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RESUMEN

Las actinobacterias del género Nocardiopsis destacan por su capacidad para
producir metabolitos especializados en respuesta a condiciones ambientales extremas
como presion elevada, radiacion intensa y alta salinidad. Estos factores caracterizan
habitats como la Fosa de las Marianas y la Laguna Ojo de Liebre, donde estas bacterias
han desarrollado mecanismos Unicos de adaptacion. No obstante, las rutas metabolicas
que sustentan su capacidad fotoprotectora y su resistencia al estrés oxidativo en estos
habitats extremos permanecen poco caracterizadas. Por ello, el presente estudio se enfoc
en caracterizar las adaptaciones metabdlicas de dos cepas de este género provenientes de
ambientes extremos: Nocardiopsis sp. CNY-900, aislada de la Fosa de las Marianas, y
LOL-012, procedente de la Laguna Ojo de Liebre. Para esto, se emplearon herramientas
bioinformaticas como MetaPathways y antiSMASH donde se identificaron rutas
metabdlicas asociadas con la biosintesis de compuestos fotoprotectores y antioxidantes,
tales como carotenoides, ectoina y desferrioxamina E, asi como rutas vinculadas a la
sintesis de aminoacidos como glutamina y al metabolismo de &cidos grasos insaturados.
Adicionalmente, la cepa CNY-900 fue cultivada en medio Al bajo condiciones estandar,
donde mostr6 una fase estacionaria prolongada. Asimismo, para evaluar especificamente
su respuesta al estrés luminico, los cultivos fueron expuestos a radiacién UV-C durante 5,
10 y 15 minutos. Aunque no se observaron cambios morfoldgicos visibles tras la
exposicion, los analisis mediante HPLC y espectrometria de masas evidenciaron un
aumento en la diversidad de compuestos asociados a la defensa antioxidante, destacando

la presencia de sider6foros como desferrioxaminas, junto con compuestos



hexahidroxilados, fosfinicos y sulfonados. En conjunto, estos hallazgos muestran que la
respuesta de la cepa CNY-900 frente al estrés inducido por radiacion UV-C se sustenta
principalmente en la activacion de rutas metabdlicas alternativas asociadas a la produccion
de sideroforos, lo que constituye una estrategia antioxidante novedosa hasta ahora no
descrita para este tipo de estrés luminico. Desde una perspectiva evolutiva y ecoldgica,
este estudio aporta informacion clave sobre como los microorganismos de ambientes
extremos conservan y diversifican mecanismos de fotoproteccion y defensa antioxidante,
ampliando nuestra comprension de la adaptacion microbiana frente a presiones
ambientales intensas y de su papel en procesos globales. Al mismo tiempo, refuerzan la
evidencia de que el género Nocardiopsis despliega un repertorio metabélico altamente
especializado para enfrentar el estrés oxidativo, con un notable potencial para aplicaciones

biotecnoldgicas y astrobioldgicas.

Palabras claves: Actinobacterias, Nocardiopsis, adaptaciones metabodlicas,

fotoproteccion, ambientes extremos.

ABSTRACT
Actinobacteria of the genus Nocardiopsis are notable for their ability to produce
specialized metabolites in response to extreme environmental conditions such as high
pressure, intense radiation, and elevated salinity. These factors characterize habitats like
the Mariana Trench and Laguna Ojo de Liebre, where these bacteria have developed
unique adaptation mechanisms. However, the metabolic pathways underlying their

photoprotective capacity and resistance to oxidative stress in these extreme environments



remain poorly characterized. Therefore, this study aimed to characterize the metabolic
adaptations of two Nocardiopsis sp. strains isolated from extreme environments: CNY-
900, isolated from the Mariana Trench, and LOL-012, obtained from Laguna Ojo de
Liebre. Bioinformatic tools such as MetaPathways and antiSMASH allowed to identify
metabolic pathways associated with the biosynthesis of photoprotective and antioxidant
compounds, including carotenoids, ectoine, and desferrioxamine E, as well as pathways
linked to the synthesis of amino acids such as glutamine and the metabolism of unsaturated
fatty acids. Additionally, CNY-900 strain was cultured in A1 medium under standard
conditions, exhibiting a prolonged stationary phase. Furthermore, to evaluate CNY-900
response to light-induced stress, cultures were exposed to UV-C radiation for 5, 10, and
15 minutes. Although no visible morphological changes were observed following
exposure, analyses by HPLC and mass spectrometry revealed an increased compound
diversity associated with antioxidant defense, highlighting the presence of siderophores
such as desferrioxamines, along with hexahydroxylated, phosphinic, and sulfonated
compounds. In summary, these findings show that the response of strain CNY-900 to UV-
C radiation-induced stress is primarily based on the activation of alternative metabolic
pathways associated with siderophore production, constituting a novel antioxidant
strategy not previously described for this type of photic stress. From an evolutionary and
ecological perspective, this study provides key insights into how microorganisms from
extreme environments conserve and diversify mechanisms of photoprotection and
antioxidant defense, thereby expanding our understanding of microbial adaptation to
intense environmental pressures and their role in global processes. At the same time, the

results reinforce the evidence that the genus Nocardiopsis deploys a highly specialized



metabolic repertoire to cope with oxidative stress, with remarkable potential for

biotechnological and astrobiological applications.

Keywords: Actinobacteria, Nocardiopsis, metabolic adaptations, photoprotection,

extreme environments.
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1. INTRODUCCION
1.1 Actinobacterias

El filo Actinobacteria, conformado por bacterias Gram positivas, constituye uno
de los grupos més grandes y heterogéneos dentro del dominio Bacteria (Goodfellow et al.,
2012; Zamora-Quintero et al., 2022), el cual posee un alto contenido de guanina + citosina
en su ADN (Goodfellow y Williams, 1983). Presentan una amplia variedad morfoldgica,
incluyendo formas filamentosas y ramificadas, algunas especies producen micelio radial
similar al que generan los hongos, e incluso tienen la capacidad de producir esporas (Barka
et al., 2015; Murray et al., 2008; Zamora-Quintero et al., 2022). Las actinobacterias son
consideradas especies cosmopolitas debido a que se encuentran en una amplia variedad
de ambientes terrestres y acuéticos, incluso como simbiontes de distintos organismos (Qin
et al., 2011; Goodfellow et al., 2018; Macagnan et al., 2006; Quifiones-Aguilar et al.,
2016). Se encuentran principalmente en sustratos alcalinos ricos en materia organica, en
donde tienen un papel importante en su reciclaje. Su distribucién cosmopolita y su amplia
diversidad taxonoémica y funcional hacen que en la actualidad las actinobacterias sean
consideradas para estudios relacionados con la evaluacion del metabolismo en distintas
condiciones de cultivo, que nos permiten comprender de mejor manera las adaptaciones
de la vida en distintos ambientes.

Hasta la fecha, el filo Actinobacteria se divide en 6 clases, 46 6rdenes y 79 familias
(Salam et al., 2020). A partir de analisis moleculares, se han descrito alrededor de 300
géneros y aproximadamente 5,000 especies (Trujillo, 2016; Salam et al., 2020). Sin
embargo, diversos autores suelen distribuirlos en dos grandes grupos, Streptomyces y no

Streptomyces (Hu et al., 2020). Los organismos del género Streptomyces son ampliamente



conocidos por su capacidad para producir una variedad de metabolitos secundarios (Parra
et al., 2023), mientras que el grupo de los no Streptomyces, también conocidas como
“actinobacterias raras" incluyen géneros como Actinomadura, Amycolatopsis,
Micromonospora, Pseudonocardia y Nocardiopsis (Amin et al., 2020; Zamora-Quintero
etal., 2022; Parra et al., 2023), entre otros. Las actinobacterias raras son menos estudiadas
ya que son mas dificiles de aislar en comparacidn con Streptomyces (Amin et al., 2020).
Sin embargo, gracias a las herramientas moleculares se ha identificado que estas bacterias
son abundantes en diversos habitats incluyendo sedimentos marinos y ambientes extremos
(Donadio et al., 2002; Mansour, 2003; Bredholdt et al., 2007). Adicionalmente, también
se ha observado que las actinobacterias raras también tienen la capacidad de producir una
variedad de compuestos bioactivos con propiedades antiinflamatorias, antibacterianas,
antifingicas y anticancerigenas (Amin et al., 2020; Zamora-Quintero et al., 2022). Por lo
anterior, el estudio de los géneros “raros” de actinobacterias representan una oportunidad
para comprender la diversidad de adaptaciones de los microorganismos en ambientes poco
explorados, que resulten en la expresién de metabolismos que puedan tener distintas

aplicaciones biotecnologicas.

1.2 Actinobacterias en ambientes marinos extremos

El medio ambiente marino se caracteriza por una variedad de parametros
fisicoquimicos que afectan la vida microbiana asociada (Ribeiro et al., 2023). Esto es
particularmente evidente en ambientes considerados extremos, como las zonas hadales en

el océano y las lagunas costeras hipersalinas (Albarracin et al., 2012; Hui et al., 2021).



Las zonas hadales del océano estdn compuestas principalmente por fosas marinas
formadas en zonas de subduccion (Jamieson et al., 2010), que abarcan profundidades
superiores a los 6,000 metros y representan el 45% de la profundidad total del océano (Xu
et al., 2018). Estas regiones se caracterizan por extremas presiones (>350 atm) asi como
por la falta de luz solar (Xu et al., 2018). Por otro lado, los ambientes costeros hipersalinos
se distinguen por su escaso o nulo intercambio de agua con el océano, ademas presenta
altas temperaturas y salinidades superiores a 50 g/L (Enache et al., 2017). Ademas, la
radiacion UV en la superficie es mas intensa en comparacion con otros ambientes costeros
(6.84 £ 0.63 W m?) (Gajardo y Redon, 2020).

Las condiciones de estos ambientes extremos han generado una presion evolutiva
significativa sobre los microorganismos que lo habitan, la cual se ve reflejada en su
diversidad genética y metabdlica (Lam, 2006; Manivasagan et al., 2014). Dentro de estos
grupos, destacan las actinobacterias las cuales poseen la capacidad de crecer de manera
Optima bajo rangos extremos de temperatura, pH, presién y/o salinidad (Horikoshi y Bull,
2011; Hui et al., 2021). Diversos autores han observado que las actinobacterias son
predominantes en ambientes extremos, como las zonas hadales o las lagunas hipersalinas
costeras (Albarracin et al., 2012; Hui et al., 2021; Zamora-Quintero et al., 2022), lo que
sugiere que poseen mecanismos que les permiten prosperar y contrarrestar el dafio
provocado por el estrés oxidativo producido por la radiacion ultravioleta o la alta presion,
a traves de la produccién de metabolitos secundarios especializados (Albarracin et al.,
2012; Mestre et al., 2014; Reis-Mansur et al., 2019; Hui et al., 2021). Algunos de estos
compuestos incluyen a los carotenoides como el neurosporeno, que protegen a las células

de los dafos inducidos por la radiacion UV al neutralizar especies reactivas de oxigeno



(ROS) (Reis-Mansour et al., 2019). Ademas, las quinolonas cloradas han mostrado un
potencial antioxidante, lo que resalta su capacidad para combatir el estrés oxidativo
(Cheng et al., 2016). También se han identificado la produccion de compuestos peptidicos
como la somalimicina, que no solo posee actividad antimicrobiana, sino que también
contribuye a la adaptacion a la alta presion presente en sedimentos marinos profundos (Li

etal., 2017).

1.3 Genomas para la caracterizacion del metabolismo

La secuenciacién y analisis de genomas es un método efectivo para la rapida
identificacion de genes en un organismo, lo que ha permitido una mejor comprensién de
los mecanismos metabdlicos (Aguilar-Bultet v Falquet, 2015) en organismos como las
actinobacterias. Actualmente, es posible comparar genomas que Se encuentran en
repositorios publicos, y asi identificar facilmente las rutas metabolicas secundarias y los
tipos de productos que éstas pueden sintetizar (Aguilar-Bultet y Falquet, 2015; Ziemert et
al., 2016). EI conocimiento generado sobre los genomas y sus rutas metabdlicas es
fundamental para la caracterizacion y aprovechamiento de las capacidades para producir
compuestos bioactivos de las actinobacterias (Bentley et al., 2002), y por lo tanto permitir
el desarrollo de aplicaciones biotecnoldgicas, farmacéuticas y ambientales (Li et al.,
2013).

En particular, la mineria de genomas, que es el andlisis computacional de
secuencias gendémicas para la identificacion de clisteres de genes biosintéticos (BGCs),
se ha consolidado como una herramienta clave para predecir la produccién de metabolitos

secundarios en actinobacterias (Arulprakasam y Dharumadurai, 2021; Baltz, 2021).



Mediante el uso de plataformas como antiSMASH, se han detectado genes asociados a la
sintesis de diversos compuestos (Blin et al., 2021), entre ellos ectoina, trehalosa y
carotenoides, relacionados con mecanismos de tolerancia a la salinidad, radiacién y estrés
oxidativo (Reis-Mansur et al., 2019; Paredes Contreras et al., 2025).

Dentro de este contexto, las actinobacterias se caracterizan por poseer un alto
nimero de BGCs en comparacion con otros grupos bacterianos, lo que amplia su
capacidad para sintetizar metabolitos secundarios bioactivos (Singh et al., 2021; Schniete
et al., 2024). Esta abundancia de BGCs, tanto en actinobacterias comunes como en los
géneros menos estudiados, explica su notable adaptabilidad y su potencial para la
produccion de compuestos con funciones antioxidantes, fotoprotectoras y antimicrobianas
(Singh et al., 2021).

Estas evidencias respaldan el potencial biotecnoldgico de las actinobacterias y
confirman que la mineria gendémica no solo permite predecir capacidades metabolicas,

sino también vincularlas con adaptaciones ecoldgicas observadas en su habitat natural.

1.4 Importancia de las actinobacterias como productoras de compuestos

El metabolismo se define como la serie de reacciones quimicas que sintetizan
compuestos y los transforman en nuevos productos conocidos como metabolitos, el cual
se divide en primario y secundario (Horton et al., 2008; Selim et al., 2021). El
metabolismo primario incluye los procesos esenciales para el crecimiento y la
reproduccion, como la produccién de aminoacidos, nucle6tidos y acidos grasos (Madigan

et al., 2012). En contraste, el metabolismo secundario abarca la sintesis de compuestos



orgénicos que proporcionan ventajas adaptativas y de supervivencia (Hoskisson y
Fernandez-Martinez, 2018; Selim et al., 2021).

En las bacterias heterotroficas como las actinobacterias, se ha observado una
considerable diversidad fisiologica, la cual se evidencia por su capacidad para producir y
sintetizar una variedad de metabolitos primarios y secundarios (Salwanay Sharmab, 2020;
Selim et al., 2021). Entre estos metabolitos se encuentran pigmentos oscuros como la
melanina y los pigmentos melanoides (Dastager et al., 2014), también pueden sintetizar
pigmentos de diversos colores, como azul, violeta, rojo, rosa, amarillo, verde, marrén y
negro, los cuales logran difundirse en el medio o quedar retenidos en el micelio (Tandale
et al., 2018; Fernandes et al., 2021). Los carotenoides son metabolitos secundarios
fundamentales para la adaptabilidad celular de las actinobacterias (Vila et al., 2019), ya
que protegen a las células contra la radiacion ultravioleta (UV) y el dafio oxidativo
(Krinsky, 1978), adicionalmente participan en los mecanismos de fluidez de la membrana,
gue son esenciales para el crecimiento a bajas temperaturas y la regulacion del transporte
de nutrientes (Vinarov et al., 2002; Vila et al., 2019).

En el caso del género Nocardiopsis, una actinobacteria considerada “rara”, de la
clase Actinomycetia, se ha observado que tiene la capacidad de producir una variedad de
metabolitos secundarios, como pigmentos protectores (e.g. carotenoides y melaninas) y
de resistencia al estrés oxidativo que les permite adaptarse a condiciones de estrés y
prosperar en entornos extremos (Ramirez et al., 2006; Ibrahim et al., 2018). Estudios
recientes han reportado la presencia de cepas del género Nocardiopsis en ambientes
marinos extremos como zonas hadales en la Fosa de las Marianas y lagunas costeras

hipersalinas como la Laguna Ojo de Liebre (Zamora Quintero et al., 2022; Manriquez-



Diaz, 2024), en donde se encuentran expuestas a distintos estresores como
concentraciones de oxigeno variables y la constante exposicion a la luz. Sin embargo, la
capacidad de Nocardiopsis para sintetizar metabolitos protectores i.e. pigmentos
fotoprotectores o contra estrés oxidativo, refleja su adaptabilidad y resiliencia, asi como
su potencial biotecnoldgico en la produccion de compuestos bioactivos de interés

farmacoldgico y cosmético (Bennur et al., 2015; Rodriguez et al., 2018).

1.5 Rutas metabolicas asociadas a la fotoproteccion

Las actinobacterias poseen una estructura genética Unica con redes reguladoras
complejas, que involucran diferentes grupos de genes, los cuales codifican varias vias
metabolicas para la sintesis de metabolitos secundarios funcionales y estructuralmente
diferentes (Omura et al., 2001; Miyamoto et al., 2014). Los compuestos naturales que las
actinobacterias producen se sintetizan en una serie de pasos secuenciales catalizados por
enzimas codificadas por genes gque se agrupan en regiones del genoma denominadas
grupos de genes biosintéticos (BGCs, por sus siglas en inglés) (Kautsar et al., 2020), los
cuales permiten llevar a cabo una via biosintética especifica (Sanchez-Suarez et al., 2024).
Los BGCs incluyen genes centrales, que son responsables de la sintesis de compuestos
metabdlicos complejos, asi como genes adicionales que participan en la regulacion,
transporte y resistencia (Kautsar et al., 2020; Sanchez-Suarez et al., 2024). Las
actinobacterias son conocidas por su alta ocurrencia de BGCs y la produccion de una gran
cantidad de compuestos bioactivos (Murphy et al., 2021; Gavriilidou et al., 2022; Lacey
y Rutledge, 2022), tales como policétidos, fenilpropanoides, terpenoides, flavonoides,

amidas, alcaloides, asi como compuestos que contienen nitrogeno (\Wei et al., 2021). La



diversidad genética y metabolica de estas bacterias refleja su capacidad para adaptarse a
diversas condiciones ambientales y su potencial para producir compuestos bioactivos de
interés farmacoldgico y cosmético como fotoprotectores (Bennur et al., 2015; Rodriguez
etal., 2018).

Se ha observado que la disponibilidad de luz influye en la capacidad para captar y
utilizar el carbono orgénico en las actinobacterias (Maresca et al., 2019). La luz se define
como la radiacion electromagnética que proviene del Sol y que es fundamental para el
desarrollo de la vida (Kirk, 1994), y se encuentra dividida en el espectro ultravioleta (UV),
espectro de luz visible y el espectro infrarrojo. Adicionalmente, la radiacion ultravioleta
(dividida en diferentes longitudes de onda, la UV-A de 315-400 nm, la UV-B de 280-315
nmy la UV-C de 100-280 nm) puede producir dafios al ADN como mutaciones (Carrasco-
Rios, 2009; Farias et al., 2009). Se ha identificado que la radiacién UV juega un papel
determinante en el desarrollo de las actinobacterias (Reis-Mansur et al., 2019), ya que
puede inducir la generacion de especies reactivas de oxigeno (ROS), que causan estrés
oxidativo (Addor, 2017). La radiacion UV puede afectar la viabilidad celular y los
mecanismos de reparacion del ADN en las actinobacterias, por lo que puede comprometer
su capacidad de supervivencia en ambientes expuestos a altos niveles de ésta (Fiedor y
Burda, 2014; Reis-Mansur et al., 2019).

Se ha observado que varias especies de actinobacterias producen metabolitos con
capacidades antioxidantes y de absorcion de UV como los carotenoides (Sinha et al.,
2007; Miyamoto et al., 2014), que son fundamentales para su adaptabilidad celular (\Vila
et al., 2019), protegen las células contra la radiacion UV vy el dafio oxidativo (Krinsky,

1978), ademas de que participan en los mecanismos de fluidez de la membrana, que son



esenciales para el crecimiento a bajas temperaturas y la regulacion del transporte de
nutrientes (\Vinarov et al., 2002; Vila et al., 2019). Por ejemplo, estudios del genoma de
Actinosynnema mirum DSM 43827 y Pseudonocardia sp. P1, mostraron que poseen un
grupo de genes homdlogos a los genes que codifican para la produccion de aminoécidos
tipo micosporina (MAASs), compuestos fotoprotectores identificados previamente en
cianobacterias (Miyamoto et al., 2014). Ademas, Sanchez-Suarez et al. (2021) evaluaron
el potencial fotoprotector de algunos géneros de actinobacterias (Gordonia, Micrococcus,
Promicromonospora y Streptomyces) asociadas a la esponja Cliona varians, en donde
identificaron que estas bacterias producen metabolitos con capacidades antioxidantes y de
absorcion de UV, lo cual indica su potencial de respuesta a cambios en el ambiente al
producir metabolitos especializados.

Otro ejemplo destacado es el de la cepa Arthrobacter sp. LAPMB80, aislada de
suelos de la Antartida, cuyo genoma reveld genes implicados en la biosintesis del
carotenoide C50 decaprenoxantina, un compuesto asociado a la resistencia a la radiacion
UV-B durante la fase estacionaria (Paredes-Contreras et al., 2025). Ademas, estudios
comparativos entre géneros como Streptomyces, Nocardia y Micromonospora han
mostrado que ciertos metabolitos se conservan entre especies adaptadas a ambientes
extremos (Arulprakasam y Dharumadurai, 2021). Adicionalmente, en Streptomyces sp.
H-KF8, aislada de un ambiente marino de la Patagonia chilena, se identificaron 26 BGCs,
de los cuales el 81 % mostraron baja similitud con clusteres previamente reportados, lo

que evidencia un potencial metabolico aun no explorado (Undabarrena et al., 2017).



2. ANTECEDENTES

Las actinobacterias han sido identificadas como una fuente importante en la
produccion de metabolitos secundarios como respuesta a diversas condiciones de estrés
ambiental, como la intensa radiacion UV (Reis-Mansur et al., 2019; Ibnouf, 2021). En
particular, el género Nocardiopsis es reconocido por su notable capacidad para sintetizar
una diversidad de compuestos bioactivos con estructuras quimicas variadas y multiples
funciones bioldgicas, lo que le permite adaptarse a ambientes extremos (Shi et al., 2022;
Bennur et al., 2016; Ibrahim et al., 2018).

Ademas, en estudios recientes con cepas de este género aisladas de ambientes
marinos extremos, se identificaron numerosos clusteres biosintéticos (BGCs) relacionados
con la produccién de metabolitos que favorecen su proteccion y supervivencia en dichas
condiciones (Manriquez-Diaz, 2024; Carreon, 2025). Entre estos compuestos destacan
aquellos asociados con la respuesta a la radiacion ultravioleta, como los carotenoides y la
ectoina (Manriquez-Diaz, 2024; Carredn, 2025). Este compuesto actia como
osmoprotector y antioxidante (Zannier et al., 2022; Ng et al., 2023), ademas su presencia
generalizada respalda lo reportado por Arulpraskasam y Dharumadurai (2021), quienes
sefialan que estos genes estan conservados en la mayoria de los géneros de actinobacterias,
con excepcion de Micromonospora. En conjunto, la produccion de compuestos con
funciones antioxidantes y fotoprotectoras sugiere una respuesta metabélica compartida
que permite mitigar el dafio inducido por la radiacion UV, favoreciendo su supervivencia
en ambientes extremos (Arulpraskasam y Dharumadurai, 2021).

En este contexto, diversos estudios han evaluado el efecto de la radiacion

ultravioleta sobre la produccion de metabolitos secundarios en actinobacterias. Kim et al.
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(2014) evaluaron a Nocardiopsis sp. KMF-002, aislada de una esponja marina, y
observaron que al exponerla a radiacién UV-B produjo nocatrionas A y B, metabolitos
del tipo policétido con posibles funciones fotoprotectoras. Reis-Mansur et al. (2019)
observaron que al irradiar cultivos de actinobacterias estas producen pigmentos como los
carotenos para protegerse de la radiacion UV que induce la produccion de especies
reactivas del oxigeno (ROS) en los organismos.

Adicionalmente, un estudio de Alonso-Reyes et al. (2021) realizado en
Nesterenkonia halotolerans, una actinobacteria del suelo alrededor del cuerpo de agua
hipersalino conocido como Lago Socompa en Salta, Argentina, mostré una resistencia
excepcional a la radiacién UV-B, la desecacion y el cobre. Se observ6 que su genoma
contiene secuencias que codifican para la resistencia a diversas condiciones de estrés, tales
como bajas temperaturas, radiacion ultravioleta, arsénico, condiciones limitantes de
nutrientes, incluso el estrés osmotico (Alonso-Reyes et al., 2021). Ademas, se
identificaron modificaciones morfoldgicas inducidas por el UV, incluyendo elongacion
celulary alteraciones en la membrana citoplasmatica, mientras que a nivel ultraestructural,
se observan engrosamientos en la pared celular, acumulaciones de granulos de polifosfato
en el citoplasma, asi como un aumento en la interaccion entre células mediada por
sustancias poliméricas extracelulares, lo que podria representar un mecanismo de
adaptacion frente a condiciones extremas (Alonso-Reyes et al., 2021). Asimismo, Ibnouf
et al. (2022) analizaron el impacto de la radiacién UV en una cepa de actinobacteria
filamentosa perteneciente al género Actinomyces, aislada del suelo arenoso de una region
arida de Arabia Saudita. En este estudio se identifico un aumento significativo en la

producciéon de compuestos antimicrobianos, con propiedades antimicrobianas,
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anticancerigenas, antioxidantes y cosmeticas como el &cido dodecanoico, heptacosano,
hexadecano y tetratetracontano (Ibnouf et al., 2022).

Estas investigaciones confirman que entre los géneros de actinobacterias se
encuentran representantes que pueden producir compuestos bioactivos para la adaptacion
a condiciones extremas, como la radiacion UV. Comprender cdmo este grupo de bacterias
modula su metabolismo secundario en respuesta a factores ambientales extremos tiene
implicaciones importantes en la medicina, la agricultura y la industria (Hoskisson vy

Fernandez-Martinez, 2018; Selim et al., 2021).

3. PREGUNTA DE INVESTIGACION

Las actinobacterias son microorganismos que tienen la capacidad metabdlica de
producir metabolitos secundarios con distintas funciones que les permiten adaptarse a
condiciones fisicoquimicas extremas, e.g. altas presiones, alta exposicion a la luz o la
ausencia de ésta y altas concentraciones de iones disueltos, entre otros, que se encuentran
en ambientes como la Fosa de las Marinas y lagunas hipersalinas como la Laguna Ojo de
Liebre. La identificacion de compuestos con funcién fotoprotectora y de estrés oxidativo,
por actinobacterias son de particular importancia desde el punto de vista ecoldgico y
biotecnoldgico.

En particular, las actinobacterias del género Nocardiopsis aisladas del abismo
Challenger en la Fosa de las Marianas y de la Laguna Ojo de Liebre, tienen el potencial
de producir compuestos con funcion fotoprotectora y relacionada al estrés oxidativo que
les permitan resistir altas concentraciones de salinidad, alta presion y exposicion

prolongada a la radiacion solar.
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Con base en lo anterior, la pregunta de investigacion del presente proyecto es
¢Cudles son las respuestas metabdlicas de fotoproteccion y estrés oxidativo que serén
llevadas a cabo por actinobacterias del género Nocardiopsis provenientes de ambientes
extremos al ser expuestas a distintos niveles de exposicion a la luz en condiciones de
cultivo?

4. JUSTIFICACION

Debido a la importancia de comprender las adaptaciones metabdlicas del género
Nocardiopsis, particularmente frente a la exposicién a la radiacion ultravioleta, en cepas
provenientes de la Fosa de las Marianas y la Laguna Ojo de Liebre, el presente trabajo
tiene incidencia en las siguientes areas:

1) Ecologia. La luz, particularmente la ultravioleta, constituye un factor ambiental
clave que influye directamente en el metabolismo y la dindmica poblacional de las
actinobacterias, ya que regula procesos como la captacién de carbono y el crecimiento
celular (van der Horst et al., 2007; Maresca et al., 2019). Este estudio ampliara nuestra
comprension sobre las adaptaciones metabdlicas de Nocardiopsis, y comprender mejor su
rol ecoldgico en hébitats extremos, como ambientes hipersalinos o de gran profundidad.

2) Fisiologia. Las actinobacterias, incluyendo las del género Nocardiopsis, han
desarrollado adaptaciones fisiolégicas que les permiten sobrevivir en condiciones
extremas, como la alta presion del abismo Challenger y la intensa radiacion ultravioleta
en la Laguna Ojo de Liebre (Sanchez-Cobarrubias et al., 2021; Zamora-Quintero et al.,
2022). Esta investigacion contribuird a comprender mejor los mecanismos fisiologicos

implicados en la produccion de compuestos antioxidantes y fotoprotectores que estas
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bacterias emplean para enfrentar el dafio celular inducido por el estrés oxidativo y la
radiacion UV.

3) Biotecnologia. Los microorganismos que habitan ambientes extremos, como el
género Nocardiopsis, han evolucionado para producir una diversidad de compuestos
bioactivos, muchos de los cuales poseen propiedades antioxidantes y fotoprotectoras
(Lam, 2006; Manivasagan et al., 2014). La bioprospeccion de estas actinobacterias es
fundamental para el descubrimiento de nuevos metabolitos con aplicaciones
farmacéuticas y cosméticas, y también tiene implicaciones significativas para el desarrollo
de productos biotecnoldgicos que puedan funcionar en condiciones ambientales extremas,
incluyendo aquellas simuladas en entornos industriales o en la exploracién astrobiolégica
de otros planetas.

5. HIPOTESIS

Se espera que las actinobacterias del género Nocardiopsis, provenientes del
abismo Challenger en la Fosa de las Marianas (CNY-900) y la Laguna Ojo de Liebre
(LOL-012), presenten distintos grupos de genes biosintéticos que codifiquen enzimas
clave en rutas metabolicas relacionadas con la fotoproteccion y la respuesta frente al estrés
oxidativo.

Adicionalmente, la cepa CNY-900, proveniente del abismo Challenger en la Fosa
de Marianas, presentara un potencial cambio morfoldgico, asi como una diferenciacion en
la produccion de metabolitos secundarios al ser expuesta a diferentes tratamientos de luz

en condiciones de cultivo.
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6. OBJETIVO GENERAL
Caracterizar las rutas metabolicas asociadas a la fotoproteccién y el estrés

oxidativo del género Nocardiopsis proveniente de dos ambientes extremos.

6.1. OBJETIVOS PARTICULARES
1) Identificar las rutas metabodlicas relacionadas con funciones fotoprotectoras y
osmorreguladoras en cepas de Nocardiopsis sp. provenientes del abismo
Challenger en la Fosa de las Marianas y la Laguna Ojo de Liebre.
2) Evaluar la capacidad antioxidante y de fotoproteccion de Nocardiopsis sp. CNY-
900 proveniente del abismo Challenger en la Fosa de las Marianas:
2.1) Determinar y caracterizar los pigmentos protectores.
2.2) Comparar la produccién de metabolitos secundarios entre los
diferentes tratamientos de radiacion UV para identificar similitudes y diferencias

en sus mecanismos antioxidantes y de fotoproteccion.

7. AREA DE ESTUDIO

Laguna Ojo de Liebre (LOL) es una laguna hipersalina perteneciente a un
complejo lagunar en el Pacifico noroeste mexicano, que incluye también la Laguna
Guerrero Negro y la Laguna Manuela (Sanchez-Cobarrubias et al., 2021; Zamora-
Quintero et al., 2022). LOL cuenta con la mayor extension del complejo, ya que cubre
aproximadamente 36,600 hectareas (Sanchez-Cobarrubias et al., 2021). Se encuentra
localizada entre las coordenadas 27° 35 y 27° 52’ latitud norte y 113° 58' y 114° 10’

longitud oeste, extendiéndose unos 40 km tierra adentro con un ancho promedio de 6 km
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(Sanchez-Cobarrubias et al.,2021). EI complejo esta separado por un campo de dunas de
40 km2 y se encuentra conectado a la bahia Sebastidn Vizcaino (Inman et al., 1966;
Aguila-Ramirez et al., 2000). Al ser un cuerpo de agua hipersalino no recibe agua dulce
y hay un alto grado de evaporacion causado por el efecto combinado del viento y la
radiacion solar (Aguila-Ramirez et al., 2000). Ademas, cuenta con extensos campos de
sal en la cabeza de esta laguna que se inundan durante las mareas vivas (Sanchez-
Cobarrubias et al.,2021). La Laguna Ojo de Liebre presenta un rango de temperatura que
va de los 14.69 a 27.29 °C, mientras que la salinidad varia entre 34.0 a 49.6 g/L (Villa-
Guerrero, 2019: Sanchez-Cobarrubias et al., 2021).

En contraste, la Fosa de las Marianas es una zona hadal que se ubica en el Océano
Pacifico Occidental, a 200 km de las Islas Marianas, y es conocida por ser la trinchera
submarina mas profunda de la Tierra, alcanzando casi 11 km y con presiones de hasta
1,100 atm (Taira, 1988; Taira et al., 2004); esta fosa es producto de la subduccion de la
placa del Pacifico bajo la placa de Filipinas (Hsui y Youngquist, 1985). Dentro de esta
trinchera se encuentra el "Challenger Deep" o "Abismo Challenger”, dentro de las
coordenadas 11°22'N y 142°25'E, con una profundidad registrada de 10,915 metros (Taira
etal., 2004). Los sedimentos de la trinchera de las Marianas son ricos en carbono organico,
lo que favorece una alta densidad, diversidad y actividad de microorganismos, incluyendo

aquellos que son barotolerantes y baréfilos (Peng et al., 2021).
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8. METODOLOGIA

8.1. Seleccion de muestras

Se seleccionaron las cepas de Nocardiopsis, provenientes de estudios previos
realizados en Laguna Ojo de Liebre, Baja California Sury el abismo Challenger en la Fosa
de las Marianas (Zamora Quintero et al., 2022; Manriquez-Diaz, 2024). Para el
aislamiento de las cepas de Nocardiopsis, los sedimentos de la Laguna Ojo de Liebre
fueron recolectados manualmente en diferentes areas de la laguna, a una profundidad
maxima aproximada de 13 metros, mientras que las muestras de sedimento del abismo
Challenger fueron obtenidas utilizando el sumergible “DEEPSEA CHALLENGER” a una
profundidad de 10,898.5 m. Para este proyecto se emplearon la cepa LOL-012 aislada de
la Laguna Ojo de Liebre, y la cepa CNY-900 aislada de la Fosa de las Marianas que
cuentan con sus genomas secuenciados, mediante la metodologia Illumina NextSeq 2000,

realizada por la compafiia SeqCenter.

8.2. Criopreservacion de cepas bacterianas

Con el objetivo de contar con un reservorio de células bacterianas provenientes de
una misma poblacién de cultivo para posteriores experimentos, se llevd a cabo una
criopreservacion de las cepas. A partir de un criopreservado de las cepas CNY-900y LOL-
012, se tom6 una muestra que fue sembrada en una placa de purificacion de medio Al. El
medio Al contiene 22 g L' de sal, 10 g L' almidén, 4 g L' levadura, 2 g L™ peptona y
14 g L' agar. Una vez observado crecimiento suficiente en la placa, se seleccionaron entre
4y 5 colonias bien definidas, las cuales fueron inoculadas en un matraz con 25 mL con

medio liquido Al. Estos cultivos fueron monitoreados diariamente con un
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espectrofotometro UV-VIS a 600 nm hasta alcanzar una absorbancia de 1. Al llegar a este
valor, se afiadid glicerol al 20% al matraz y se tomd6 una alicuota de 1.4 mL, que fue
transferida a un criovial y almacenada a -20 ° C. Este procedimiento se repitid hasta agotar

el cultivo.

8.3. Caracterizacion de metabolismo primario y secundario de genomas

Con el fin de identificar rutas de genes asociadas a funciones fotoprotectoras y de
respuesta al estrés oxidativo, se realizé un andlisis bioinformatico de los genomas de las
cepas Nocardiopsis sp. LOL-012 y CNY-900. Ademas, para identificar similitudes y
divergencias en las rutas metabolicas involucradas en la biosintesis de estos compuestos
se emple6 como referencia el genoma de la cepa tipo GCF_000619805.1 identificada
como Nocardiopsis dassonvillei subsp. dassonvillei, aislada de suelo agricola. La
caracterizacion del metabolismo primario y secundario se llevé a cabo mediante los
programas MetaPathways y AntiSMASH, respectivamente. El programa de
MetaPathways se implementé considerando los valores de corte definidos para la
identificacion de ORFs con un nimero de nucle6tidos traducidos a aminoacidos mayor a
50 y un valor de identidad de 70%. Mientras que el programa de AntiSMASH se
implemento con la herramienta en linea y considerando los valores predeterminados para
el andlisis en modalidad relajada y con las opciones de MIBIG cluster comparison y
ClusterPfam analysis seleccionadas. Se examinaron genes involucrados en la biosintesis
de compuestos con propiedades antioxidantes y fotoprotectoras, como los carotenoides,
asi como aquellos implicados en la produccion de solutos compatibles asociados a la

tolerancia al estrés osmotico y la deshidratacion, como la ectoina.
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8.4. Crecimiento bacteriano

Con el proposito de evaluar el crecimiento bacteriano, en sus distintas fases de
latencia, exponencial, estacionaria y muerte, se realizé la curva de crecimiento de la cepa
CNY-900 y se calcularon pardmetros como la constante de crecimiento y el tiempo de
duplicacion. Para lo anterior, se cultivo la cepa CNY-900 en medio liquido A1, lo que es
fundamental para asegurar un ambiente homogéneo, el cual facilite el monitoreo continuo
del crecimiento celular.

Para este procedimiento, se utilizé una placa de purificacion de la cepa CNY-900.
Se seleccionaron de 4 a 5 colonias, de las cuales se tom6 una muestra con un palillo estéril
y se inoculé en un matraz con 25 mL de medio Al. El crecimiento se monitored
diariamente empleando un espectrofotometro UV-VIS a 600 nm hasta alcanzar una
absorbancia de 1. Al alcanzar este valor, se tom6 una alicuota para inocular matraces con
100 mL de medio Al y 40 perlitas de agitacion, por triplicado. Estos cultivos se
mantuvieron a 28 °C bajo agitacion constante. En caso de que la absorbancia excediera el
valor de 1, se realizaron diluciones con medio Al hasta ajustarla a dicho valor. Durante
un periodo de 8 dias, se tomé una submuestra de cada cultivo y se registr6 su absorbancia
a 600 nm en un espectrofotometro UV-VIS. Este procedimiento se repitié cada 18 horas
hasta completar 10 mediciones (180 horas) por cada cultivo.

Las curvas de crecimiento se generaron empleando los promedios de los datos de
absorbancia (nm) y el tiempo de incubacion en horas, ademas se identificaron las fases de
crecimiento con base en la pendiente de las curvas. Se calculé la constante de crecimiento

(k) y el tiempo de duplicacién (T) utilizando las siguientes formulas:
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Constante de crecimiento (k): K= n/t donde n es el nimero de generaciones y t el

tiempo.

Tiempo de duplicacion (T): T= In2/k donde k es la constante de crecimiento.

8.5. Crecimiento bacteriano en respuesta a la radiacion ultravioleta C

Con el objetivo de evaluar como diferentes longitudes de onda de luz, como la
radiacion UV, afectan el crecimiento bacteriano, se realizaron cultivos bacterianos en
medio liquido que fueron expuestos a distintos tratamientos de exposicion a la radiacion
UV. Se repitio el procedimiento del paso anterior, inoculando la cepa Nocardiopsis sp.
CNY-900 a partir de una placa de cultivo en un matraz con 25 mL de medio Al. Una vez
que el cultivo alcanz6 una absorbancia de 1, se tomd una muestra y se inoculé en matraces
con 100 mL de medio A1y 40 perlitas de agitacion, por triplicado. En total, se prepararon
15 matraces, cinco por cada tratamiento de periodo de exposicion (5, 10 y 15 min),
incluyendo un matraz con medio Al sin inocular (control negativo), un matraz con medio
Al y cepa sin irradiar (control positivo), y tres matraces con cepa destinados a la
exposicion a radiacion UV. Estos cultivos se mantuvieron a 28 °C bajo agitacién
constante.

Una vez que las cepas alcanzaron el cuarto dia de la fase estacionaria, se procedid
a realizar el experimento de exposicién a radiacién UV. Bajo condiciones de oscuridad,
los cultivos fueron irradiados con luz UV-C (254 nm) a una intensidad de 567 pW/cmz,
colocéndolos a una distancia de 8 cm de la fuente de emision. La irradiacion se efectud
conforme a los protocolos descritos por Reis-Mansur et al. (2019), Alonso-Reyes et al.

(2021) e Ibnouf et al. (2022). Para prevenir reacciones fotoinducidas este experimento,
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asi como los posteriores se realizaron en completa oscuridad. Asimismo, se realizaron
placas de purificacion de cada matraz con el fin de verificar la pureza del cultivo y

confirmar la identidad de la cepa.

8.6. Evaluacion de la respuesta metabdlica en respuesta a la radiacion UV-C

8.6.1 Anélisis de pigmentos durante la fase estacionaria

Con el propésito de evaluar la respuesta fotoprotectora de la cepa CNY-900
durante la fase estacionaria cuando son expuestas a diferentes tratamientos de luz, se llevo
a cabo un andlisis cualitativo y cuantitativo de los pigmentos producidos por las cepas. Se
tomd 1 mL de cada muestra de los diferentes tratamientos de luz, el cual fue colocado en
un tubo Falcon que fue almacenado a -20°C hasta el momento del analisis. La extraccion
de pigmentos de las muestras se realizé siguiendo las técnicas descritas por Thomas
(2012) y Sanchez-Cobarrubias et al. (2021) usando un sistema HPLC Agilent 1260 LC.
Las concentraciones se calcularon a partir de las curvas estandar de los compuestos puros

y los resultados se reportaron en funcion de la absorbancia en los cromatogramas.

8.6.2 Extraccién de compuestos de cultivos bacterianos

Con el fin de evaluar los productos del metabolismo de las cepas de Nocardiopsis,
expuestas a diferentes tratamientos de radiacion UV, se llevo a cabo una extraccion
guimica basada en la metodologia descrita por Manriquez-Diaz (2024). Para recolectar
los compuestos producidos bajo cada condicion experimental, se incorpord resina

Amberlita (25 g/L) en los 5 matraces correspondientes a cada uno de los tratamientos de
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exposicion, definidos por diferentes tiempos de irradiacion (5, 10 y 15 min),
manteniéndose bajo condiciones de oscuridad total. La resina se dejo en contacto con los
cultivos durante la noche (overnight).

Posteriormente, los cultivos fueron transferidos a tubos Falcon y centrifugados a
7,830 rpm durante 10 min a 21 °C. El sobrenadante fue decantado y los pellets obtenidos
fueron congelados a -20 °C por un periodo de 48 horas. Transcurrido este tiempo, las
muestras fueron liofilizadas durante 48 horas adicionales. Una vez liofilizadas, se
procedio a realizar extracciones quimicas utilizando acetato de etilo (CaHsO2) y metanol
(CHs0H) como disolventes. Para la primera extraccion con acetato de etilo, las muestras
fueron homogeneizadas con una varilla de vidrio estéril dentro de un matraz, al que se
afiadieron 100 mL del solvente. La mezcla se mantuvo bajo agitacion constante durante 1
hora, tras lo cual se filtré el extracto. A continuacion, se repitio el procedimiento con
metanol para realizar la segunda extraccion.

Los extractos obtenidos fueron concentrados por rotaevaporacion para eliminar los
disolventes. La evaporacion del acetato de etilo se llevd a cabo a 60 °C y 65 mmHg,
mientras que la del metanol se realiz6 a 55 °C y una presion entre 50 y 55 mmHg.
Finalmente, los extractos crudos concentrados se transfirieron a viales previamente
pesados. En los casos en que se observaron sales precipitadas en los extractos obtenidos
con metanol, estas fueron eliminadas mediante filtracion.

8.6.3 Analisis de masas de los extractos generados
Con el propésito de identificar y cuantificar los compuestos presentes en los extractos
crudos generados a partir de los cultivos no irradiados y aquellos expuestos a distintos

tiempos de radiacion UV, se llevo a cabo un andlisis de masas mediante cromatografia
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liquida acoplada a espectrometria de masas (LC-MS). La espectrometria de masas se
realiz6 en modo de ionizacion positiva, lo que permitié obtener perfiles detallados de los
metabolitos. Los datos de masas obtenidos fueron procesados para la creacion de redes
moleculares basadas en caracteristicas FBMN (Feature-Based Molecular Networks), una
metodologia que permite la visualizacion y analisis de metabolitos segin sus
caracteristicas estructurales; para esto, se empled la plataforma GNPS (Global Natural
Product Social Molecular Networking), lo que facilité la deteccion de patrones
estructurales entre los metabolitos.

Se generd una red molecular utilizando el flujo de trabajo en linea disponible en el
sitio web de GNPS mediante la plataforma http://gnps.ucsd.edu. Los datos fueron filtrados
eliminando todos los iones fragmento MS/MS que se encontraban dentro de un rango de
+17 Da respecto al ién precursor (m/z). Posteriormente, los espectros MS/MS fueron
filtrados por ventanas, seleccionando Unicamente los seis iones fragmento mas intensos
dentro de una ventana de £50 Da a lo largo de todo el espectro. La tolerancia de masa para
el idn precursor se establecié en 1.0 Da, y la tolerancia para los iones fragmento MS/MS
fue de 0.25 Da. A partir de estos parametros, se construyo una red en la que se conservaron
Unicamente las aristas con un puntaje de coseno superior a 0.6 y mas de cinco picos
coincidentes. Ademas, las conexiones entre dos nodos fueron retenidas sélo si cada nodo
figuraba entre los diez mas similares del otro. El tamafio maximo permitido para una
familia molecular fue de 100 nodos, eliminando las aristas con menor puntuacion hasta
cumplir con este umbral.

Finalmente, los espectros contenidos en la red fueron comparados contra las

bibliotecas espectrales de GNPS, aplicando el mismo tipo de filtrado que al conjunto de
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datos original. Solo se conservaron aquellas coincidencias entre espectros de la red y
espectros de la biblioteca que tuvieran un valor de coseno mayor a 0.7 y al menos cuatro
fragmentos coincidentes. Adicionalmente, para distinguir entre familias de compuestos e
identificar aquellos que potencialmente sean Unicos para las cepas analizadas se llevé a
cabo un analisis de redes moleculares, lo que permitié interpretar las interacciones
moleculares desde una vision méas detallada sobre la naturaleza y el potencial

biotecnoldgico de los compuestos presentes en los extractos.

9. RESULTADOS

En este estudio se analizaron cepas pertenecientes al género Nocardiopsis, aisladas
de distintos ambientes extremos, la Laguna Ojo de Liebre (LOL-012) y del abismo
Challenger en la Fosa de las Marianas (CNY-900). Como referencia comparativa, se
incluyé también la cepa tipo Nocardiopsis dassonvillei subsp. dassonvillei
(GCF_900638215), aislada de suelo, con el proposito de identificar similitudes y
diferencias gendmicas entre organismos relacionados filogenéticamente, pero adaptados

a distintas condiciones ambientales.

9.1 Analisis de genomas

Se determino el tamarfio del genoma de las cepas analizadas. EI genoma de la cepa
LOL-012 presenté un tamafio de 5.1 Mb, mientras que el genoma de la cepa CNY-900
fue de 7.95 Mb. En comparacion, el genoma de la cepa tipo N. dassonvillei subsp.

dassonvillei GCF_900638215 posee un tamafio de 6.5 Mb.
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9.2 Metabolismo primario
Con respecto a las rutas que corresponden al metabolismo primario, se observaron
algunas relacionadas con fotoproteccidn, antioxidacion y supervivencia en ambientes

extremos (Figura 1). Por ejemplo:

N. dassonvillei subsp. dassonvillei GCF_900638215 mostrd una mayor cantidad
de rutas metabdlicas relacionadas con la degradacion de compuestos, destacando las vias
de protocatechuato (orto-clivaje), metilsalicilato, acrilonitrilo, fosfolipidos y
glicerofosfodiésteres. También se identificaron rutas vinculadas a la fotoproteccion y
resistencia al estrés oxidativo, como el metabolismo de guanosina tetrafosfato (ppGpp),
biosintesis de acido 4-aminobenzoico (PABA), remodelacion de fosfolipidos por la via de
fosfatidiletanolamina, interconversion de metil-indol-3-acetato y el ciclo de epdxido de
vitamina K.

En la cepa Nocardiopsis sp. LOL-012 se detectaron rutas para la degradacion de
L-glutamina a glutamato y amonio, asi como de glicerofosfodiésteres, ademas de la
remodelacion de fosfolipidos (fosfatidiletanolamina) y la activacion del metabolismo de
ppGpp, relacionado con la fotoproteccion.

Por su parte, la cepa CNY-900 presentd rutas para la degradacién de timina,
uracilo, adenosina y metilsalicilato, junto con rutas antioxidantes como el ciclo de epdxido

de vitamina y la interconversién de metil-indol-3-acetato.
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Figura 1. Rutas metabdlicas primarias compartidas entre Nocardiopsis sp. LOL-012,
CNY-900 y N. dassonvillei subsp. dassonvillei GCF_900638215, relacionadas con

fotoproteccion y actividad antioxidante.

9.3 Metabolismo secundario

Con respecto a las rutas que corresponden al metabolismo secundario, se
observaron algunas relacionadas con la fotoproteccion, antioxidacion y supervivencia en

ambientes extremos (Figura 2). Por ejemplo:

En la cepa N. dassonvillei subsp. dassonvillei GCF_900638215 se identificaron
clusteres biosintéticos (BGCs) vinculados a la captacion de hierro, destacando un
siderdforo similar a la desferrioxamina E con un 100% de similitud. Ademas, esta cepa
presentdé BGCs relacionados con la fotoproteccion y mecanismos antioxidantes,
incluyendo terpenos como el isorenierateno (100%) y ectoina (75%), asi como fenazinas

con un 56% de similitud.
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Por otro lado, la cepa Nocardiopsis sp. LOL-012 mostr6é una mayor diversidad de
BGCs, con un siderdforo tipo NRPS anéalogo a la coelichelina con una similitud del 27%
y el lanthipéptido SapB (100%). También se identificaron regiones genémicas similares a
BGCs de ectoina (75%) y enteromicina, aunque esta Ultima con baja similitud (8%). Los
BGCs para fotoproteccion y antioxidacién incluyeron terpenos y ectoina, y entre los
compuestos antimicrobianos destacaron RiPPs como la estreptamidina, NRPS asociados
a friulimicinas, ademas de enteromicina y omnipeptina.

Por dltimo, en la cepa Nocardiopsis sp. CNY-900 se detectaron BGCs para
captacion de hierro similares a la desferrioxamina E (100%), junto con rutas biosintéticas
para fotoproteccién y antioxidacion, destacando ectoina (75%), terpenos e isorenierateno
(75%).

En general, las tres cepas compartieron BGCs para la sintesis de isorenieratano y
ectoina, mientras que solo CNY-900 y GCF_900638215 presentaron BGCs asociados a

la desferrioxamina.
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Figura 2. Categorias de rutas de genes biosintéticos asociadas a metabolitos secundarios
compartidas entre los genomas de Nocardiopsis sp. LOL-012, CNY-900 y N. dassonvillei
subsp. dassonvillei GCF_900638215, relacionadas con fotoproteccion/antioxidacion,

captacion de hierro y actividad antimicrobiana.

9.4. Crecimiento bacteriano

Se evalud el crecimiento de la cepa CNY-900 bajo condiciones estandar (Tabla 1)
y se observd que durante las primeras 18 h, la curva de crecimiento mostré una
absorbancia promedio de 0.015 + 0.004, correspondiente a la fase de latencia (Figura 3).
Posteriormente, entre las 18 y 54 h, se observo un rapido incremento en la absorbancia,
alcanzando un promedio de 1.034 + 0.047, lo que indica el inicio de la fase exponencial
de crecimiento. En esta etapa, la pendiente de la curva, que representa la constante de
crecimiento (k), fue de 0.111 h™', con un coeficiente de correlacion (R?) de 0.9405 para el

ajuste exponencial (Figura 4).
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A partir de la constante de crecimiento se calcul6 el tiempo de duplicacién (T),

que fue de 6.245 h, asi como el nimero de generaciones (n), con un valor de 0.693 (Tabla

2).

Después de las 54 h, la absorbancia se estabilizd, con un promedio de 1.567 +

0.166 a las 90 h, indicando que la cepa ingreso en la fase estacionaria. Finalmente, a partir

de las 154 h, se registrd una disminucién progresiva en la absorbancia, correspondiente a

la fase de muerte, alcanzando un promedio de 1.282 + 0.022 a las 180 h.

Tabla 1. Valores de absorbancia de la curva de crecimiento de la cepa Nocardiopsis sp.

CNY-900.

FASE CEPA | ABSORBANCIA
Hora | Promedio Desv.

Est.
Latencia 0 0.0153 0.004
Exponencial | 18 0.019 0.017
36 0.3773 0.071
Estacionaria| 54 1.034 0.047
72 1.297 0.134
90 1.567 0.166
108 1.594 0.119
126 1.484 0.052
Muerte 144 1.618 0.016
162 1.316 0.027
180 1.282 0.022
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Figura 3. Curva de crecimiento de la cepa Nocardiopsis sp. CNY-900. El punto amarillo
marca el inicio de la fase de latencia; el punto rojo sefiala el comienzo de la fase
exponencial; el punto naranja indica la fase estacionaria, y el punto rosa representa el

inicio de la fase de muerte.
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Figura 4. Valores de absorbancia de la fase exponencial de la cepa Nocardiopsis sp. CNY -

900.
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Tabla 2. Valores correspondientes a las generaciones (n), constante de crecimiento (k) y

tiempo de duplicacion (T) de la cepa Nocardiopsis sp. CNY-900.

Generaciones (n)  Constante de Tiempo de Duplicacion
Crecimiento (k) (T) (hrs)

0.693 0.111 6.245

9.5. Crecimiento bacteriano y respuesta metabolica en respuesta a la
radiacion UV-C

La radiacion ultravioleta constituye un factor ambiental que afecta el crecimiento,
la fisiologia y el metabolismo de las actinobacterias. En este contexto, en la presente
seccion se evalla la respuesta de la cepa Nocardiopsis sp. CNY-900 a distintos tiempos
de exposicion con radiacion UV-C, considerando tanto los efectos sobre el crecimiento
bacteriano como los compuestos metabolicos producidos, los cuales se abordan en detalle

en las subsecciones 9.5.1y 9.5.2.

9.5.1. Cambios morfoldgicos y fisioldgicos tras la exposicion a UV-C

Para evaluar el efecto de la radiacién UV-C sobre Nocardiopsis sp. CNY-900, se
midieron los valores de absorbancia antes y después de la irradiacion, como indicador del
impacto en la biomasa del cultivo (Tablas 3-5). Se observé una disminucion general en la
absorbancia tras la irradiacion en los tres tiempos evaluados. Por ejemplo, a los 5 min de
tratamiento, la absorbancia promedio disminuy6 de 1.217 +0.341 a 0.828 =0.292, lo que

representa una reduccion del 31.9 %. Con 10 min de exposicion, la absorbancia paso de
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1.124+0.152 2 0.786 + 0.216, equivalente a una disminucion del 30.1 %. Finalmente, tras
15 min de tratamiento, la absorbancia se redujo de 1.261 £0.123 a 0.907 + 0.228, lo que
representa una reduccion del 28.1 %.

Tabla 3. Absorbancia de los cultivos de Nocardiopsis sp. CNY-900 por triplicado

(A-B-C) antes y después del tratamiento con radiacion UV-C durante 5 min.

CNY-900-A CNY-900-B CNY-900-C PROMEDIO DESV.
uv uv uv uv EST.
uv
Absorbancia
antes UV
0.95 1.1 1.601 1.217 0.341
Absorbancia
después UV
0.854 1.106 0.523 0.828 0.292

Tabla 4. Absorbancia de los cultivos de Nocardiopsis sp. CNY-900 por triplicado (A-B-

C) antes y después del tratamiento con radiacion UV-C durante 10 min.

CNY-900-A  CNY-900-B  CNY-900-C ~ PROMEDIO DESV.
uv uv uv uv EST.
uv
Absorbancia
antes UV
1286 | 0985 | 1.1 1.124 0.152
Absorbancia
después UV
0668 | 0655 |  1.035 0.786 0.216
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Tabla 5. Absorbancia de los cultivos de Nocardiopsis sp. CNY-900 por triplicado (A-B-

C) antes y después del tratamiento con radiacion UV-C durante 15 minutos.

CNY-900-A  CNY-900-B  CNY-900-C ~ PROMEDIO DESV.
uv uv uv uv EST.
uv
Absorbancia
antes UV
1351 | 1312 | 1121 1.261 0.123
Absorbancia
después UV
0841 | 0.72 | 1161 0.907 0.228

Paralelamente, se cultivaron muestras en placas Petri con medio Al, las cuales
fueron monitoreadas cada tercer dia durante un periodo de un mes para evaluar posibles
cambios morfol6gicos tras la exposicion a radiacion UV-C (Figuras 5-10). En las
imagenes se observa: A) a la izquierda, una placa con medio sin inocular, y a la derecha,
la cepa Nocardiopsis sp. CNY-900 sin irradiar; B) las placas irradiadas organizadas de
manera horizontal segun el tiempo de exposicion (5, 10 y 15 min, de arriba hacia abajo) y
de forma vertical segun los triplicados bioldgicos (A-C). La primera evaluacion se realiz6
al tercer dia después de la inoculacion. A lo largo del periodo de seguimiento no se
registraron cambios morfolégicos notables ni alteraciones visibles en el patréon de

crecimiento de la cepa, independientemente del tratamiento aplicado.
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Figura 5. Comparacion morfologica de la cepa Nocardiopsis sp. CNY-900 en placas Petri
tras exposicion a radiacion UV-C. (A) Placa sin inocular (izquierda) y cepa sin irradiar
(derecha). (B) Placas irradiadas organizadas horizontalmente seglin el tiempo de
exposicion (5, 10 y 15 min, de arriba hacia abajo) y verticalmente segun los triplicados
bioldgicos (A-C, de izquierda a derecha). Imagen correspondiente al dia 3 post-

irradiacién, tomada el 24 de marzo de 2025.
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Figura 6. Comparacion morfoldgica en placas Petri de Nocardiopsis sp. CNY-900 tras
exposicion a radiacion UV-C. La imagen corresponde al dia 6 después de la irradiacion,

tomada el 27 de marzo de 2025.
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Figura 7. Comparacion morfoldgica en placas Petri de Nocardiopsis sp. CNY-900 tras
exposicion a radiacion UV-C. Imagen tomada 9 dias post-irradiacion, el 30 de marzo de

2025.
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Figura 8. Comparacion morfoldgica en placas Petri de Nocardiopsis sp. CNY-900 tras
exposicion a radiacion UV-C. La imagen corresponde al dia 12 después de la

irradiacién, tomada el 2 de abril de 2025.
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Figura 9. Comparacion morfoldgica en placas Petri de Nocardiopsis sp. CNY-900 tras
exposicion a radiacion UV-C. Imagen tomada 17 dias despuées de la irradiacion, el 7 de

abril de 2025.
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Figura 10. Comparacion morfologica en placas Petri de Nocardiopsis sp. CNY-900 tras
exposicion a radiacion UV-C. Imagen tomada un mes después del tratamiento de radiacion

UV-C, el 22 de abril de 2025.
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9.5.2. Respuesta metabolica tras la exposicion a UV-C

Se realiz6 un analisis cromatogréafico en un sistema HPLC Agilent 1260 LC,
utilizando 1 mL de extracto crudo por muestra. No se observaron concentraciones
detectables de pigmentos, excepto en el tratamiento "CNY-900 10", correspondiente a 10
minutos de cultivo sin radiacion, donde se detect6 la presencia del pigmento Fucoxantina
(6.44 pg-L'=mgem>).

Posteriormente, se llevd a cabo un analisis por espectrometria de masas en
ionizacidn positiva y negativa para caracterizar los metabolitos secundarios producidos
por la cepa Nocardiopsis sp. CNY-900, aislada de la Fosa de las Marianas al ser expuesto

a diferentes tratamientos de radiacién UV-C:

Analisis en ionizacion positiva

Se obtuvieron un total de 4,081 espectros de fragmentacion, de los cuales 2,355
fueron incorporados a la red molecular utilizando el algoritmo de similitud espectral por
coseno (> 0.6). Del total, 616 espectros fueron identificados con un compuesto especifico,
aungue 45 de ellos quedaron fuera de componentes conectados. Ademas, se detectaron
563 espectros sin identificacion directa, pero conectados a nodos identificados, lo que
sugiere similitud estructural. Finalmente, 1,624 espectros se agruparon en componentes

gue contenian al menos un compuesto identificado (Tabla 6).
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Tabla 6. Resumen estadistico del analisis de redes moleculares en ionizacion positiva.

Parédmetro Valor Parédmetro Valor
Numero total de espectros 4,081 Nodos identificados fuera de 3
considerados componentes
Espectros en la red 2,355 Vecinos no identificados 25
Espectros identificados 616 Clusternodes en la red 136
Espectros identificados fuera 45 Componentes identificados 6

de componentes

Espectros en componentes 1,624 Vecinos no identificados 563
identificados (espectros)
Nodos identificados 17 NUmero de nodos 201

(clusternodes)

Componentes conectados 23 Numero de pares 279

(mas de un nodo)

Clusternodes en componentes 72

identificados

La red molecular resultante (Figura 11) estd conformada por 201 nodos,
conectados por 279 pares espectrales. Se identificaron 17 nodos (clusternodes) con
anotacion estructural, de los cuales 14 fueron integrados en componentes y 3 quedaron
aislados. Se observaron 23 subredes con mas de un nodo, de las cuales 6 incluyen
compuestos identificados. En total, 72 clusternodes se ubicaron dentro de componentes

identificados. Ademas, se reconocieron 25 nodos vecinos conectados a compuestos
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conocidos sin identificacion propia y un total de 136 nodos agrupados por similitud

espectral.

Tiempo de exposicion
a la radiacién UV-C

5 minutos

MLS000853563-0111.11. 22 whydrany- 16,1116 22 .
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Figura 11. Red molecular generada en ionizacién positiva para la cepa Nocardiopsis sp.
CNY-900. Color de nodo indica el tiempo de exposicion a UV-C (5 min = naranja, 10 min
=azul, 15 min = amarillo). El grosor de las aristas representa la similitud espectral (coseno

0.6-1.0).

Compuestos identificados en ionizacidn positiva.

En la red molecular (Figura 12) se identificaron 12 compuestos Unicos,
organizados en seis componentes conectados. Entre ellos, destacan sider6foros como la
desferrioxamina E, D2 y G, que actlan como antioxidantes indirectos. Asimismo, se
detectaron péptidos relevantes para la fotoproteccion y defensa antioxidante, como L-

triptofano y fenilalanina-prolina.
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En cuanto a lipidos y glicolipidos, se identificaron fosfatidilcolinas (PC(16:0/17:0)
y PC(16:1/17:0)) y digalactosido de diacilglicerol (DGDG(14:0/18:1)), implicados en la
estabilizacion y reparacién de membranas celulares. Ademas, se identifico el compuesto
13-docosenamida que posee potencial actividad antioxidante.

Asimismo, se encontraron compuestos macrociclicos ciclohexazinicos, como
1,11,22-trihydroxy-hexazacyclodotriacontane-hexone y 1,12-dihydroxy

hexazacyclotritriacontane- hexone, que también se asocian con funciones antioxidantes

(Tabla 7).
"MLS000853563-011,11,22-¥itydroxy- 1.6, 11,18 22 @ hexazacydodoriacomane2 5,12.15,.23 26-hexone™ Tiempo de exposicién
/ a la radiacién UV-C
"MLS0008583583-01!11, 11 224rhyuifony-16.11,16, ) zacydado¥aomtane-2,5.12,15 23 26-hexane™ .
- v\,\i‘\\ 5 minutos
@ S " Destrgmanicp | \ \?‘G)

10 minutos

15 minutos

I Tacycbyiiacontme-2.5.13.16.24 27 -hexone Similitud espectral
€ (coseno)

PC{16.1/17:0}

™ =

> NCG -01_C ‘ Phanytsan
P b e NCGCO0381359-01_ N 8NZO3_Phenyidannie
Desferggparnine NCGC00334839-01_C14H1EN2Q@\Pyrroled 1. 2-ajpyrazine-1 4-Gone

- hexahy dro-3-f{ 4yt ypheany ety 060

Spacval nof@hre Dester '{.r::
@ =
L-Trydibghan

Figura 12. Red molecular de compuestos identificados en ionizacion positiva en la cepa

Nocardiopsis sp. CNY-900.
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Tabla 7. Compuestos identificados en ionizacion positiva, agrupados por tipo quimico.

Se incluye una columna con la funcién atribuida frente a la radiacion UV-C.

derivados de
aminoacidos

Tipo de Compuesto Funcién ante
compuesto la radiacion
uv-C
Sideroforos Desferrioxamina E Antioxidante
indirecto
Desferrioxamina D2
Desferrioxamina G
Péptidos y L-Triptéfano (NIST14) Fotoprotector

Phenylalanine, prolyl-

Pyrrolo[1,2-a]pyrazine-1,4-
dione, hexahydro-3-[(4-
hydroxyphenyl)methyl]

Antioxidante

ciclohexazinicos
macrociclicos

hexazacyclodotriacontane-
hexone

1,12-dihydroxy-
hexazacyclotritriacontane-
hexone

Lipidos y PC(16:0/17:0) Estabiliza

glicolipidos membranas
PC(16:1/17:0) Reparacion de

membranas
DGDG(14:0/18:1) Proteccion de

membranas
13-Docosenamida, (Z)- Antioxidante

(NIST14)

Compuestos 1,11,22-trihydroxy- Antioxidante

lonizacion negativa

Se procesaron 7,534 espectros, de los cuales 2,147 fueron integrados a la red

molecular. Se identificaron 682 espectros, aunque 174 quedaron fuera de componentes.




Se detectaron 203 espectros conectados a compuestos conocidos, pero sin identificacion

directa, y 843 espectros se integraron a componentes identificados (Tabla 8).

Tabla 8. Resumen estadistico del analisis de redes moleculares en ionizacion negativa.

identificados

Parametro Valor Paréametro Valor
NUmero total de espectros 7,534 Nodos identificados fuera de 1
considerados componentes
Espectros en la red 2,147 Vecinos no identificados 14
Espectros identificados 682 Clusternodes en la red 80
Espectros identificados fuera de 174 Componentes identificados 2
componentes
Espectros en componentes 843 Vecinos no identificados 203
identificados (espectros)
Nodos identificados (clusternodes) 11 NUmero de nodos 129
Componentes conectados (mas de 8 NUmero de pares 241
un nodo)
Clusternodes en componentes 31

La red molecular en ionizacion negativa contiene 129 nodos, unidos por 241 pares

espectrales, con una similitud de coseno >0.6 (Figura 13). Se identificaron 11

clusternodes, de los cuales 10 se integraron en componentes y 1 permanecio aislado. En

total, 8 subredes contienen mas de un nodo, de las cuales 2 presentaron al menos un

compuesto identificado. Ademas, se detectaron 14 nodos vecinos no identificados, y 80

nodos mostraron agrupamiento espectral.

45




Y r——— Tiempo de exposicién
i a la radiacién UV-C

5 minutos
O esfor) o PO cerimacorrans 2 513, 1624, 2T hexcno
10 minutos
NCGON01 80673 031,12 2 3arihyydoy-1 66,1217 233
15 minutos
NCGCO0180573.031 1223 arhydrany-1,6.,12.1 7 252
Similitud espectral
Spocral
Masch o (coseno)
E.mxrpum
K
4udooyl
from NIST14
Dode oyt

060

NN Y W - W Y - e

Figura 13. Red molecular generada en ionizacion negativa para la cepa Nocardiopsis sp.
CNY-900. Color de nodo indican el tiempo de exposicion a UV-C (5 min = naranja, 10
min = azul, 15 min = amarillo). EI grosor de las aristas representa la similitud espectral

(coseno 0.6-1.0). Compuestos identificados en ionizacion negativa

En la red molecular en ionizacion negativa (Figura 14) se identificaron 11
compuestos, aungue algunos se encontraban repetidos como la desferrioxamina D2 y el
compuesto ciclohexazinico 1,12,23-trihydroxy-hexazacyclotritriacontane-hexone, por lo
que el total de compuestos unicos fue de 8 (Tabla 9).

Entre ellos, los sideréforos desferrioxamina D2, desferrioxamina E,
dehydroxynocardamine y desferrioxamina Etl destacan por su funcion antioxidante
indirecta. Ademas, se identificaron compuestos macrociclicos ciclohexazinicos, como
1,12-dihydroxy-hexazacyclotritriacontane-hexone y 1,12,23-trihydroxy-

hexazacyclotritriacontane-hexone, que contribuyen a la proteccién antioxidante celular.
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Adicionalmente, se detectaron compuestos sulfonados, entre ellos
dodecilbencenosulfénico y &cido benzensulfonico 4-undecil, que participan en
interacciones de membrana, y un lipido fosforado complejo ([2,3-dihydroxypropoxy][3-
(hexadecanoyloxy)-2-[octadec-9-enoyloxy]propoxy]phosphinic acid), con probable

funcién de estabilizacion de membranas.
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Figura 14. Red molecular de compuestos identificados en ionizacién negativa en la cepa

Nocardiopsis sp. CNY-900.

Tabla 9. Compuestos identificados en ionizacion negativa, agrupados por tipo. Se incluye

una columna con la funcién atribuida frente a la radiacion UV-C.

Tipo de Compuesto Funcién ante la
compuesto radiacion UV-C
Sideroforos Desferrioxamina D2 Antioxidante

indirecto
Desferrioxamina E
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Dehydroxynocardamine

Desferrioxamina Etl

Compuestos
ciclohexazinicos
macrociclicos

1,12-dihydroxy-
hexazacyclotritriacontane-
hexone

1,12,23-trihydroxy-
hexazacyclotritriacontane-
hexone

Antioxidante

Compuestos
sulforados

Dodecylbenzenesulfonic acid

Benzenesulfonic acid, 4-
undecyl- (NIST14)

Interacciones de
membrana

Lipido fosforado
complejo

[2,3-dihydroxypropoxy][3-
(hexadecanoyloxy)-2-
[octadec-9-
enoyloxy]propoxy]phosphinic
acid

Estabilizador de
membrana

10.1. Rutas metabolicas

10. DISCUSION

Las cepas analizadas pertenecientes al género Nocardiopsis, aisladas de distintos

ambientes extremos como la Laguna Ojo de Liebre (LOL-012) y del abismo Challenger
en la Fosa de las Marianas (CNY-900), ademas de la cepa tipo N. dassonvillei subsp.
dassonvillei (GCF_900638215), presentan tamafos de genoma que se encuentran dentro

del rango reportado para actinobacterias filamentosas (6 - 11 Mb) con excepcion del
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genoma de LOL-012 que present6 un tamafio de genoma menor a este rango (5.1 Mb). En
general, el tamafio gendmico refleja las funciones del organismo, integrando genes
centrales esenciales para procesos basicos como replicacion, transcripcion, traduccion y
metabolismo primario, asi como genes adaptativos que codifican metabolitos secundarios
(Chenetal., 2021; Lorkova et al., 2025). Por ejemplo, en LOL-012, aproximadamente el
6% del genoma esté dedicado al metabolismo secundario (Carredn, 2025) mientras que
en CNY-900 este porcentaje es cercano al 5% (Manriquez-Diaz, 2024). No obstante, el
menor tamafio genémico de LOL-012 sugiere una especializacion funcional adaptada a
un ambiente mas estable (Rodriguez-Gijon et al., 2022).Este patron de reduccion
gendémica también se ha observado en otras cepas de ambientes extremos, como
Neobacillus sp. Lsc_1132T, aislada de sedimentos de la Fosa de las Marianas, asi como
en las bacterias hadales Shewanella, Psychromonas y Colwellia, que presentan genomas
mas pequefios que sus contrapartes de aguas superficiales que tienden a mostrar genomas
mas grandes (Tang et al., 2021; Yang et al., 2025).

Esta variabilidad refleja la influencia ambiental en la configuracion gendmica
microbiana, como sefialan Rodriguez-Gijon et al. (2022), quienes indican que en
ecosistemas terrestres la alta diversidad, escasez de nutrientes y fluctuacion ambiental
favorecen genomas mas grandes, enriquecidos en genes para regulacion, transporte y
motilidad. En contraste, ambientes acuéticos oligotroficos suelen promover procesos de
optimizacion genomica que conllevan la pérdida de genes metabdlicamente costosos
(Giovannoni et al., 2014; Yang et al., 2025).

Sin embargo, el genoma de CNY-900 contrasta con la tendencia generalizada de

reduccion genomica observada en otras bacterias Gram positivas de zonas hadales, como
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la cepa Aliineobacillus hadale Lsc_1132T, aislada de sedimentos de la Fosa de las
Marianas y caracterizada por un genoma reducido (3.74 Mb) y optimizado para la vida en
condiciones oligotréficas y de bajo oxigeno (Yang et al., 2025). En contraste, CNY-900
conserva un genoma de mayor tamafio con un amplio repertorio biosintético. Esta
diferencia sugiere que, aunque ambas cepas habitan el mismo ambiente extremo, la cepa
Nocardiopsis sp. CNY-900 podria emplear una estrategia evolutiva basada en la
adaptabilidad metabdlica y la diversificacion funcional, en lugar de la reduccion de genes,
lo que le permite mantener un conjunto amplio de capacidades metabdlicas frente a las
condiciones adversas de su habitat hadal.

En este contexto, los hallazgos sobre CNY-900 plantean que la evolucion en
ambientes extremos, como la zona hadal, puede seguir caminos divergentes incluso entre
bacterias del mismo hébitat. Esta idea se ve respaldada por Mende et al. (2017), quienes
identificaron una zona de transicion gendémica (GTZ) en la columna de agua marina,
donde, con el aumento de la profundidad, las comunidades microbianas presentan
genomas de mayor tamafio, mayor contenido de G+C, y codificacion proteica con mayor
proporcion de nitrégeno. Estos cambios estan impulsados por gradientes de nutrientes y
energia, particularmente por la disponibilidad de nitrogeno, y reflejan adaptaciones
estructurales a las condiciones fisico-quimicas profundas (Mende et al. 2017; Rodriguez-
Gijonetal. 2022). De este modo, el caso de CNY-900 ejemplifica que el tamafio genémico
no esta determinado Unicamente por el ambiente, sino por la interaccion entre la estrategia
ecoldgica, la adaptabilidad funcional y las presiones especificas de cada nicho ecoldgico

(Mende et al., 2017; Rodriguez-Gijon et al., 2022; Yang et al., 2025).
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Asimismo, Nocardiopsis sp. CNY-900 y LOL-012 presentan diferencias
significativas en los grupos de genes involucrados en rutas metabdlicas primarias, a pesar
de estar filogenéticamente relacionadas, lo que sugiere una fuerte influencia del ambiente
en la evolucion de sus capacidades funcionales. Los andlisis de metabolismo primario
muestran que la cepa GCF_900638215 posee rutas metabdlicas especializadas para la
degradacion de compuestos aromaticos y reciclaje de materia organica compleja. Destaca
su potencial capacidad para procesar protocatecuato (Debarati et al., 2004), un
intermediario clave en la transformacion de compuestos recalcitrantes como ftalatos,
hidroxibenzoatos y derivados de lignina (Sgro et al., 2023; NCBI, 2025a), lo que facilita
el reciclaje de carbono en ambientes contaminados. Esta versatilidad se complementa con
su capacidad para degradar metilsalicilato (Priya y Senthilkumar, 2014) y acrilonitrilo
(Ramteke et al., 2013; Guo et al., 2018), evidenciando su potencial para remediar sitios
impactados por ésteres aromaticos y nitrilos industriales. Adicionalmente, su metabolismo
de fosfolipidos y glicerofosfodiésteres (Park et al., 2022; NCBI, 2025b) optimiza el
reciclaje de fosforo y carbono, mientras que la utilizacion de acetona y nucledtidos
(Oosterkamp et al., 2015) le confiere flexibilidad nutricional. En conjunto, estas rutas
posicionan a N. dassonvillei subsp. dassonvillei (GCF_900638215) como un agente
multifuncional en biorremediacion y ciclaje de nutrientes, capaz de procesar desde
contaminantes industriales hasta componentes estructurales de biomasa vegetal, ambos

relevantes para el ambiente del suelo del cual fue aislada.

Ademas, en el genoma de la cepa GCF_900638215 se identificaron BGCs y otros

clusteres funcionales relacionados con la biosintesis de compuestos con funcion
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antioxidante, fotoprotectora y de adaptacion metabolica. Respecto a sistemas
antioxidantes, se identificaron rutas asociadas a la produccién de &cido 4-aminobenzoico
(PABA), un compuesto con capacidad de absorcion UV (Cantrell et al., 2001) y al ciclo
del epoxido de vitamina K, el cual contribuye a la neutralizacion de radicales libres
(Vervoort et al., 1997; Bryshten et al., 2024). Ademas, se encontro evidencia de la posible
modulacion de membranas mediante fosfatidiletanolamina, que regula fluidez ante estrés
osmotico y térmico (Romantsov et al., 2009; St Germain et al., 2023), y la presencia de
sistemas de detoxificacidon basados en el metabolismo de 5-oxo-L-prolina para mantener
reservas de glutation (Chen et al., 1998; de Crécy-Lagard et al., 2018), crucial para
eliminar especies reactivas de oxigeno y metales pesados (Averill-Bates, 2023). Estos
mecanismos se coordinan con la sefializacion por guanosina tetrafosfato (ppGpp)
(Potrykus y Cashel, 2008; Liu et al., 2015), que sincroniza la respuesta al estrés oxidativo
con la disponibilidad energética y regula la produccion de metabolitos secundarios
fotoprotectores (Pacios et al., 2020). Adicionalmente, la potencial capacidad para
metabolizar acido indol-3-acético (NCBI, 2025c¢) sugiere tanto interacciones simbidticas
con plantas (Rico-Jiménez et al., 2023) como potencial para degradar contaminantes
aromaticos. La coexistencia de estos sistemas en N. dassonvillei subsp. dassonvillei
GCF_900638215 refleja una especializacion evolutiva para ambientes con fluctuaciones
extremas de luz UV, disponibilidad nutricional y presion oxidativa.

En la cepa Nocardiopsis sp. LOL_012, aislada de la Laguna Ojo de Liebre, se
presentan adaptaciones metabdlicas especializadas para enfrentar las condiciones
extremas de este ambiente hipersalino, caracterizado por alta salinidad, intensa radiacién

UV y escasez de nutrientes. La presencia de grupos de genes asociados a la biosintesis de
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L-asparagina, mediante vias alternativas como la degradacion de L-glutamina utilizando
glutamina o amoniaco como fuentes de nitrégeno, asegura la sintesis de aminoacidos
esenciales bajo limitaciones de nutrientes (Cedar y Schwartz, 1968; Meena et al., 2015;
Arévalo-Tristancho et al., 2019). A su vez, la via de degradacion de L-glutamina, un
metabolito central en la fisiologia bacteriana, potencia la asimilacion de nitrogeno para la
produccion de compuestos secundarios, favoreciendo la adaptacién a un ambiente con
recursos limitados (Forchhammer, 2007). Asimismo, la ruta de degradacion de
glicerofosfodiésteres como fuentes de carbono y fosforo refleja una estrategia eficiente de
aprovechamiento de nutrientes alternativos (Corda et al., 2014; Park et al., 2022). Estas
adaptaciones resaltan la importancia de mecanismos como la acumulacién de solutos
compatibles y la regulacion de transportadores en LOL-012, dado que el estrés osmotico
puede inhibir procesos como la fijacion de nitrégeno (Souza et al., 2003).

Asimismo, el metabolismo de guanosina tetrafosfato (ppGpp) en esta cepa
funciona como un regulador que ajusta el metabolismo primario y secundario,
optimizando el uso energético y modulando la expresion de genes implicados en
mecanismos antioxidantes y fotoprotectores (Potrykus y Cashel, 2008; Liu et al., 2015;
Pacios et al., 2020). Ademas, la remodelacion de fosfolipidos en la membrana plasmatica,
mediante moléculas como la fosfatidiletanolamina, modula la fluidez y estabilidad
membranal, fortaleciendo la resistencia al estrés osmético y la peroxidacion lipidica
inducida por radiacion UV (Romantsov et al., 2009; St Germain et al., 2023). En conjunto,
estas respuestas metabolicas posicionan a Nocardiopsis LOL_012 como una

actinobacteria altamente especializada para permanecer en ambientes con alta radiacion y
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salinidad, integrando estrategias reguladas por ppGpp que garantizan proteccion
antioxidante, plasticidad metabolica y mantenimiento de la integridad celular.

En el caso de la cepa Nocardiopsis sp. CNY-900 se observaron adaptaciones
metabdlicas especializadas para la supervivencia en la Fosa de las Marianas, un ambiente
extremo caracterizado por alta presion hidrostatica, bajas temperaturas y escasez de
nutrientes (Jamieson et al., 2010; Liu et al., 2018). Su capacidad para degradar timina y
uracilo en metabolitos aprovechables permite un reciclaje eficiente de nucleétidos,
facilitando la recuperacion de carbono y nitrégeno en un entorno con recursos limitados y
contribuyendo a la homeostasis celular (Zhu et al., 2020; Soong et al., 2024). Igualmente,
la presencia de rutas para la degradacion de metilsalicilato y derivados del &cido indol-3-
acético evidencia mecanismos para metabolizar compuestos organicos complejos, lo que
favorece el crecimiento en nichos con materia orgéanica recalcitrante, comin en
sedimentos oceanicos profundos (Priya y Senthilkumar, 2014; Rico-Jiménez et al., 2023;
Cai y Jiao, 2023).

Adicionalmente, se identifico la via de acil-tioesterasa, la cual es clave para la
regulacién del metabolismo de acidos grasos, que permite mantener la fluidez membranal
y la produccion de metabolitos secundarios bajo condiciones de alta presion y baja
temperatura (Caswell et al., 2022; Schmidt et al., 2022). Estos hallazgos sugieren que
Nocardiopsis sp. CNY-900 ha desarrollado un metabolismo orientado a la degradacién de
compuestos organicos recalcitrantes y la conversion de compuestos aromaticos
complejos. Su eficiente reciclaje de nutrientes, regulacion del metabolismo lipidico y
adaptacion a compuestos propios del ambiente marino profundo le otorgan una ventaja

evolutiva en la Fosa de las Marianas.
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Por su parte, tanto LOL-012 como GCF_900638215 presentan vias asociadas a la
biosintesis y degradacion de aminoacidos como asparagina y glutamina, compuestos clave
en la regulacion del metabolismo del nitrégeno bajo condiciones de disponibilidad
limitada (Cedar y Schwartz, 1968; Meena et al., 2015; Arévalo-Tristancho et al., 2019).
Ademas, ambas cepas muestran la capacidad para remodelar fosfolipidos, una estrategia
esencial para mantener la integridad de la membrana celular frente a fluctuaciones
osmoticas o térmicas, propias de ambientes hipersalinos y edéficos (Park et al., 2022).

En contraste, la cepa CNY-900 destaca por la presencia de rutas especializadas en
la degradacion de nucledtidos y compuestos aromaticos complejos, como timina, uracilo,
metilsalicilato y protocatechuato, lo que sugiere una estrategia adaptativa orientada al
reciclaje de materia organica recalcitrante en ambientes sedimentarios profundos (Priyay
Senthilkumar, 2014; Rico-Jiménez et al., 2023; Cai y Jiao, 2023). La ausencia de estas
rutas en LOL-012 y GCF_900638215 indica un metabolismo mas enfocado en la
asimilacion eficiente de nutrientes solubles y la proteccion celular ante condiciones
ambientales adversas, como radiacion UV o salinidad elevada. Este patron adaptativo
contrasta con la tendencia observada en CNY-900, donde la presion ambiental ejercida
por la Fosa de las Marianas ha favorecido la expansién de capacidades metabdlicas
orientadas al reciclaje de carbono y resistencia al estrés oxidativo severo (Yang et al.,
2025).

Por otro lado, los metabolitos secundarios identificados en las tres cepas de
Nocardiopsis revelan una especializacion funcional asociada a las condiciones extremas
de sus respectivos ambientes. EI género Nocardiopsis es ampliamente reconocido por su

capacidad para sintetizar una variedad de compuestos bioactivos con propiedades

55



antimicrobianas, antiinflamatorias y antioxidantes (Shi et al., 2022), lo cual se ve reflejado
en el analisis mediante la herramienta antiSMASH. Esta plataforma permitio identificar
grupos de genes biosintéticos (BGCs), resaltando el papel de estos metabolitos como
mecanismos de respuesta frente a condiciones adversas como alta radiacion UV, presion
hidrostatica o salinidad extrema.

En la cepa GCF_900638215 se detectaron BCGs asociados a la produccion de
desferrioxamina E, un sider6foro que facilita la captacion de hierro en condiciones de baja
disponibilidad, caracteristica comin en ambientes ed&ficos altamente mineralizados
(Wang et al., 2014; Cruz-Morales et al., 2017). Ademas, se identificaron los BCGs
relacionados con el isorenieratano, un carotenoide con capacidad de absorber radiacion
UV vy reducir el dafio inducido por especies reactivas de oxigeno (Krlgel et al., 1999),
junto con el de ectoina, un compuesto con funciones fotoprotectoras, antioxidantes y de
proteccion contra la desecacion (Ng et al., 2023).

La coexistencia de estos BCGs sugiere que GCF_900638215 ha desarrollado una
estrategia garantizando la adquisicién de micronutrientes esenciales como el hierro y al
mismo tiempo que protege su integridad celular frente a condiciones ambientales
adversas, posiblemente asociadas a la exposiciéon intermitente a luz intensa y la
desecacion.

Por su parte, la cepa Nocardiopsis sp. LOL-012 exhibe una diversidad de
metabolitos secundarios que responden tanto a la necesidad de fotoproteccion como a la
competencia microbiana. Al igual que en GCF_900638215, en el genoma de LOL-012 se
identificaron BGCs relacionados con la biosintesis de isorenieratano ademés de la

coelichelina, un sideroforo de alta afinidad por el hierro, adaptado a ambientes salinos
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extremos (Challis y Ravel, 2000), asi como sapB, un lantipéptido que regula el
crecimiento bacteriano y puede modular la interaccion con otros microorganismos del
entorno (Ventura et al., 2007).

También se encontraron dos regiones gendmicas relacionadas con la produccién
de ectoina: una con un 75% de similitud con la referencia y otra asociada con la
enteromicina, un policétido con actividad antimicrobiana (lgarashi et al., 2021). Si bien
el analisis por antiSMASH clasifico esta region como “tipo: ectoina” debido a la presencia
de genes asociados a su biosintesis, la comparacion con bases de datos mostré un 8% de
similitud con un cluster de enteromicina. Esta baja coincidencia no implica que ambos
compuestos sean estructuralmente similares sino que comparten algunos genes, lo que
podria deberse a eventos de recombinacion o a la conservacion de ciertos elementos
funcionales bajo presiones ambientales especificas del ecosistema hipersalino. (Catazaro
et al., 2019). En conjunto, estos metabolitos reflejan una seleccion evolutiva orientada a
la proteccion frente a radiacion UV, regulacién osmética y mantenimiento de la
competitividad microbiana.

En contraste, en la cepa Nocardiopsis sp. CNY-900 se detectaron BCGs asociados
a la produccion de desferrioxamina E, ectoina e isorenieratano, compuestos clave para
enfrentar la baja disponibilidad de hierro, la presion hidrostatica elevada y el estrés
oxidativo, caracteristicos de la Fosa de las Marianas (\Wang et al., 2014; Krigel et al.,
1999; Ng et al., 2023). En este contexto, la desferrioxamina E optimiza la asimilacion de
hierro en un ambiente oligotréfico, mientras que la ectoina actia como soluto compatible
ante el estrés osmatico y térmico. El isorenieratano, por su parte, cumple una funcion

antioxidante relevante en un entorno carente de luz visible pero susceptible a dafio
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oxidativo (Dai et al., 2021). La organizacién gendmica de estos BGCs asi como su posible
regulacién coordinada, podria representar una estrategia adaptativa que integre funciones
antioxidantes, fotoprotectoras y de captacion de nutrientes en el ambiente marino
profundo.

Adicionalmente, en los ambientes de suelo y marino profundo, representados por
N. dassonvillei subsp. dassonvillei GCF_ 900638215 y Nocardiopsis sp. CNY-900
respectivamente, la baja disponibilidad de hierro parece favorecer la expresion de genes
asociados a la biosintesis de desferrioxamina E (Cruz-Morales et al., 2017; Weibo et al.,
2023). Sin embargo, en la cepa LOL_012, aislada de un ecosistema hipersalino, no se
detectd la presencia de este BCG, lo que sugiere una estrategia adaptativa centrada en el
mantenimiento del equilibrio osmotico mediante la acumulacion de ectoina, un compuesto
que protege las estructuras celulares frente a la desecacion y el estrés salino (Maza-
Marquez et al., 2024). No obstante, la ausencia de BGCs asociados a la biosintesis de
desferrioxamina en LOL-012 no implica que la cepa carezca de sider6foros, ya que podria
deberse a la presencia de genes aun no caracterizados o a factores ambientales de su
ecosistema, como la elevada salinidad y los mecanismos de osmorregulacion, que podrian
favorecer la presencia de rutas alternativas de biosintesis (Casamassimi y Ciccodicola,
2019).

En conjunto, las rutas metabolicas y los compuestos asociados descritos refuerzan
la idea de que la adaptacion de las cepas del género Nocardiopsis a ambientes extremos
no se sustenta en procesos aislados, sino en una interdependencia funcional entre el

metabolismo primario y secundario. Las rutas asociadas al metabolismo primario,
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orientadas a la regulacion osmotica, la remodelacion de membranas y la captacion
eficiente de nutrientes, se encuentran intimamente acopladas con la biosintesis de
metabolitos secundarios, como ectoina, carotenoides y sideroforos, los cuales desempefian
funciones criticas en la proteccion celular frente a estrés osmotico, radiacion UV y presion
hidrostatica elevada (Kindzierski et al., 2017; Barzkar et al., 2024; lbnouf et al., 2022).

Particularmente, en el caso de Nocardiopsis sp. LOL-012 se observa una fuerte
integracién entre mecanismos de regulacién osmética y la produccion de metabolitos
antioxidantes. Esta cepa activa la via del nucle6tido de alarma ppGpp, que regula no solo
la homeostasis celular, sino también la sintesis de compuestos protectores como la ectoina
y carotenoides lipofilicos, tales como el isorenieratano, pigmento que protege frente a
dafio por radiacién y estrés oxidativo (Potrykus y Cashel, 2008; Ng et al., 2023). Este
acoplamiento funcional esta reforzado por una remodelacion activa de fosfolipidos en la
membrana celular, que permite preservar la fluidez y funcionalidad de la membrana en
condiciones hipersalinas, favoreciendo ademas la integracion de metabolitos secundarios
con funciones estructurales y protectoras (Romantsov et al., 2009; Pacios et al., 2020).
Adicionalmente, esta cepa expresa BCGs asociados a compuestos antimicrobianos como
la enteromicina, lo que podria conferirle ventajas en la colonizacion y persistencia dentro
de ecosistemas costeros dindmicos y de alta competencia. (Igarashi et al., 2021).

En contraste, la cepa Nocardiopsis sp. CNY-900, adaptada al ambiente extremo y
oligotrofico de la Fosa de las Marianas, muestra una interconexion diferente entre el
metabolismo primario y secundario. Su capacidad para degradar nucledtidos como timina
y uracilo permite un reciclaje eficiente de carbono y nitrégeno, lo cual esta acoplado con

la biosintesis de queuosina, un nucledsido modificado que contribuye a la optimizacion
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de la traduccidn proteica bajo estrés (Diaz-Rullo y Gonzalez-Pastor, 2023). Asimismo, la
presencia del BCGs asociado a la desferrioxamina E, que también puede actuar como
agente antioxidante al quelar especies reactivas de oxigeno, refuerza la resistencia celular
frente a condiciones de presion elevada y estrés oxidativo (\Wang et al., 2014; Cruz-
Morales et al., 2017).

Ademés, la degradacion de compuestos organicos recalcitrantes como
metilsalicilato y derivados del acido indol-3-acético, acoplada a la sintesis de ectoina y a
una regulacion del metabolismo lipidico mediante vias como la acil-tioesterasa permite
mantener la fluidez de membrana en condiciones de alta presion y bajas temperaturas
(Caswell et al., 2022; Rico-Jiménez et al., 2023).

Por su parte, la cepa N. dassonvillei subsp. dassonvillei GCF_900638215 presenta
rutas que integran remodelacion lipidica, sintesis de carotenoides y produccion de
sideroforos, lo que apunta a una estrategia metabdlica conjunta para afrontar condiciones
de radiacion, escasez de nutrientes y estrés oxidativo.

Cabe mencionar, que la presencia del BCG asociado al isorenieratano en las tres
cepas analizadas refuerza la hipétesis de que la proteccidn frente a la radiacién UV vy el
estrés oxidativo es una adaptacion evolutiva clave dentro del género Nocardiopsis. Este
carotenoide es conocido por su capacidad para absorber longitudes de onda dafiinas y
neutralizar especies reactivas de oxigeno (Zannier et al., 2022). En ambientes como la
Laguna Ojo de Liebre y los suelos donde se aisl6 GCF_900638215, la produccion de
isorenieratano representa un mecanismo crucial para mitigar los efectos nocivos de la
radiacion ultravioleta, particularmente en condiciones de alta exposicion solar y baja

cobertura vegetal (\Wagener et al., 2012). Mientras que en la Fosa de las Marianas, que se
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caracteriza por la ausencia de luz solar, la presencia de este compuesto podria estar
vinculada a su funcién antioxidante, necesaria para contrarrestar el dafio generado por
radicales libres inducidos por la alta presion hidrostatica (Martin et al., 2009).

La convergencia de las rutas mencionadas resalta la importancia del metabolismo
secundario como una extension funcional del metabolismo primario, posibilitando
respuestas adaptativas especializadas que promueven la viabilidad celular en condiciones
adversas (Ventura et al., 2007). Asi, la interdependencia entre ambos tipos de
metabolismo en el género Nocardiopsis no solo permite la supervivencia en ambientes
extremos, sino que también revela un potencial significativo para la biosintesis de
compuestos bioactivos con aplicaciones farmacéuticas y biotecnolégicas. Esta integracion
metabdlica constituye una estrategia evolutiva clave que confiere plasticidad funcional y
resiliencia ante presiones ecoldgicas diversas, desde la salinidad costera hasta la presion
del ambiente marino profundo.

Finalmente, la disposicidn y orientacion de los genes en los clisters sugiere que
CNY-900 y GCF_900638215 han conservado rutas metabdlicas similares, probablemente
como resultado de presiones selectivas convergentes en sus respectivos ambientes.

Este analisis también revela diferencias notables en la organizacién de genes
asociados a la produccién de ectoina, particularmente en LOL-012. La divergencia
estructural observada en LOL-012 puede atribuirse a las presiones ambientales, ya que la
elevada salinidad acta como fuerza selectiva que reduce la diversidad filogenética y
favorece mutaciones, transferencia lateral de genes o la pérdida de funciones consideradas

no esenciales (Kheiri et al., 2023; Ngugi et al., 2023).
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En contraste, a pesar de que CNY-900 habita en un ambiente hadal, sus clusters
de ectoina, isorenieratano y desferrioxamina muestran una organizacion méas cercana a
GCF_900638215 que a LOL-012, lo que sugiere una conservacion funcional. Este patron,
junto con el mayor tamafio genémico observado, indica que su adaptacion al entorno de
la Fosa de las Marianas no implicd una simplificacion del genoma, sino una expansion
selectiva de funciones metabdlicas clave (Mende et al., 2017). Este fendbmeno contrasta
con lo reportado por Yang et al. (2025), quienes documentaron una tendencia hacia la
reduccion del tamafio del genoma en Aliineobacillus hadale como mecanismo de
optimizacion metabdlica ante condiciones de alta presion y bajas temperaturas. En
cambio, CNY-900 parece haber seguido una trayectoria evolutiva distinta, preservando
rutas biosintéticas complejas que posiblemente le confieren una ventaja adaptativa en
ambientes hadales.

A pesar de que LOL-012, CNY-900 y GCF_900638215 pertenecen al mismo
género, Nocardiopsis, las diferencias en la organizacién de sus BCGs y sus rutas
metabolicas reflejan una notable plasticidad gendmica y funcional. Estas variaciones
sugieren que incluso cepas cercanas filogenéticamente pueden llevar a cabo estrategias
adaptativas divergentes en funcidn de las caracteristicas ecoldgicas del habitat que ocupan
(Lorkova et al., 2025).

Asi, la comparacién entre estas cepas resalta como los distintos contextos
ecologicos moldean la arquitectura y funcionalidad gendémica de especies del mismo
género, impulsando adaptaciones metabdlicas divergentes frente a condiciones
ambientales especificas. Estos resultados nos indican que las adaptaciones metabdlicas de

Nocardiopsis estan fuertemente influenciadas por las caracteristicas del ambiente donde
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se encuentran, destacando la importancia de los mecanismos de fotoproteccion,

antioxidacion y regulacion osmética en su supervivencia en condiciones extremas.

10.2. Curva de crecimiento

El comportamiento de crecimiento observado en la cepa Nocardiopsis sp. CNY-
900 refleja una serie de adaptaciones metabdlicas que permiten interpretar su respuesta
frente a condiciones ambientales controladas. Durante la fase de latencia, los valores de
absorbancia cercanos a cero indican un periodo de adaptacion celular, en el cual se activan
rutas esenciales para la sintesis de proteinas y enzimas necesarias para el aprovechamiento
del medio (Bertrand, 2019). Este patrén es consistente con lo reportado por Manriquez-
Diaz (2024), quien observd un periodo inicial de baja actividad en esta cepa, asociado a
su acoplamiento metabdlico.

En la fase exponencial que inicio a las 18 h, se observ6 un aumento progresivo en
los valores de absorbancia, lo cual refleja una tasa activa de replicacion celular y un
metabolismo primario eficiente. A partir de esta se calcul6 la constante de crecimiento (k)
con un valor 0.111, el tiempo de duplicacién que corresponde a 6.24 h y el nimero de
generaciones (n = 0.693). Estos resultados indican una dinamica de crecimiento mas lenta
respecto a otras actinobacterias, aunque en el contexto del conjunto de cepas tipo CNY
analizadas por Manriquez-Diaz (2024), CNY-900 destaca por su eficiencia en el
aprovechamiento de recursos, lo que sugiere un metabolismo primario optimizado para
condiciones exigentes.

Posteriormente, durante la fase estacionaria, que inicio a las 54 h y se extendi6 por

aproximadamente 90 h, hasta 144 h, se registrd una mayor variabilidad en los datos de
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absorbancia. Este comportamiento puede interpretarse como resultado de la variabilidad
en la respuesta celular ante el agotamiento de nutrientes y la acumulacion de compuestos
toxicos. Ademas, en actinobacterias, esta etapa suele coincidir con el inicio de la
esporulacion y la produccién de metabolitos secundarios, responsables de la biosintesis
de la mayoria de los compuestos bioactivos reportados para este grupo (Bibb, 2005).

Por ultimo, en la fase de muerte, identificada a partir de las 144 h, se observo una
disminucion gradual en la absorbancia, lo que sugiere un proceso de lisis celular lento.
Este patron podria explicarse por la formacion de estructuras resistentes, como esporas, 0
por una baja tasa de autdlisis, posiblemente mediada por la produccién de compuestos
antioxidantes (Bibb, 2005; Han et al. 2018). Esta hip6tesis plantea un potencial
biotecnoldgico relevante, ya que sugiere que la cepa podria mantener su viabilidad en
condiciones de estrés prolongado gracias a metabolitos secundarios protectores.

En este sentido, la dinamica de crecimiento de CNY-900 guarda similitud con lo
descrito por Han et al. (2018) para Nocardiopsis gilva (YIM 90087/T), aislada de un
sedimento hipersalino en Xinjiang, China. En ambos casos, las cepas alcanzaron valores
de absorbancia entre 0.5 y 2.0 durante la fase exponencial; sin embargo, CNY-900 lo hizo
en menor tiempo (24 h), frente a las 36 h de N. gilva. Esta diferencia no parece estar
relacionada con la composicion del medio, ya que ambos estudios utilizaron medios ricos
en extractos organicos (Al y 2xYT), sino mas bien con diferencias en la eficiencia
fisioldgica y adaptativa de las cepas.

En conjunto, la curva de crecimiento de Nocardiopsis sp. CNY-900 no solo
permite caracterizar su desempefio fisioldgico bajo condiciones de laboratorio, sino que

también proporciona evidencia de sus estrategias adaptativas frente a condiciones
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limitantes. La prolongada fase estacionaria y la lenta transicion hacia la fase de muerte
sugieren una regulacion del metabolismo secundario, posiblemente orientada a la
supervivencia. Estos resultados refuerzan la idea de que la cepa CNY-900 posee un
metabolismo altamente especializado que le permite resistir periodos prolongados de
estrés, lo cual la convierte en una candidata prometedora para la exploracion de

compuestos bioactivos con potencial biotecnoldgico.

10.3. Crecimiento bacteriano y respuesta metabdlica ante la exposicion a la
radiacion UV-C

La radiacion ultravioleta (UV), especialmente la UV-C (100-280 nm), representa
una fuente de estrés ambiental relevante para los microorganismos, debido a su capacidad
de producir mutaciones en el ADN, generar especies reactivas de oxigeno (ROS) y alterar
funciones celulares esenciales como la replicacion y la sintesis de proteinas (Carrasco-
Rios, 2009; Farias et al., 2009; Addor, 2017). En actinobacterias, este tipo de estrés puede
afectar la viabilidad celular, desencadenar respuestas oxidativas y modificar la expresion
génica relacionada con la adaptacion al entorno (Reis-Mansur et al., 2019). A pesar de
ello, muchas especies dentro de este grupo filogenético han desarrollado mecanismos de
defensa, como la produccion de carotenoides u otros metabolitos antioxidantes, que les
confieren una notable capacidad de resistencia frente a la radiacion UV, especialmente en
ambientes extremos (Sinha et al., 2007; Miyamoto et al., 2014; Vila et al., 2019).

En este contexto, la cepa Nocardiopsis sp. CNY-900, aislada de la Fosa de las
Marianas, fue expuesta a diferentes tiempos de radiacion UV-C con el objetivo de evaluar

su respuesta fisioldgica y morfoldgica. Inmediatamente después de la exposicion, se
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observé una disminucion generalizada en la biomasa, evaluada mediante mediciones de
absorbancia (Tabla X1). La reduccion fue de 31.9 % a los 5 min, 30.1 % a los 10 min y
28.1% a los 15 min de tratamiento. Estos descensos, similares entre si a pesar del
incremento en el tiempo de exposicidn, indican que el dafio fisioldgico inducido por la
radiacion ocurre de forma inmediata y alcanza su mayor impacto en los primeros minutos.
Esta afectacion inicial podria deberse tanto a la inhibicion de procesos celulares
esenciales, como la division celular, la sintesis de proteinas o el metabolismo energético,
asi como a la muerte de un porcentaje de células (Carrasco-Rios, 2009; Farias et al., 2009).
En este sentido, se ha observado que la exposicion a UV compromete funciones criticas
como la integridad del ADN, lo que limita la capacidad de recuperacion y crecimiento.
No obstante, este estrés también puede inducir la sintesis de metabolitos protectores, como
pigmentos o compuestos antioxidantes, que contribuyen a la fotoproteccion y a la
supervivencia (Reis-Mansur et al., 2019; Alonso-Reyes et al., 2021; Ibnouf et al., 2022).

A pesar de la afectacion inicial en el crecimiento, no se observaron alteraciones
morfologicas significativas en los cultivos irradiados durante el seguimiento en placas de
agar con medio Al a lo largo de un mes. Como se muestra en las figuras (5-10), las
colonias expuestas a radiacion UV-C (recuadro B) conservaron la forma, el color y el
patron de crecimiento caracteristicos de la cepa control no irradiada (recuadro A), sin
evidencia visible de deformacion, pérdida de pigmentacion o retraso en la colonizacion
del medio. La estabilidad morfologica observada en Nocardiopsis sp. CNY-900, incluso
bajo condiciones de estrés, sugiere la activacion de mecanismos como la produccién de
pigmentos antioxidantes y otros metabolitos compatibles que estabilizan membranas y

estructuras celulares frente a radiacion UV (Reis-Mansur et al., 2019; Alonso-Reyes et
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al., 2021; Ibnouf et al., 2022). Este contraste entre la disminucidn inicial en la biomasa y
la conservacion de la morfologia indica que esta cepa podria minimizar el dafio estructural
mediante estrategias como el engrosamiento de la envoltura celular, la modulacién del
sistema antioxidante o la activacion de sistemas de reparacion del ADN, lo cual coincide
con lo reportado en otras actinobacterias de habitats extremos, como Nesterenkonia sp.
Act20, que también mostré una respuesta diferencial a la radiacion UV, aunque con
alteraciones morfoldgicas evidentes como elongacion celular y deformacion de la
envoltura (Alonso-Reyes et al., 2021).

En conjunto, estos resultados apuntan a que la cepa Nocardiopsis sp. CNY-900
presenta una notable tolerancia estructural ante el estrés inducido por la radiacion UV-C,
lo cual podria estar relacionado con su adaptacién a las condiciones ambientales extremas
de la Fosa de las Marianas. Aunque en este entorno no existe luz visible, las presiones
hidrostaticas extremadamente altas pueden provocar estrés oxidativo similar al generado
por la radiacion ultravioleta, desencadenando la formacion de especies reactivas de
oxigeno (ROS), lo cual activa mecanismos de defensa antioxidante y de reparacion celular
(Bravim et al., 2016). La capacidad de mantener su morfologia a pesar del impacto
fisiolégico indica una estrategia de resistencia enfocada no solo en la supervivencia
mediante el crecimiento, sino en la preservacion de la integridad celular. Este rasgo
subraya el potencial de esta actinobacteria como modelo para el estudio de mecanismos
de adaptacion en ambientes extremos.

Por otro lado, diversos autores han reportado que la radiacion ultravioleta puede
inducir en actinobacterias la produccién de diversos compuestos bioactivos. Por ejemplo,

Ashock et al. (2014) e Ibnouf et al. (2022) observaron que la exposicién a UV incrementa
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la sintesis de antibidticos y antioxidantes. De igual forma, Kim et al. (2014) y Reis-
Mansur et al. (2019) documentaron la induccion de metabolitos como nocatrionas y
carotenos, relacionados con la fotoproteccion y defensa frente al estrés oxidativo. Los
andlisis cromatogréficos por HPLC de la cepa Nocardiopsis sp. CNY-900 expuesta a
diferentes tiempos de radiacion UV-C revelaron un pico de absorbancia con tiempo de
retencion cercano al de la fucoxantina en la muestra sin irradiar del tratamiento de 10 min,
detectado mediante un detector de UV-Vis. con tiempo de retencion cercano al de la
fucoxantina en la muestra sin irradiar del tratamiento de 10 min. La fucoxantina es un
carotenoide que se encuentra principalmente en algas pardas y microalgas, conocido por
sus propiedades fotosintéticas y su funcién antioxidante, actuando como protector frente
al estrés oxidativo y la radiacién ultravioleta (Leong et al., 2022; Xiao et al., 2020). Sin
embargo, este compuesto no se detecté en los controles sin irradiar de los otros
tratamientos ni se confirmé en los espectros de masas, lo que indica que podria tratarse de
un analogo de la fucoxantina con un espectro de absorcion similar pero distinta masa

molecular.

Hasta la fecha, la presencia de fucoxantina en actinobacterias ha sido reportada
Unicamente por Bertrand et al. (2023), quienes observaron que la cepa Saccharopolyspora
sp. NFXS83, al ser co-cultivada con la microalga Phaeodactylum tricornutum, promovia
un aumento en la acumulacion de este carotenoide, indicando que la produccion de
fucoxantina podria estar asociada a interacciones microbianas especificas y no a la sintesis
directa por la bacteria. Ademas, la ausencia de deteccion de otros pigmentos en los analisis

cromatograficos es coherente con la naturaleza no fotosintética de Nocardiopsis sp., lo
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que limita su capacidad para sintetizar metabolitos tipicos de sistemas fotosintéticos. Esto
indica que el perfil metabdlico observado refleja principalmente mecanismos especificos
de adaptacién y defensa frente al estrés ambiental provocado por la radiacion UV (Alonso-

Reyes et al., 2021).

Ademas del andlisis por HPLC, se empled la espectrometria de masas para ampliar
la caracterizacion de los metabolitos producidos por la cepa y explorar su diversidad
quimica. En la ionizacidn positiva se encontraron 17 compuestos, de los cuales 12 eran
Unicos y se encontraban asociados a funciones antioxidantes, estabilizacion de membranas
y proteccion frente al dafio UV como desferrioxamina E, D2 y G, lipidos protectores como
fosfatidilcolinas y digalactésido de diacilglicerol (DGDG), ademéas de péptidos como
L-triptéfano y fenilalanina-prolina, y compuestos macrociclicos ciclohexazinicos (Figura
12) (Wang et al., 2014; Cruz-Morales et al., 2017). Mientras que en la ionizacion negativa
(Figura 13), se identificaron 8 compuestos Unicos que incluyen desferrioxaminas,
ciclohexazinicos, lipidos fosforados y compuestos sulfonados, los cuales estan
relacionados con roles protectores frente al estrés oxidativo y dafios estructurales

inducidos por UV (Drago-Serrano et al., 2006).

La presencia recurrente de desferrioxaminas en ambas ionizaciones respalda su
importancia como defensa antioxidante en esta cepa, dado que estos sideroforos pueden
limitar la formacion de radicales libres al quelar el hierro disponible (Hartley et al., 1990;
Cruz-Morales et al., 2017). Este compuesto es particularmente relevante ante la radiacion
UV, ya que reduce el dafio oxidativo al capturar el hierro libre, evitando su participacion

en la reaccion de Fenton (Borg y Schaich, 1986). Esta reaccion, en la que el perdxido de
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hidrégeno es transformado en radicales hidroxilos mediante la accion del hierro ferroso,
representa una fuente importante de especies altamente reactivas capaces de alterar
lipidos, proteinas y &cidos nucleicos (Borg y Schaich, 1986; F). Al limitar este proceso, la
desferrioxamina contribuye a prevenir un aumento descontrolado de especies oxidantes,
favoreciendo un entorno intracelular menos propenso al dafio inducido por UV (Hartley
et al., 1990). Esto sugiere que la produccion de desferrioxaminas no solo participa en la
adquisicién de hierro, sino que también desempefia un papel clave en la proteccion celular
frente al estrés oxidativo, consolidandose como parte de una estrategia metabolica integral
de defensa antioxidante y fotoprotectora.

En este contexto, en la ionizacion positiva se observé una subred formada
exclusivamente por desferrioxaminas, algunas con coincidencias espectrales aisladas que
apuntan a posibles variantes estructurales ain no reportadas. En la negativa, ademas de
desferrioxaminas y compuestos hexahidroxilados, se detectaron agrupaciones de
metabolitos fosfinicos y sulfonados, probablemente involucrados en funciones como la
estabilidad de membranas o procesos de sefializacion (Metcalf y van der Donk, 2009;
Gunal et al., 2019). Asimismo, el analisis detallado de las redes moleculares en ambas
ionizaciones revel0 que las desferrioxaminas actian como nodos centrales, estrechamente
conectados con  compuestos  hexahidroxilados como  1,11,22-trihydroxy-
hexazacyclodotriacontane-hexone en positiva, y 1,12-dihydroxy- y 1,12,23-trihydroxy-
hexazacyclotritriacontane-hexone en negativa, 1o que sugiere la presencia de familias
quimicas relacionadas o rutas metabolicas interconectadas que fortalecen la funcién

antioxidante y la capacidad de quelacion de hierro en esta cepa.
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En particular, los compuestos que presentan multiples grupos hidroxilo, como los
identificados en esta red, pueden desempefiar un papel clave en la defensa antioxidante
mediante la donacion de dtomos de hidrogeno a radicales libres, lo que permite neutralizar
especies reactivas de oxigeno (Li et al., 2016; Charlton et al., 2023). Esta capacidad ha
sido ampliamente documentada en polifenoles naturales, donde tanto el nimero como la
disposicion de los grupos hidroxilo se asocian directamente con su actividad
antiperoxidativa y su efecto citoprotector (Ruiz Moreno, 2013). La presencia de grupos
hidroxilo en estructuras con sistemas conjugados, como anillos arométicos con enlaces
dobles alternados, resulta fundamental para la respuesta antioxidante, ya que facilita
deslocalizacion de electrones tras la cesion de un protdn, estabilizando el radical libre

(Charlton et al., 2023; Li et al., 2016).

Aunque estudios previos han documentado respuestas microbianas al estrés por
radiacion UV centradas en la produccién de pigmentos fotoprotectores como los
carotenos, este trabajo constituye el primer reporte de una actinobacteria que activa rutas
de biosintesis de sideroforos con funcion antioxidante como parte de su estrategia frente
a la radiacion UV-C. Estos hallazgos posicionan a la cepa Nocardiopsis sp. CNY-900
como un modelo prometedor para el estudio de mecanismos de adaptacidn en entornos
extremos, ampliando la perspectiva mas alla de la produccion clasica de pigmentos
fotoprotectores.

Cabe mencionar que, a pesar del alto nimero de nodos integrados en ambas
ionizaciones, la proporcién de compuestos identificados fue baja, representando

aproximadamente un 8 % en la positiva y un 6 % en la negativa. Esto podria atribuirse a
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que la cepa podria estar sintetizando compuestos novedosos aun no descritos en la
literatura, aunque también es posible que existan modificaciones estructurales como
glicésidos, halogenaciones o metilaciones, que dificultan la identificacion automatica
mediante espectros de masas, especialmente si no existen estandares en las bases de datos.
Adicionalmente, en cuanto al compuesto que no pudo ser identificado con certeza, la
coincidencia con la base de datos fue baja (coseno <0.7) y con diferencias significativas
en el patrén de fragmentacion, por lo que es posible que se trate de un analogo no
reportado o de un compuesto sin espectro de referencia disponible en la biblioteca. Estas
observaciones refuerzan el potencial de esta cepa como fuente de nuevos metabolitos
secundarios, cuya caracterizacion estructural completa requiere el uso herramientas
complementarias que superen las limitaciones de la espectrometria de masas, permitiendo

asi una identificacion mas precisa y detallada.

En conjunto, estos resultados indican que la cepa Nocardiopsis sp. CNY-900
despliega una estrategia adaptativa que combina estabilidad morfolégica con una
respuesta metabdlica orientada a la defensa antioxidante. La activacion de rutas
biosintéticas no convencionales, como la produccion de sider6foros capaces de modular
el estrés oxidativo, sugiere que esta cepa ha desarrollado mecanismos alternativos para
enfrentar condiciones extremas. Estos hallazgos no solo reflejan una adaptacién evolutiva
al ambiente marino profundo de la Fosa de las Marianas, sino que también amplian el
conocimiento sobre las formas en que las actinobacterias pueden resistir condiciones
ambientales adversas, ofreciendo nuevas perspectivas para el estudio de metabolitos con

potencial biotecnoldgico en contextos de alta radiacion.

72



11. CONCLUSIONES

En conjunto, los resultados de este estudio revelan que las cepas del género
Nocardiopsis poseen diversas estrategias metabodlicas y altamente especializadas,
determinadas por las condiciones particulares de sus respectivos ambientes. Esto subraya
su notable plasticidad adaptativa frente a presiones ambientales extremas como la
radiacion UV.

Las condiciones de cada sitio han influido directamente en el tamafo, la
organizacion y la funcionalidad del genoma de las cepas analizadas. Nocardiopsis sp.
CNY-900, proveniente de la Fosa de las Marianas, posee un genoma mas amplio en
comparacion con la cepa LOL-012, aislada de la Laguna Ojo de Liebre, y la cepa N.
dassonvillei subsp. dassonvillei GCF_900638215, aislada de suelo. En todas ellas se
observa una estrecha interconexion entre metabolismo primario y secundario, reflejada en
la presencia de rutas asociadas a la regulacion osmdtica, la biosintesis de lipidos y la
degradacion de nucledétidos, funcionalmente integradas con la produccién de metabolitos
secundarios como el isorenieratano (fotoprotector), la ectoina (antioxidante) y la
desferrioxamina E (sideroforo). Esta integracion fortalece su capacidad de adaptacién
frente a condiciones extremas como la radiacion UV, la presion hidrostatica, la salinidad

y la limitacion de nutrientes.

A pesar de las diferencias gendmicas y ambientales, la conservacion de rutas
relacionadas con la fotoproteccion y la defensa antioxidante entre las cepas del género
Nocardiopsis sugiere que estas funciones constituyen una estrategia adaptativa comun

para su supervivencia en ambientes extremos.
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En particular, la cepa CNY-900 exhibe una respuesta coordinada ante la radiacion
UV-C que integra mecanismos de defensa antioxidante, estabilidad estructural y la posible
sintesis de metabolitos ain no descritos. La activacion de rutas biosintéticas no
convencionales, como la produccion de desferrioxaminas y compuestos hexahidroxilados,
refuerza su capacidad para modular el estrés oxidativo mediante la quelacion de hierro y
la neutralizacion de especies reactivas de oxigeno. Ademas, la deteccion de subredes de
metabolitos fosfinicos y sulfonados sugiere una participacion adicional en procesos
celulares como la estabilizacion de membranas y la sefializacion intracelular.

Asimismo, el analisis morfolégico evidencid que la cepa CNY-900 conserva su
estructura celular tras la exposicion a radiacion UV-C, lo cual indica una estrategia de
resistencia centrada en la preservacion de la integridad morfoldgica. Esta estabilidad,
junto con una prolongada fase estacionaria bajo el cultivo en condiciones estandar,
refuerza la hipotesis de que esta cepa ha desarrollado mecanismos altamente eficientes
para enfrentar condiciones ambientales hostiles.

Estos hallazgos no solo amplian nuestra comprensién sobre las adaptaciones de las
actinobacterias a condiciones extremas, sino que también destacan el potencial
biotecnologico del género Nocardiopsis en areas como la farmacologia, la industria y la
astrobiologia. La diversidad metabdlica, la especializacién funcional y la integracion entre
metabolismo primario y secundario observadas en estas cepas constituyen una estrategia

adaptativa clave para su supervivencia en los entornos extremos de nuestro planeta.
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13. ANEXO
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Figura Al. Visualizacién generada por antiSMASH de la organizacion de los clusteres
biosintéticos de ectoina en las cepas N. dassonvillei subsp. dassonvillei GCF_900638215
(A) y Nocardiopsis sp. LOL-012 (B) y CNY-900 (C). Se muestra la disposicion de genes

centrales, adicionales, reguladores y relacionados con transporte dentro del cluster.
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NZ_LR134501.1 - Region 5 - terpene ?
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Figura A2. Visualizacion generada por antiSMASH de la organizacién de los clUsteres
biosintéticos de isorenieratano en las cepas N. dassonvillei subsp. dassonvillei
GCF 900638215 (A) y Nocardiopsis sp. LOL-012 (B) y CNY-900 (C). Se muestra la
disposicion de genes centrales, adicionales, reguladores, y relacionados con transporte

dentro del cluster.
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NZ_LR134501.1 - Region 13 - Ni-siderophore ?
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Figura A3. Visualizacidon generada por antiSMASH de la organizacion de los clusteres
biosintéticos de desferrioxamina E en las cepas N. dassonvillei subsp. dassonvillei
GCF_900638215 (A) y Nocardiopsis sp. CNY-900 (B). Se muestran los genes centrales,

adicionales, reguladores y relacionados con transporte dentro del cluster.
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