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Asunto: Voto aprobatorio sobre trabajo
de tesis de grado de Doctorado

Dra. Ivone Giffard Mena
Coordinadora de Investigacién y
Posgrado, F.C.M.

Presente
Estimada Dra. Giffard:

Me dirijo a usted en mi calidad de Directora de tesis encargada de revisar la tesis de
Doctorado presentada por el estudiante Cesar Octavio Carreén Gaxiola, como parte de
los requisitos para obtener el grado de Doctor en Ciencias en Oceanografia Costera.

Tras llevar a cabo una revision minuciosa y exhaustiva del trabajo mencionado, es mi
deber informarle que he emitido mi Voto Aprobatorio sobre la tesis titulada;

ANALISIS GENOMICO Y POTENCIAL METABOLICO DE ACTINOBACTERIAS AISLADAS

DE SEDIMENTO MARINO DE LA LAGUNA 0JO DE LIEBRE, MEXICO.

He realizado esta revisién con el compromiso de asegurar que el trabajo cumple con los
estandares de calidad y excelencia académica requeridos por nuestro programa de
posgrado. Después de un analisis detenido, he llegado a la conclusién de que el trabajo
de tesis satisface plenamente estos criterios y representa una contribucién valiosa al
campo de la Oceanografia Costera.

El trabajo exhibe una sdlida base tedrica, una metodologia rigurosa y una presentacién
coherente de los hallazgos. Las referencias bibliogréficas estan actualizadas vy
pertinentes, v las figuras y tablas son claras y respaldan eficazmente los argumentos del
texto. La seccion de conclusiones proporciona un resumen sélido de los resultados y sus
implicaciones, la referencias y citas estan actualizadas y son pertinentes.
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Resumen

Este estudio se centra en el analisis flogendmico y del metabolismo secundario de 12
actinobacterias aisladas de sedimentos marinos de la Laguna Ojo de Liebre, México. Esta
laguna hipersalina, un habitat esencial para especies migratorias, representa un ambiente
unico poco explorado en términos de su diversidad microbiana. Mediante secuenciacion y
analisis genomico, se caracterizaron las relaciones filogenéticas y la capacidad
biosintética de estas cepas, asi como sus mecanismos de adaptacion a este ecosistema.
El analisis filogendmico, basado en el gen 16S ARNr, MLSA, ANI y dDDH, revel6 la
presencia de tres géneros: Actinomadura, Nocardiopsis y Micromonospora, y sugirio la
existencia de cinco cepas candidatas a nuevas especies dentro del género
Micromonospora. La mineria genomica, empleando herramientas como antiSMASH y
BiG-SCAPE, identificé 314 Grupos de Genes Biosintéticos (BGCs), principalmente
terpenos, T1PKS, NRPS y RiPPs. La baja similitud de los GCFs con las bases de datos
de referencia, junto con la actividad anticancerigena reportada previamente en estas
cepas, resalta su potencial biotecnoldgico para la produccion de nuevos compuestos.
Ademas, la identificacion de genes relacionados con la respuesta al estrés oxidativo,
estrés osmaotico, choque térmico y la adaptacion a la limitacidn de nutrientes, evidencia la
capacidad de estas actinobacterias para prosperar en las condiciones desafiantes de la
Laguna Ojo de Liebre. Este estudio no solo amplia el conocimiento sobre la diversidad
actinobacteriana, sino que también destaca su potencial para el descubrimiento de

nuevos farmacos y aplicaciones biotecnoldgicas.



Abstract

This research investigates the phylogenomic characteristics and secondary metabolism of
12 actinobacteria isolated from marine sediments in the Ojo de Liebre Lagoon, Mexico.
This hypersaline lagoon serves as a crucial habitat for migratory species and is a unique
environment that remains largely unexplored regarding its microbial diversity. Through
genomic sequencing and analysis, the study characterized the phylogenetic relationships
and biosynthetic capabilities of these strains, as well as their adaptive mechanisms to this
ecosystem. The phylogenomic assessment, utilizing the 16S rRNA gene, MLSA, ANI, and
dDDH methods, identified three genera: Actinomadura, Nocardiopsis, and
Micromonospora, and indicated the presence of five candidate strains for new species
within the Micromonospora genus. Genomic mining techniques, including antiSMASH and
BiG-SCAPE, uncovered 314 Biosynthetic Gene Clusters (BGCs), predominantly consisting
of terpenes, T1PKS, NRPS, and RiPPs. The low similarity of the identified GCFs with
reference databases, combined with previously documented anticancer activity in these
strains, underscores their biotechnological potential for generating new compounds.
Additionally, the discovery of genes associated with responses to oxidative stress, osmotic
stress, heat shock, and nutrient limitation illustrates the ability of these actinobacteria to
flourish under the challenging conditions present in the Ojo de Liebre Lagoon. This study
not only enhances our understanding of actinobacterial diversity but also highlights their

promising potential for drug discovery and biotechnological innovations.



Capitulo 1. Introducciéon General

1.1. Generalidades del filo Actinomycetota

El filo Actinomycetota (antes conocido como Actinobacteria) es uno de los linajes mas
diversos del dominio Bacteria. Los miembros de este filo son bacterias Gram-positivas,
ubicuas, las cuales desempefan papeles importantes en la descomposicién de materia
organica, fijacion de nitrégeno y la produccidn de antibioticos (He et al., 2023; Barka et al.,
2016; van der Meij et al., 2017). Una de las caracteristicas distintivas de este filo es su
pared celular unica de peptidoglicano, que proporciona soporte estructural y juega un
papel en la divisidn celular. Los miembros este grupo a menudo muestran ciclos de vida
complejos que involucran etapas multiples, como micelio y esporas, lo que les permite
adaptarse a cambios en las condiciones ambientales (Claessen et al., 2014; Lewin et al.,
2016; van de Meij et al., 2017). Entre otras de sus caracteristicas destacan también es su
alto contenido de G+C y tamanos de genoma de 0.5 hasta 15.0 Mbp (Seshadri et al.,
2022).

Los miembros del filo Actinomycetota sobresalen por su capacidad para producir enzimas
y otros compuestos bioactivos extracelulares, como antibidticos, lo que les permite
sobrevivir y prosperar en entornos competitivos (Olanrewaju y Babalola, 2019). Estos
microorganismos son particularmente abundantes en ecosistemas acuaticos, donde los
sedimentos marinos representan una de las principales reservas de diversidad de
Actinomycetota (Stincone y Brandelli, 2020; Subramani y Aalbersberg, 2012). Esta
diversidad no solo contribuye a la riqueza bioldgica de estos entornos, sino que también
ofrece un potencial significativo para el descubrimiento de nuevos compuestos bioactivos

con aplicaciones en la medicina y la biotecnologia.

1.2. Taxonomia de Actinomycetota

La taxonomia y filogenia del filo Actinomycetota se encuentra en constante cambio con la
llegada de nuevas técnicas moleculares y gendmicas, lo que ha llevado a la propuesta de
una nueva nomenclatura para este filo, cambiando de Actinobacteria a Actinomycetota, y
a la demostracién de una relacién evolutiva mas compleja con los filos Proteobacteria y
Chlorobi de lo que se pensaba anteriormente (Gupta y Khadka, 2015; Nouiou et al., 2018;

Oren y Garrity, 2021; Panda et al., 2022). Por ejemplo, basandose en la secuenciacion del



gen 16S ARNTr, el filo Actinomycetota se divide actualmente en seis clases: Acidimicrobiia,
Coriobacteriia, Thermoleophilia, Rubrobacteria, Nitriliruptoria, Actinobacteria (Salam et al.,
2020). A su vez, estas incluyen varios o6rdenes, entre los que se encuentran
Actinomycetales, Bifidobacteriales, Corynebacteriales, Micrococcales, Propionibacteriales

y Pseudonocardiales.

Especialmente, el orden Actinomycetales es conocido por su capacidad para producir una
gran variedad de compuestos bioactivos, como antibidticos, antifungicos y
anticancerigenos. Este orden incluye el género Streptomyces, que es el grupo de
actinobacterias mas frecuentemente aislado y por ende mayor estudiado (Aryal et al.,
2020; Kemung et al., 2018; Quinn et al., 2020). Aunque el género Streptomyces es el
mas estudiado y conocido por su capacidad para producir compuestos naturales, estudios
recientes han demostrado que hay muchas otras actinobacterias que no pertenecen a
este género ("actinobacterias raras"), especialmente aquellas aisladas de ambientes
extremos, pero que también tienen un potencial grande para la produccién de nuevos
compuestos naturales (Hu et al., 2020; Hui et al., 2021; Subramani y Sipkema, 2019). Sin
embargo, éstas siguen siendo relativamente poco estudiadas en comparacion con el
género Streptomyces y con otros grupos bacterianos (Doroghazi y Metcalf, 2013; Milllan-
Aguifiaga et al., 2019; Parra et al., 2023). El potencial de algunas actinobacterias raras
como fuente de compuestos bioactivos ha sido evaluado principalmente en los géneros
Micromonospora, Amycolaptosis, Saccharopolyspora y Salinispora (Amin et al., 2020;
Ding et al., 2019; Lazzarini et al., 2000; Seipke et al., 2013). Actualmente, la mayoria de
los estudios se han centrado en Micromonospora, el segundo género con mas
compuestos naturales descubiertos, como antimicrobianos (Parra et al., 2023). El estudio
de este tipo de géneros raros o poco representados, un género con gran potencial
biotecnoldgico y poco explorado, podria brindar valiosos conocimientos taxondémicos,
filogenéticos y biotecnoldgicos, abriendo nuevas posibilidades para el descubrimiento de

compuestos bioactivos y una mejor comprension de la diversidad microbiana.

Por otro lado, la taxonomia y filogenia de las actinobacterias se encuentra en constante
evolucion (Nouiou et al., 2018; Oren y Garrity, 2021; Salam et al., 2020), y resulta
relevante destacar el papel fundamental que desempefian las herramientas moleculares
en estas disciplinas. Ejemplos de ello son el uso de la secuenciacion del genoma
completo y la gendmica comparativa, asi como el uso de genes marcadores, como el gen

16S ARNr, que han permitido obtener mas resoluciéon en la taxonomia de este filo y



comprender mejor las relaciones evolutivas entre las actinobacterias (Amin et al., 2020;
Barka et al., 2016; Panda et al., 2022). Por ejemplo, Ramirez-Duran et al. (2021) lograron
caracterizar a las especies y detectar un evento reciente de especiacion, utilizando un

enfoque de taxogendmica y genémica comparativa en el género Saccharomonospora.

1.3. Secuenciacion de genomas de actinobacterias

La secuenciacion de actinobacterias se realiza no solo con el propésito de caracterizarlas
para su identificacion taxondmica, sino para conocer la diversidad genética y reconocer
las adaptaciones que potencian la deteccion de genes responsables de la produccion de
metabolitos secundarios (MS) (van Bergeijk et al., 2020), particularmente de aquellos con
funciones previamente no estudiadas y que han abierto paso a nuevas aplicaciones en
areas como la medicina, la agricultura y la biotecnologia (Amin et al., 2020; Blunt et al.,
2017; Salwan y Sharma, 2020). Por ejemplo, en un estudio reciente de De Rop et al.
(2021), quienes utilizaron la secuenciacion de genomas y herramientas de biologia
sintética, se identificaron 12 nuevas clases de alcaloides derivados de actinobacterias
marinas.

La secuenciacion de genomas también, ha permitido investigar los mecanismos que
permiten a las actinobacterias adaptarse a su entorno y sobrevivir en ambientes con
condiciones extremas como desiertos, aguas termales, lagos salados o respiraderos
hidrotermales marinos (Gurunathan et al., 2021; Hussein et al., 2018; Mohammadipanah y
Wink, 2015; Zamora-Quintero et al.,, 2022). En particular, su aplicacion en la
caracterizacion de genomas de actinobacterias raras aisladas de estos ambientes puede
ejemplificarse con el estudio realizado por Lopez-Pérez et al. (2020), en el cual
identificaron una isla gendmica flexible conservada exclusivamente en una subclase de
actinobacterias marinas definidas como “candidatas Actinomarinales”. Este hallazgo ha
permitido profundizar en el estudio la evolucién y la fisiologia de estos microorganismos,
caracterizando e identificando genes, asi como vias metabdlicas secundarias
desconocidas (Amin et al., 2020; Burkovski, 2024; Land et al., 2015; Qin et al., 2019;
Turroni et al., 2021; Ventura et al., 2007).

No obstante, pese al incremento actual en la publicacion de genomas de actinobacterias
en bases de datos, incluyendo aislados publicos y genomas ensamblados por
metagenomas (MAGs), se estima que estos representan tan solo entre un 30% y un 50%
de los taxones de actinobacterias proyectados. Con base en lo anterior sugiere que aun

quedan una cantidad importante de representantes de este filo por descubrir y estudiar en



cuanto a su diversidad y potencial biotecnolégico (Kalkreuter et al., 2020; Seshadri et al.,
2022). Es por ello que, en la actualidad los esfuerzos de aislamiento se enfocan en la
recuperacion de actinobacterias raras y la secuenciacion de sus genomas, con lo que se
busca incrementar la probabilidad del descubrir de nuevos metabolitos secundarios que
contribuyan con el conocimiento de las funciones ecoldogicas de éstos en el medio

ambiente, pero tambien aquellos con potencial biotecnoldgico (van Bergeijk et al., 2020).

1.4. Uso de las secuencias gendmicas: identificacion y clasificaciéon de
actinobacterias

La identificacion y clasificacion de las actinobacterias a nivel de género ha dependido
tradicionalmente de una combinacion de métodos fenotipicos y genotipicos. Entre los
métodos fenotipicos se incluyen la morfologia y las caracteristicas fisiolégicas, mientras
que entre los genotipicos se encuentra la secuenciacion del gen 16S rRNA. Sin embargo,
debido a la gran diversidad y complejidad de este filo, estos enfoques han resultado
insuficientes para garantizar una clasificacion precisa y confiable. Por lo tanto, se han
desarrollado y aplicado nuevas técnicas moleculares y gendmicas para mejorar la
identificacion y clasificacion de estos microorganismos, lo que ha permitido una

comprension mas profunda de la diversidad.

En los ultimos afios, ha ganado popularidad en la investigacion de actinobacterias el uso
de un unico par de genes o de una sola copia de un gen como marcador molecular para la
identificacion y clasificacion a nivel de género, i.e. el gen 16S ARNr, uno de los genes
mas implementados en la taxonomia de bacterias (Nouiou et al., 2018). También, se
utilizan otros genes como, el gen rpoB, que codifica la subunidad beta de la ARN
polimerasa, o el gen recA, que codifica una recombinasa del ADN implicada en la
reparacion y recombinacion del ADN. Se ha demostrado que estos genes estan
conservados entre las especies de actinobacterias, y sus secuencias pueden utilizarse
para inferir relaciones evolutivas y distinguir entre especies y géneros estrechamente
relacionados (Lalucat et al., 2020). El uso de un par de genes o de un gen unico para la
taxonomia de actinobacterias presenta varias ventajas sobre los métodos tradicionales, y
hoy en dia se sigue utilizado para identificar diferentes géneros de actinobacterias, como
Streptomyces, Salinispora, Micromonospora, Saccharopolyspora, Saccharomonospora,
Stackebrandtia, Actinopolymorpha, Actinomadura,  Nocardiopsis, y Verrucosispora
(Roman-Ponce et al., 2020; Pinto-Almeida et al., 2021; Said Hassane et al., 2020). Por lo

tanto, el andlisis de estos genes es considerado mas objetivo y reproducible, ya que se



basa en el andlisis de secuencias genéticas especificas en lugar de en caracteristicas
morfolégicas o fisiologicas. Ademas, permite la identificacion de nuevas especies y
géneros, asi como la reclasificacion de taxones existentes en funcion de sus relaciones

evolutivas (Nouiou et al., 2018).

El uso simultaneo de varios genes constitutivos, como el analisis de secuencias multilocus
(MLSA), ha surgido como una alternativa mas sélida y fiable para la taxonomia de
actinobacterias (Adamek et al., 2018; Alanjary et al., 2019; Lalucat et al., 2020). EIl MLSA
implica el analisis simultaneo de varios genes de mantenimiento conservados a nivel de
especie o0 género. Estos genes suelen estar implicados en funciones celulares basicas vy,
por lo tanto, es menos probable que se vean afectados por la transferencia horizontal de
genes u otros acontecimientos evolutivos que pueden influir en el analisis filogenético
(Chun et al., 2018; Kim et al., 2022). Por ejemplo, en un estudio realizado por Komaki y
Tamura (2021) mediante el uso de MLSA se logré reclasificar cuatro subespecies del
género Streptomyces a nivel de especies. También, Nouiou et al. (2018) utilizaron un
muestreo exhaustivo de secuencias de genoma completo de cepas tipo de actinobacterias
con las cuales construyeron arboles filogenéticos mediante MLSA a escala genomica y de

esta manera hacer una reclasificacion de este filo.

Recientemente, han surgido métodos in-silico como la identidad nucleotidica media (ANI)
y la hibridacion digital ADN-ADN (dDDH), que resultan herramientas incluso mas precisas
y fiables para la taxonomia de actinobacterias que el MLSA (Muller & Epstein, 2012;
Raina et al., 2019). EI ANl es una medida de la similitud global entre dos genomas
basada en la identidad nucleotidica media de todos los genes compartidos. Proporciona
una comparacion mas exhaustiva de la similitud utilizando todo el genoma entre dos
cepas, a diferencia del MLSA, que solo tiene en cuenta un numero limitado de genes. Los
valores de ANI pueden utilizarse para definir los limites de las especies, aceptandose
generalmente un rango de 95-96% (Stackebrandt y Ebers, 2006). Por otro lado, el dDDH
es un método que compara la similitud gendmica de dos cepas calculando el grado de
hibridacién ADN-ADN entre sus genomas y se considera el estandar para la delimitacién
de especies bacterianas. EI dDDH permite llevar a cabo el analisis utilizando
exclusivamente datos genomicos, sin la necesidad de realizar experimentos en el
laboratorio, mejorando significativamente la eficiencia y la accesibilidad del proceso de
comparacion de genomas, al tiempo que ha reducido los costos y el tiempo necesarios

para obtener resultados precisos (Auch et al., 2010).



Se ha observado una tendencia en la ultima década hacia la adopcion de comparaciones
in-silico debido a su capacidad para realizar predicciones mas precisas en comparacion
con los datos experimentales (Katsonis et al., 2022). Estudios han demostrado una
correlacion entre los valores de ANI y DDH, estableciendo umbrales que permiten la
delimitacién de especies. En particular, se ha propuesto que un valor de ANI superior a
95% corresponde aproximadamente a un 70% de DDH (Goris et al., 2007; Muller y
Epstein, 2012). Debido a esta relacion diversos grupos de investigacion han adoptado y
combinado estos enfoques para identificar y clasificar con precision nuevas especies
bacterianas (Chun et al., 2018; Millan-Aguifiaga et al., 2017; Parks et al., 2021). En el
estudio de Riesco y Truijillo (2024) actualizaron las directrices publicadas por Chun et al.
(2018), en su trabajo describen los nuevos requerimientos para el uso de estas
herramientas in-silico con fines taxonémicos. Por otro lado, en un estudio, realizado por
Millan-Aguifiaga et al. (2017) que integro la herramienta ANl en su metodologia,
proporcion6 una nueva vision sobre la diversidad del género Salinispora y derivd en el
descubrimiento de siete especies. También, en un estudio hecho por Bouznada et al.
(2023), utilizaron enfoques basados en el genoma para investigar aun mas la relacién
taxondmica entre Kitasatospora cineracea DSM 44780T y Kitasatospora niigatensis DSM
44781T, dos especies que fueron descritas previamente por Tajima et al. (2001) utilizando
DDH y comparaciones de caracteristicas fisioldgicas. Se calcularon los valores de dDDH y
ANI entre los genomas de las dos cepas tipo y los valores de similitud excedieron los
limites para la delimitacidon de especies, sugiriendo que ambas cepas comparten la misma
posicion taxondmica. Esto evidencia que estas herramientas de comparacién genémica
son de gran utilidad y subraya su eficacia durante la delimitacién de especies bacterianas.

Por lo que es importante integrarlas a los esquemas de trabajo de gendmica comparativa.

1.5. Metabolismo secundario: Mineria Genomica

Otra de las aplicaciones de la secuenciacion es la mineria gendmica, la cual usa
secuencias gendmicas para identificar genes y vias metabdlicas involucradas en la
produccion de metabolitos secundarios (MS). Los MS son pequefias moléculas
producidas por microorganismos que no son esenciales para su crecimiento o
supervivencia, pero que pueden proporcionarles una ventaja competitiva en su entorno
(van Bergeijk et al., 2020). Se sabe que las actinobacterias son prolificas productoras de
MS, muchos de los cuales tienen importantes aplicaciones farmacologicas e industriales
(Bream et al., 2001; Gong et al., 2018; Jakubiec-Krzesniak et al., 2018; Tao et al., 2019).

Sin embargo, los métodos tradicionales para descubrir nuevos metabolitos secundarios



requieren mucho tiempo y trabajo (Awan et al., 2016; Baral et al., 2018). La mineria
gendmica ha revolucionado la forma en que se descubren y predicen los metabolitos
secundarios en las actinobacterias. La mineria gendmica utiliza secuencias genomicas
para identificar genes y vias metabdlicas involucrados en la produccion de MS (Baral et
al.,, 2018). En particular, esta herramienta ha permitido descubrir numerosos MS de
actinobacterias, muchos de los cuales tienen aplicaciones potenciales en medicina vy
agricultura. Por ejemplo, en un estudio realizado por Hover et al. (2018), se utilizé la
mineria gendmica para identificar una nueva clase de antibidticos, denominados
malacidinas, a partir de ADN de muestras ambientales. También, en un estudio realizado
por Hossain et al. (2023), se explord el potencial del género Salinispora como fuente de
productos naturales para la industria farmacéutica. A través de mineria gendmica, se
identificaron 686 clusteres biosintéticos, incluyendo no solo grupos de genes biosinteticos
(BGCs) conocidos, sino otros exclusivos del género, lo que sugiere un potencial adicional
para el desarrollo de farmacos. Ademas, se analizaron genes relacionados con enzimas
activas en carbohidratos, destacando la relevancia de esta investigacion en la produccién
de compuestos bioactivos innovadores para la biotecnologia. Ademas, en un estudio de
mineria genomica realizado por Franga et al. (2023), se encontraron un total de 24 BGCs
en una cepa de Streptomyces albidoflavus aislada de un tunicado Salpa sp. en el
Antartico. Se encontré que la variacion en los medios de cultivo y métodos de extraccion
puede mejorar la expresion y recuperacion de estos compuestos naturales, lo que sugiere

una estrategia prometedora para intensificar la produccidén de metabolitos bioactivos.

Existen varias herramientas bioinformaticas y bases de datos, como antiSMASH, BiG-
SCAPE, PRISM, ClusterFinder, por mencionar algunas, que utilizan una combinacién de
busquedas de similitud de secuencias, analisis de clusteres de genes y algoritmos de
aprendizaje automatico para identificar posibles BGCs y predecir las estructuras de los
MS correspondientes (Blin et al., 2023; Cimermancic et al., 2014; Manikkam et al., 2019;
Navarro-Mufioz et al., 2020; Skinnider et al., 2020; Zhang et al., 2020). Los MS se
encuentran codificados y organizados en BGC, los cuales también codifican la maquinaria
modular enzimatica necesaria para su sintesis. Tal es el caso de las policétido sintasas
(PKS), sintetasas peptidicas no ribosomicas (NRPS), péptidos sintetizados
ribosomalmente y modificados postraduccionalmente (RiPPs), terpenos, sacaridos, entre
otros (Arulprakasam & Dharumadurai, 2021; Naughton et al., 2017). Sin embargo, a
medida que se descubren y analizan mas BGCs, queda claro que aun hay mucho por

aprender sobre los mecanismos que llevan a su diversificacion. En la actualidad es de



particular interés el poder caracterizar BGC “ocultos” con el fin de evaluar la biosintesis de
MS que no se expresan en condiciones normales de laboratorio (Dat et al., 2022; Siro et
al., 2022). La informacion obtenida de la caracterizacion de los BGC puede ser utilizada
en estudios posteriores para el aislamiento y purificacién de los MS en condiciones de
laboratorio, asi como para predecir las estructuras de los nuevos MS (van Bergeijk et al.,
2020), lo que podria tener implicaciones importantes en la busqueda de nuevos

medicamentos y otras aplicaciones biotecnoldgicas.

La produccién de MS en actinobacterias es un proceso complejo que implica la expresion
coordinada de varios genes y en el que influyen diversos factores, como la diversidad
genética y las condiciones ambientales, asi como el tipo y la disponibilidad de nutrientes
(Al-Shaibani et al., 2021; Faddetta et al., 2023; Hoskinsson y Fernandez-Martinez, 2018;
Ngamcharungchit et al., 2023). La disponibilidad de nutrientes, es uno de los factores que
mas influyen en la produccion de metabolitos secundarios en las actinobacterias
(Hoskinsson y Fernandez-Martinez, 2018); muchas actinobacterias son organismos
saprofitos que habitan en entornos ricos en nutrientes, como el suelo y los sedimentos.
Ademas, este grupo de bacterias ha evolucionado produciendo metabolitos secundarios,
los cuales les permiten competir de manera eficiente con otros microorganismos por los
recursos disponibles (Barka et al., 2016). Esto ha hecho que se implemente el uso de co-
cultivos con otros microorganismos (principalmente patdgenos) en los cuales se ha
evidenciado la sintesis de compuestos con actividades antimicrobianas y antihelminticas.
Por ejemplo, la cepa de Streptomyces cuspidosporus SA4, tuvo efectos antimicrobianos y
antihelminticos frente diferentes tipos de patdgenos incluyendo Escherichia coli, Klebsiella
pneumonia, Staphylococcus aureus, Salmonella typhi, Bacillus subtilis, Proteus vulgaris,
Shigella flexineri, Candida albicans y Fusarium sp. (Sholkamy et al., 2020). Esto pone en
perspectiva, la necesidad de estudiar tanto los factores bidticos como abidticos de las
condiciones de cultivo de aquellas actinobacterias con la finalidad de optimizarlas, para
obtener compuestos novedosos que puedan tener aplicaciones biotecnoldgicas en

diferentes campos.

La produccion de MS también depende de manera importante de las condiciones
ambientales, estas pueden ser diversas, las cuales pueden ser diversas si se toma en
consideracion el caracter ubicuo de las actinobacterias, incluso extremas o desfavorables
para la supervivencia de otros organismos (Millan-Aguifiaga et al., 2019; Selim et al.,

2021; Soldatou et al., 2021). Por ejemplo, los ambientes hipersalinos, donde las



concentraciones de sales superiores al 10%, representan oportunidades unicas para el
estudio de la evolucién y la adaptacién de la vida en condiciones ambientales que pueden
promover la produccion de diversos MS cuyas aplicaciones potenciales no se conocen
hasta el momento. (Hui et al., 2021; Shivlata & Satyanarayana, 2015). Actualmente, el
aislamiento e identificacién de actinobacterias raras procedentes de ambientes extremos
ha cobrado mas relevancia e interés en la comunidad cientifica, al representar una fuente
potencial de adaptaciones evolutivas que se desarrollan permitiendo la sobrevivencia en
condiciones ambientales unicas, o que probablemente resulta en una ventaja competitiva
frente a otros microorganismos (Qin et al., 2019). Lo anterior sugiere que la adaptacion a
ambientes extremos es un factor que puede influir en la produccion de nuevos MS en
actinobacterias y los convierte en una fuente prometedora para el descubrimiento de
nuevos farmacos vy la diversificacion de la investigacién en el campo de la biotecnologia
(Hui et al., 2021; Jagannathan et al., 2021; Millan-Aguifiaga et al., 2019; Shivlata &
Satyanarayana, 2015; Soldatou et al., 2021). Estudios recientes han destacado el
descubrimiento de nuevos MS derivados de géneros de actinobacterias raras, como el
diketopiperazine con actividad antibacteriana y antiproliferativa, aislado de Nocardiopsis
sp. SCA30 en sedimentos marinos en la India, y siete angluciclinas (kumemicinones A-G)
con propiedades citotoxicas, aisladas de Actinomadura sp. KD439 del fondo marino en
India. Estos descubrimientos pueden proporcionar informacion valiosa sobre los
mecanismos de adaptacion de las actinobacterias a ambientes extremos y conducir al
descubrimiento de nuevos compuestos bioactivos, favoreciendo la disminucion de la tasa
de redescubrimiento de MS que ocurre actualmente (Siddharth et al., 2021; Zhang et al.,
2019; Zhang et al., 2021).

1.6. Genes de estrés y adaptacion al ambiente marino

Las actinobacterias se han adaptado a diferentes ambientes mediante mecanismos de
respuesta y adaptacion al estrés. Definiendo que es el estrés ambiental en bacterias, se
refiere a las condiciones adversas que ponen a prueba su capacidad de supervivencia y
adaptacion, afectando tanto sus respuestas fisiolégicas como genéticas. Estas tensiones
pueden ser de naturaleza quimica, como la exposicion a contaminantes, o fisica como los
cambios de temperatura y salinidad. Los estresantes quimicos, como los antibidticos y los
metales pesados, pueden provocar mutaciones que llevan a la resistencia de los
antibidticos, especialmente en condiciones subletales (Wang et al., 2022). Los estresores
fisicos, como el calor, la presidbn osmotica y las fluctuaciones del pH, activan la respuesta

general al estrés (GSR), desencadenando numerosos genes protectores (Bonilla, 2020).



Estos genes de respuesta al estrés son importantes para comprender como se han
adaptado a distintos entornos y cémo producen MS. En términos de mecanismos de
adaptacion, el estrés ambiental puede llevar a la pérdida de genes no esenciales, lo que
potencia la supervivencia de las bacterias al retener genes multifuncionales cruciales para
la adaptacion (Simonsen, 2021). Inclusive las condiciones de estrés pueden aumentar las
mutaciones de resistencia, lo que plantea riesgos tanto para los ecosistemas como para la
salud humana (Wang et al., 2022).

Las actinobacterias, en particular, presentan una diversidad alta de genes y redes
reguladoras complejas que no solo controlan la produccién de metabolitos secundarios
(van der Meij et al., 2017), sino que también se encuentran involucrados en la sintesis de
osmoprotectores. Por ejemplo, la sintesis de trehalosa que esta presente en los
glucolipidos de la pared celular y que es considerada como molécula de respuesta al
estrés universal que actua como regulador del equilibrio osmético interno principalmente
en ambientes marinos (Ameur et al., 2011; Avonce et al., 2006; Reina-Bueno et al., 2012).
También, se han identificado sistemas de reparacién de ADN vy la expresion de proteinas
antioxidantes, lo que sugiere estrategias adaptativas para contrarrestar el estrés oxidativo
inducido por factores abidticos (von Rosen et al., 2021). Tal es el caso de la regulacién
ejercida por el segundo mensajero guanosina pentafosfato (p)ppGpp), que desempefia un
papel importante en la regulacion del ciclo de vida de las actinobacterias. La acumulacion
de (p)ppGpp induce una respuesta al estrés nutricional, regulando procesos, como la
biosintesis de aminoacidos, la sintesis de ARNr y ARNt, la resistencia a antibiéticos, la
virulencia de patdégenos, su persistencia a largo plazo, la competencia y la formacién de
biopeliculas. Ademas, se ha encontrado que la (p)ppGpp tiene efectos reguladores sobre
la biosintesis de antibidticos en las actinobacterias del género Saccharopolyspora (van
der Meij et al., 2017; Xu et al., 2018). En este sentido, comprender la funcién y
mecanismos de los genes del estrés y de adaptacion marina en actinobacterias es crucial
para identificar las estrategias de supervivencia y su potencial en la produccion de
metabolitos secundarios, asi como para desarrollar estrategias eficaces de biotecnologia
y remediacion ambiental (Bahera y Das, 2023). Por ejemplo, el estudio de genes de estrés
y sus funciones asociadas provenientes de actinobacterias marinas, podria conducir al
desarrollo de métodos novedosos para proteger los cultivos de factores de estrés a la
salinidad, la sequia y las temperaturas extremas (Rangseekaew et al., 2021;

Rangseekaew et al., 2022).



Estudios realizados por Fernandez-Lépez et al. (2022) y Zamora-Quintero et al. (2022)
identificaron una amplia variedad de genes de PKS | que, en conjunto con los NRPS,
constituyen las principales categorias de genes biosintéticos responsables de la
produccion de la mayoria de los antibidticos y antifungicos conocidos (Cragg y Newman,
2013). En particular, Fernandez-Lépez et al. (2022) detectaron estos genes en
actinobacterias de sedimentos marinos del Golfo de México, mientras que Zamora-
Quintero et al. (2022) en sedimentos de la laguna hipersalina Ojo de Liebre en México, lo
que sugirid la presencia potencial de nuevas especies de actinobacteriasy la relevancia de
los ambientes hipersalinos como una fuente prometedora para descubrir nuevas rutas

biosintéticas de metabolitos secundarios.

Con base en lo anterior, es fundamental resaltar la importancia de explorar ambientes
extremos y poco investigados para identificar especies nuevas de actinobacterias y
evaluar su potencial biotecnoldgico. El analisis de sus genomas y metabolismo
secundario, contribuira a comprender de mejor forma el papel que desempefan este
grupo de bacterias en los ecosistemas y profundizar en el conocimiento sobre sus
adaptaciones unicas. Ademas, permitira entender los mecanismos moleculares y
fisiolégicos que utilizan para sobrevivir en condiciones desafiantes y proporcionar
informacion valiosa sobre su biologia y su potencial en diversas aplicaciones. En este
contexto, el presente trabajo de tesis tiene como objetivo identificar las rutas metabdlicas
asociadas a la produccion de metabolitos secundarios e identificar los genes relacionados
con el estrés y la adaptacion al ambiente marino en 12 genomas de actinobacterias
marinas previamente aisladas de sedimentos de la Laguna Ojo de Liebre y para las que
se ha evidenciado actividad citotéxica. Para ello se hara uso de herramientas
bioinformaticas de vanguardia, entre las que se incluyen el analisis filogenémico y la

mineria genomica.
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Capitulo 2. Analisis filogenémico de
actinobacterias aisladas de sedimento de la
Laguna Ojo de Liebre, México.

Capitulo 3. Mineria genémica de actinobacterias
aisladas de sedimento de la Laguna Ojo de Liebre,
México.

A continuaciéon, se presenta el articulo titulado “Exploracion filogendmica y de
metabolismo secundario de actinobacterias aisladas de sedimentos de la Laguna Ojo de
Liebre, México”, aceptado en diciembre de 2024 y publicado en la revista Mexican Journal
of Biotechnology. Dicho articulo se enfoca en la descripcion de dos capitulos; el capitulo
2, el cual corresponde a los analisis filogenémicos y el capitulo 3 correspondiente la
mineria gendmica de actinobacterias de la Laguna Ojo de Liebre. El objetivo general del
segundo capitulo fue analizar las relaciones filogenomicas de 12 genomas de
actinobaterias aisladas de sedimento de la Laguna Ojo de Liebre, México. Para ello se
realizaron los pasos pertinentes para obtener borradores de genomas de alta calidad y de
esta manera utilizarlos en los analisis filogenémicos correspondientes. Dichos analisis
filogendmicos se hicieron integrando arboles filogenéticos del gen 16S rRNA, el analisis
de secuencias multilocus (MLSA). También se utilizaron métricas utilizadas para la
delimitacion de las especies, como la hibridacién digital ADN-ADN (DDH) y el indice de
similitud de nucleétidos promedio (ANI). Estos métodos nos permitieron obtener una
vision detallada de las relaciones filogenéticas entre las actinobacterias estudiadas y de
esta manera proponer nuevas especies. El tercer capitulo se basoé en la mineria gendmica
exhaustiva utilizando programas especializados como antiSMASH y BiGSCAPE. Los
objetivos generales del capitulo fueron identificar y caracterizar clusters de genes de
biosintesis de metabolitos secundarios (BGCs) en los genomas de las actinobacterias. La
mineria gendmica no solo nos proporciond informacién sobre la capacidad biosintética de
estas bacterias, sino que también revelé la presencia de BGCs con potencial para la

produccion de compuestos bioactivos.
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ABSTRACT

The Ojo de Liebre Lagoon Complex Biosphere Reserve, is an essential habitat for
migratory species such as the gray whale and various birds. This unique hypersaline
environment is underexplored concerning its microbial diversity, particularly regarding
actinobacteria, which are among the most prolific sources of bioactive compounds found in
marine ecosystems. 12 genomes of actinobacteria isolated from marine sediments of
Laguna Ojo de Liebre (LOL) in B.C.S., Mexico. were analyzed. The genomes were
classified into 3 genera; Actinomadura, Nocardiopsis and Micromonospora. Genomic
mining revealed the presence of 314 Biosynthetic Gene Groups (BGCs) associated with
secondary metabolism. The main BGCs categories found were terpenes, type |
polyketides (T1PKS), non-ribosomal peptide synthetases (NRPS) and ribosomally
synthesized post-translationally modified peptides (RiPPS). The analysis on patterns of
Gene Cluster Families (GCFs) revealed only 4 GCFs (<1%). associated with production to
known compounds, implying that most of the detected clusters could be responsible for the
production of several novel compounds. Also, the phylogenomic analysis suggests the
presence of five potential new actinobacteria species belonging to the genera
Micromonospora and Nocardiopsis. Overall, the genomes of actinobacteria isolated from
LOL sediments showed unknown secondary metabolites, highlighting their
biotechnological potential in the production of uncharacterized compounds.

Keywords: phylogenomics, genome mining, secondary metabolites, biosynthetic gene
clusters, gene cluster family.
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RESUMEN

La Reserva de la Bidsfera Complejo Lagunar Ojo de Liebre, es un habitat esencial para
especies migratorias como la ballena gris y diversas aves. Este unico entorno hipersalino
esta subexplorado en cuanto a su diversidad microbiana, especialmente en lo que
respecta a las actinobacterias, que son una de las fuentes mas prolificas de compuestos
bioactivos encontrados en los ecosistemas marinos. En esta investigacion se analizaron
12 genomas de actinobacterias aisladas de sedimento marino de la Laguna Ojo de Liebre
(LOL) en B.C.S., México. Los genomas se clasificaron en 3 géneros; Actinomadura,
Nocardiopsis y Micromonospora. La mineria gendémica revel6 la presencia de 314 Grupos
de Genes Biosintéticos (BGCs, por sus siglas en inglés) asociados al metabolismo
secundario. Las principales categorias de BGCs encontradas fueron terpenos, policétidos
tipo | (T1PKS), péptido sintetasas no ribosomales (NRPS) y péptidos modificados
postraduccionalmente y sintetizados ribosomalmente (RiPPS). Ademas, se observaron los
patrones de Familias de Grupos de Genes (GCFs por sus siglas en inglés), obteniendo
categorias comunes entre los genomas y solamente 4 GCFs se asignaron a la produccion
de compuestos conocidos (<1%). Ningun GCF se asign6 a rutas responsables de la
produccion de compuestos conocidos, lo que implica que las agrupaciones detectadas
podrian ser responsables de la produccion de nuevos compuestos. La informacion
filogendmica generada sugiere la presencia de cinco cepas candidatas a nuevas especies
de actinobacteria del género Micromonospora y Nocardiopsis. Los genomas de las
actinobacterias aisladas de los sedimentos de LOL mostraron metabolitos secundarios
desconocidos, lo que resalta su potencial biotecnolégico en la produccion de compuestos
no caracterizados.

Palabras clave: filogendmica, mineria gendmica, metabolitos secundarios, grupo de
genes biosintéticos, familia de grupos de genes.

1. INTRODUCCION

El filo Actinomycetota es uno de los grupos mas abundantes y diversos de bacterias Gram
positivas en nuestro planeta (He et al.,, 2023; Barka et al., 2016). Esta conformado
generalmente por especies aerobias, y algunos géneros presentan la capacidad de formar
esporas (Barka et al., 2016; Li et al., 2016; Silva et al. 2022). Los representantes de este
filo se caracterizan por presentar genomas desde <0.5 y hasta 15.0 Mbp con alto
contenido de G+C (Seshadri et al., 2022). El género Streptomyces es el mas comun y
estudiado y es por ello que se han clasificado a las actinobacterias en dos subgrupos,
aquellas que pertenecen al género Streptomyces y aquellas que no pertenecen a este
género y que se denominan “actinobacterias raras” (Hui et al., 2021). Estas ultimas, a
pesar de ser poco estudiadas y su baja frecuencia de aislamiento con respecto a
Streptomyces, han cobrado importancia en el estudio de la produccién de compuestos
bioactivos como: antibiéticos (ej. actinomicina, kanamicina, estreptomicina, cloranfenicol),
antitumorales (doxorubicina y daunorubicina), antifungicos (kitamicina), bioherbicidas
(spinosad), antiparasitarios (avermectina) y agentes inmunosupresivos (rapamicina)
(Barka et al., 2016; Weber et al., 2015). En particular, aquellas bacterias aisladas de
ambientes extremos, las cuales se han asociado con la produccion de una variedad de
actividades bioldgicas (Hu et al., 2020). La secuenciacion de acidos nucleicos puede
fortalecer la investigacion de las capacidades metabdlicas de las actinobacterias de
ambientes extremos, no solo con el propésito de caracterizarlas para su identificacion



taxondmica, sino para conocer a los genes responsables de la produccion de metabolitos
secundarios (MS) (Garavito et al., 2017; van Bergeijk et al., 2020).

Actualmente, luego de casi 3 décadas de haber completado la secuenciacion del primer
genoma bacteriano, se han reportado mas de 330 millones de borradores y genomas
completos de bacterias y arqueas (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/refseqg/statistics/). En
particular, las secuencias de 58 mil genomas del grupo de las actinobacterias se
encuentran disponibles en bases de datos publicas, de entre las que destacan los
géneros Streptomyces, Mycobacterium, Micromonospora y Actinoplanes. Sin embargo, el
filo Actinomycetota se encuentra representado por menos del 10% del total de genomas
publicados en bases de datos (ej. NCBI y GOLD) a la fecha (Kalkreuter et al., 2020;
Mukherjee et al., 2023; Seshadri et al., 2022; Zhang et al., 2020), lo que representa una
valiosa oportunidad para enfocar esfuerzos en la secuenciacion y analisis de genomas de
actinobacterias que contribuyan al conocimiento del metabolismo secundario.

Una de las principales ventajas que tiene la secuenciacion completa de genomas es
contar con todos los genes para poder realizar analisis filogendmicos mas confiables para
la clasificacion taxondmica. Esto contrasta con el uso de solo un par de genes
ribosomales o de copia unica, como por ejemplo, 16s/23s ARNr, gyrB, dnaA; que
tradicionalmente se han utilizado para la identificacion y clasificaciéon a nivel de género
(Nouiou et al., 2018). La tasa de evolucion individual no ha permitido en ocasiones
diferenciar filogenéticamente entre especies cercanas (Lalucat et al., 2020). El analisis
Multilocus de Secuencia (MLSA) involucra el uso simultdneo de multiples genes
constitutivos y ha sido una alternativa mas confiable para la caracterizacién taxonémica a
nivel de especie (Adamek et al., 2018; Alanjary et al., 2019; Lalucat et al., 2020). Es por
ello que el empleo del genoma completo en la construccion de filogenias permite una
vision mas completa y precisa de la evolucion de los organismos (Chun et al., 2018; Kim
et al.,, 2022). En este contexto es posible realizar analisis taxondémicos robustos para
determinar las similitudes en genomas completos como: la identidad de nucledtidos
promedio (ANI) y la hibridacion digital ADN-ADN (dDDH) (Muller and Epstein, 2012; Raina
et al., 2019). Se ha hecho una transicion natural hacia el uso de este tipo de herramientas
bioinformaticas, debido a que son capaces de hacer predicciones mas rapidas y precisas
en comparacién con técnicas como la hibridizacién que es un método laborioso y que
requiere de equipos especializados y de mayor costo (ej. >95% de ANI corresponde al
70% de DDH) (Goris et al., 2007; Muller y Epstein, 2012). Es por ello que diversos grupos
de investigacion han utilizado analisis filogenémicos para la delimitaciéon de nuevas
especies bacterianas (Chun et al., 2018; Millan-Aguinaga et al., 2017; Parks et al., 2021).

Otra ventaja de disponer del genoma completo de un microorganismo es la capacidad de
explorar la diversidad de genes funcionales. Por ejemplo, la mineria gendmica permite la
identificacion de grupos de genes biosintéticos (Biosynthetic Gene Clusters, BGCs), lo
que resulta fundamental para predecir la presencia de rutas para la sintesis de
metabolitos secundarios (MS) con potencial biotecnoldgico (van Bergeijk et al., 2020). Los
BGCs se encuentran organizados en grupos de genes en los genomas de los
microorganismos, los cuales codifican para la maquinaria enzimatica necesaria para la
sintesis de MS. Comunmente los BGCs se clasifican en funcion de la clase de
compuestos que producen como: policétidos sintasas (PKS), sintetasas peptidicas no
ribosémicas (NRPS), péptidos sintetizados ribosomalmente y modificados
postraduccionalmente (RiPPs), terpenos, sacaridos, etc. (Arulprakasam y Dharumadurai,
2021; Naughton et al., 2017; Medema et al., 2014; Wang et al., 2023).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/refseq/statistics/

Dos de las herramientas bioinformaticas mas empleadas en la mineria gendmica de
microorganismos son antiSMASH y BiG-SCAPE, las cuales se han empleado en la
identificacion de una gran cantidad de nuevos compuestos con actividad antibacteriana,
antitumoral, antiinflamatoria, fungicida y antiviral (Manikkam et al., 2019; Zhang et al.,
2020). Asi mismo, existe la necesidad de caracterizar los BGCs con el fin de evaluar su
diversidad y los mecanismos que llevan a esta diversificacion (Dat et al., 2022; Siro et al.,
2022). Una de las estrategias consiste en agrupar rutas biosintéticas que produzcan
compuestos similares en familias de grupos de genes (Gene Cluster Families , GCFs) ,
usando para ello redes de similitud que permitan conducir a la priorizacion de nuevos
BGCs (Adamek et al., 2018; Navarro-Mufioz et al., 2020). De esta manera se busca evitar
el redescubrimiento de MS de especies de actinobacterias ya conocidas.

La produccién de MS en actinobacterias se ha visto relacionada a varios factores, pero
principalmente con el ambiente que colonizan. Los ambientes pueden presentar diferentes
condiciones, incluyendo aquellas que se consideran extremas o poco favorables para la
sobrevivencia (altas o bajas temperaturas, salinidad, alcalinidad, etc.), como ocurre en
lagunas hipersalinas, desiertos, regiones polares y las profundidades del océano (Hui et
al., 2021; Millan-Aguifiaga et al., 2019; Shivlata y Satyanarayana, 2015; Soldatou et al.,
2021). El interés por el descubrimiento de metabolitos secundarios novedosos ha llevado
a un enfoque creciente en el aislamiento e identificacién de actinobacterias raras de
ambientes extremos (Hui et al., 2021; Jagannathan et al., 2021; Millan-Aguifaga et al.,
2019; Shivlata y Satyanarayana, 2015; Soldatou et al., 2021), las cuales han desarrollado
adaptaciones unicas que han resultado en su capacidad de producir nuevos metabolitos
secundarios (Qin et al., 2019), como la diketopiperazina con actividad antibacteriana
aislada de Nocardiopsis sp. SCA30 y las angluciclinas kumemicinones A-G de
Actinomadura sp. KD439, ambas provenientes de sedimentos marinos en India (Siddharth
et al., 2021; Zhang et al., 2019; Zhang et al., 2021).

En México existen estudios que relacionan el aislamiento de actinobacterias raras de
ambientes extremos e inexplorados con el perfil del metabolismo secundario y su
potencial biotecnologico (Cardoso-Martinez et al., 2015; Torres-Beltran et al., 2012;
Zamora-Quintero et al., 2022). Trabajos como el de Fernandez-Lépez et al. en 2022
realizados en las profundidades del Golfo de México, lograron identificar mas de 2000
secuencias de genes candidatos PKS | en metagenomas que incluyen diferentes filos
(entre ellos Actinobacteria); sugiriendo que los sedimentos marinos de esta regién son
una fuente rica y diversa de este tipo de genes que podrian ser explorados en la
busqueda de nuevas rutas que codifican a nuevos MS. Zamora-Quintero et al. (2022) a
partir de muestras de sedimento de la laguna hipersalina Ojo de Liebre en México
identifico distintos géneros de actinobacterias, incluyendo Actinomadura, Nocardiopsis,
Micromonospora, Plantactisnospora y Streptomyces. En particular, los géneros
Micromonospora y Actinomadura presentaron actividad anticancerigena que revela el
potencial de posibles nuevas rutas biosintéticas. Por lo que el presente trabajo, se enfoca
en el analisis flogendmico y de mineria gendmica de 12 genomas aislados de dicho
estudio que presentaron actividad anticancerigena.



2. METODOLOGIA

2.1. Seleccién de cepas de actinobacterias, extraccion de ADN y
secuenciacién

Del estudio de Zamora et al., 2022, se seleccionaron 12 cepas de actinobacterias con
actividad anticancerigena para su secuenciacion genomica. La extraccion de ADN se
realizd utilizando el método de fenol-cloroformo descrito en Ziemert y colaboradores
( 2014). ElI ADN extraido se envi6 al Centro Gendmico de la Universidad de California,
San Diego (IGM-UCSD) para su secuenciacion utilizando la plataforma lllumina HiSeq
4000 (2x100 pb).

2.2. Analisis bioinformatico de los genomas de actinobacterias

La calidad de las secuencias de los 12 genomas fue analizada mediante el programa
FastQC (http://www.bioinformatics.bbsrc.ac.uk/projects/fastqc). Las lecturas de mala
calidad y los adaptadores fueron removidos utilizando el programa BBDuk, utilizando las
modificaciones de nivel de calidad Phred igual a 20, un numero de k-meros igual a 23 y un
minimo de 11 k-meros, con un maximo de 1 desajuste (Bushnell, 2014). El ensamble de
novo fue realizado utilizando Shovill (Seemann, 2017) y su calidad fue verificada con el
programa CheckM (Parks et al., 2015). La anotacion funcional se hizo con el programa
Prokka (mincontiglen= 200) (Seemann, 2019).

2.3. Analisis filogenémico

Para la asignaciéon taxonémica de los genomas se realizaron diferentes aproximaciones,
En primer lugar se realizdé una clasificacion utilizando la Genome Taxonomy Database
(GTDB), a través del GTDB toolkit (GTDB-tk) v1.7.0 (Chaumeil et al., 2019). Se empled la
base de datos EZBiocloud (Yoon et al., 2017) para identificar las cepas tipo que han sido
descritas y que exhibieran el mayor porcentaje de similitud con base en el gen ribosomal
16S rARN. En esta seleccion se incluyeron los genomas de 229 cepas tipo, de las cualesy
de se extrajo el gen 16S ARNr utilizando el programa Barnnap (Seemann, 2014).
Posteriormente se generd un alineamiento de las secuencias extraidas utilizando el
programa MAFFT (Katoh et al., 2013) y se reconstruyd un arbol filogenético utilizando el
método maxima verosimilitud con el programa iQtree v1.6.12 (Minh et al., 2020), utilizando
1000 réplicas y el parametro ModelFinder (Kalyaanamoorthy et al., 2017) para conocer el
mejor modelo de sustitucion nucleotidica (GTR+F+R8).

Una segunda aproximacion consistié en un analisis multilocus de secuencia (MLSA) a
partir de la concatenacion de 100 genes conservados y utilizando el programa AutoMLST
(Alanjary et al., 2019). Para hacer la seleccién de los genomas de referencia para el
MLSA, se consideraron dos criterios: 1) la similitud con base en el arbol filogenético para
el gen 16S ARNr y, 2) la disponibilidad de genomas completos en las bases de datos. Em
total se incluyeron un total de 52 genomas (39 genomas de cepa tipo con mayor similitud,
12 genomas de estudio y grupo externo). Se utilizé el programa IQtree v1.6.12 (Minh et
al., 2020) para generar el arbol filogenético utilizando el método de maxima verosimilitud



con 1000 réplicas y el mejor modelo de sustitucion fue utilizado con base en ModelFinder
(TVM+F+R10).

Como ultima aproximacion fue utilizar el indice de identidad promedio de nucleétidos
(ANI) e Hibridacion digital DNA-DNA (dDDH). El ANI se calcul6 utilizando el programa en
linea de comandos FastANI (Jain et al., 2018), mientras que la hibridacién digital DNA-
DNA fue calculada con la herramienta GGDC (http://ggdc.dsmz.de) utilizando el método
BLAST+ (Meier-Kolthoff et al., 2013).

2.4. Mineria genémica

Para predecir los BGCs en los 12 genomas se realizé un analisis de mineria genémica
utilizando el programa Antibiotics and Secondary Metabolite Analysis Shell (antiSMASH)
version 6.0 (Blin et al., 2021). Se incluyeron los parametros extendidos de MIBIG cluster
comparison, Cluster Pfam analysis y ClusterBlast, que permiten identificar BGCs similares
y comparar los BGCs con las bases de datos de Pfam (Mistry et al., 2021), MIBiG
(Terlouw et al., 2023) y antiSMASH (Blin et al., 2021).

Para evitar una sobre estimacion en el niUmero de BGCs, se realizé una revision manual
de los resultados de antiSMASH. Cuando no fue posible la asignacién de clases de BGCs
se realizaron los siguientes pasos: 1) se verifico que los BGCs no se encontraran
incompletos o fragmentados, 2) se confirmé que los genes centrales se encontraran
presentes en los BGCs para cada clase, 3) para los BGCs que no fueron asignados a una
clase especifica, se utilizd un criterio de similitud >50% para clasificarlos y 4) aquellos
BGCs que no cumplieron con los criterios anteriores fueron asignados en la categoria de
“Otros”. Ademas, se consideraron BGCs unicos a aquellos que pertenecen a una clase
especifica pero no presentaron relacién con la predicciéon de moléculas reportadas en la
base de datos de antiSMASH. Se construyé una matriz de presencia de BGCs por
genoma, la cual se visualizé utilizando el programa Circos (Krzywinski, et al., 2009).

2.5. Comparacion de rutas biosintéticas

El agrupamiento en familias de BGCs entre los genomas se llevé a cabo con el programa
BiG-SCAPE, empleando el modo de alineacion del subcluster comun mas largo (glocal)
(Navarro-Munoz et al., 2020). Por ultimo, utilizando la paqueteria ggplot2 (Wickham, 2016)
en Rstudio (Racine, 2012). las GCFs se ordenaron en una matriz de ausencia/presencia
para visualizar los patrones de distribucién

2.6. Numeros de acceso

Las secuencias de los genomas se encuentran depositadas en NCBI con la siguiente
informacion de proyecto BioProjectlD PRIJNA1161731, con los numeros de acceso de
SAMN43789094 a SAMN43789105.


http://ggdc.dsmz.de/

3. RESULTADOS

Se obtuvieron las secuencias de 12 genomas de actinobacterias aisladas de sedimento
marino de la Laguna Ojo de Liebre (LOL) en B.C.S., México, cuyos tamafios oscilaron
entre 6.1y 9.2 Mbp. La longitud de los contigs fue de entre 134 y 445 bp y se obtuvo un
porcentaje de completitud mayor al 98.95%. El porcentaje de GC resultd de entre 64 y
72%, logrando identificar entre 5680 a 8638 secuencias de codificacion (CDS) (Tabla 1).

Tabla 1. Caracteristicas generales de los 12 genomas de actinobacterias aisladas de
sedimento marino.

Table 1. General characteristics of the 12 actinobacterial genomes isolated from marine
sediments.

Tamano

ID-genomas Género Contigs %GC Genes CcDS de geno- Com(;;/le)tltud
ma (Mb) ?

LOL-011 Actinomadura 445 64 8638 8505 9.2 100
LOL-016 Actinomadura 229 70 8621 8488 9.2 100
LOL-012 Nocardiopsis 159 70 4699 4610 51 100
LOL-024 Micromonospora 244 69 5712 5620 6.1 100
LOL-025 Micromonospora 169 72 6370 6222 7.2 100
LOL-013 Micromonospora 136 70 5680 5551 6.2

99.47
LOL-014 Micromonospora 134 69 5735 5599 6.2

99.47
LOL-015 Micromonospora 248 69 5856 5717 6.3

99.47
LOL-021 Micromonospora 201 68 6220 6128 6.8

98.95
LOL-023 Micromonospora 233 69 6305 6155 6.8 99.47
LOL-027 Micromonospora 164 69 5730 5571 6.2 99 47
LOL-028 Micromonospora 177 69 5715 5555 6.2 09 47

3.1. Identificacion filogenética de los genomas

Los resultados de la identificacion filogenética con el analisis del gen 16S rRNA,
mostraron que los 12 genomas se agrupan con 3 géneros: Actinomadura (2 genomas),
Nocardiopsis (1 genoma) y Micromonospora (9 genomas), con un alto porcentaje de
similitud (>99%) respecto a las cepas tipo mas cercanas. Particularmente, los genomas
afiliados al género Micromonospora mostraron similitudes del 99.93% en el gen 16S ARNr
con Micromonospora spongicola S3-1, 99.72% con Micromonospora phaseoli CGMCC y
99.79% Micromonospora citrea DSM. En el caso de los genomas afiliados al género
Actinomadura tuvieron un porcentaje de similitud del 99.93% con Actinomadura cremea
JCM, y para el género Nocardiopsis se mostrdé un porcentaje de similitud del 99.73% con



Nocardiopsis fildesensis GW9-2. El arbol filogenético del gen 16S ARNr agrupé los 9
genomas de Micromonospora en 3 distintos clados; donde los genomas de LOL-013,
LOL-014, LOL-015, LOL-021, LOL-023, LOL-027 y LOL-028 forman un clado entre ellas y
se agrupan con los genomas mas cercanos de M. spongicola, M. caldifontis y M.
zhanjiangensis. Por otro lado, LOL-024 se encuentra en un clado con M. phaseoli y
agrupada con M. giuiae; mientras que el genoma de LOL-25 se encuentra en un clado con
M. chaiyaphumensis y M. citrea. Los genomas de Actinomadura LOL-011 y LOL-016 se
encuentran formando un clado entre ellas agrupadas con la cepa A. cremea, mientras que
el genoma de Nocardiopsis LOL-012 se encuentra formando un clado con N. fildesensis 'y
N. algeriensis (Fig. S1). Cabe mencionar que los resultados obtenidos por GTDB-tk
también clasifican a 9 de los genomas como cercanos al género Micromonospora, 1
genoma al género Nocardiopsis y 2 genomas al género Spirillospora, es por ello que se
agrego este género en los arboles filogenéticos para futuras comparaciones con el género
Actinomadura.

Utilizando la aproximacion de analisis multilocus en los genomas, se obtuvo un arbol
filogenético con topologia similar al gen 16S ARNr pero con mayor valor de soporte en los
clados de los genomas de estudio (soporte de 100%) (Fig. 1, Fig. S1). Se observa la
divisién en 3 subclados (a, b y c) en el género Micromonospora. El subclado “a” esta
conformado por 7 genomas (LOL-013, 014, 015, 021,023, 027 y 028) con el genoma de
referencia mas cercano M. pattaloongensis. Los clados “b” y “c” se encontraron
constituidos por un genoma cada uno, siendo los genomas de referencia mas cercanos M.
phaseoli (LOL-024; subclado b) y M. echinosfusca (LOL-025; subclado c),
respectivamente (Fig. 1). Por otro lado, los genomas del grupo de las Actinomadura
formaron un clado agrupado con el genoma de referencia A. cremea con un valor de
soporte de 100%, mientras que el genoma perteneciente al género Nocardiopsis se
encontré formando un clado con el genoma de referencia Nocardiopsis sp. CNT-312
agrupadas con el genoma de referencia Nocardiopsis lucentensis (Fig. 1) con un valor de

soporte de 100%.

En cuanto a la aproximacion filogendmica de la métrica ANI se observd que para el
género Micromonospora los valores oscilaron entre 80% a 93%, por debajo del valor de
corte de delimitacién de especies (95%). En particular el clado “a” de los genomas de
Micromonospora se observa una separacion de tres especies basado en valor de corte
por debajo del 95% de ANI comparado con los genomas de cepa tipo mas cercanas; esto
también se observa para el clado “b” y “c”, con valores de ANI por debajo del 95%
comparado con los genomas mas cercanos (Fig. 2). En comparacion, los valores ANI para
los géneros Nocardiopsis y Actinomadura resultaron iguales o superioresal valor de corte
de entre 95% y 97%, respectivamente (Tabla S1). La aproximacién de dDDH digital
mostré valores por debajo del valor de corte (70%), que corresponde a la delimitacion de
especies en los genomas de Micromonospora y Nocardiopsis con valores de 27.64% y
61.30%, respectivamente. En el caso del género Actinomadura mayores al 70% con
respecto al genoma mas cercano (Tabla S1).
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Fig. 1. Arbol filogenético de maxima verosimilitud basado en 100 genes constitutivos
utilizando la herramienta autoMLST. Los clados se encuentran coloreado por su
respectivo cédigo de color: Grupo externo (amarillo), Nocardiopsis (morado),
Actinomadura (rojo), Spirillospora albida (azul) y Micromonospora (verde). Se muestra
definido el conjunto de subclados de Micromonospora (a, b y c). Los rombos negros (¢)
indican los valores de soporte al 100%, los cuadrados (o) indican valores de soporte de
80-99% vy los circulos (o) indican valores de soporte de 70-79%. Los colores de la barra
derecha indican los habitats de origen de los genomas; café (suelo), gris (sedimento), rojo
(clinico), naranja (animal), verde (planta) y azul (acuatico).

Fig. 1. Maximum likelihood phylogenetic tree constructed with the autoMLST tool. Clades
are colored by their respective color: outgroup/yellow, Nocardiopsis/purple,
Actinomarudalred, Spirillospora albida/blue, and Micromonosporal/green. Black diamonds
(#) indicate 100% bootstrap support values, squares (o) indicate bootstrap support values
of 80-99% and circles (o) indicate bootstrap support values of 70-79%. The colors on the
right bar indicate the habitats of origin of the genomes; brown/soil, gray/sediment,
red/clinical sample, orange/animal, green/plant and blue/aquatic.
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Fig. 2. Mapa de calor de las comparaciones de los valores por arriba del 90% de ANI de
los genomas. En ambos ejes se utiliza el arbol MLSA para visualizar las comparaciones.
En el arbol se muestra el clado de Nocardiopsis de color morado, Actinomadura en rojo y
Micromonospora en verde. En circulos rojos se muestran los genomas de estudio.

Fig. 2. Heatmap of ANI values above 90% between the MLSA phylogeny genomes
comparison. In the phylogenetic tree the Nocardiopsis Clade is shown in purple,
Actinomadura in red and Micromonospora in green. In red circles the genomes from this
study are marked.

3.2. Mineria genémica de rutas de genes biosintéticos

Los analisis de antiSMASH mostraron la presencia de un total de 314 BGCs en los 12
genomas de estudio. Para los genomas del género Micromonospora se identificaron un
maximo de 30 BGCs (LOL-025), para los genomas del género Actinomadura se
identificaron 29 BGCs (LOL-011 y LOL-016) y para el género Nocardiopsis 22 BGCs.
Ademas, de acuerdo con la longitud de la region de los BGCs identificados se estimoé que
hasta un 8.9% de los genomas evaluados se encuentra asociado al metabolismo
secundario. Se observd que los géneros que presentaron mayor numero de clases de
BGCs fueron Actinomadura y Micromonospora, con 13 y 12 clases respectivamente.

Las principales clases de BGCs compartidas entre genomas corresponden a: terpenos,
policétidos tipo | (T1PKS), péptidos sintetizados no ribosomalmente (NRPS) y péptidos
modificados postraduccionalmente y sintetizados ribosomalmente (RiPPS); asi como los
terpenos, T1PKS, NRPS, RiPPs-like y terpenos fueron los de mayor abundancia entre los
genomas con un promedio de tres BGCs para cada clase (Fig. 3). En particular, el
genoma de Micromonospora LOL-025 conté con la mayor cantidad de BGCs (12)



relacionados con la categoria de NRPS (Fig. 3). Ademas, la categoria T1PKS se observo
en 11 de los genomas analizados, solo LOL-024 no conté con ningun BGC de esta
categoria. Por otro lado, las categorias con menor abundancia de BGCs fueron:
Rantipéptidos, Furano, Tioamitido, Tiopéptido, Aminoglucésido (amglyccycl) y Lasso
péptido (Fig. 4). Particularmente, la categoria de Amglyccycl y Thiopeptide-LAP solo se
encontraron presentes en genomas del género Micromonospora y en el caso de los
genomas del género Actinomadura se observaron unicamente Thioamitides y Cofactor-
Redox. Cabe mencionar que la categoria de Lassopéptido fue compartida entre los
géneros de Actinomadura y Nocardiopsis; mientras que las categorias de Rantipéptido y
Furano contaron con un solo BGC en Micromonospora (LOL-021) y Nocardiopsis,
respectivamente.
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Fig. 3. Diversidad de BGC en los 12 genomas de estudio, ordenado por mayor
abundancia de ruta metabdlica. El color de los listones representa el tipo de ruta
metabdlica y la anchura representa el niumero de BGC de cada ruta metabdlica.

Fig. 3. BGC diversity of the 12 genomes ordered by the highest metabolic pathway
abundance in the 12 actinomycete strains. The color of the bands represents the type of
metabolic pathway and the width represents the number of BGCs in each metabolic
pathway in each genome.
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Fig. 4. Diversidad de BGC en los 12 genomas de estudio, ordenado por menor
abundancia. El color de los listones representa el tipo de ruta metabdlica y la anchura
representa el numero de BGC de cada ruta metabdlica.

Fig. 4. BGC diversity of the 12 genomes ordered by the lowest abundance. The color of
the bands represents the type of metabolic pathway and the width represents the number
of BGCs in each metabolic pathway.

Respecto a los resultados de redes de similitud utilizando BiG-SCAPE mostraron la
agrupacion de los BGCs en GCFs en donde se identificaron un total de 1074 entre todos
los genomas analizados del arbol MLSA (235 GCF entre los 12 genomas). Se dividieron
en 8 diferentes categorias: hibridos de PKS-NRP (65), NRPS (260), PKS (139), Terpenos
(113), RiPPs (151), PKSI (150), Sacaridos (27) y otros (169). La categoria NRPS fue la
que mostro la mayoria (80%) de GFCs identificados entre los géneros. En cuanto a los
GCFs formados entre géneros, no se observé la formacion de ninguna familia. Sin
embargo, entre genomas del mismo género si se observaron agrupaciones. En particular,
el género Micromonospora mostré la mayor agrupacion de familias entre los BGCs
analizados, correspondiente a un 6.7% del total de GCFs observadas. Por su parte, para
el genoma LOL-028, perteneciente al subclado “a” de Micromonospora, se observo que
todos sus BGCs formaron GCFs exclusivamente con los genomas de este subclado, lo
que resalta la similitud y especificidad genética existente dentro de este subclado.

En general, se identificaron 3 GCF con coincidencias en la base de datos de MIBiG dentro
las categorias de Otros y Otros-PKS. Especificamente, el GCF de la categoria de Otros
se encontro integrado por los genomas LOL-024, LOL-025, M. chersina y M. sediminaris



con relacion al BGC de Desferrioxamine E de Streptomyces sp. (ID38640) (Sosio et al.,
2018). En la clase de Otros-PKS se encontré un GCF conformado unicamente por LOL-
023 relacionado al BGC de Saquayamaycin Z aislado de Micromonospora sp. Tu 6368
(Erb et al., 2009). Los genomas de LOL-023 y LOL-025 se encontraron relacionados con
un GCF 431 (Awakawa et al.,, 2011) y agrupado con otras 11 especies de
Micromonospora (M. auratinigra, M. inositola, M. olivasterospora, M. rhizosphaerae, M.
halophytica, M. coxensis, M. marina, M. echinaurantiaca, M. yangpuensis, M.polyrhachis,
M. pisi).

Para los genomas de Actinomadura LOL-011 y LOL-016, todos sus BGCs formaron
unicamente GCFs entre ellos; particularmente en la categoria de Hibridos de NRPS-PKS
se encontré una coincidencia en las bases de datos con el compuesto Maduropeptin
formando un GCF con la cepa de referencia Actinomadura madurae. Por su parte, en el
genoma Nocardiopsis LOL-012, ningun GCF tuvo relacién de similitud con lo conocido en
las bases de datos, ni tampoco tuvo GCF compartidos con otros géneros. A pesar de
esto, formo familias principalmente con el genoma de referencia Nocardiopsis sp. CNT-
312, con el que compartio 13 familias, en las categorias de NRPS (4), RiPPS (3), PKSI
(2), Terpeno (1) y Otras (3). Ademas, solamente compartié6 un GCF en la categoria de
“Otros” con los genomas de referencia N. dassonvillei, N. aegyptia, N. sp. NRRL B-16309,
N. lucentensisy N. sp. CNT-312.

En cuanto a la comparacion de los patrones de distribucion de los GCFs entre genomas
de cada uno de los géneros (Fig. 5), se utilizé la distribucién de filogenia del arbol de
MLSA. Particularmente, se observd que los genomas del subclado “a” tuvieron la
formacion de un GFC en la categoria de Terpenos, exceptuando a LOL-023.
Particularmente, en este subclado el genoma LOL-023 al igual que M. pattaloongensis no
contaron con GCF en la categoria Otros-PKS. De manera similar, LOL-014 y LOL-013 no
presentaron ningun GCF relacionado con la clase de Sacaridos. Con respecto al subclado
“b” se observaron los contrastes en los patrones de distribucidn. Especificamente, se
observo que LOL-024 carece de GCF en la categoria de PKSI. Cabe sefalar que LOL-
024 presenta GCFs exclusivos en comparacion con M. phaseoli, especificamente en las
clases de Sacaridos (1) y RiPPs (7). También, en el subclado “c” se observaron
discrepancias, por ejemplo unicamente en la clase RiPPs, LOL-025 exhibid la presencia
de 3 GCFs que no se encontraban en su homélogo mas cercano, M. echinofusca.

Con relacion al clado de Actinomadura, los patrones de distribuciéon de GCF fueron
iguales entre LOL-011 y LOL-016, compartiendo todos sus GCFs (32). Mientras que
respecto a su homologo mas cercano (A. cremea), solo comparte 15 GCF. Los patrones
de distribucion en los genomas de Nocardiopsis no formaron un GCF relacionado con la
clase Sacaridos, excepto N. dassonvillei. Mientras que los genomas de Nocardiopsis. sp.
NRRL B.16309, Nocardiopsis. sp CNT-312 y LOL-012 no contaron con GCFs de las
clases Hibridos PKS/NRPS. Asimismo, el genoma LOL-012 conté con un GCF en la clase
Otros PKS que su homélogo mas cercano Nocardiopsis. sp CNT-312.

Adicionalmente, se comparé entre GCFs de los géneros con respecto a otros genomas
presentes en el estudio. Se observo la presencia de tres grupos, cada uno representativo
de un género especifico. Puntualmente, en el género Nocardiopsis, se determind que con
la especie filogenéticamente mas cercana comparte un 13% de GCF, marcando la
maxima correlacion en este grupo. En el caso del género Actinomadura, se destaco una
asociacion completa entre los genomas LOL-011 y LOL-016, alcanzando un 100% de



coincidencia en sus GCFs. Adicionalmente, ambos genomas compartieron GCFs con el
genoma A. cremea en un 32%.
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Fig. 5. Presencia/ausencia de GCFs en los géneros Micromonospora, Actinomadura,
Nocardiopsis. Las columnas en la matriz corresponden a la clase dadas por BiGSCAPE y
las filas a los genomas organizados con base en filogenia de MSLA. La ausencia de cada
clase se muestra en blanco y la presencia de cada clase se encuentra coloreada de
acuerdo con el codigo de color que se muestra en la imagen

Fig. 5. Presence/absence of GCFs in the genera Micromonospora, Actinomadura,
Nocardiopsis. The columns in the matrix correspond to the class given by BiGSCAPE and
the rows to the genomes organized based on MSLA phylogeny. The absence of each
class is shown in white, and the presence of each class is colored according to the color
key shown.
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Fig. 6. Mapa de calor de comparaciones de GCFs entre géneros de actinobacterias. Los
genomas estan ordenados en ambos ejes de acuerdo con el orden del arbol MLSA. La
escala de 1-100 representa el porcentaje de GCFs compartidos. En donde las
comparaciones son igual a 0 se muestran en gris.

Fig. 6. Heat map image of GCF comparisons between actinobacterial genera. Genomes
are sorted on both axes according to MLSA order. The scale of 1-100 represents the
percentage of shared GCFs. Where comparisons are equal to 0 they are shown in gray.

Con respecto al género Micromonospora, se observd que el porcentaje de GCFs
compartidos fue superior al 50% entre los genomas mas cercanos (LOL-015, LOL-014,
LOL-028, LOL-027 y LOL-013). Sin embargo, al incorporar al analisis a LOL-021, un
genoma mas distante con respecto al grupo anteriormente mencionado, el porcentaje se
redujo a un 36% de GCF compartidos y al agregar a LOL-023 el porcentaje también se
redujo a un 21% de GCF compartidos. Ademas, la comparacién del subclado “a” con
respecto al genoma de referencia filogenéticamente mas cercano de M. pattaloongensis,
solamente se compartieron un 3% de GCF. Por otro lado, el subclado “b” y “c”
compartieron entre ellas un 13%, y con sus genomas de referencia mas cercanos M.
phaseoli y M. echinofusca un 26% y un 30%, respectivamente. Lo anterior sugiere que
existe una cierta diversidad genética en la que entre mayor sea la distancia filogenética
que existe entre genomas, comparten menos GCF. Por lo que, esto enriquece nuestra
comprension de las relaciones gendmicas dentro de los géneros estudiados, ofreciendo
una vision detallada de las similitudes y posibles diferencias funcionales entre los

genomas.



4. DISCUSION

La secuenciacion y analisis de genomas se ha convertido en una herramienta de gran uso
para la clasificacion taxondémica y filogenética de bacterias, para poder comprender las
relaciones evolutivas y su diversidad genética. Garcia-Lopez et al. (2019) y Lalucat et al.
(2020) resaltan la importancia de estas clasificaciones para aclarar las relaciones
taxondmicas y reorganizar las especies dentro de los géneros utilizando genomas.
Especificamente, estas clasificaciones resultan cruciales para asignaciones taxonémicas
precisas, siendo particularmente relevantes en el caso del descubrimiento de nuevas
especies bacterianas (von Meijenfeldt et al., 2019). En este estudio el analisis inicial de
identificacion del gen 16S ARNr y los analisis filogendmicos demostraron ser herramientas
utiles durante la clasificacion taxondmica y filogenética de los genomas de este estudio,
utilizando las cepas tipo mas cercanas filogenéticamente en el gen 16S ARNr. Por
ejemplo, esto permitio la diferenciacion de los genomas LOL-011 y LOL-016 entre los
géneros Spirillospora y Actinomadura, que anteriormente se ha reportado la estrecha
relacion que existe entre ellos. Por lo que estudios gendmicos son necesarios para aclarar
este tipo de relaciones (Nouioui et al., 2018; Zhang et al., 2001) y resultan esenciales para
una comunicacion efectiva de los resultados cientificos, y también contribuyen de manera
significativa a la robustez y claridad del marco taxondmico en la investigacion bacteriana
(Parks et al., 2019).

Estudios del gen 16S ARNr han puesto en evidencia las limitaciones de este método en la
designacion a nivel de especies debido a su alto grado de conservacion; a pesar de este
grado de similitud, diferenciaciones nucleotidicas del gen 16S rARN han revelado, que
una sola base en regiones variables puede revelar nuevas especies (Cho et al., 2020;
Mateo-Estrada et al., 2019; Millan-Aguifaga et al., 2017). Por lo que es necesario utilizar
analisis complementarios como MLSA, ANI, y dDDH para determinar a mayor precision la
identificacion de actinobacterias, asi como de otros grupos de bacterias (Baig et al., 2021,
Mohamad Naim et al., 2022). Por ejemplo, anteriormente se consideraba 98.7% de
similitud en el gen 16S ARN, como valor de corte para delimitar especies (Stackebrandt
and Eberts, 2006). Actualmente, esta regla se ha modificado y no es aplicable a todos los
geéneros (ej. Salinispora, Micromonospora y Bacillus), ya que basta con cambios de un
solo nucledtido en su secuencia para asignar nuevas especies (Roman-Ponce et al.,
2020; Pinto-Almeida et al., 2021; Said Hassane et al., 2020). En los 12 genomas de este
estudio se tuvieron valores >99% de similitud en el gen 16S ARNr, por lo que analisis
complementarios como el MLSA aunadas a métricas como ANI y dDDH, resultaron
esenciales para realizar una correcta delimitacién de las especies (Alanjary et al., 2019;
Lalucat et al., 2020). Los genomas de estudio sugieren con base en los analisis de MLSA,
ANI y dDDH (ANI <80% y dDDH ~21%) que los 9 genomas de Micromonospora, pueden
representar 5 cepas candidatas a nuevas especies. Por lo que sugerimos es necesario
realizar analisis fenotipicos detallados incluyendo evaluaciones quimiotaxondémicas y
fisiologicas, ademas de una reconstruccion filogenética del nucleo de los genomas y para
poder concluir si en efecto se pudieran proponer nuevas especies.

En el caso de los genomas de Actinomadura y Nocardiopsis, éstos se encontraron por
encima de los valores de corte de ANI y dDDH en la delimitacion de las especies con
respecto a sus genomas de referencia mas cercanos de Actinomadura cremea
(Preobrazhenskaia et al., 1975) y Nocardiopsis luncentensis (Yassin et al., 1993). Se logro
confirmar mediante los resultados filogendmicos que ambos genomas del género
Actinomadura se agrupan con la especie Actinomadura cremea, lo que se asigné
previamente por Zamora et al. (2022) utilizando solo el gen 16S ARNr. En lo que respecta
al genoma afiliado al género Nocardiopsis, los resultados de ANI (>95%) mostraron que la



cepa Nocardiopsis. sp CNT-312 (Schorn et al., 2016) fue la especie mas cercana
filogenéticamente al nivel jerarquico de especie; sin embargo, el analisis de dDDH con un
valor de 61.30, sugiere delimitarla como nueva especie. Este tipo de resultados, donde los
valores de corte de dDDH y ANI estan por debajo o se encuentra muy cercano del valor
limite, ha sido reportado en recientes estudios en genomas de actinobacterias como
Micromonospora y Rhodococcus (Abdel-Mageed et al., 2021; Riesco et al., 2018;
Thomson et al., 2020). Es importante hacer mencion que las diferencias reportadas en los
indices también se pueden deber al método utilizado para su calculo. Por lo que se debe
de tomar en consideracion este tipo de diferencias a la hora de reportar una posible
diferenciacién genética entre genomas a nivel de especie. Ademas, dada la amplia
diversidad genética y evolutiva de las bacterias, se recomienda considerar la historia
evolutiva de los taxones (Palmers et al., 2020; Riesco et al., 2018; Thomson et al., 2020).
Debido a lo antes mencionado y a los resultados filogenéticos de este estudio, seria
adecuado realizar mas estudios entre el genoma de Nocardiopsis sp. (LOL-012) y
Nocardiopsis sp. (CNT-312).

Con mineria gendmica fue posible obtener los perfiles gendmicos asociados a
metabolismo secundario que nos permite predecir el tipo de compuesto que las cepas de
estudio podrian tener la capacidad de producir y que ademas pudieran tener propiedades
bioactivas (Gregory et al., 2019). Para el género Micromonospora se han reportado una
gran diversidad de BGCs. Por ejemplo, recientemente Yang et al. (2021) para cepas de
Micromonospora aisladas de una esponja marina (Craniella sp.) reportaron un total de 22
BGCs en la cepa M. craniellae LHW63014", en comparacién al maximo de 30 BGCs
observados en este estudio para el mismo género. Se ha observado que las bacterias
simbiontes tienen un tamafo de genoma reducido debido a que han modificado
principalmente sus rutas metabdlicas para complementar algunas particularidades de la
ecologia y fisiologia del huésped, lo que podria explicar la diferencia entre los genomas
de este estudio (Moran and Wernegreen, 2000; Rio et al., 2003). Por otra parte, el numero
de BGCs en los géneros Actinomadura y Nocardiopsis observados es mayor al reportado
en aislados de ambientes distintos al marino donde el numero tiende a ser menor i.e.
ambientes terrestres (Tarantini et al., 2021; Xu et al., 2018). Esto en gran medida se
puede deber a diferentes factores como el tamafo del genoma, transferencia horizontal,
contenido de BGC y especificidad de BGCs (Seshadri et al., 2022). Las actinobacterias
marinas tienden a tener una mayor diversidad y numero de BGCs en comparacion con las
terrestres (Li et al., 2023; Silva et al., 2017), esto podria deberse a la competencia por
recursos en ambientes marinos que impulsa la evolucion de una mayor variedad de
productos naturales para la defensa y la comunicacién intermicrobiana (Liu and Kakeya,
2020; Tuttle et al., 2019; van der Lee and Medema, 2016). Esto es relevante para
comprender la biologia y ecologia detras de la produccidon de metabolitos secundarios aun
en especies del mismo género, y por lo tanto los factores que promueven su produccion y
su potencial para desarrollar nuevos farmacos (van Bergeijk et al., 2020).

Una de las categorias de metabolismo secundario observadas con mayor abundancia fue
la de los terpenos, la cual se encontro presente en todos los genomas de este estudio. La
mayoria de los terpenos observados se encuentran relacionados a los genomas de
Micromonospora; coincidiendo con lo reportado por Carro et al. (2018) donde reportan
que la mayoria de los BGCs presentes son terpenos (82 BGCs) en 40 genomas de
Micromonospora aisladas de diferentes ambientes. Sin embargo, en este estudio no
observamos similitud con alguna familia o compuesto especifico. Se conoce que los
terpenos tienen diversas funciones, entre ellas la formacion de pigmentos en bacterias
(Xie y Elsheikh, 2021). La pigmentacion observada en las colonias de bacterias en
nuestro estudio proporciona informacioén relevante sobre las caracteristicas fenotipicas de



las cepas (Caruso et al. 2022; Gomes et al. 2022). La variacion en la intensidad y el color
de las pigmentaciones puede indicar la produccion de metabolitos especificos o la
adaptacién a ciertos ambientes. Por ejemplo, las colonias con una pigmentacion intensa
rojo-amarillo podrian sugerir la presencia de carotenoides, compuestos conocidos por sus
propiedades antioxidantes (Aruldass et al., 2018; Dawoud et al., 2020; El-Tarabily et al.,
2021). Ademas, la pigmentacion oscura en algunas colonias podria indicar la produccién
de compuestos como melanina, que a menudo estan relacionados con la proteccién
contra el estrés ambiental (Pavan et al., 2019). Estos hallazgos concuerdan con
observaciones previas en otros estudios que han identificado la relacion entre la
pigmentacién y la adaptacion de las bacterias a su entorno (Dieser et al., 2010; Fong et
al., 2001; Singh et al., 2017). Uno de los carotenoides mas estudiados es la astaxantina,
un pigmento rojo reportado en bacterias marinas (Liu et al., 2020) y que se ha reportado
que cuenta con una fuerte actividad antioxidante (neutralizando las especies reactivas de
oxigeno (ROS)), antiinflamatoria y antiapoptética (Asker et al., 2018; Brotosudarmo et al.,
2020; Hassan et al., 2021). En el contexto de la produccion de carotenoides en
actinobacterias marinas, Sandmann (2021) destaca la notable diversidad de carotenoides
sintetizados por este grupo, incluyendo aquellos con una longitud de cadena C50, grupos
terminales aromaticos y ceto-carotenoides. De igual manera, subraya la capacidad de las
actinobacterias marinas para sintetizar carotenoides con estructuras quimicas variadas
(e.g. pigmentos), lo cual puede influir en sus propiedades biolégicas y potenciales
aplicaciones. Sin embargo, para las cepas aisladas de LOL aun existe un amplio espacio
para la exploracion y caracterizacion de los terpenos que potencialmente pueden producir
y respecto a su funcion en la célula y en el ecosistema marino.

Los PKS y NRPS fueron las siguientes dos clases de grupos de genes biosintéticos que
fueron observados con mayor abundancia en los genomas de este estudio. Este tipo de
clases se han reportado asociados a una gran cantidad de los antibiéticos y antifungicos
conocidos (Cragg y Newman, 2013). Se han reportado recientemente la presencia de
estas clases de BGCs, en particular PKS-I y NRPS, con diferentes actividades en los
géneros  Streptomyces, Micrococcus, Brachybacterium, Micromonospora 'y
Saccharomonospora aislados de diferentes habitats, entre ellos ambientes marinos e
hipersalinos (Shayesteh et al., 2020; Anggelina et al., 2021; Ramirez-Duran et al., 2021).
En particular, este estudio sugiere que las actinobacterias marinas tienen la capacidad de
sintetizar biosintéticamente clusteres de PKS y NRPS, lo que implica un potencial para la
produccion de nuevos compuestos bioactivos. Se debe tener en cuenta que, aunque los
compuestos producidos pueden no mostrar actividad directa contra otras bacterias, en el
medio ambiente pueden presentar propiedades biolégicas alternativas de beneficio para
las células que los producen. Por ejemplo, al examinar los genomas del género
Micromonospora, identificamos que los genomas LOL-024 y LOL-025 presentan grupos
de PKS tipo-lll, pertenecientes a la produccion de Alkyl-O-dihydro geranyl methoxy
hydroquinona; un tipo de lipido fendlico prenilado que se cree por otros tipos de
alkylquinonas que pueda estar relacionado con la rigidez de la membrana celular. Ademas
de otros BGCs de Sideroforos como la desferrioxamina E y moléculas osmoprotectoras
como ectoina y N-acetilglutaminilglutamina amida (NAGGN).

En particular, la presencia de ectoina en todos los genomas del género Actinomadura y
Nocardiopsis confirman lo reportado por Arulpraskasam y Dharumadurai (2021), en donde
sefalan que el grupo de genes de sintesis de la ectoina se encuentra conservado en
todos los géneros de actinobacterias, excepto en el género Micromonospora, lo cual se
confirma en este estudio. Es importante mencionar que se ha reportado que la ausencia
de ectoina se ha correlacionado con la presencia de NAGGN en Micromonospora, como
también lo observamos. Los genes de ectoina y NAGGN tienen una funcidn



osmoprotectora, la cual es importante para contrarrestar y mantener el equilibrio osmético
en su entorno (Arulpraskasam and Dharumadurai, 2021; Abdel-Mageed et al., 2021). Con
base en lo anterior, consideramos que la presencia de estos grupos de genes en los
genomas de cepas LOL juegan un papel clave en la sintesis de compuestos
osmoprotectores, que resultan relevantes en ambientes con altas salinidades como la
Laguna Ojo de Liebre.

A pesar de la abundancia de GCFs detectados en la formacion de redes de similitud,
resultd que su porcentaje de homologia fue significativamente bajo, registrando menos del
1% en comparacién con aquellos ya documentados en las bases de datos de referencia.
Esto sugiere que las actinobacterias cuyos GCFs exhiben bajos niveles de homologia con
aquellos conocidos poseen un potencial elevado para la produccion de compuestos
novedosos con actividad biolégica (Hifnawy et al., 2020; Soldatou et al., 2021). Cabe
mencionar que las cepas de este estudio han reportado actividad biolégica contra
diferentes lineas celulares de cancer (Zamora et al., 2022), y los analisis de masas de
estos extractos revelaron una escasa similitud con las masas de compuestos previamente
consignados en la literatura cientifica (Zamora et al., 2022). Estos resultados fortalecen la
hipétesis de que las actinobacterias con GCFs poco homélogos ofrecen un reservorio
prometedor para la identificaciéon de nuevos compuestos bioactivos.

Los dos genomas del género Actinomadura que se analizaron es este estudio (LOL-011 y
LOL-016) tuvieron entre ellos un 100% de similitud en sus patrones de distribucién de
GCF; asi como alta similitud con el genoma de referencia mas cercano (A. cremea). Estos
analisis apoyan la afiliacion quimiotaxonémica de nuestras cepas a esta misma especie.
Una familia de genes ya estudiada y conocida que estos genomas poseen es la del
hibrido de PKS-NRP, que produce el compuesto Maduropeptina. Este compuesto fue
inicialmente aislado de la cepa A. madurae ATCC 39144 y descrito por Van Lanen et al.
en 2007, y pertenece a la familia de antibiéticos antitumorales de la enedina. Su
estructura incluye una proteina transportadora (MDP) y un cromoforo, propuesto que se
compone de cuatro enzimas: MdpB, MdpB1, MdpB2 y MdpB3 (Ling et al., 2010). Debido
al alto grado de similitud con esta ruta metabdlica en nuestros genomas, podemos inferir
que también la especie A. cremea, tiene el potencial de producir dicho compuesto; lo que
sugiere que las cepas correspondientes a los genomas estudiados tienen el potencial de
producir al menos un compuesto con propiedades antibiéticas y antitumorales.

Por otra parte, los patrones de distribuciéon del genoma LOL-012 con respecto a su
genoma filogenéticamente mas cercano, Nocardiopsis sp CNT-312, presentaron cinco
diferencias en categorias como RiPPs, PKSI, Terpenos y Otros lo que representa que
comparten un 54% en sus comparaciones de GCFs. Lo cual nos puede indicar un valor
alto de similitud y apoya la hipotesis de que representan la misma especie. Sin embargo,
a pesar de tener altos niveles de similitud con respecto a los GCFs observados, sera
necesario realizar mas estudios para considerar clasificar como una nueva especie. El
potencial del genoma de Nocardiopsis LOL-012 revelé grupos de genes relacionados con
la produccion de compuestos con propiedades antimicrobianas, dado que este género ha
sido reconocido por su capacidad sobresaliente en la produccion de tales compuestos
(Bennur et al., 2015).



5. CONCLUSION

El analisis gendmico realizado permitié evaluar las relaciones filogenéticas y el potencial
biosintético de las cepas de actinobacterias aisladas de los sedimentos de la Laguna Ojo
de Liebre. La combinacién de herramientas como la comparacion de las secuencias del
gen 16S ARNr, junto con los analisis de MLSA, ANI y dDDH, facilité una identificacion
robusta y, en algunos casos, permitié proponer nuevas especies, como resulté con las
cepas del género Micromonospora. Ademas, la mineria genomica reveldé una notable
diversidad de genes biosintéticos, particularmente aquellos relacionados con la
produccion de terpenos, PKS y NRPS, lo que sugiere un considerable potencial de estas
actinobacterias para la sintesis de compuestos bioactivos con aplicaciones
biotecnoldgicas, especialmente terapéuticas. Los resultados de este estudio refuerzan la
idea de que las actinobacterias provenientes de ambientes extremos, como la Laguna Ojo
de Liebre, representan una fuente prometedora de metabolitos. Sin embargo, se resalta la
necesidad de realizar estudios fenotipicos adicionales que permitan confirmar la
delimitacién de especies y explorar con mayor profundidad el potencial de estas bacterias
en el desarrollo de nuevos farmacos.
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MATERIAL SUPLEMENTARIO

Tabla S1. Delimitacion de las especies de las 12 actinobacterias por gen 16S RNAr, ANl y dDDH

Table S1. Species delimitation of the 12 actinobacteria by 16S rRNA, ANl and dDDH gene

Gen 16S RNAr

Muestra Género Especie % Género Especie % Género Especie %

LOL-12 Nocardiopsis fildesensis*  99.73%  Nocardiopsis sp. CNT312 95.16  Nocardiopsis sp. CNT312 61.30
LOL-11 Actinomadura cremea 99.93%  Actinomadura cremea 97.26  Actinomadura cremea 76.70
LOL-16 Actinomadura cremea 99.93%  Actinomadura cremea 97.27 Actinomadura cremea 76.60
LOL-24 Micromonospora  phaseoli 99.72%  Micromonospora phaseoli 92.18 Micromonospora phaseoli 46.90
LOL-25 Micromonospora citrea 99.79%  Micromonospora echinofusca 93.43 Micromonospora echinofusca 50.50
LOL-13 Micromonospora spongicola®* 99.93%  Micromonospora pattaloongensis  80.56 Micromonospora pattaloongensis 21.60
LOL-14 Micromonospora spongicola* 99.93%  Micromonospora pattaloongensis  80.51 Micromonospora pattaloongensis 21.60
LOL-15 Micromonospora spongicola*  99.93%  Micromonospora pattaloongensis  80.61 Micromonospora pattaloongensis 21.60
LOL-21 Micromonospora spongicola®*  99.93%  Micromonospora halophytica 80.52 Micromonospora halophytica 21.50
LOL-23 Micromonospora spongicola*  99.51%  Micromonospora deserti 80.29 Micromonospora deserti 21.80
LOL-27 Micromonospora  spongicola®* 99.93%  Micromonospora pattaloongensis  80.54  Micromonospora pattaloongensis 21.60
LOL-28 Micromonospora spongicola* 99.93%  Micromonospora pattaloongensis  80.59 Micromonospora pattaloongensis 21.70

*Secuencias de genomas completos que no se encuentran en las bases de datos. % = Porcentaje de similitud



A GUIE3 FNGSE0S
11 KC193249

oo R AYG1972,
%4 AY619713

3
2 iy
04360734

Fig. S2. Arbol filogenético de maxima verosimilitud basado en el analisis del 16S
ARNr con 229 cepas tipo generado con 1000 iteraciones. Los rombos negros
indican los valores de soporte de las ramas 100%, los cuadrados sin relleno indican
valores de soporte de ramas de 80-99% y los circulos sin relleno indican valores de
soporte de ramas de 50-79%. En color morado se muestran las bacterias del género
Nocardiopsis, en color rojo las bacterias del género Actinomadura 'y en color azul las
bacterias del género Spirillospora, en color verde las bacterias del género
Micromonospora y en color amarillo se muestra el grupo externo Streptomyces
coelicolor.

Fig. S2. Maximum likelihood phylogenetic tree based on 16S rRNA analysis with 229
type strains generated with 1000 iterations. Black diamonds indicate 100% branch
support values, unfilled squares indicate branch support values of 80-99% and
unfilled circles indicate branch support values of 50-79%. Bacteria of the genus
Nocardiopsis are shown in purple, bacteria of the genus Actinomadura are shown in
red, bacteria of the genus Spirillospora are shown in blue, bacteria of the genus
Micromonospora are shown in green and the outgroup Streptomyces coelicolor is
shown in yellow.



Capitulo 4.- Genes de estrés y genes de
adaptacion al medio marino

1. Introduccion

El medio ambiente marino presenta un conjunto de variables fisicoquimicas que
requieren adaptaciones especializadas de los organismos que lo habitan (Qin et al.,
2019). A diferencia de los entornos terrestres, el medio marino se caracteriza por
altos niveles de sal, presion y disponibilidad de oxigeno, asi como temperaturas
fluctuantes y disponibilidad de nutrientes (Saadouli et al., 2022; Qin et al., 2019;
Yaradoddi and Konto, 2022). En los ultimos anos, el medio ambiente marino ha
tomado protagonismo debido a que alberga una gran variedad de microorganismos,
entre ellos las actinobacterias, que a través de la presidn y seleccion han
desarrollado adaptaciones especificas como la expresién de genes de adaptacion y
respuesta ante distintos tipos de estrés y condiciones fisicoquimicas (Poli et al.,
2017; Gribble, 2015; Saadouli et al., 2022; Torres-Beltran et al., 2012; Yaradoddi
and Konto, 2022). Por ejemplo, han desarrollado mecanismos genéticos especificos
para hacer frente a condiciones como altas temperaturas, elevada salinidad y la
disponibilidad limitada de nutrientes (Yaradoddi and Konto, 2022).

La clave de la adaptacion de las actinobacterias marinas a las condiciones
ambientales marinas radica en la expresion y regulacién de genes especificos.
Estudios gendmicos y transcriptomicos han revelado un repertorio de genes
asociados con la sintesis de compuestos osmoprotectores, la resistencia a la
radiacion ultravioleta, y la capacidad de metabolizar sustratos presentes en
ambientes marinos (Fuchino et al., 2017; McParland et al., 2021; Meena et al., 2020;
Rasuk et al., 2017). Por lo que, las actinobacterias poseen complejas redes
regulatorias que controlan diversos procesos adaptativos que estan relacionadas
con la produccién de metabolitos secundarios (van der Meij et al., 2017). Entre los
genes cruciales identificados sé encuentran aquellos implicados en la sintesis de
osmoprotectores, como la trehalosa (treY), prolina (proP), betaina (betA) y ectoina
(ect) que actua como regulador del equilibrio osmaético interno. Ademas, la presencia

de sistemas de reparacion de ADN (adnK) y la expresion de proteinas antioxidantes



revelan estrategias adaptativas para contrarrestar el estrés oxidativo inducido por
factores abidticos (von Rosen et al.,, 2021). Un ejemplo de lo anterior, es la
regulacion ejercida por el segundo mensajero guanosina pentafosfato (p)ppGpp,
que tiene una participacion importante en la regulacion del ciclo de vida de los
actinomicetos. La acumulacién del (p)ppGpp induce una respuesta contra el estrés
nutricional regulando diversos procesos conservados en las bacterias, como la
biosintesis de aminoacidos, sintesis de ARNr y ARNt, resistencia a antibidticos,
virulencia de patoégenos, persistencia a largo plazo, competencia y formacion de
biopeliculas; a su vez, la (p)ppGpp se ha encontrado que tiene efectos reguladores
sobre la biosintesis de antibidticos en las actinobacterias del género
Saccharopolyspora (van der Meij et al., 2017; Xu et al., 2018). Asi que la
comprension detallada de la funcion y regulacion de estos genes en las
actinobacterias marinas no solo puede contribuir a la apreciacion de la adaptabilidad
microbiana, sino que también tiene implicaciones importantes durante la sintesis de
compuestos naturales y la bioprospeccién de moléculas con potencial farmacolégico

y biotecnoldgico.

2. Objetivo

Evaluar la presencia de genes relacionados con la respuesta al estrés y la
adaptacion al medio marino en 12 genomas de actinobacterias aisladas de

sedimento de la Laguna Ojo de Liebre, México.

3. Metodologia

3.1. Seleccion de genes relacionados con el estrés y adaptacion al
ambiente marino

Para identificar los genes que se han encontrado asociados al estrés y la adaptacion
marina se realizdé una busqueda en la literatura. Se encontraron un total de 20 genes
de diferentes clases incluyendo estrés oxidativo, estrés osmético, choque térmico,
deteccion de inanicidon, sensibles al redox y absorcién de hierro (Tabla 1).
Posteriormente, se llevd a cabo una consulta en las bases de datos de NCBI
(https://www.ncbi.nim.nih.gov/) e InterPro (https://www.ebi.ac.uk/interpro/) de la
disponibilidad de las secuencias de estos genes para descargarlas y para la

obtencidén del numero identificador que asigna pfam a las secuencias.



Tabla I. Listado de genes de estrés y genes de adaptacion al ambiente marino

Clase
betA (oxygen dependent choline dehydrogenase)
oxyR (hydrogen preroxide-inducible genes
activator)
hmpA (flavohemoprotein) Estrés oxidativo
SoxR (redox-sensitive transcriptional activator)
soxS (redox sensitive transcriptional regulator)
SOD (superoxide dismutase)
ectC (L-ectoine synthase)
chdH (choline dehydrogenase)
proP (osmosensory transporter coiled coil)
stpA (glucosylglycerol-phosphate phosphatase) Estrés osmatico
otsA (trehalose-6-phosphate synthase)
treY (trehalose)
BTCC (betaine transporter)
dnaK (heat shock protein) (chaperone)
grpE (nucleotide exange factor) Choque térmico

hrcA (heat-inducible transcription repressor)
rspA (starvation sensing protein) . o
] Deteccidén de inanicion
(p)PPGpp (guanosine pentaphosphate)
rex (redox-sensing transcriptional repressor) Sensibles al redox

fur (ferric uptake regulator family) Absorcion de hierro

3.2. Evaluacioén de la presencia de genes de estrés y adaptacion al
ambiente marino en los genomas de actinobacterias

Para identificar la presencia de genes relacionados con la respuesta al estrés y
adaptacion al ambiente marino, se realizé la busqueda de los genes seleccionados
(Tabla 1) en los 12 genomas de actinobacterias siguiendo dos aproximaciones: 1) se
realizé una busqueda considerando las anotaciones de los marcos de lectura de los
genomas utilizando el numero de identificacion que asigna la base de datos PFAM a

las proteinas y 2) se realizd un alineamiento BLAST con las secuencias completas



de los marcos de lectura identificados en los genomas, previamente traducidas de
aminoacidos a nucleotidos, y la base de datos de las secuencias de referencia. El
objetivo del BLAST fue maximizar la busqueda de genes y no subestimar su
presencia en caso de que no fueran identificados por numero PFAM. Para la
generacion de la base de datos de referencia se consideré como parametro de
seleccidn de secuencias un rango de longitud que fuera representativo de la mayor
cantidad de informacion a comparar entre las secuencias. El rango de longitud,
considerando la diversidad del tamafo de los genes, fue de entre 324 - 1839 pb.
Para el analisis de BLAST se ultilizé la opcion blastn con los parametros por defecto
y se consideraron las asignaciones con base en el porcentaje de identidad (>80%),

cobertura del gen a consultar (>70%) y el valor-e (<0.05).

Para poder evaluar y comparar la presencia de los genes identificados en los
genomas, se realizaron dos matrices de ausencia y presencia: 1) con los resultados
obtenidos mediante el andlisis de anotaciones por numero PFAM y 2) con los
resultados del alineamiento BLAST. Los resultados se concatenaron y se obtuvo
una unica matriz de ausencia/presencia la cual se representé visualmente por tipo
de genes de estrés. Para integrar los resultados obtenidos, se elaboraron dos
matrices de ausencia y presencia. La primera matriz se basoé en la filtracion por
namero PFAM. La segunda matriz se derivd de los alineamientos BLAST,
Posteriormente, se combinaron los resultados de ambas matrices para obtener una
unica matriz de ausencia/presencia. Esta matriz final se organizé segun el tipo de
genes de estrés, genoma y estacién de aislamiento, y se representé de manera
visual para proporcionar una representacion clara y ordenada de los datos

obtenidos.

4. Resultados

4.1. Comparacién de los genes en los 12 genomas de
actinobacterias

El analisis de las comparaciones de los genomas realizados siguiendo ambas
aproximaciones, mostré la presencia de genes relacionados con el estrés y la
adaptacion al ambiente marino, dentro de las siguientes categorias: estrés oxidativo,

osmotico, choque térmico, deteccion de inanicidén y captacion de hierro. De manera



general, se observaron diferencias en el porcentaje de coincidencias identificadas
entre las secuencias de los genomas y la base de datos de referencia. EI genoma
LOL-012 del género Nocardiopsis mostré un 56% de coincidencias con los genes
seleccionados, mientras que los genomas LOL-011 y LOL-016 del género
Actinomadura presentaron un 61%, compartiendo el mismo patron de presencia
entre ambos genomas (Fig. 1). En comparacion, los genomas del género
Micromonospora mostraron diferentes porcentajes de coincidencias y patrones de
presencia de genes en relacién a los subclados observados para este género (Fig.
1). Por ejemplo, los genomas LOL-013, LOL-014, LOL-015, LOL-021, LOL-023,
LOL-027 y LOL-028 del clado “a” presentaron un rango de coincidencias entre el
28% y el 39%. El genoma LOL-024 del clado “b” y el genoma LOL-025 del grupo “c”
mostraron un 39% de coincidencias cada uno. Finalmente, los genomas LOL-013,
LOL-014, LOL-027 y LOL-028 mostraron el mismo patrén de presencia de los genes
observados, lo que representa un 30% de coincidencias (Fig. 1).

Estrés oxidative

Estrés osmético

Choque térmico

Deteccion de
inanicién

Redox-
sensible

Captacion
de hierro

Muestra/

betA oxyR hmpA soxR soxS SOD
genes

ectC chdH proP stpA otsA treY BTCC

dnak grpE hrcA

rspA  (P)PPGPP

rex

fur

LOL-012
LOL-011
LOL-016
LOL-024
LOL-025
LOL-013
LOL-014
LOL-015
LOL-021

LOL-023 -

LOL-027

LOL-028

Boca de la laguna
Parte media de la laguna
Cabeza de la laguna

Figura 1. Matriz de ausencia/presencia de genes de estrés, genes de adaptacién al

ambiente marino y partes de aislamiento dentro de la laguna Ojo de Liebre.

Ademas, para las distintas categorias, se observaron patrones de presencia en
relacion a los géneros de actinobacterias a los que corresponden. Referente a los
genes de estrés oxidativo, se analizaron y compararon un total de seis genes: betA,
oxyR, hmpA, soxR, soxS y SOD (Tabla |), los cuales se encontraron presentes en
los genomas con una distribucion diferenciada para cada género. Por ejemplo, el

genoma LOL-012 del género Nocardiopsis presentd solo cuatro genes (oxyR, hmpA,




soxS, SOD). En contraste, ambos genomas de Actinomadura, LOL-011 y LOL-016,
contaron con dos de estos (betA y oxyR). Mientras que los genomas del
Micromonospora contaron con un total de cinco genes (betA, oxyR, hmpA, soxS,
SOD). Cabe destacar que el gen soxR se encontré representado en todos los
genomas de este género. Asi como los genes soxS y oxyR solo se encontraron en
dos genomas de este género (LOL-015 y LOL-021), y el gen hmpA solo en el
genoma de LOL-024. Ademas, el genoma LOL-023 se destaco por la presencia de
el gen betA, que no se encontraron en otros genomas de este género. También
cabe destacar que dentro de este género los genomas LOL-025, LOL-013, LOL-014,
LOL-027 y LOL-028 contaron con solo un gen en esta categoria (soxR), mientras
que, algunos genomas contaron con dos genes, el genoma LOL-024 (hmpA y
soxR), LOL-015 (soxR 'y soxS), LOL-021 (oxyR y soxR )y LOL-023 (betA y soxR).

Para la categoria de estrés osmotico, se analizaron un total de siete genes: ectC,
chdH, proP, ggpP, otsA, treY y BTCC (Tabla |). Los genes de esta categoria no se
encontraron presentes en todos los genomas analizados, se destacaron los
genomas de los géneros Actinomadura y Nocardiopsis. EI genoma LOL-012 de
Nocardiopsis contd solo con cuatro genes (chdH, proP, otsA, treY), mientras que
ambos genomas de Actinomadura, LOL-011 y LOL-016, contaron con cinco genes
(ectC, chdH, proP, otsA, treY). Para el género Micromonospora, se observd que solo
los genomas LOL-024 y LOL-025 solo contaron con la presencia del gen ftreY, y
LOL-023 con la del gen chdH.

Con respecto a los genes relacionados con el choque térmico, se utilizaron tres
genes: dnaK, grpE y hrcA (Tabla |), los cuales fueron identificados en 11 de los 12
genomas analizados. En el genoma LOL-012 de Nocardiopsis se observaron los
genes dnaK y grpE, mientras que en todos los genomas de Actinomadura y
Micromonospora estuvieron los tres genes representativos de esta categoria. Para
evaluar la deteccion de inanicion se utilizaron dos genes: rspA'y (p)ppGpp (Tabla I).
El gen (p)ppGpp se encontrd presente en los 12 genomas analizados, mientras que
en el gen rspA se encontré unicamente en los genomas LOL-012 y LOL-025
perteneciente a los géneros Nocardiopsis y Micromonospora, respectivamente.
Ademas, se identificaron los genes rex y fur, que estan relacionados con la

sensibilidad redox y la captacion de hierro, respectivamente (Tabla 1). El gen fur se



encontré unicamente en los genomas LOL-012, LOL-011 y LOL-016 de los géneros
Nocardiopsis y Actinomadura, respectivamente. Mientras que el gen rex se encontro

presente en todos los genomas del género Micromonospora.

4.2. Distribucién de los genomas y genes de estrés en la Laguna
Ojo de Liebre, BCS, México

Los 12 genomas se encontraron distribuidos a lo largo y ancho de la Laguna Ojo de
Liebre, desde la boca, pasando por la central y por ultimo la cabeza de la laguna. La
Fig. 2A muestra que en la parte de la cabeza se encontraron 3 genomas,
correspondientes a LOL-015 en la estacion 2, LOL-021 en la estacion 1 y LOL-024
en la estacion 4. En la parte media o central de la laguna se encontraron la mayoria
de los genomas, Los cuales son LOL-012, LOL-023, LOL-027 en la estacion 6; LOL-
011, LOL-016, LOL-025 en la estacion 3, LOL-028 en la estacion 7 y LOL-013 en la
estacion 8. y finalmente el genoma LOL-014 en la estacion 9. Todos los genomas se
encontraron distribuidos en diferentes estaciones y no hubo un patron que pudiera
ser asociado con la distribucién encontrada filogendmicamente. Por otra parte, la
adaptacion y distribucion de los genes en los genomas de este estudio si se puede
extrapolar a las estaciones de muestreo (Fig. 2). Esto se puede observar en el
numero de genes por categoria en las diferentes estaciones (Figura 2B). Dicha
grafica muestra el numero de genes encontrados por estacion, asi como también
cuantos de estos genes estuvieron presentes en cada una de las estaciones. Las
estaciones 3 y 6 son las que cuentan mayor variedad y cantidad de genes de todo el
estudio. Siendo la estacion 3 la que mayor numero de genes tuvo (32) de todo el
estudio. En estas estaciones se observaron en ellas todas las categorias de genes
relacionados al estrés y a la adaptacion al medio marino. Mientras, que en las
estaciones 1, 2, 4, 6, 7 y 8 el numero de genes y la variedad de categorias de estos

fue menor
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Figura. 2. Distribucion de genes de estrés y adaptacion al medio marino en la
Laguna Ojo de Liebre, BCS, México. A) Localizacién de cada estacion (puntos
amarillos) de muestreo junto a las cepas aisladas en esa estacion (imagen
modificada de la tesis de Zamora-Quintero, 2019). B) grafica de barras donde
muestra el numero de genes y tipo de genes de estrés detectados por estacion. En
color verde-aqua, genes de estrés oxidativo; en color azul-claro, genes de choque
térmico; en color salmon, genes de deteccidon de inanicion; en color amarillo, genes
de éstres osmotico; en color verde-menta, genes sensibles al redox; en color

magenta; genes de absorcion férrica.

5. Discusion

En este capitulo, se evalud la presencia y distribucion de genes relacionados con el
estrés y la adaptacion al ambiente marino en los genomas de actinobacterias
aisladas de sedimentos de la laguna Ojo de Liebre. Los resultados muestran que los
genomas tuvieron coincidencias con la base de datos generada, lo que sugiere que
estos microorganismos poseen respuestas adaptativas a condiciones ambientales
especificas como: sensibilidad a la disponibilidad de nutrientes asi como variaciones

ambientales como cambios en temperatura, salinidad y radiacion UV Los patrones



observados sugieren adaptaciones genéticas especificas en funcion del género y

destaca la complejidad de las estrategias adaptativas en estas bacterias marinas.

El medio ambiente marino se caracteriza por la elevada produccion de especies
reactivas de oxigeno (ROS) como resultado del metabolismo aerébico (Kim and
Gadd, 2019). En bacterias marinas, el estrés oxidativo ademas puede conducir a la
formacion de estructuras de resistencia como esporas que les permita sobrevivir a
condiciones ambientales adversas (Baez and Shiloach, 2014; Marquis, 2004; Memar
et al., 2018). La capacidad de las esporas de Actinobacteria para resistir factores de
estrés ambiental se debe a mecanismos de proteccion especificos. Estos incluyen la
presencia de trehalosa y proteinas asociadas a los nucleoides, que salvaguardan el
material genético del dano oxidativo (Beskrovnaya et al., 2021). Aunque la cubierta
de la espora no es completamente impermeable, permite la entrada controlada de
germinantes que activan la germinacién cuando las condiciones se vuelven
favorables (Behera y Das, 2023). Esto resalta la relevancia evolutiva de la
esporulacion como una estrategia de supervivencia en Actinobacteria (Behera y
Das, 2023; Beskrovnaya et al., 2021). Ademas, de este tipo de estructuras de
sobrevivencia, genomicamente también se pueden encontrar diversos mecanismos
que resulten en la deteccion de moléculas y que regulen la respuesta celular para
prevenir o mitigar dafos por estrés oxidativo. Existen ambientes que crean un
entorno propicio para la produccion y acumulacion de especies reactivas del
oxigeno. Tal es el caso de las lagunas hipersalinas costeras que se encuentran
influenciados por una gran variedad de factores fisicoquimicos (Gutierrez-Galindo et
al., 2007). Dichos factores son caracteristicos de la Laguna Ojo de Liebre, los cuales
influyen significativamente en los niveles de estrés oxidativo de los organismos
acuaticos. Entre los factores clave se encuentran la salinidad, la temperatura, el pH
y la presencia de metales traza disueltos, cada uno de los cuales contribuye a la
salud general del ecosistema y de los organismos que lo habitan (Valdivieso-ojeda
et al., 2021; Walter et al., 2021).

En este estudio, se observaron genes asociados a la respuesta al estrés oxidativo
resaltando soxS, oxyR, hmpA y betA en los genomas de Nocardiopsis,
Actinomadura y Micromonospora (LOL-015, LOL-021 y LOL-023, respectivamente).

En especifico, se ha propuesto que el sistema regulador SoxRS esta relacionado



con la deteccion de moléculas redox activas como la actinorrodina en cepas de S.
coelicolor, induciendo una funcion protectora contra estas moléculas. Ademas, su
funcién es asegurar que las células tengan una diferenciaciéon y produccion de
metabolitos secundarios adecuadas y eficientes (Jung-Ho et al., 2011). De manera
similar, se ha reportado para el gen oxyR una funcién como sensor de peréxido, el
cual solo habia sido estudiado en el género Streptomyces (den Hengst and Buttner,
2008). Recientemente, se ha comenzado a reportar la presencia de este gen en
diferentes géneros incluyendo Arthrobacter, Rhodococcus, Streptomyces, Nocardia
y Microbacterium con el potencial de ser utilizado en la biorremediacién de
diferentes contaminantes como: pesticidas, hidrocarburos aromaticos policiclicos
(HAPs) y metales pesados (Behera and Das, 2023). Ademas, el gen hmpA
(flavohemoglobina), se encuentra relacionado con la respuesta al estrés nitroxido-
sensitivo (Yukioka et al., 2016). Se ha encontrado mediante el modelo mas
estudiado del ciclo del oxido nitrico en Streptomyces coelicolor, que la
flavohemoglobina desempefa un papel crucial en el ciclo del 6xido de nitrégeno al
convertir el oxido nitrico en nitrato, con un mecanismo de retroalimentacion
finamente sintonizado para regular la produccion de flavohemoglobina en funcion de
la concentracion de 6xido nitrico (Chater, 2016; Crack et al., 2015; Sasaki et al.,
2016). Ademas, la enzima colina deshidrogenasa, codificada por el gen betA, juega
un papel crucial en el metabolismo de la colina y recientemente se ha reportado que
se encuentra asociada a la membrana celular y contiene una flavina, lo que indica
que dona electrones a la cadena respiratoria (Breisch et al., 2022; Guillot et al.,
2000). En combinacion, la presencia de estos genes sugiere que las actinobacterias
de los géneros estudiados son sensibles al estrés osmotico y oxidativo, y que es a
través de la expresion de éstos que puede haber distintos mecanismos utilizados
para la supervivencia en ambientes en donde ocurren gradientes fisicoquimicos y
actividad biologica que favorece el estrés oxidativo (Dalmaso et al., 2015).
Actualmente, existen pocos estudios en Actinobacterias sobre la actividad de estos
mecanismos antioxidantes y su potencial importancia en la adaptaciéon a ambientes

hypersalinos costeros como la Laguna Ojo de Liebre.

Otro de los potenciales estresores ambientales relevantes para la laguna es el
estrés osmotico. La capacidad de los microorganismos para adaptarse a

condiciones fluctuantes de salinidad es un aspecto fundamental de su supervivencia



y proliferacion para el ambiente marino (van de Guchte et al., 2002). En los
resultados obtenidos, se observaron ciertos genes asociados a la respuesta al
estrés osmatico en los genomas de los tres géneros de actinobacterias estudiados.
Se destaca la presencia de los genes treY y chdH en los genomas de las cepas
LOL-024 y LOL-025 de Micromonospora, asi como en los genomas de
Actinomadura LOL-011 y LOL-016) y Nocardiopsis (LOL-012) (Rudulier et al., 1984).
Se cree que estos genes desempefan un papel en la respuesta celular al estrés
osmotico, ya que estan relacionados con la produccion de moléculas
osmoprotectoras que ayudan a mantener la integridad celular en condiciones de
limitacion de agua (Zhang et al., 2018). Por ejemplo, la regulacion positiva de genes
implicados en la produccion de osmoprotectores, como la betaina y la prolina, es
una estrategia adaptativa comun observada en microorganismos expuestos a estrés
osmotico (Rudulier et al., 1984). Ademas, la expresion alterada de transportadores
de membrana, incluidas bombas de flujo y de permeasas, puede contribuir al
mantenimiento de la homeostasis celular en condiciones de estrés osmoético. La
respuesta gendmica coordinada al estrés osmatico implica la activacion de varios
genes que responden al estrés, lo que en ultima instancia puede conducir a la
acumulacion intracelular de solutos compatibles y a la modulacion de la composicidon
de la membrana. Aunque las funciones especificas de los genes treY y chdH en la
respuesta al estrés osmotico de Micromonospora, Actinomadura 'y Nocardiopsis aun
no estan completamente caracterizadas, su presencia en estos genomas sugiere un
papel potencial en los mecanismos adaptativos empleados por estas bacterias para
prosperar en entornos con condiciones osmaticas fluctuantes (Ruppel et al., 2013).
A pesar de los avances en el estudio de los genes treY y chdH en actinobacterias,
persisten lagunas en la literatura. Su funcién en entornos no marinos aun no esta
completamente clara, ya que su investigacion se ha centrado mayormente en
ambientes marinos (Mohammadipanah y Wink, 2016; Wang et al., 2023). Esto deja
un vacio sobre su presencia e impacto en ecosistemas de agua dulce y suelos. Por
lo que en futuros estudios se deberia explorar la diversidad genética y las funciones
de estos genes en actinobacterias de diferentes habitats, asi como el efecto de
factores ambientales en su expresion y vias metabdlicas asociadas a estos genes
(Qin et al. 2019).



Adicionalmente al estrés por fluctuaciones en la salinidad, también esta el estrés por
choque térmico que se refiere a la respuesta celular que ocurre con las variaciones
de temperatura. En particular, se observdo que los genes dnaK, grpE y hrcA
relacionados con la respuesta al estrés por temperatura se encontraron presentes
en los 12 genomas estudiados. La temperatura media anual en la Laguna puede
oscilar entre los 18 y 22 °C, pudiendo sobrepasar los 30 °C en ciertas épocas del
ano, se puede considerar que el estrés por variacion de temperatura puede ser
relevante para la Laguna Ojo de Liebre considerando la variacién en los rangos de
temperatura que ocurren en este sistema estacional y espacialmente. Tomando en
cuenta que parece que las actinobacterias marinas pueden experimentar estrés
térmico a diversas temperaturas, dependiendo de la especie y el entorno
especificos. Algunos estudios sugieren que las temperaturas superiores a 30 °C
pueden ser estresantes para algunas actinobacterias (Jagannathan et al. 2021; Li et
al., 2023).

Ademas, considerando el aumento de las temperaturas globales debido al cambio
climatico, los mecanismos de respuesta al estrés térmico en bacterias se vuelven
cada vez mas relevantes tanto para la estabilidad ecolégica como para las
aplicaciones biotecnoldgicas (Bull et al., 2005; Dhakal et al., 2017). La respuesta
térmica, que se caracteriza por la regulacion incrementada de las proteinas de
choque térmico (HSP), es una estrategia de supervivencia crucial para las
actinobacterias marinas. Estas proteinas, especialmente la chaperona dnaK, son
clave para mantener la homeostasis proteica al prevenir la agregacion y facilitar el
refolding de proteinas dafiadas durante episodios de estrés térmico (Hakiem et al.,
2020; Straus et al., 1990). Los mecanismos reguladores que involucran a hrcA y la
co-chaperona grpE perfeccionan aun mas esta respuesta, evidenciando una
interaccion compleja entre diversos factores genéticos que determinan la resistencia
celular ante este tipo de estrés (Quach et al. 2022). Investigaciones recientes han
subrayado la importancia del operon dnaK'y sus componentes en la mediacion de la
tolerancia al estrés térmico, sugiriendo que estos genes no son solo esenciales para
la funcion celular durante el choque térmico, sino que también influyen en una
dinamica ecoldgica y evolutiva mas amplia. La capacidad de estos microorganismos
para generar compuestos bioactivos bajo condiciones de estrés presenta

oportunidades prometedoras para aplicaciones biotecnoldgicas, especialmente en el



desarrollo de productos farmacéuticos y en iniciativas de conservacion ambiental
dirigidas a mitigar los efectos del cambio climatico (Roda-Garcia et al., 2023; ul
Hassan et al., 2024; Li et al., 2023; Li et al., 2024). En un estudio hecho
recientemente por ul Hassan et al. (2024) probaron mediante analisis
transcriptdmicos un compuesto que denominaron “compuesto 6” (SM-6). El
compuesto reveld actividad antibacteriana en S. aureus mediante la modulacion de
los genes de las proteinas de choque térmico (dnaK). lo cual resulté en la alteracion
del plegamiento y la sintesis de proteinas y la perturbacion del equilibrio redox

celular, provocando una inhibicion completa del crecimiento bacteriano normal.

La investigacion de estas respuestas puede aportar informacion sobre las
estrategias de supervivencia microbiana, su contribucion a los procesos
biogeoquimicos marinos y las posibles aplicaciones de sus productos metabdlicos
en biotecnologia, lo que subraya la importancia de estos microorganismos en las

ciencias naturales y aplicadas (Li et al., 2023; Li et al., 2024).

Respecto a evaluar la posible respuesta de las actinobacterias a condiciones
limitantes de nutrientes, se encontré que el gen que codifica para la sintesis de
(P)PPGpp, este estuvo presente en todos los genomas de este estudio, lo cual indica
que podria influir en la expresién de otros elementos gendmicos particularmente los
grupos de genes relacionados con la sintesis de antibidticos y las proteinas
morfogenéticas (Hesketh et al., 2007; Siculella et al., 2010). La produccion de
antibidticos en actinobacterias marinas, que suele estimularse en condiciones de
estrés, pone de relieve la importancia evolutiva de la (p)ppGpp como molécula
reguladora (Das y Bahadra, 2020; Selim et al., 2021). Al promover el metabolismo
secundario en épocas de escasez de nutrientes o estrés, estas bacterias pueden
producir compuestos que pueden inhibir a sus competidores, proporcionandoles asi
una ventaja de supervivencia en sus habitats naturales (Das y Bahadra, 2020;
Hesketh et al., 2007; Milewska et al., 2019). Esta regulacién de metabolitos
secundarios por (p)ppGpp no sélo subraya la versatilidad de esta molécula, sino que
también sugiere vias potenciales para aplicaciones biotecnoldgicas, en particular en
el descubrimiento y produccion de nuevos antibidticos a partir de actinobacterias

marinas.



Ademas, se observo la presencia de los genes genes rex y fur, relacionados con la
sensibilidad al redox y la absorcién de hierro. el gen rex se encontrd presente en en
todos los genomas de Micromonospora, mientras que el gen fur unicamente se
encontré en LOL-016 de Actinomadura. Lo anterior sugiere adaptaciones gendmicas
que podrian estar vinculadas al rol ecolégico y nicho de cada género en la
comunidad en funcién a las condiciones fisicoquimicas de la laguna. Se ha
observado que en bacterias aisladas de la Laguna Ojo de Liebre las variaciones
fisicoquimicas estacionales influyen en moldear el genoma de comunidades de
actinobacterias que residen en los sedimentos (Zamora-Quintero et al., 2022). Otros
estudios han mostrado que el género Salinispora, considerado meramente marino
(Jensen et al, 2014; Penn y Jensen, 2012), se encuentra metabdlicamente
incapacitado para crecer en medios de baja osmosis con la inactivacion de genes
asociados a canales mecanosensibles (Bucarey et al., 2012). Ademas, en un
estudio mediante el analisis de datos gendmicos en una cepa de Streptomyces sp.
H-KF8, se descubrié una diversidad de caracteristicas genéticas que confieren
resistencia a metales pesados, estrés oxidativo y capacidad para enfrentar
antibidticos (Undabarrena et al., 2017). Esto sugiere que estas actinobacterias
poseen cierta capacidad para sobrellevar una amplia gama de desafios estresantes
en el habitat marino. Sobre todo, durante el estrés oxidativo y la limitacion de hierro
en la laguna, estos genes pudieran estar regulando otros sistemas proteicos que
involucren agrupaciones de hierro-azufre [Fe-S] que estén presentes en proteinas
implicadas en la homeostasis redox. Hay que tomar en cuenta que existen algunas
condiciones limitantes de hierro en lagunas hipersalinas pueden influir de manera
significativa en la estructura y funcién de las comunidades microbianas (Hou et al.,
2017). Segun un estudio realizado por Santini et al. (2022) hace mencién en la
composicién de estas comunidades microbianas se encuentran mas estrechamente
relacionada con la distancia geografica y el pH en los sedimentos de lagos salinos e
inclusive, pueda deber a baja la produccion primaria que existe en la laguna.
También se destaca la presencia del gen rspA en el genoma LOL-012 y LOL-025
implicado en la deteccidén de inanicion. Este es un gen regulador crucial en algunas
bacterias marinas, que desempefa un papel central en su adaptacion a entornos
pobres en nutrientes (Tsang & Hoover, 2014). El analisis comparativo con genes
similares de otras bacterias marinas puede aportar informacion valiosa sobre la

conservacion evolutiva y la diversidad funcional de este mecanismo regulador. Si



bien, la mayoria de los reportes existentes de este gen han sido en E. coli (Schultz
and Matin 1991), existen reportes cepas de Streptomyces como un gen homélogo y
recientemente reportado en genomas de Micromonospora. Este gen puede ayudar a
la supervivencia en habitats bajos en carbono mediante la activacion de la captacion
de péptidos (Carro et al., 2018; Rasmussen et al., 2013). También se destaca la
presencia del gen rspA en el genoma LOL-012 y LOL-025 implicado en la deteccion
de inanicion. Este es un gen regulador crucial en algunas bacterias marinas, que
desempeina un papel central en su adaptacion a entornos pobres en nutrientes
(Tsang & Hoover, 2014). El analisis comparativo con genes similares de otras
bacterias marinas puede aportar informacién valiosa sobre la conservacion evolutiva
y la diversidad funcional de este mecanismo regulador. Si bien, la mayoria de los
reportes existentes de este gen han sido en E. coli (Schultz and Matin 1991), existen
reportes cepas de Streptomyces como un gen homoélogo y recientemente reportado
en genomas de Micromonospora. Este gen puede ayudar a la supervivencia en
habitats bajos en carbono mediante la activacién de la captacion de péptidos (Carro
et al., 2018; Rasmussen et al., 2013).

También, se observo la relacidn entre la frecuencia y distribucién espacial de los
genes evaluados en la laguna. Los genes que se encontraron con mayor frecuencia
en todas las estaciones fueron los relacionados al estrés oxidativo y choque térmico,
lo cual se puede explicar considerando las fluctuaciones espaciales de temperatura,
luz y ROS en la laguna (Fleming et al., 2021; Rodriguez-Valdez et al., 2022). Las
estaciones de muestreo donde fueron aislados los genomas van desde la parte de
la boca hasta la cabeza de la laguna, y destacan las estaciones 3 y 6, ya que en
ellas hubo un mayor numero de genes relacionados al estrés oxidativo y choque
térmico. Dichas estaciones se encuentran distribuidas en la parte central o media de
la laguna. En la laguna el aumento en la temperatura y salinidad va de la boca hacia
la cabeza. También acompafado de una limitada disponibilidad de nutrientes que
pudiera deberse a la ya mencionada baja productividad primaria existente (Angel-
Dapa et al., 2015). En cuanto a la distribucién de las cepas en la laguna, llama la
atencion que la mayor concentracion y diversidad de genomas sean de la parte
media de la laguna. Dicha distribucion puede ser atribuida a los muestreos
estacionales ya que pueden esta puede variar con la estacion de muestreo,

observandose la mayor abundancia de cepas de actinobacterias durante las



estaciones mas calidas (Zamora-Quintero et al., 2022). Lo cual puede llevar a
descubrir la presencia de nuevas especies de actinobacterias (Ghai et al., 2011;
Sabry et al., 2004). Sin embargo, es importante resaltar la necesidad de estudios
que conjunten datos gendmicos con los datos in-sit de las areas de muestreo para

entender mejor el papel que juegan los genes de estrés en los ambientes.

Conclusion

La diversidad genética y las adaptaciones especificas al ambiente marino en las
actinobacterias, destaca la complejidad de sus estrategias adaptativas. La
variabilidad en la coincidencia con la base de datos entre los diferentes géneros
sugiere una adaptacion genética diferencial segun el género, mientras que la
presencia de genes unicos o altamente divergentes relacionados con el estrés
osmotico, la deteccion de inanicion y otros desafios ambientales subraya la
importancia de estos mecanismos para su supervivencia. Ademas, se observa una
distribucion especifica de genes en ciertos genomas, lo que sugiere adaptaciones
genéticas vinculadas a la ecologia y nichos especificos. Estos hallazgos resaltan la
influencia significativa del entorno en la expresion genética y subrayan la necesidad
de una comprension mas profunda de las interacciones entre los factores
ambientales y la genética microbiana en los ecosistemas acuaticos marinos. En
ultima instancia, este estudio subraya la importancia de continuar investigando para
comprender completamente la diversidad genética y ecologica de las
actinobacterias marinas, asi como la necesidad de expandir las bases de datos para

abordar la complejidad genética de estas bacterias.
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Capitulo 5. Conclusiones generales

El presente trabajo de tesis se enfocd en la exploracion filogendmica y del
metabolismo secundario de 12 actinobacterias aisladas de sedimentos marinos de
la Laguna Ojo de Liebre, México, un ambiente hipersalino unico y poco explorado en
términos de su diversidad microbiana. A través de la secuenciacion y analisis
filogendmicos y de mineria gendmica de estos genomas, se logré obtener una mejor
comprensiéon de sus relaciones filogenéticas, su capacidad biosintética y conocer
genes dentro del repertorio genético que les permiten adaptarse a las condiciones
ambientales desafiantes de este ecosistema. Los hallazgos del estudio tienen
implicaciones importantes para la taxonomia y filogenia, el potencial descubrimiento
de farmacos, y el estudio de los mecanismos moleculares de adaptacion al estrés
en estas actinobacterias que puede ser util para el desarrollo de estrategias

biotecnoldgicas que permitan optimizar la produccién de compuestos bioactivos.

Se destaca de esta investigacién la caracterizacion filogenética de los 12 genomas
pertenecientes a tres géneros: Actinomadura (2 genomas), Nocardiopsis (1 genoma)
y Micromonospora (9 genomas). Los analisis de MLSA, ANI y dDDH, aplicados a los
genomas de Micromonospora, permitieron identificar cinco cepas candidatas a
nuevas especies. Este hallazgo subraya el potencial de la Laguna Ojo de Liebre
como reservorio de novedosas cepas actinobacterianas aun por describir. Los
resultados de ANl y dDDH para los genomas de Actinomadura confirmaron su
afiliacion a la especie Actinomadura cremea, previamente asignada mediante el
analisis del gen 16S ARNr. En el caso del genoma de Nocardiopsis, los analisis
filogendmicos sugieren la necesidad de realizar estudios adicionales para
determinar si se trata de una nueva especie, a pesar de su alta similitud con
Nocardiopsis sp. CNT-312.

También, resalta el analisis de mineria gendmica con el cual se identificé un total de
314 BGCs en los 12 genomas, lo que demuestra la notable capacidad biosintética
de estas actinobacterias. Las principales clases de BGCs identificadas fueron
terpenos, T1PKS, NRPS y RiPPs, las cuales se han asociado a la produccion de
diversos compuestos bioactivos con aplicaciones en medicina, agricultura y

biotecnologia. Los analisis de BiG-SCAPE permitieron agrupar los BGCs en familias



de grupos de genes (GCFs), revelando una alta diversidad en los patrones de
distribucion entre los diferentes géneros y subclados de Micromonospora. La baja
similitud (<1%) de los GCFs identificados con las bases de datos de referencia
sugiere un alto potencial para el descubrimiento de nuevos compuestos bioactivos a

partir de estas actinobacterias.

Ademas, se identificaron genes relacionados con la respuesta al estrés y adaptacion
al ambiente marino incluyendo algunos implicados en la respuesta al estrés
oxidativo, estrés osmotico, choque térmico, deteccion de inanicidn y captacion de
hierro. La presencia de genes como soxR, soxS, oxyR, hmpA y betA sugiere la
existencia de sistemas de defensa antioxidante en estos microorganismos. La
identificacién de genes relacionados con la produccion de osmoprotectores, como
trehalosa y ectoina, destaca la importancia de estos compuestos para la adaptacion
a la alta salinidad de la laguna. La presencia del gen (p)ppGpp en todos los
genomas analizados sugiere su posible influencia en la expresion de genes
relacionados con la sintesis de antibiéticos, lo que abre nuevas vias para la

bioprospeccion de compuestos con potencial terapéutico.

Con base en lo anterior este trabajo de tesis contribuye significativamente al
conocimiento de la diversidad y el potencial biotecnoldgico de las actinobacterias
marinas, particularmente aquellas provenientes de ambientes hipersalinos poco
explorados como la Laguna Ojo de Liebre. Adicionalmente, los resultados de esta
tesis también son relevantes para comprender el papel ecolégico de las
actinobacterias en los ecosistemas marinos hipersalinos. La presencia de genes de
estrés y adaptacién sugiere que estos microorganismos_juegan un papel importante
en el funcionamiento de estos ecosistemas, al contribuir a la biodegradacion de
materia organica, la fijacién de nitrégeno y la produccién de compuestos bioactivos.
La variabilidad en la distribucion de los genes de estrés en las diferentes estaciones
de muestreo de la Laguna Ojo de Liebre subraya la importancia de considerar los
factores ambientales en el estudio de la diversidad y funcién de las comunidades

microbianas.

Para futuras lineas de investigacion, se propone realizar estudios polifasicos vy
quimiotaxonémicos adicionales para confirmar la delimitacion de las nuevas

especies de Micromonospora y Nocardiopsis propuestas en esta tesis.



Especificamente, propongo esta aproximacion para las cepas de los genomas LOL-
024 y LOL-025, y que se pueda evaluar su descripcion como nuevas especies
dentro del género Micromonospora. Ademas, sugiero aislar, purificar y caracterizar
los metabolitos secundarios producidos por estas actinobacterias, con especial
atencion a aquellos que podrian tener aplicaciones biotecnoldgicas novedosas para
los desafios en salud, agricultura y medio ambiente actuales. Ademas de investigar
la regulacion de la expresién de los genes de estrés y adaptacion que permitiria
comprender mejor como estos microorganismos responden a las condiciones
ambientales cambiantes. Finalmente, los hallazgos de este estudio demuestran el
valor de la investigacion genomica para explorar la diversidad y el potencial
biotecnolégico de las actinobacterias marinas, y abren nuevas vias para la
busqueda de soluciones innovadoras a los desafios en salud, agricultura y medio

ambiente.
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