparon de manera
inicial en las categorias de sintesis y degradacion, en total se observaron 35 rutas

(56% del total de rutas identificadas) metabdlicas dentro de esta clasificacion sintesis
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y degradacioén (Fig. 5). Para los genomas de Micromonospora sp., Se encontraron 14
rutas unicas dentro de esta clasificacion, entre ellas la degradacion de uracilo,
biosintesis de ubiquinol, degradacion de trehalosa, biosintesis de sidero6foros,
degradacion de pirimidinas, degradacion de ramnosa, degradacion de quitina,
asimilacion de amoniaco y degradacion de aminoacidos (Fig. 3). Para los genomas
de Actinomadura sp. obtuvieron 8 categorias Unicas dentro de esta clasificacion,
entre ellas la biosintesis de malotato, biosintesis de folato y procesamiento de acidos
nucléicos (Fig. 3). Entre los genomas de Actinomadura sp. y los dos de
Micromonospora sp. compartieron 9 rutas metabdlicas dentro de la clasificacion de

biosintesis y degradacion (Fig. 3).
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Degradacion de uracilo-
Biosintesis de ubiguirel-
Degradzcion de trehzlosa- .
Salvado de tiamina- " . ®
Degradacién de taurina-
Degradacion de sulfolactata-
Biosintesis de esteroles-
Biosintesis de siderdforos-
Biosintesis de selenocisteina-
Biosintesiz de nove de desoxirribonucledtidos de pirimidina-
Degradacion de pirimidinas-
Biosintesis de compuestos de porfirina-
Proceszmienta de 2cidos nucleicos- .
Biosintesis de dxido nitrico- Actinomadura
Desintoxicacian de metilglioxal- . *  AMicromonospove
Degradacion de malotato-
Biosintesis de lipoata-
Biozintesis de linoleato-
Degradacidn de L- ramnosa-
Interconversiones-
Biosintesis de inosina-5 -fosfato-
Biozintesis de folato-
Degradacion de fluorena- : &
Biosintasis de flavina-
Degradacion de etancl-
Degradacion,/Utilizacian/Asimilacidn-Otros-
Biosintesis de corismato-
Degradacian de quitina-
Asimilzcién de amanizco-
Degradacion de amincacidos-
Biosintasis de aminoacidos-

Categoria

(TR
[ R S Y -

Biosintesis de -hidroximimetil-dihidropterinz difosfato- . ®
Biozintesis de 3-deshidroquinata-
Todo-Trzns- Farnesyl -FP-Biozintesis- @
Biosintesis de alanina- . ®
LOL-011 LOL-016 LOL-025 LOL-025
Cepas

Figura 3. Diversidad y abundancia de categorias de rutas metabdlicas primarias

presentes en cada genoma (Actinomadura sp. y Micromonospora sp.).

Debido al interés de utilizar la informacion de metabolismo primario para la
formulacibn de medios de cultivo que promovieran el crecimiento de las
actinobacterias, se identificaron principalmente las rutas de degradacion de fuentes
alternativas de carbono y nitrdgeno. Se observaron 12 rutas de degradacion distintas,
entre ellas la degradacion de taurina, degradacion de quitina, degradacion de
pirimidina, degradacion de etanol y degradacion de aminoacidos (Fig. 4). Los

genomas de Actinomadura sp. (LOL-011; LOL-016) presentaron 3 rutas de




Comparaciéon metabdlica de actinobacterias aisladas de sedimento marino de la Laguna Ojo de Liebre

degradacion Unicas para su género y los genomas de Micromonospora sp (LOL-025;
LOL-027) 7 rutas de degradacidon unicas para su género (Fig. 4). Entre los cuatro
genomas se compartieron las rutas de degradacién de fluoreno y degradacion de
aminoacidos. En particular, el genoma de Micromonospora LOL-027 presentd dos
rutas asociadas a la degradacion de fluoreno a diferencia de los demas genomas y
los dos genomas de Actinomadura (LOL-011 y LOL-016) presentaron 2 rutas de
degradacion de aminoacidos a diferencia de los dos genomas de Micromonospora

(LOL-025 y LOL-027).

Degradacion de uracilo- ™ ™

Degradacion de trehalosa- . .

Degradacion de taurina-

Degradacion de sulfolactato-

Degradacion de pirimidina- . - ; 1
2
E Degradacion de malonato-
r
uDﬂ Actinomadura
x Degradacidn de L- rhamnosa- . *  Micromonospora
L
o
Degradacion de fluoreno- . ]
Degradacion de etanol- .
Degradacion,/Utilizacion/Asimilacion-Otro- .
Degradacion de quitina- . .
Degradacion de aminodcidos- . L]

LOL-011 LOL-016 LOL-025 LoL-027
Cepas

Figura 4. Diagrama de puntos de las categorias de degradaciéon de las rutas
metabdlicas primarias de los genomas Actinomadura y Micromonospora. El tamafio

de los puntos indica la cantidad de rutas que se observaron por genoma.
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6.2 CURVAS DE CRECIMIENTO

Se realizaron curvas de crecimiento por 21 dias en el medio control Al para
las cepas de Actinomadura sp. (LOL-011; LOL-016) y las cepas de Micromonospora
sp. (LOL-025; LOL-027) (Fig. 5). Se observo el maximo de la fase exponencial en las
cepas Actinomadura sp. (LOL-011; LOL-016) al sexto dia, posterior al cual se observa
la fase estacionaria, y la fase de muerte iniciando al doceavo dia (Fig. 5-A, 5-B). Para
la cepa Micromonospora sp. (LOL-025), su fase exponencial se observé desde inicio
del periodo de incubacion hasta el tercer dia, su fase estacionaria inicio el sexto dia
y la fase de muerte después del noveno dia (Fig. 5-C). Para la cepa de
Micromonospora sp. (LOL-027), su fase exponencial se observo desde el inicio de
periodo de incubacién hasta al tercer dia, iniciando una fase estacionaria al noveno
dia y una fase de muerte después del dia 18 de crecimiento. (Fig. 5-D). En dichas
curvas de crecimiento no fue posible observar la fase lag, fue por ello se decidié tomar
mediciones cada 2 dias para los posteriores analisis de crecimiento con los demas

medios de cultivo.

Tomando en consideracién la fase exponencial de las cuatro cepas, fue
posible calcular una constante de crecimiento, la cual fue en promedio de 0.4 (Tabla
V). Ambas cepas de Actinomadura sp. tuvieron la misma constante de crecimiento
(0.4993) y para las cepas de Micromonospora sp., la cepa LOL-027 obtuvo la menor

constante de crecimiento (0.4013) (Tabla V).
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A) B)

—

Volumen (ml)

—e— Actiomadura sp.

i . ,
C) D) —8— Micromonos, .pora sp

Volumen [ml)
~

0 3 6 9 12 15 18 21 0 3 6 9 12 15 18 21

Dias de crecimiento Dias de crecimiento

Figura 5. Curvas de crecimiento en el medio control A1. A) Actinomadura sp. LOL-
011. B) Actinomadura sp. LOL-016. C) Micromonospora sp. LOL-025. D)

Micromonospora sp. LOL-027.

Tabla V. Valores de constante de crecimiento para las cepas Actinomadura sp. (LOL-
011; LOL-016) y Micromonospora sp (LOL-025; LOL-027) calculadas a partir de la

fase exponencial.

Medio CEPAS Constante de crecimiento (K}
Actinomadura sp. LOL-011 0.4993
Al Actinomadura sp. LOL-016 0.4993
Micromonospora sp. LOL-025 0.4823
Micromonospora sp. LOL-027 0.4013

Con base en las observaciones de metabolismo primario de las cepas de

Micromonospora sp. (LOL-25 y LOL-27), se identifico la ruta de degradacién de
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guitina como una opcion para reemplazar la fuente de carbono del medio control A1
(almidén). Ambas cepas de Micromonospora sp., se crecieron en tres medios de
cultivo: medio control Al, quitina 100% y quitina 50% para comparar su crecimiento
(Fig. 6). Para la cepa Micromonospora LOL-025 se observé una tendencia de
crecimiento similar en los tres medios de cultivo. A pesar de no observar una fase
exponencial muy marcada en los primeros dias, se observa una tendencia a disminuir
su crecimiento al cuarto dia e iniciar de nuevo un ligero crecimiento al décimo dia
(Fig. 6-A). Posteriormente, se observa una fase de muerte a partir del dia catorce. A
pesar de no observar una fase exponencial marcada, se calculé la constante de
crecimiento entre el dia O y el dia 2, en donde en el medio Al se observo la mayor
constante de crecimiento (0.2695), a diferencia de la cepa creciendo en el medio de

100% quitina (0.0912) (Tabla VI).

En comparacion, en la curva de crecimiento de la cepa Micromonospora sp.
LOL-027 si se identificaron todas las fases de crecimiento. Iniciando con una fase de
adaptacion (lag) en los primeros dos dias, para iniciar su fase exponencial con su
maximo en el cuarto dia. Después del cuarto dia se observo una fase estacionaria
larga en donde se llega observar una fase de muerte después del dia 18. (Fig. 6-B).
Calculando los valores de constante de crecimiento, se puede observar que en la
cepa Micromonospora sp. LOL-027, la mayor constante se observo en el medio de
50% quitina (0.8047) a diferencia de la menor constante a 100% quitina (0.5493)

(Tabla VI). En relacion a la cepa Micromonospora sp. LOL-025, en el medio control
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Al, se obtuvo un valor mayor en la constante de crecimiento (0.2695) que en

comparacion de los medios con quitina (Tabla VI).

Volumen (ml)

0.025

Valumen {ml)

ool

B)

g

10 12
Dias de crecimiento

18 1 M —e— Quitina 100%
Quitina 50%
F
T
3 I
o R
- ¥
16 18 i}

Figura 6. Curvas de crecimiento para las cepas pertenecientes al género

Micromonospora. A) Cepa Micromonospora sp. LOL-025. B) Cepa Micromonospora

sp. LOL-027.
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Tabla VI. Valores de constante de crecimiento para las cepas Micromonospora sp.

(LOL-025; LOL-027).

CEPA MEDIO CONSTANTE DE CRECIMIENTO {K)
Al 0.2695
Micromonospora sp. LOL-025 Quitina 100% 0.0912
Quitina 50% 0.1592
Al 0.64596
Micromonosporg sp. LOL-027 Quitina 100% 0.5493
Quitina 50% 0.8047

Con base en las observaciones de metabolismo primario de las cepas de
Actinomadura sp. (LOL-11 y LOL-16), se identifico la ruta de degradacion de taurina
IV como una opcién para reemplazar la fuente de nitrdgeno del medio control Al
(peptona). Ambas cepas de Actinomadura sp., se crecieron en tres medios de cultivo:
medio control Al, taurina 100% y taurina 50% para comparar su crecimiento (Fig. 7).
Para la cepa Actinomadura sp. LOL-011 se observd una tendencia de crecimiento
similar entre los medios Al y taurina 50%, a diferencia del medio taurina 100% en el
gue se observé un mayor volumen celular al octavo dia de crecimiento (Fig. 7-A). En
el medio de taurina 100% se observo la fase exponencial en los primeros 2 dias, en
comparaciéon con el medio taurina 50% donde al segundo dia alcanz6 el maximo de
la fase exponencial (Fig. 7-A). Ademas, se observa que con los medios de taurina,
las cepas inician un ligero crecimiento en el octavo dia (Fig. 7-A). Posteriormente, se
observo una fase de muerte a partir del dia doce en los medios Al y taurina 50%, a
diferencia con el medio taurina 100%, donde se observo la fase de muerte hasta el
dia dieciocho. A pesar de observar las diferencias en las fases exponenciales en los

distintos medios, se calculo la constante de crecimiento entre el dia O y el dia 2 para
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los medios 50% taurina y Al, y para el medio 100% taurina del dia 2 al dia 4 (Tabla
VII). Se obtuvo una mayor constante de crecimiento (Actinomadura sp. LOL-011 con
0.7702 y Actinomadura sp. LOL-016 con 0.7520) en el medio taurina 50%, a
diferencia de la cepa creciendo en el medio taurina 100% (Actinomadura sp. LOL-
011 con 0.3466 y Actinomadura sp. LOL-016 con 0.6931) (Tabla VIII). A diferencia
de la cepa Actinomadura LOL-011, en la curva de crecimiento de la cepa
Actinomadura LOL-016 se observo una tendencia de crecimiento similar en los tres
medios de cultivo (Fig. 7-B). De la misma manera que la cepa Actinomadura LOL-
011, la fase exponencial en las cepas creciendo en los medios Al y taurina 50%,
inicid con su maximo en el segundo dia, mientras que en el medio taurina 100% en
el cuarto dia. En los medios de taurina (50% y 100%) se observo un ligero crecimiento
con un segundo maximo de volumen, a diferencia del medio A1 donde su segundo
maximo se alcanzé al décimo dia (Fig. 7-B). Después del dia doce inicia su fase de
muerte en los tres medios de cultivo (Fig. 7-B). Las constantes de crecimiento para
cada medio se calcularon y el medio Al obtuvo la mayor constante de crecimiento
(0.6460), a diferencia de la cepa creciendo en el medio taurina 100% (0.3466) (Tabla

VII).
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Figura 7. Curvas de crecimiento para las cepas pertenecientes al género
Actinomadura en medio control Al, 50% taurina y 100% taurina. A) Curvas de
crecimiento para la cepa Actinomadura sp. LOL-011. B) Curvas de crecimiento para

la cepa Actinomadura sp. LOL-016.
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Tabla VII. Constantes de crecimiento para las cepas Actinomadura sp. (LOL-011;

LOL-016).
CEPA MEDIO CONSTANTE DE CRECIMIENTO (K)
Actinomadudra sp. LOL-011 Al 0.6460
Taruina 100% 0.3466
Taurina 50% 0.7702
Actinomadudra sp. LOL-016 Al 0.8959
Taruina 100% 0.6931
Taurina 50% 0.7520

6.3 ANALISIS METABOLISMO SECUNDARIO

Un total de 223 grupos de genes biosintéticos (BGC) fueron identificados
mediante el programa antiSMASH analizando los 4 genomas de estudio y los
genomas de las cepas tipo mas cercanas. Se analiz6 la abundancia y diversidad de
BGCs asociados a las rutas de sintesis de metabolitos secundatios presentes en los
genomas de Actinomadura sp. (LOL-011; LOL-016), A. cremea, A. rifamycini,
Micromonospora sp. (LOL-025; LOL-027), M. echinofusca, M. pattaloongensis (Fig.
8). En general, para todos los genomas analizados se encontraron tres categorias de
genes relacionados con terpenos, T1PKS y RIPP-like. En particular, para los
genomas de Actinomadura sp. (LOL-011; LOL-016) se observaron 14 categorias de
genes compartidas que representan 30 y 31 BGC, respectivamente. La Unica
diferencia entre los BGCs de ambos genomas es que el genoma de Actinomadura
LOL-016 contiene un BGC mas en la categoria terpeno (Fig. 8). Comparando los
genomas de Actinomadura con los genomas de las cepas tipo, se observé que éstos
tienen una mayor cantidad de BGCs, con 32 BGCs para A. rifamycini y 38 BGCs para
A. cremea (Fig. 9). En particular, el genoma de A. cremea contiene una mayor

cantidad de BGC de la categoria de PKS tipo | y el genoma de A. rifamycini contiene
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una mayor cantidad de BGC relacionados a NRPS comparados con los genomas de
estudio. En comparacion, los genomas de Actinomadura LOL-011 y LOL-016
presentan BGC relacionados a Thiamitides, Lassopeptides y Lantipeptides que no

fueron observados en los genomas de las cepas tipo (Fig. 9).

Con respecto a los genomas de Micromonospora sp. LOL-025 y LOL-027 se
observé una mayor cantidad de BGCs (30 y 27, respectivamente) asociados con al
menos 10 categorias distintas en comparacién con los genomas de las cepas tipo
mas cercanas (Fig. 8). En particular, el genoma de Micromonospora LOL-025 tuvo
una mayor cantidad de BGC relacionados con PKS tipo 1, a diferencia de los demés
genomas (Fig. 10). EI genoma de Micromonospora LOL-027 present6 BGC
relacionados con oligosacaridos que no se observaron en los demas genomas (Fig.
10). Cabe mencionar que el genoma de la cepa tipo de Micromonospora
pattaloengensis presentd la menor cantidad de BGC con solo 11, representando 8

diferentes categorias (Fig. 10).
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Figura 8. Grupos de genes biosintéticos encontrados en los genomas de

Actinomadura sp. (LOL-011; LOL-016), A. cremea, A. rifamycini, Micromonospora sp.

(LOL-025; LOL-027), M. echinofusca, M. pattaloongensis utilizando antiSMASH 6.
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Figura 9. Grupos de genes biosintéticos encontrados en los genomas de

Actinomadura sp. (LOL-011; LOL-016), A. cremea, A. rifamycini.
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Figura 10. Grupos de genes biosintéticos encontrados en los genomas de
Micromonospora sp. (LOL-025; LOL-027), M. echinofusca, M. pattaloongensis

utilizando antiSMASH 6.
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De acuerdo al analisis de similitud (> 50%) de los BGCs identificados en los
genomas de estudio con reportados en las bases de datos, se observé que todos los
genomas del género Actinomadura presentaron el BGC relacionado a la produccion
de Ectoina (100% similitud) y otro con la produccion de Venezuelin (50% similitud)
(Tabla VIII). De manera similar, los genomas de Actinomadura sp. (LOL-011; LOL-
016) compartieron un 100% de similitud con el genoma de A. cremea para la
produccion de Maduropeptin. Para todos los genomas de Micromonospora se
encontré un BGC con un 71% de similitud relacionado con la produccién Alquil-O-
dihidrogeranil-metoxihidroquinona, a diferencia del BGC Lantipéptido-clase-iii (SapB)
(con 50% de similitud), s6lo se observo en el genoma de Micromonospora LOL-025
junto con los genomas de referencia (Tabla VIII). Se observé que que los genomas
de estudio Micromonospora LOL-025 y LOL-025 comparten el BGC relacionado con
Desferrioxamine E con un 100 y 75% de similitud, respectivamente. Ademas, se
encontraron BGC Uunicos para el genoma de Micromonospora sp. LOL-027, uno
relacionado con la produccion de SGR PTMs (83% similitud) y otro con la produccién
de Macrotermycins (57% similitud). Para la cepa Micromonospora sp. LOL-025,
solamente se encontré un BGC relacionado con la produccion de Livipeptin con el

100% de similitud (Tabla VIII).
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Tabla VIII. Productos de los BGC encontrados en cada cepa de Actinomadura sp.
(LOL-011; LOL-016), A. cremea, A. rifamycini, Micromonospora sp. (LOL-025; LOL-

027), M. echinofusca, M. pattaloongensis.

Cepa Metabolito % similitud
LOL-011 100
LOL-016 Ectoina 100

A. cremea 100
A. rifamycini 100
LOL-011 50
LOL-016 . 50
Venezuelin
A. cremea 50
A. rifamycini 50
LOL-011 100
LOL-016 Maduropeptin 100
A. cremea 100
LOL-025 71
LoL-027 i i 71
M. pattaloongensis alkyl-O-dihydrogeranyl-methoxyhydroquinones 71
M. echinofusca 71
LOL-025 50
M. pattaloongensis SapB 100
M. echinafusca 100
LOL-025 i ) 100
LOL-027 Desferriokamine E 75
LOL-025 Livipeptin 100
LoL-027 SGR FTM= B3
LOL-027 Macrotermycins 57
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7. DISCUSION

Andlisis gendmicos de cepas de actinobacterias han revelado una gran
cantidad de rutas metabdlicas asociadas a la produccion de metabolitos secundarios
(Ziemert et al., 2014; Carro et al., 2018; Lee et al., 2020) y se ha reconocido que no
todas las rutas son expresadas en condiciones convencionales de laboratorio
(Abdelmohsen et al., 2015). Por esta razon, en esta tesis se analizé y comparé el
metabolismo primario y secundario de cuatro genomas de actinobacterias con la
finalidad de modificar los medios de cultivo estandar, y que esto posteriormente
pudiera resultar en la expresion de diferentes rutas metabolicas del metabolismo

secundario.

Estudios previos han demostrado que afiadir componentes celulares, en
particular biopolimeros derivados de la pared celular, a medios de cultivo tienen un
efecto en la produccién de antibioticos de varias cepas de actinobacterias. Por
ejemplo, se ha observado que Streptomyces coelicolor en condiciones bajas de
nutrientes con la adicion de mondémeros de quitina (N-acetilglucosamine GICNAC)
produce el antibiotico actinorhodin (Rigali et al., 2008). La quitina es un compuesto
organico natural que esta constituido por monémeros de N-acetil-D-glucosamina y
gue estad presente en una gran cantidad de organismos como las conchas de
moluscos, crustaceos, exoesqueletos de artropodos y pared celular de hongos (Nett,
et al., 2009). Por lo que en el medio ambiente puede resultar en una fuente de

carbono y nitrogeno para los microorganismos (Nielsen y Sorensen, 1999). Se ha
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demostrado que algunas bacterias del ambiente marino tienen la capacidad de
degradar quitina, entre ellas el género Streptomyces (Han et al., 2009), Alteromonas
(Tsujibo et al., 1993; Orikoshi et al., 2005), Microbulbifer (Howard et al., 2003),
Moritella (Stefanidi y Vorgias 2008), Salinivibrio (Aunpad y Panbangred 2003) y Vibrio
(Suginta, 2007; Hirono et al., 1998; Colwell, 1970; Li y Roseman 2004; Meibom et al.,
2004; Keyhani y Roseman 1999; Bassler et al., 1991; Svitil et al., 1997; ltoi et al.,
2007; Wortman et al., 1986; Somerville y Colwell 1993). En particular, estudios han
demostrado que actinobacterias como Streptomyces rimosus presentan enzimas
guitinoliticas con actividad antifungal contra cepas fitopatogenas del género

Alternaria sp. y Fusarium sp. (Brzezinska et al., 2013).

Los andlisis genomicos de metabolismo primario de las cepas de
Micromonospora sp. LOL-025 y LOL-027 demostraron la presencia de genes de
degradacion de quitina (Fig. 4). En particular la cepa de Micromonospora sp. LOL-
027 tuvo una constante de crecimiento mayor al agregar 50% de quitina al medio de
cultivo a diferencia del medio control Al que tenia 100% almidon (Tabla VI, Fig. 6).
Cabe mencionar que una de las principales actividades de la Laguna Ojo de Liebre
es la acuacultura de moluscos (simec.conanp.gob.mx) y se ha estimado que las
ballenas grises que llegan cada afio consumen anfipodos presentes en el sedimento
(Caraveo-Patifio y Soto, 2005) lo cual nos indica la presencia de gran cantidad de
residuos de quitina disponible para los microorganismos que habitan el bentos. Cabe
mencionar que el género de Micromonospora sp. fue aislado en todas las estaciones

del muestreo de la Laguna Ojo de Liebre en 2017 y 2018, a diferencia del género
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Actinomadura sp. que solo fue recuperado de dos estaciones en la parte mas cercana
alaboca (Zamora et al., 2022). Las cepas de Actinomadura sp. (LOL-011y LOL-016)
analizadas en este estudio no presentaron la presencia de genes de degradacion de

quitina en el analisis de metabolismo primatrio.

Se ha demostrado que la quitina induce la produccién de compuestos de tipo
antibidtico, lo cual pudiera ser Util para competencia efectiva de los microorganismos
gue habitan dicho nicho, en este caso las cepas de Micromonospora sp. que habitan
la Laguna Ojo de Liebre. A pesar de observar una diferencia de crecimiento con la
adicion de quitina al medio de cultivo con las cepas de Micromonospora sp. (LOL-025
y LOL-027), no fue posible realizar extracciones quimicas de los productos quimicos
producidos, por lo que se recomienda realizar dichos analisis para observar si existe
una diferencia en la produccion de metabolitos. Este tipo de analisis nos daria
evidencia de lo que se ha observado en otras bacterias, en donde la adicion de quitina
a los medios de cultivo ha estimulado la produccion de los antibiéticos geldanamicina
en Streptomyces melanosporofaciens, y de andrimid en Vibrio coralliilyticus
(Clermont et al., 2010; Wietz et al., 2011). Cabe destacar que medios de cultivo solido
con exoesqueleto de camarén (principalmente quitina y quitosano) también ha
inducido la produccién de compuestos bioactivos en cepas de Pseudonocardia
carboxydivorans inhibiendo cepas patdgenas de Staphylococcus aureus (Setiawan

et al., 2021).
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Andlisis genOmicos de metabolismo secundario en cepas de
Micromonospora han demostrado la presencia de genes para la expresion de
antibidticos, degradacién de quitina y sideréforos; compuestos que pudieran
contribuir a la defensa de organismos hospederos de este tipo de cepas o si mismas
(Carro et al., 2018). Ademas, las cepas de Micromonospora sp. LOL-025 y LOL-027
han presentado actividad anticancerigena contra diferentes lineas celulares de
cancer (Zamora et al., 2022); lo cual puede deberse a la gran diversidad de rutas que
presentaron en los analisis de antiSMASH (Fig. 10). Analisis gendmicos de 50 cepas
de Micromonospora demostraron que este género presenta BGCs (con un rango de
7-13 BGC y un maximo de 28 BGC en 4 cepas) (Hifnawy et al.,, 2020). En
comparacion, las cepas Micromonospora sp. LOL-025 y LOL-027 analizadas en el
presente estudio, presentan hasta 30 BGCs demostrando el potencial de este género

para producir una gran cantidad de metabolitos secundarios (Fig. 10).

En particular la cepa Micromonospora sp. LOL-025 mostré la mayor cantidad
de BGC asociados a policétidos tipo 1 (PKS1), el cual es un grupo comdn y de los
mas abundantes en diferentes especies del género Micromonospora (Hifnawy et al.,
2020). Ademas se observo la presencia de BGC asociados a macrolidos como
aculeximycin y sporolide, que ya han sido reportados por su actividad antibiética y
antiviral en actinobacterias raras como Kutzneria sp. y Salinispora tropica (Al-Fadhli
et al., 2022; Dineshkumar et al., 2014). Cabe destacar que el genoma de
Micromonospora sp. LOL-027 también presenté la presencia de un BGC asociado a

sporolide con un 51% de similitud y un 57% de similitud con el BGC de PKS1 de
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macrotermycins (Tabla VIII), que han sido aisladas originalmente de la cepa de
Amycolatopsis sp. presentando actividad antibacteriana contra el patégeno humano

Staphylococcus aureus y actividad antifungica (Benndorf et al., 2018).

Otro compuesto que se ha reportado con actividad antibidtica es la
livipeptina, el cual es producido por un BGC de tipo NRPS, y se identifico en el
genoma de Micromonospora sp. LOL-025 con un 100% de similitud (Tabla VIII).
Aunque inicialmente el BGC de livipeptina fue encontrado en el genoma de
Streptomyces lividans (Cruz-Morales et al., 2013), Carro y colaboradores (2018),
encontraron este BGC en los genomas de Micromonospora peucetia vy
Micromonospora echinofusca. Ademas, los genomas de Micromonospora sp. LOL-
025 y LOL-027 presentaron dos rutas asociadas a la sintesis de lazo péptidos (Fig.
10), los cuales han sido conocidos por su potencial anticancerigeno y antimicrobiano
en diferentes cepas de actinobacterias como Streptomyces griseoflavus (Potterat et
al., 1994), Rhodococcus sp. (lwatsuki et al., 2006), Streptomyces leeuwenhoekii
(Elsayed et al., 2015), Actinokineospora spheciospongiae (Takasaka et al., 2017),
Planomonospora sphaerica (Kodani et al., 2017). Debido al bajo porcentaje de
similitud (<10%) de estas rutas de lazo péptidos en nuestros genomas con lo
conocido en las bases de datos, estas rutas pudieran representar una nueva fuente

de nuevos compuestos con potencial anticancerigeno y/o antibiotico.
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Un compuesto cominmente producido por bacterias, hongos y plantas son
los sideroforos, que son agentes quelantes del hierro y que han mostrado una gran
diversidad de actividades biologicas (Wang et al., 2014; Cruz-Morales et al., 2017).
En particular se ha reportado la produccion de los sideréforos Desferrioxamine en
una gran cantidad de cepas de Streptoymyces sp. (Challis y Ravel, 2000), Salinispora
sp. (Roberts et al., 2012) y Micromonospora provocatoris (Abdel-Mageed et al.,
2021). Los genomas de Micromonospora sp. LOL-025 y LOL-025 presentan una ruta
de BGC relacionada con el sideréforo Desferrioxamine E (Fig.10). Dicha ruta pudiera
ser expresada por las cepas de Micromonospora sp. en condiciones naturales de la
Laguna Ojo de Liebre, ya que se han reportado concentraciones de no
enriguecimiento de hierro en los sedimentos de la Laguna (Valdivieso-Ojeda et al.,

2021).

El genoma Micromonospora sp. LOL-025, mostré similitud de arriba del 50%
con el BGC de SapB (Tabla VllI), el cual ha sido encontrado en diferentes cepas de
Micromonospora sp. y Streptomyces sp., Y que esta asociado con procesos de
morfogénesis que ayuda en la protusion elevada de hifas aéreas (Carro et al., 2018,
Arulprakasam et al., 2021). Cabe mencionar que las cepas de Micromonospora sp.
LOL-025y LOL-027 no presentaron en cultivo solido hifas aéreas, pero si se observé
la produccion de esporas negras a medida que envejecia el cultivo. Aunque se
desconoce la estructura precisa de los pigmentos de esporas, hay estudios que
reportan que su biosintesis es catalizada por enzimas PKS de tipo Il (Lee et al., 2005).

Andalisis gendmicos revelaron un grupo de genes PKS de tipo Il presente en los
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genomas de las cepas tipo (M. echinofusca y M. pattaloongensis) y en los genomas

de Micromonospora sp. (LOL-025; LOL-027) (Fig. 10).

En el analisis de metabolismo primario de las cepas de Actinomadura sp. se
encontro que solo las cepas LOL-011 y LOL-016 mostraron la ruta de degradacion
de taurina. La taurina es un compuesto similar a un aminoécido que pertenece a los
organosulfonatos naturales y que se conoce como fuente de energia para las
bacterias marinas (Clifford et al., 2019; Cook y Denger, 2002). Estudios han reportado
este compuesto disponible en el tejido de almejas, mesozooplancton y también
producido por un gran numero de algas (Webb y Johannes, 1967; Clifford et al., 2017;
Lee et al., 1997; Pruski et al., 2000; Amin et al., 2015; Tevatia et al., 2015). La
contribucion de asimilacion de taurina por bacterias heterétrofas varia de 21% en
zonas epipelagicas y 16% en zonas batipelagicas (Clifford et al., 2019). Ademas, se
tiene reportado que en general los compuestos organosulfonatos representan entre
el 20-40% de la materia organica azufrada de sedimentos marinos (Vairavamurthy et
al., 1994). De ahi que este compuesto al igual que la quitina haya sido de nuestro
interés, ya que nuestras cepas fueron aisladas de sedimentos marinos de la Laguna
Ojo de Liebre, que contiene alta concentracién de mesozooplancton como anfipodos
y la gran cantidad de moluscos en el bentos (Caraveo-Patifio y Soto, 2005). Por lo
gue podemos inferir que las actinobacterias de sedimento marino de la Laguna tienen
la disponibilidad de taurina en su medio natural. En medio de cultivo enriquecido con
taurina, la cepa Actinomadura sp. LOL-011 mostr6 una mayor tasa de crecimiento

gue en el medio control (1.0730) (Fig. 7). Ademas, en ambas cepas se observa un
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aumento en el crecimiento en el dia 8 con los medios con taurina, a diferencia del
medio control Al. En particular, para el octavo dia, la cepa Actinomadura sp. LOL-
011 en el medio taurina 100% creci6é 8.5% mas que en el medio control y en el medio
taurina 50% crecié 2% mas que el medio control. Para la cepa Actinomadura sp. LOL-
016 tanto en el medio taurina 100% y taurina 50% crecié 7% mas que en el medio

control (Fig. 7).

Aungue en el presente estudio no fue posible realizar extracciones quimicas
de los cultivos con los medios de taurina, se sugiere que se realicen dichos analisis
de los metabolitos producidos en los diferentes medios, para verificar si hubo un
efecto en la produccién de compuestos al adicionar taurina. Analisis de utilizacion de
taurina en los medios de cultivo como unica fuente de carbono, han demostrado la
identificacion de nuevas cepas de actinobacteria del género Marmicola sp. que tienen
la capacidad de degradacion de este compuesto (Tan et al., 2022). A pesar de que
la taurina es un nutriente utilizado como medio de cultivo (Tan et al., 2022) no se

tienen reportados estudios especificos en la produccién de metabolitos secundarios.

Andlisis gendmicos de metabolismo secundario de las cepas de
Actinomadura sp. LOL-011 y LOL-016, detectaron 30 y 31 BGC, respectivamente
(Fig. 9), lo cual resulta similar a lo encontrado para Actinomadura parvosata subsp.
kisthnae con 33 BGC detectados (Kusserow y Gulder, 2017) y con la cepa de

Actinomadura graeca con 27 BGC (Tarantini et al., 2021), independientemente de la
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localidad de la cual han sido aisladas estas cepas. Los dos genomas de
Actinomadura sp. (LOL-011 y LOL-016) presentaron el BGC relacionado con la
producciéon de Maduropeptin, el cual se report6é por primera vez en 1991 en la cepa
Actinomadura madurae H710-49 (Hanada et al., 1991). Fue hasta 2007 cuando Van
Lanen y colaboradores caracterizaron el BGC del compuesto en la cepa
Actinomadura madurae ATCC 39144 mediante expresion heterbéloga. Cabe destacar
gque se ha reportado que Maduropeptin presenta actividad antibidtica y
anticancerigena (Hanada et al., 1991 y Zein y Schroeder, 1998) lo cual podria estar
relacionado con la actividad anticancerigena presentada por las cepas Actinomadura

sp. LOL-011 y LOL-016 (Zamora et al., 2022).

Los genomas de Actinomadura LOL-011 y LOL-016, contienen genes
relacionados a la biosintesis de Venezuelina, previamente reportado para la cepa de
Streptomyces sp. DUT11 (Xu et al., 2018) y para la cepa de Actinomadura graeca
(Tarantini et al., 2021). Ademas, se encontré6 en ambas cepas de Actinomadura sp.
LOL-011 y LOL-016 y las cepas tipo de Actinomadura rifamycini y Actinomadura
cremea, el BGC relacionado con la produccién de Ectoina con un 100% de similitud,
Este BGC ha sido previamente reportado en distintos genomas de actinobacterias
como Streptomyces chrysomallus (Prabhu et al.,, 2004), Actinomadura graeca
(Tarantini et al., 2021), asi como el genoma de Actinomadura rubrisoli (Ay, 2021). La
Ectoina es un compuesto que es producido por una gran diversidad de
microorganismos y que los protege contra el estrés osmotico extremo (Pastor et al.,

2010). En general una gran cantidad de microorganismos haloéfilos cuentan con el
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BGC de la Ectoina que las ayuda a tolerar altas concentraciones de sal, incluyendo
una gran variedad de géneros de actinobacterias como: Gorgonia, Rhodococcus,
Nocardia, = Mycobacterium,  Amycolatopsis,  Streptomyces,  Nocardiopsis,

Actinomadura, entre otros. (Widderich et al., 2014).

Debido a que las cepas de Actinomadura han sido aisladas de la Laguna Ojo
de Liebre, que es una laguna hipersalina, la presencia del BGC de la Ectoina afirma
la importancia de su presencia en los genomas analizados. Cabe mencionar que este
BGC solamente se encontré en los genomas de Actinomadura y no en los de
Micromonospora, lo que sugiere que los mecanismos de proteccidn contra el estrés
osmotico son diferentes entre géneros. Se ha estudiado que existen diferentes
mecanismos de halotolerancia en actinobacterias que ayudan a tener un balance de
sales intracelular, lo cual protege la estructura de la célula (Valan Arasu et al., 2016).
En los ultimos afios, las actinobacterias hal6filas han ganado gran importancia ya que
han logrado aislar una gran cantidad de compuestos con actividad antibibtica,

antifungica y antiviral (Manivasaga et al., 2014).
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8. CONCLUSION

Se encontraron diferencias en el metabolismo primario entre los genomas de
las cepas de Actinomadura y Micromonospora. En particular, los genomas de
Actinomadura presentaron rutas metabdlicas Unicas para la degradacién de taurina,
sulfolactato y malonato; a diferencia de los genomas de Micromonospora que poseen

rutas Unicas de degradacion de quitina, pirimidina, uracilo y trehalosa.

Una ruta de interés en los genomas de Actinomadura es la degradaciéon de
taurina, componente que es utilizado por microorganismos de sedimento como fuente
de carbono, nitrégeno, azufre y energia. Curvas de crecimiento de las cepas de
Actinomadura suplementado con 1gr de taurina, mostro a la cepa Actinomadura sp.
LOL-011 con una constante de crecimiento mayor que el medio control (Al1). Ademas,
las dos cepas de Actinomadura sp. LOL-011 y LOL-016 mostraron un mayor volumen

empacado al dia 8 de crecimiento, comparado con el medio Al.

La quitina fue otra ruta metabdlica de interés encontrada en los genomas de
Micromonospora sp. Debido a que la quitina es uno de los principales polimeros de
los sedimentos marinos, podemos inferir que la presencia de este componente tiene
beneficios a los microorganismos que puedan degradarlo como lo son las cepas de

Micromonospora sp. LOL-025 y LOL-027 de este estudio. Curvas de crecimiento
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adicionando quitina mostr6 una mayor tasa de crecimiento para la cepa

Micromonospora sp. LOL-027.

Se encontraron diferencias en el metabolismo secundario entre los genomas
de Actinomadura y Micromonospora. Los genomas de Actinomadura sp. LOL-011 y
LOL-016 presentaron en promedio 31 grupos de genes biosintéticos (BGC), a
diferencia de 29 BGC en promedio para los genomas de Micromonospora. Los grupos
de genes biosintéticos (BGC) en los genomas analizados fueron terpenos, y
policétidos. Del total de BGC que se predicen para los genomas de Actinomadura sp.
solamente tres presentan un porcentaje de similitud de 50% con los reportados en
las bases de datos. Para el caso de los genomas de Micromonospora sp. son 6 BGC
los que presentan un porcentaje de similitud mayor del 50% con los reportado en las
bases de datos. Esto demuestra el gran potencial de rutas metabdlicas que presentan
ambos géneros estudiados para la produccion de nuevos compuestos con actividad

antibiética y/o anticancerigena.

Los genomas de Actinomadura sp. LOL-011 y LOL-016 presentaron la
presencia de un BGC relacionado con la Ectoina, un compuesto utilizado por diversos
microorganismos halofilos para protegerlas contra el estrés osmaotico. Al ser bacterias
gue viven en una laguna hipersalina se corrobora la presencia de este tipo de rutas

para la proteccidn ante altas salinidades.
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Los genomas de Micromonospora sp. LOL-025 y LOL-027 presentaron la
presencia de un BGC relacionado con la Desferrioxamine E, un compuesto que les
ayuda a poder incorporar hierro como un metal indispensable implicado en diversos

procesos celulares, de estrés oxidativo y respiracion celular.

Con el analisis del metabolismo primario, se logré modificar el medio control
para lograr medios especificos para cada género analizado (Actinomadura y
Micromonospora) en los cuales se logré observar un mayor crecimiento celular en los
medios modificados, que en el medio control. Ademas, el analisis de metabolismo
secundario revel6 que solamente el 10% de las rutas metabdlicas presentan al menos
un 50% de similitud con lo que esta reportado en las bases de datos. Asimismo, los
genomas analizados tienen BGC que no se encuentran en las bases de datos. Por lo
gue el analizar el metabolismo secundario de genomas bacterianos de lugares poco
explorados, como la Laguna Ojo de Liebre, existe un gran potencial de descubrir un

gran porcentaje de BGC que pudieran expresar nuevos compuestos quimicos.
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