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Resumen

Uno de los pasos mds importantes en el proceso de obtencion de nuevos metabolitos
secundarios, a partir de productos naturales de origen microbiano es la seleccion de bacterias
adecuadas, como las actinobacterias. Este phylum se caracteriza por su capacidad para
producir diferentes compuetsos bioactivos, los cuales se sabe que son producidos por los

sistemas modulares policétido sintasa (PKS) y el sintetasa de péptido no ribosomal (NRPS).

Con el objetivo de explorar la presencia y distribucion de estos sistemas biosintéticos en
actinobacterias, se han disefiado iniciadores especificos para las regiones del sistema PKS y
NRPS, permitiedo una rapida deteccion de dichos sistemas en actinibacterias. En este estudio
se identificaron actinobacterias halofilas y haloalcaldfilas con la presencia de los sistemas
PKS y NRPS para predecir la sintesis de moleculas bioactivas. Se aislaron e identificaron 51
cepas de actinobacterias halofilas y haloalcaléfilas, provenientes de ambientes salinos y
salino-sodicos de México. El andlisis filogenético basado en la secuenciacion del gen 16S
rRNA mostré que las cepas aisladas pertenecen a los géneros Saccharomonospora,
Actinopolyspora y Nocardiopsis. El sistema PKS fue detectado en 5 cepas del genero
Saccharomonospora. El sistema NRPS fue detectado en 6 cepas pertenecientes a los géneros
Nocardiopsis 'y Saccharomonospora. La presencia de ambos sistemas PKS y NRPS fue
detectada en 37 cepas correspondientes a los tres géneros identificados. Tres cepas no

demostraron la presencia de los sistemas PKS y NRPS.

La determinacion de la presencia de regiones génicas especificas permitira identificar si una
cepa de actinobacteria es potencialmente productora de compuestos con posible aplicacion en

biomedicina.



Abstract

One of the most important steps in the process of obtaining new secondary metabolites from
natural products of microbial origin is the selection of suitable bacteria, such as
actinobacteria. This phylum is characterized by its ability to produce different bioactive
compounds, which are known to be produced by polyketide synthase (PKS) modular systems

and non-ribosomal peptide synthetase (NRPS).

In order to explore the presence and distribution of these biosynthetic systems in
actinobacteria, specific primers have been designed for the regions of the PKS and NRPS
system, allowing rapid detection of these systems in actinibacteria. This study identified
halophilic and haloalkylophilic actinobacteria with the presence of the PKS and NRPS
systems to predict the synthesis of bioactive molecules. 51 strains of halophilic and
haloalkylophilic actinobacteria from saline and saline-sodium environments of Mexico were
isolated and identified. Phylogenetic analysis based on the sequencing of the 16S rRNA gene
showed that the strains isolated belong to the genera Saccharomonospora, Actinopolyspora
and Nocardiopsis. The PKS system was detected in 5 strains of the genus
Saccharomonospora. The NRPS system was detected in 6 strains belonging to the genera
Nocardiopsis and Saccharomonospora. The presence of both PKS and NRPS systems was
detected in 37 strains corresponding to the three genera identified. Three strains did not

demonstrate the presence of the PKS and NRPS systems.

The determination of the presence of specific gene regions will allow to identify if an
actinobacteria strain is potentially producing compounds with possible application in

biomedicine.



1. ANTECEDENTES

Desde el descubrimiento de la penicilina hace 78 afios, para el afio 2016 aproximadamente
mas de 23,000 nuevos productos naturales han sido caracterizados, de los cuales la mayoria
son producidos por bacterias, destacando el orden de los Actinomycetales como uno de las

mas grandes productores (1).

Después del descubrimiento de la estreptomicina por Selman Waksman y sus colaboradores
de la Universidad de Rutgers en la década de 1940, se han invertido grandes esfuerzos en el
descubrimiento de nuevos productos naturales por parte de compaifiias farmacéuticas,
principalmente en Estados Unidos, Europa y Japdn, asi como por laboratorios académicos en
todo el mundo. Cabe mencionar los excepcionales esfuerzos que realizan los investigadores
en laboratorios académicos como el premio Novel en 2015 el profesor Satoshi Omura de la
Universidad Kitasato en Tokio, asi como por los fallecidos: Hamao Umezawa investigador en
el Instituto de Antibioticos en Tokio y Hans Zéhner de la Universidad de Tiibingen en
Alemania, investigadores de estos laboratorios identificaron mas de 1000 nuevos productos

naturales (2).

En la época que estamos viviendo es necesario el descubrimiento de nuevos antibidticos para
combatir la creciente amenaza de los patdgenos resistentes a los antibidticos para lo cual
microorganismos de hdabitats poco estudiados tales como microorganismos marinos y
microorganismos terrestres incultivables, representan fuentes naturales sin explotar para el
descubrimiento de nuevos antibidticos. Una forma eficaz de aprovechar este potencial es la
deteccion mediante el estudio del metagenoma de una muestra ambiental o de las colecciones
de cepas puras, identificando genes contenidos en genomas microbianos, asi como enzimas
esenciales para la produccién de biomoleculas, mediante el andlisis por métodos de
bioinformadtica, mineria genoma, la interrupcion de genes, expresion de genes heterélogos, y

andlisis bioquimicos (2).

Actualmente las investigaciones para el descubrimiento de biomoleculas en microorganismos
estdn impulsadas hacia el estudio de la estructura, biosintesis e identificacion de los sistemas

multifuncionales PKS y NRPS (2).
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1.1.  Sistemas policétido sintetasa (PKS) y sintetasa de péptido no ribosomal

(NRPS)

El policétido sintasa (PKS, polyketide synthase) y el sintetasa de péptido no ribosomal
(NRPS, non ribosomal peptide synthetase) son sistemas multifuncionales sintetizados por
grupos de genes codificados para un nimero variable de modulos con multiples actividades

enzimaticas, cada modulo esta conformado por 1,000-1,500 aminoacidos (3, 4).

1.1.1. Sistema policétido sintasa PKS

Los modulos del policétido sintasa (PKS), son agrupaciones de genes que biosintetizan
compuestos de interés en biomedicina. La estructura y funcion analoga de los mddulos del
policétido sintasa (PKS) esta conformada por tres dominios cataliticos, los cuales, son

necesarios para un completo ciclo de elongacion en la sintesis del sistema PKS (5):

a) Acil-transferasa (AT): Incrorpora malonil o metilmalonil-CoA como unidad de
extension.

b) Proteina acarreadora de acilos (ACP): Realiza la transferencia y activacion de los
monomeros malonil o metilmalonil-CoA.

c) Quetosintasa (KS): Forma el enlace C-C, que cataliza la condensacion de la unidad de

extension con una creciente cadena de policétido (6).

Dentro de los modulos también pueden estar presentes las enzimas de procesamiento que

actiian como auxiliares, estos dominios son:

d) Quetorreductasa (KR): Reduce el grupo B-ceto de la cadena de policétido recién
extendida a un grupo B-hidroxi.

e) Dehidratacion (TE): Realiza el producto final a través de ciclacion o hidrodlisis (6).

Figura 1. Esquema de iniciacion y extencion de modulos del sistema PKS. Weissman K. Th estructural

biology of biosynthetic megaenzymes. Nature Chemical Biology 2015 11, 660-670.
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La codificacion de los genes del sistema PKS se realiza por lo general agrupandolos con sus
elementos auxiliares y reguladores en el genoma, y los productos de esta codificacion se

clasifican en los tipos I, I, y III en funcién al dominio dentro de su organizacion (7).

1) PKS tipo I: Es el primer tipo de policétido descubierto y ampliamente descrito en
distintos taxones bacterianos como en proteobacterias, cianobacterias 'y
actinobacterias, se encarga de la sintesis de compuestos con actividad: antibiotica,
antiparasitaria, insecticida y antifungica. En estudios anteriores se reporto la presencia

del sistema PKS de tipo I en plantas (7).

2) PKS tipo II: Una caracteristica del PKS tipo II es la presencia de mas dominios de
composicion, y el uso de dominios repetidos para sintetizar un producto. Los estudios
del sistema PKS tipo II y sus policétidos se han realizado en un niimero limitado de
genomas, sin embargo el progreso actual de los métodos de calculo para incrementar
los datos de secuenciacién del genoma en distintos taxones bacterianos, ha creado
nuevas posibilidades para caracterizar exhaustivamente la produccion de policétidos
en una mayor cantidad de genomas en distinos microorganismos. Los dominios de
PKS tipo II, estdn codificados por una agrupacion de genes que se sabe contiene
regiones conservadas en especies relacionadas; por lo tanto, es posible descubrir
nuevos dominios de PKS tipo II sobre la base de similitudes de secuencias en

homologia a dominios de PKS tipo II (8).

3) PKS tipo III: Este tipo de policétido contiene multiples dominios cataliticos y a
diferencia del sistema PKS tipo II, este utiliza un mecanismo distinto a la proteina
acarreadora de acilos (ACP), el cual se clasifico en dos grupos: el iniciador corto de

grupo-acilo y el iniciador largo de grupo-acilo (9).

En la Tabla 1 se muestran algunos de los ejemplos mas conocidos de compuestos y su funcion

bio-activa, los cuales son sintetizados por el sistema PKS (10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17).

Tabla 1. Bio-actividad de los compuestos sintetizados por el sistema PKS

Compuesto Bio-actividad
Eritromicina Antibiotico
Oleandomicina Antibiodtico
Dinamicina Antibiotico

12



Puromicina Antibidtico

Rifamicina Antibiotico

Rampamicina Posee actividad inmunosupresora en trasplantes de 6rganos.
FK506 y FK520 Inmunosupresores

Nistatina Antifingico

Pimaricina 6 Antifaingico

Natamicina

Anfotericina Antifiingico

Espinosina Insecticida

Avermectina Antihelmintico e insecticida

Fuente: Aparicio JF, A complex multi enzyme system encoded by the five polyketide synthase genes is involved in the

biosintesis of the 26-membered polyenemacroli depimaricin in Streptomyces natalensis. Chem Biol; 2000 (7): 895-905.

1.1.2. Sistema sintetasa de péptido no ribosomal NRPS

Los sistemas del sintetasa de péptido no ribosomal, son agrupaciones de genes que codifican
para una amplia gama de compuestos de gran utilidad en biomedicina, que van desde
antibidticos (por ejemplo, la penicilina, vancomicina), toxinas (por ejemplo, la Kahalalide F),
sideroforos (como enterobactina, vibriobactin), anti-inflammatorios e inmunosupresores (por

ejemplo, ciclosporina A) (18, 19, 20, 21).

Estos compuestos son relevantes en farmacologia, lo que ha motivado a realizar extensas
busquedas de nuevos genes de NRPS en cepas de origen microbiano de muestras ambientales.
Un ejemplo de ello fue la creacion de primers dirigidos a la amplificacion de la region
conservada de este sistema, estos cebadores se han utilizado para conocer la diversidad de los
genes del sistema NRPS en: actinobacterias, actinobacterias marinas, hongos endofitos de las

plantas, y microorganismos aislados de esponjas marinas, cianobacterias de agua dulce (22).

Estructuralmente las sintetasas de péptido no ribosomal (NRPS) son enzimas grandes y multi-
modulares que se organizan en bloques o modulos, la sintesis de cada bloque hace que sea
posible hacer predicciones acerca de la naturaleza quimica del producto de la secuencia de

ADN del cluster (23).

La composicion de cada modulo esta constituida por tres dominios cataliticos, los cuales, son
necesarios para un completo ciclo de elongacion en la sintesis de péptidos catalizados por un

NPRS (23), estos dominios son:

a) Adenilacion (A): Es responsable del reconocimiento y activacion del aminoécido

relacionado a acido hidroxilo (24).

13



b) Acarreador-peptidil (PCP): Actia después que el sustrato es activado para
transferencia y activacion del acarreador-peptidil del mismo modulo (25).
¢) Condensacion (C): Este dominio es responsable de la formacion del enlace carbono-

nitrogeno entre la cadena larga y el aminoécido activado (25).

Para completar cada modulo es necesaria la presencia de dominios auxiliares, como:

d) Epimerizacion (E): Este dominio cambia un L-aminoacido acido en un D-aminoécido,
asi como el dominio de doble/epimerizaciéon que son responsables tanto de la
epimerizacion y la condensacion (26).

e) Ciclacion (Cy): Estos dominios pueden reemplazar a los dominios responsables de la
incorporacion de cisteina, serina o treonina (26).

f) Dominio de oxidacion (Ox): Cataliza la formacion de un tiazol aromatico a través de
la oxidacion de un anillo de tiazolina.(27).

g) Dominios tioesterasa (TE): Se encuentran normalmente en el modulo final y libera el

péptido final producido de la enzima a través de ciclacion o la hidrolisis (28, 29).

Figura 2. Esquema de iniciacion y extencion de modulos del sistema NRPS. Weissman K. Th estructural

biology of biosynthetic megaenzymes. Nature Chemical Biology 2015 11, 660-670.
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1) El NRPS tipo I A lineal: Es un anédlogo del policétido sintasa tipo I (PKS I), en cada
modulo alberga un conjunto distinto de actividades responsables de la catélisis de un
enlace peptidico en la cadena de elongacion. En este sistema, la secuencia de
aminoacidos de la cadena del péptido lineal resultante es co-lineal con el nimero y

orden de los modulos (30).
2) El NRPS tipo II B iterativo: Utiliza sus modulos o dominios més de una vez en el

ensamble de un solo producto. Esta estrategia se emplea para construir cadenas de

péptidos que contienen secuencias repetidas mas pequeiias (30).
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3) El NRPS tipo III C no lineal: Aloja una inusual disposicion de los moddulos o
dominios con dos diferencias principales del NRPS tipo I A, una de ellas es la
ciclacion interna inusual o el punto de ramificacion de sintasa que conduce a una
desviacion de la funcion normal del NRPS lineal, lo que resulta en un producto

peptidico no lineal (30).

En la Tabla 2 se muestran algunos de los ejemplos mas conocidos de compuestos sintetizados
por el sistemas NRPS y su funcion bio-activa la cual es util en distintas areas de la salud (31,

32,33, 34, 35, 36).

Tabla 2. Bio-actividad de los compuestos sintetizados por el sistema NRPS

Compuesto Bio-actividad
Cloroeremomicina Antibiotico.
Pristinamicina Antibiotico.
Cefamicina Antibiotico.
Balimicina Antibiotico.
Vancomicina Antibiotico.

Ciclosporina Inmunosupresor.

Rapamicina y FK506 (Tacrolimus) Inmunosupresores.
Actinomicina 6 Dactinomicina Tratamiento para quimioterapia
7-aminoactinomicina D En tinciones para microscopia y en cartometria de flujo.

Epotilona Citostatico.

1.2. Deteccion de metabolitos secundarios en microorganismos

Los microorganismos viven en ambientes donde su crecimiento es afectado tanto por
interacciones con otras poblaciones como por las caracteristicas fisicas y quimicas de su
entrono, y por consecuencia se producen metabolitos secundarios con actividades variadas,
que juegan un papel importante en su sobrevivencia. Tal es el caso del Phylum Cianobacteria
del cual se sabe que produce microcistina y nodularina; el Phylum Firmicutes produce

bacitracina y micosubtilina; el Phylum Proteobacterias sintetiza enterobactrina y chrisobactina

(28).
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La busqueda de compuestos tutiles en el laboratorio se realizaba siguiendo varios pasos,
algunos de estos pasos aun siguen estando presentes en los protocolos de deteccion de

metabolitos secundarios, los cuales se pueden mencionar a continuacion:

. Colectar mediante distintas técnicas muestras de diversos ambientes.

. Hacer crecer a los microorganismos contenidos en las muestras en medios de cultivos
selectivos.

. Obtener cultivos axénicos y probar la capacidad de los medios de cultivo donde

crecian los microorganismos para inhibir el crecimiento de organismos patégenos.

. Recuperar las sustancias activas producidas por los microorganismos (37, 38).

En la actualidad el potencial que tiene el empleo de tecnologias de ADN recombinante ha
permitido obtener metabolitos secundarios de cepas mejoradas, asi como de cepas dificiles de
cultivar en el laboratorio; también se han descubrimiento nuevos o mejores metabolitos

secundarios (39).

1.2.1. Deteccion de metabolitos secundarios en actinobacterias

Los métodos de aislamiento iniciados por investigadores de la industria han, tenido un
impulso significativo para el descubrimiento de nuevos productos microbianos de importancia

médica (40).

Un estudio referido en la Base de datos Bibliografica de Antibioticos, por sus siglas en ingles
(ABL), el cual se realizd en méas de veintitrés mil productos de origen microbiano que poseen
distintas actividades bioldgicas,como: propiedades antifungicas, antibacterianas, antivirales,
antitumorales, citotdxicas e inmunosupresoras, muestra que las cepas con estas propiedades
pertenecen principalmente al reino de los Hongos (alrededor de 42%), seguido por cepas
pertenecientes al género Streptomyces (32,1%); otros géneros de actinobacterias producen el
15,1% de los productos de origen microbioldgico reportados en la base de datos y un grupo de
actinobacterias en donde el estudio de su biologia y aislamiento esta poco estudiado esta sobre

el 10.6% (41).
El hallazgo de nuevas moléculas a partir de actinobacterias ha marcado una etapa en la

investigacion de nuevos antibioticos ademds de la posibilidades de encontrar nuevos

antimicrobianos en cepas de actinobacterias poco estudiadas.
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Desde el descubrimiento de la estreptomicina, un numero elevado de antibidticos se han
detectado, incluidos los principales agentes terapéuticos tales como: aminoglucosidos,
cloranfenicol, tetraciclinas, macrélidos y mas recientemente cefamicina-lactama, los cuales se

han aislado a partir de cultivos de Streptomyces y Streptoverticillium (42).

1.2.2. Relevancia de las actinobacterias como productoras de metabolitos

secundarios

La relevancia del estudio de las actinobacterias es mdas importante si limitamos la
investigacion de metabolitos secundarios de origen microbioldgico con potencial utilidad
como agentes antimicrobianos, es decir, la determinacién de moléculas activas contra células
bacterianas y fungicas., un género muy prolifico es el Streptomyces seguido, en términos de
numero de cepas productoras de moléculas anti-infecciosas, la familia Micromonosporaceae
(principalmente  Micromonospora 'y Actinoplanes), la familia Pseudonocardiaceae
(principalmente  Amycolatopsis, Saccharopolyspora 'y Saccharothrix) y la familia
Thermomonosporaceae (principalmente Actinomadura), la familia Nocardiaceae (Nocardia y
géneros relacionados) y la familia Streptosporangiaceae (principalmente Streptosporangium)

(43, 44, 45).

Actualmente se sabe que de mas de ocho mil productos antimicrobianos descritos en la base
de datos del ABL, el 45,6% son producidos por el género Streptomyces y solo el 21,5% son
producidas por hongos, sin embargo muchos de los productos de hongos son: toxinas de
plantas 6 inhibidores de enzimas en mamiferos. Otros géneros bacterianos producen 16,9% de
los agentes anti-infecciosos, un 16% producido por cepas que pertenecen a géneros poco

estudiados de actinobacterias (46).

El objetivo, en la deteccion de nuevos metabolitos de interés industrial se ha enfocado en la
deteccion de los marcadores en géneros de actinobacterias menos explotados, tales como:
Actinomadura, Actinoplanes, Amycolatopsis, Dactylosporangium, Kibdelosporangium,
Microbispora, Micromonospora, Planobispora, Streptosporangium y Planomonospora. La
importancia de los géneros poco estudiados de actinobacterias es demostrado por el hecho de
que muchos de los productos exitosos y con potencial actividad antibiotica en el mercado son
producidos por: Amycolatopsis mediterranei que produce erifamicinas, Saccharopolyspora
erythraea que produce eritromicina, Actinoplanes teichomyceticus con produccion de

teicoplanina, Amycolatopsis orientalis de la cual se obtiene vancomicina y Micromonopsora
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purpurea de la cual se obtiene la gentamicina. Estos microorganismos son tan faciles de

aislar como Streptomyces u otras actinobacterias (46, 47).

1.3. Microorganismos con presencia de los sistemas PKS y NRPS

En las Gltimas décadas se ha presentado un enorme progreso en las investigaciones sobre la
biosintesis de metabolitos secundarios con actividades biologicas, producidos por

microorganismos (48).

El acercamiento con nuevas tecnologias permitid conocer las secuencias de metabolitos
secundarios del ADN en los microorganismos, lo cual facilit6 el hecho de conocer cuales eran
los segmentos de ADN con la responsabilidad de sintetizar las complejas y sofisticadas
maquinas moleculares conocidas como los sistemas PKS y NRPS. La biologia molecular no
solo permitié conocer el grupo de genes encargados de sintetizar biomoléculas de gran interés
en distintas areas, si no que también permitid conocer la distribucion en los distintos taxones
bacterianos como lo muéstran las Tablas 1 y 11 en Anexos. Por lo cual en la actualidad se

conoce que los sistemas PKS y NRPS se encuentran en el phylum (30):

1. Proteobacteria.

2. Firmicutes.

3. Cyanobacteria
4. Bacteriodetes.
5. Sphingobacteria.
6. Actinobacteria.

1.3.1. Actinobacterias con presencia de los sistemas PKS y NRPS

Las actinobacterias son bacterias gram positivas que poseen un alto contenido de enlaces
Guanina Citosina (G+C) en su acido desoxirribonucleico (ADN) y crecen formando
filamentos ramificados (49). Estas bacterias representan una de las mayores unidades
taxonomicas entre los 18 principales linajes reconocidos actualmente en el dominio bacteria,
el orden de los Actinomicetales (comunmente llamados actinomicetos) incluye 5 subclases y

14 subordenes (50).

Un ejemplo del amplio potencial metabodlico de las actinobacterias, es la produccion

aproximada 10, 000 metabolitos secundarios que se han descubierto (51), sin embargo tan
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solo 7,000 metabolitos se han reportado en el Diccionario de Productos Naturales (52). Dentro
de estos compuestos naturales se ha determinado la produccion de antibiodticos, pigmentos,

agentes antitumorales, agentes inmunosupresores y enzimas (53).

La gran mayoria de estos compuestos son derivados del género Streptomyces, este género por

si solo representa el 80% de los productos naturales provenientes de actinobacterias (54).

Los géneros de este grupo son muy diversos e incluyen algunos patdgenos para el hombre y
los animales, asi como géneros de actinobacterias que se han aislado de diversos ambientes
como: el suelo (donde se encuentran ampliamente distribuidos), agua dulce, agua marina,
composta; también se han descrito actinobacterias provenientes de ambientes extremos, como
son los que involucran altas y bajas temperaturas, pH acido y alcalino, elevadas
concentraciones de NaCl (55). Las actinobacterias halofilas representan un grupo de gran
interes para diversas lineas de investigacion, debido al amplio potencial para producir
metabolitos secundarios que poseen, proporcionando una diversidad de productos que pueden
ser utilizados en areas como: medicina, farmacia, microbiologia industrial, biotecnologia,

microbiologia agricola, microbiologia veterinaria, agronomia y fitopatologia (56).

1.4. Determinacion de metabolitos secundarios en actunibacterias a través

de primers especificos para los sistemas PKS y NRPS

Durante las ultimas décadas el rapido desarrollo en los métodos de biologia molecular han
estado intimamente relacionados con el mejoramiento en la produccion de compuestos de
origen bacteriano, este dasarrollo ha sido significativo para entender las vias de sefializacion
en la biosintesis de compuestos y dar a conocer un innumerable grupo de genes. Con todos
estos conocimientos que se han ido descubriendo y combinando el grado de avance de la bio-
informatica actualmente es posible la prediccion razonable de una biomolécula producto de

una via de sefializacion (57, 58).

Multiples métodos de huella molecular han sido desarrollados a partir secuencias de bacterias,
en especifico para el orden de los Actinomicetales, las secuencias son elegidas al azar con
aquellas del genoma bacteriano que muestran posibles aplicaciones (59). Alternativamente la
amplificacion de secuencias especificas de genes ribosomales o el analisis y restriccion de los

productos de rADN por medio de PCR (60), son frecuentemente utilizados para evaluar la
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diversidad y distinguir estas secuencias especificas en actinobacterias. Hay muchos ejemplos
donde la busqueda por PCR de los genes asociados al metabolismo secundario es usada para
evaluar la potencial biosintesis de metabolitos secundarios en actinobacterias, esto incluye
identificar los sistemas modulares PKS y NRPS (61, 62, 63), para lo cual en 2004 y 2005
Ayuso et. al. publicaron el disefio de primers especificos para detectar los sistemas PKS y

NRPS especificamente para actinobacterias estos primers son:

Para el sistema PKS:

K1f: 5"-TSAAGTCSAACATCGGBCA-3’
Mér: 5'-CGCAGGTTSCSGTACCAGTA-3’

Para identificar el sistema NRPS los primers:

A3f: 5'-GCSTACSYSATSTACACSTCSGG-3’
ATr: 5-SASGTCVCCSGTSCGGTAS-3" (21, 64).

El método de busqueda de nuevos marcadores moleculares que expresaran metabolitos
secundarios combinado con métodos tradicionales ha incrementado el conocimiento y las
oportunidades de encontrar metabolitos secundarios con interesantes actividades biologicas.
Los proyectos de secuencias en microorganismos han mostrado una diversidad comparable y
novedosa en la deteccion de vias de sintesis. Los métodos de biologia molecular y productos
naturales quimicos tienen que ir de la mano y hacer los descubrimientos accesibles o llevarlos

a la practica (65).

1.5. Identificacion de microorganismos por técnicas de biologia molecular

Los métodos habituales para identificar las bacterias en microbilogia estdn basados en las
caracteristicas fenotipicas tales como: morfologia microscopica, tincion de Gram,
caracteristicas morfologicas de cultivo, reacciones bioquimicas para detectar algunos
metabolitos, etc. Con los avances de la ciencia y la tecnologia, se ha determinado la
importancia de realizar analisis genotipicos mediante el empleo de técnicas moleculares para
la identificacion de microorganismos. Estos métodos son mas exactos por la elevada

conservacion del ADN dentro de cada especie (66, 67).
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1.6. Identificacion de actinobacterias mediante amplificacion del Gen 16S

rRNA

En 1970, los investigadores comenzaron a desafiar la clasificacion taxondmica de procariotas
basados en la secuencia de nucledtidos del gen 5S rRNA o secuencias de aminoacidos de las
proteinas, tales como citocromo c y ferredoxina. Para 1977, Carl R. Woese clasifica a los
organismos procariotas basandose en el catalogo de oligonucledtidos del gen de 16S rRNA
que conforma a la pequefia subunidad ribosomal 30S, revelando que los organismos
procariotas se clasifican en 2 diferentes dominios: Bacterias y Archaea, por lo que el
desarrollo de la tecnologia en métodos para el ADN recombinante y la secuenciacion
permitieron una rapida comparacion y clasificacion entre especies. Por la realizacion de
diversos experimentos realizados se sabe que dos organismos con un 70% de homologia de
hibridacion ADN-ADN muestran aproximadamente el 97% de homologia en la secuencia del
genl6S rRNA, referencia que es apenas significativa para comparar la secuencia con las

depositadas en bases de datos y ello conocer el género y especie bacteriana (68, 69, 70, 71).

Hay seis razones por las que el gen 16S rRNA se ha convertido en el estandar de oro para el

analisis filogenético:

1.-Es menos propensos a haber sufrido una transferencia horizontal del gene entre las
especies.

2.- Es ubicuo en procariotas.

3.-Contiene aproximadamente 1500 bases, que es adecuada (o suficiente) para el analisis.

4.- Las secuencias del gen 16S rRNA son altamente conservadas y por lo tanto comparables
entre especies lejanamente relacionadas.

5.- El gen 16S rRNA también contiene regiones variables, que permite la comparacion entre
especies estrechamente relacionadas.

6.- Algunas regiones del gen 16S rRNA estan completamente conservados, permitiendo el uso

de cebadores "universales" para la deteccion de PCR o secuenciacion (72).
La razon mas importante por la cual se cree que el gen 16S rRNA se emplea para representar

la filogenia en los microorganismos: es que el gen 16S rRNA no es susceptible a la

transferencia horizontal de genes (73).
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1.6.1. 16S rRNA en la estructura de los ribosomas

El ribosoma es un aparato de traduccion universal y la subunidad 30S, en la que se encuentra
el gen 16S rRNA, juega un papel en el reconocimiento de los codones de mRNA mediante los
anti-codones de tRNA (74). El gen 16S rRNA interactia con, nada menos, que 21 diferentes
proteinas ribosomales para la construccion de la subunidad 30S. La region conservada del 16S
rRNA es sensible a la mutacion; incluso a mutaciones sutiles (es decir, a un unico punto de
mutacion) que a menudo hacen que el ribosoma completo no sea funcional, por lo tanto, es
razonable para los bidlogos evolutivos la hipotesis de la transferencia horizontal de genes
como las mutaciones que ocurren en las secuencias de nucleotidos. En contraste, los estudios
genéticos han demostrado que el gen 16S o el inserto 23S rRNA son algo flexibles cuando se
producen mutaciones dentro de las regiones variables (regiones no conservadas entre

especies), incluyendo sitios de union para algunas proteinas ribosomales (75, 76).

1.7. Estudio filogenético

El descubrimiento de las técnicas de biologia molecular, asi como los métodos de
secuenciacion del gen 16S rRNA, secuenciacion de ADN (77) e hibridacion de ADN-ADN
(78), ha establecido un valioso avance para establecerla filogenia molecular en los organismos
procariotas a la lo largo de las ultimas décadas. Los objetivo de la filogenia molecular son los
estudios de la evolucidon y desarrollo de las especies, asi como la comparacion de secuencias
de algunas macromoléculas con el fin de clasificar de forma ordenada a los organismos en
grupos. Estos datos, son preferibles sobre otros métodos moleculares por poseer cercanias
evolutivas, debido a que permiten interpretaciones cuantitativas y directas, ademas que van
conformando una creciente base de datos para subsecuentes referencias (79). Anteriormente la
taxonomia bacteriana se realizaba tomando en cuenta las caracteristicas morfologicas de los

microorganismos (80, 81).

Los métodos de clasificacién bacteriana han evolucionado desde finales del siglo 19 hasta
nuestros dias, ya que en la actualidad las técnicas de biologia molecular ahora son
consideradas de rutina para los taxonomistas microbiologos, estas técnicas han modificado
dréasticamente como los microbidlogos analizan sus objetos de estudio, ya que ahora pueden
elegir para el analisis filogenético un solo gen o integrar un andlisis global basado en

microarreglos (82).
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Por otro lado los Arboles filogenéticos son una herramienta esencial para comprender el
estudio de la evolucion, ademds der ser un componente importante de una amplia variedad de
analisis bioldgicos, a partir del genoma de una comunidad bacteriana. Hasta hace poco, los
métodos para identificacion filogenética que se habian aplicado en gran parte a secuencias
obtenidas a través de proyectos del genoma y a la secuenciacion de genes individuales
utilizando PCR. Por estas razones la filogenia bacteriana se ha limitado a los estudios de
genes especificos, sin embargo se ha demostrado el éxito que se tiene al generar un arbol
filogenético a partir de la secuenciacion del gen 16S rRNA, y mediante la ayuda de
herramientas de bio-informatica las cuales permiten que dichas secuencias (de cepas
individuales) sean clasificadas en Unidades Taxonomicas Operacionales (OTUs por sus siglas

en ingles) (83).

El factor mas importante en la construccion de arboles filogenéticos fiables, parece ser el
numero de aminodcidos o nucledtidos usados. Asi, los nodos representan eventos de
especiacion / mutacion o duplicacidn, y la longitud de las ramas representan el tiempo de
evolucion (84). Los principales métodos de busqueda de arbol filogenético son los métodos
basados en matriz de distancia, méxima parsimonia, maxima verosimilitud (ML), y los
métodos bayesianos. Los cuatro métodos son computacionalmente intensivos, en particular el
ML, y los métodos bayesianos con la cadena de Markov Monte Carlo (MCMC) técnicas para
determinar las probabilidades posteriores (PP) (85). Los programas informaticos cominmente
utilizados son: CLUSTALW (86), PHYML (87), PAUP (88), PHYLIP (89), PHILO-WIN
(90) y TREEPUZZLE (91).

El empleo de técnicas de bioldgia molecular como la identificacién de los sistemas PKS y
NRPS mediante PCR, ha permitido identificar cepas de microorganismos con la capacidad de
producir biomoléculas sintetizadas por estos sistemas, siendo las actinobacterias uno de los
Phylum mas estudiados por su gran capacidad para producir metabolitos secundarios. Por otro
lado se conoce la existencia especies de actinobacterias que pertenecen al grupo de los
extremofilos, especificamente a los haldfilos ya que requieren de cierta concentracion de
NaCl para poder crecer, actualmente se cuenta con el reporte de actinobacterias aisladas de
ambientes salinos en México, sin embargo ain no se conce si estos microorganismos
presentan los sistemas PKS y NRPS, esta deteccion permitiria conocer si las cepas aisladas

son aptas para la sintesis y produccion de biomoléculas
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2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La identificacion molecular y caracterizacion biologica de microorganismos utiles como
agentes productores de compuestos bioactivos, ha sido de gran interés para la medicina,
farmacia, investigacion bioquimica y la agricultura moderna, sin embargo y a pesar de la gran
cantidad de compuestos identificados surgié la necesidad de una revision de objetivos y
métodos para la deteccion de genes responsables de sintetizar compuestos utiles en distintas

areas, y de microorganismos provenientes de diversos ambientes (21, 63).

Por otro lado en las ultimas 3 décadas, ha existido un enorme progreso en los programas de
busqueda de productos naturales para lo cual la biologia molecular abri6 el camino en el
descubrimiento de genes responsables de rutas biosintéticas de antibidticos, uno de los
descubrimientos importantes ha sido el de las familias de policétidos y péptidos no
ribosomales, sintetizados por sistemas enzimaticos conocidos como policétido sintasa (PKS) y
sintetasa de péptido no ribosomal (NRPS) encargados de la produccion de compuestos con
importante aplicacion en biomedicina entre los cuales se encuentran: antibidticos,
antifingicos, antihelminticos, inmunosupresores, agentes antitumorales, inhibidores
enzimaticos, antagonistas y agonistas de receptores, toxinas, feromonas, pesticidas y
promotores del crecimiento en animales y plantas, estas familias han sido identificadas en
distintos Taxones bacterianos, siendo las actinobacterias uno de los grupos bacterianos mas
reconocidos por la propiedad de ser excelentes productores de metabolitos secundarios (28,

60).

Las investigaciones que se han realizado en las ultimas décadas se han centrado en la
deteccion de los sistemas PKS y NRPS, en actinobacterias provenientes del suelo y del
ambiente marino, por otro lado atin no se ha determinado la presencia de las familias de genes

PKS y NRPS en actinobacterias aisladas de ambientes salinos.

Pregunta de Investigacion

JLos sistemas PKS Y NPRS, se encuentran en cepas de actinobacterias halofilas?
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3. JUSTIFICACION

Las familias de policétidos y de péptidos no ribosomales, son sintetizados por sistemas
enzimaticos conocidos como policétido sintasa (PKS) y sintetasa de péptido no ribosomal
(NRPS) identificados en algunos microorganismos como bacterias y hongos, estos sistemas
biosintéticos estdn involucrados en la sintesis de metabolitos secundarios con importante
actividad bioldgica, estos compuestos presentan aplicacion en las areas como: medicina,
farmacia, investigacion bioquimica y agricultura, algunos de estos compuestos son:
antibidticos como penicilinas, vancomicinas, eritromicinas, entre otros; antifingicos como
nistatina; agentes antitumorales como ansamitiocina, bleomicina; antihelminticos como

avermectina y agentes inmunosupresores como FK506, FK520 y ramanicina (19).

Los metabolitos secundarios producidos por bacterias representan una gran variedad de
compuestos producidos en la naturaleza, dicha variedad se ve reflejada en cerca de los mas de
23,000 metabolitos secundarios microbianos conocidos, de los cuales el 42% los producen los

hongos, el 32% por actinobacterias y el resto por otros taxones bacterianos (60).

Es conocido que las actinobacterias representan una de las fuentes de aislamiento y
descubrimiento de nuevos metabolitos con actividad bioldgica, en particular el caso de las
cepas aisladas de Streptomyces representando el género mas prolifero ya que el 50% de las

cepas presentan algiin compuesto activo perteneciente a los sistemas PKS y NRPS (61).

Las investigaciones para identificar los sistemas PKS y NRPS en actinobacterias comenz6 a
dar un giro importante, enfocdndose en la blsqueda y aislamiento en géneros de
actinobacterias en géneros poco estudiados (cepas de los géneros Actinoplanes,
Amycolatopsis, Planobispora, Microbispora, entre otros), en cepas provenientes de ambientes
inusuales como los ambientes extremos, también se conoce la existencia de actinobacterias
patogenas en humanos y animales a las cuales se podria identificar la presencia de los
sistemas PKS y NRPS, ya que actualmente este grupo de actinobacterias se encuentra poco

explorado (59).

Es importante resaltar que la biologia molecular y las herramientas de bioinformatica
aplicadas en el descubrimiento de genes encargados de sintetizar una amplia variedad de
metabolitos secundarios producidos por actinobacterias han revolucionando la biomedicina al

cambiar o incrementar la expectativa y calidad de vida (61).
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4. HIPOTESIS

Hipotesis alterna: Las cepas de actinobacterias halofilas, contienen los sistemas PKS y

NRPS.

Hipotesis nula: Las cepas de actinobacterias haléfilas no contienen los sistemas PKS y

NRPS.
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5. OBJETIVOS:

General:

v Determinar la presencia de los sistemas PKS y NRPS en cepas de actinobacterias

halo6filas.

Especificos:

v’ Establecer y estandarizar el protocolo para la deteccion de los sistemas PKS y NRPS

en cepas de actinobacterias halofilas.

v Detectar la presencia de los sistemas PKS y NRPS en cepas de actinobacterias

haloéfilas, utilizando primers especificos.
v’ Realizar un andlisis de polimorfismo de longitud del fragmento de restriccion de genes

(RFLP), a los productos de PCR del gen 16S rRNA de las cepas de actinobacterias
halofilas.

v" Identificar por amplificacion y secuenciacion del gen 16S rRNA las actinobacterias

con presencia de los sistemas PKS y NRPS.
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6. MATERIAL Y METODOS:

6.1. Diseio de Estudio

Tipo de estudio: Experimental, descriptivo prospectivo.

Universo: Cepas de actinobacterias aisladas de ambientes: extremos (salinos).

Método de muestreo: Muestreo aleatorio estratificado.

Tamafio de muestra: 51 Cepas de actinobacterias.
6.2. Criterios de inclusion, exclusion y eliminacion

Criterios inclusion: Cepas de actinobacterias hal6filas.

Criterios exclusion: Cepas de taxones bacterianos que no pertenezcan al Phylum

actinobacteria.

Criterios eliminacion: Cepas de actinobacterias que no presenten crecimiento.
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6.3. Procedimiento

Se trabajo con cepas que forman parte de dos colecciones, pertenecientes al cepario del

Laboratorio de Investigacion en Microbiologia Médica y Ambiental de la Facultad de

Medicina de la UAEMex, y de cepas procedentes Coleccion Americana de Cultivos Tipo

(American Type Culture Collection ATCC) , las cuales se describen a continuacion:

>

>
>

Coleccion I: 34 cepas de actinobacterias aisladas de suelos salinos de Oaxaca y
Sonora.

Coleccion II: 17 cepas aisladas del suelo salino sédico del ex lago de Texcoco.

Cepa de referencia: Saccharomonospora caesia ATCC 49227 (92).

Cepa de referencia: Streptomyces venenzuelae ATCC15439 (93).

Una vez definida la muestra de cepas con la que se trabajo, se sembraron en medios de cultivo

necesarios para su crecimiento y asegurar una cepa pura, una vez que se aseguro el

crecimiento, dicha cepa se inoculo en medio liquido, con el fin de extraer el material genético

de los microorganismos y poder identificar la presencia de los sistemas PKS y NRPS.

6.3.1. Medio de cultivo para actinobacterias haldéfilas

En el caso de las actinobacterias halofilas el medio que se uso fue el MH (94).

Componentes g/L
Extracto de levadura 10
Proteosa peptona 5
Glucosa 1
Agar 18
Solucién de NaCl al 10% esp IL

Elaboracion del medio de cultivo solido

Procedimiento

1.
2.
3.

Se pes6 cada uno de los componentes en una balanza granataria.
Después se verterieron en un matraz Erlenmeyer, con solucion salina.
Posteriormente se ajusté el pH a 7.4 y 8.5 con solucion de NaOH 1M, en un

potencidémetro.
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4. Se coloco el matraz sobre la parrilla con agitacion, para que todos los componentes se
incorporen y se colocd en la autoclave para su esterilizacion, a una temperatura de
120 ° C por 15 minutos.

5. Finalmente se dejara enfriar el medio de cultivo, para posteriormente verterlo en cajas

petri.

Una vez preparado el medio de cultivo se vertieron 20 ml de medio en cajas petri, en las
cuales se sembron los microorganismos por la técnica en estria, con esta técnica se permitio

observar el crecimiento de colonias aisladas, se incubaron las placas a 37°C de 7 a 10 dias.

Elaboracion del medio de cultivo liquido

Procedimiento

—

Se pesardn cada uno de los componentes en una balanza granataria.

™

Después se verteierton en un matraz Erlenmeyer, con solucion salina.

3. Posteriormente se ajustd el pH a 7.4 y 8.5 con solucion de NaOH 1M, para lo cual se
utiliz6 un potencidometro.

4. Al terminar lo anterior se coloco el matraz sobre la parrilla con agitacion, para que

todos los componentes se incorporaran y se coloco el medio en matraces de 150 ml en

la autoclave para su esterilizacion, a una temperatura de 120 ° C por 15 minutos.

Una vez que se dejo enfriar el medio liquido, se inoculara el microorganismo en los matraces

con medio liquido, dejando en incubacion a 37°C de 7 a 10 dias.

Elaboracion del medio de cultivo solido Extracto de Malta para reactivar las cepas de

referencia

Componentes g/L
Extrato de Malta 10
Glucosa 1
Extracto de levadura 5
Peptona de carne 2
Peptona de caseina 4
Triptona 1

Agar 15

Agua destilada esp IL
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Procedimiento

1.

Se pesaron y se midieron todos los componentes del medio de cultivo Extracto de
Malta en una balanza granataria y probeta graduada.

Después se agregaron los componentes en un matraz Erlenmeyer, con agua destilada.
Se ajustdé el pH a 7.5 con solucion de NaOH 1M, para lo cual se utilizé un
potencidmetro.

Al terminar lo anterior se coloco el matraz sobre la parrilla con agitacion, para que el
agar y el agua se incorporaran y se colocd el medio en la autoclave para su

esterilizacion, a una temperatura de 120 ° C por 15 minutos.

Una vez preparado el medio de cultivo se vertieron 20 ml de medio en cajas petri, en las

cuales se sembrardn los microorganismos por la técnica en estria, se incubarén las placas

a37°C de 7 a 10 dias.

Elaboracion del medio de cultivo liquido

Procedimiento

1.

Se pesaron y se midieron todos los componentes del medio de cultivo Extracto de
Malta en una balanza granataria y probeta graduada.

Después se vertieron en un matraz Erlenmeyer, con agua destilada.

Posteriormente se ajusto el pH a 7.5 con solucion de NaOH 1M, para lo cual se utilizd
un potenciometro.

Se coloco el matraz sobre la parrilla con agitacion, y se vacid el medio en matraces de
150 ml en la autoclave para su esterilizacion, a una temperatura de 120 ° C por 15

minutos.

Una vez que se dejo enfriar el medio liquido, se tomara una pequeiia muestra de la cepa la

cual se inoculara en los matraces con medio liquido, dejando en incubacion a 37°C de 7 a 10

dias.
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6.3.2. Caracterizacion morfologica de actinobacterias

Morfologia macroscopica

La seleccion de cepas de actinobacterias se realizo de acuerdo a las caracteristicas
morfologicas reportadas en el Manual de Bergey's (95) de acuerdo a: tamafio, color, forma,
textura, presencia de esporulacion y de pigmento difusible en el agar.

Morfologia microscopica

A las colonias seleccionadas se les realizd la tinciéon de Gram, y fuerdén observadas al
microscopio Optico, se seleccionaran las cepas Gram positivas que presentarén células

filamentosas ramificadas.
Frotis para realizar tincion de Gram

Procedimiento

1. Se coloco una pequeiia gota de agua destilada en el centro
de un porta objeto limpio.

2. Posteriormente se esterilizo el asa de siembra, y se tomd
una pequeiia cantidad del cultivo bacteriano el cual fue
transferido a la gota de agua.

3. Después se removio la mezcla con el asa de siembra hasta
formar una suspension homogénea se dejo secar hasta la
evaporacion.

4. Se paso tres veces el portaobjetos por la llama durante unos

segundos, para fijar las células.

Tincion de Gram

5. Se coloco unas gotas cristal violeta sobre el frotis seco, se
dejo actuar al colorante por 1 minuto. Al transcurrir el

minuto, se enjuagod bajo un chorro de agua.

6. Se aplico yodo lugol durante 1 minuto, el frotis se decolord
con alcohol-acetona, hasta que ya no escurrio el colorante,

posteriormente se enjuagd bajo un chorro de agua.
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7. Se tino, utilizando un colorante de contraste como la
safranina, el cual se dejo actuar durante 30 segundos y se
enjuagd con agua, se dejo secar y posteriormente se
observo al microscopio Optico 100x colocando una gota de

aceite de inmersion.

6.3.3. Caracterizacion fisiolégica de actinobacterias

Se determiné el crecimiento Optimo de las cepas aisladas de actinobacterias en diferentes

concentraciones de NaCl, pH y temperatura, para las cepas aisladas de actinobacterias.

Las cepas se inocularon en medio MH a las siguientes concentraciones de NaCl: 0, 0.5, 3, 5,
10, 15, 20, 25 y 30%; pH 7.4 y las mismas concentraciones de NaCl a pH 8.5 a 37 °C. El pH
se evaluo en medio MH al 10% de NaCl en los siguientes valores: 5, 6,7, 8,9, 10, 11y 12 a
37 °C. La temperatura se determino incubando en medio MH al 10% de NaCl, en pH 7.4 y 8.5
a 21 °C, 26 °C, 37 °C, 42 °C, 45 °C y 50 °C. Se realizaron observaciones diarias durante 15
dias. El crecimiento 6ptimo de las cepas para cada parametro se establecido considerando el

valor al cual el crecimiento fue mas abundante.

6.3.4. Extraccion de ADN

Como primer paso para la identificacion de los sistemas PKSy NRPS en las cepas de
actinobacterias se realizo la extraccion de ADN, se utiliz6 el kit Promega Wizard® Genomic

No. de catalogo A1120.

Protocolo para la extraccion de ADN

1. Re suspender completamente el pellet de células con 480uL. de EDTA 0.5M

2. Se adiciona 120pul de lizosima al pellet re suspendido, se mezcla cuidadosamente.

3. Después se incuba la muestra a 37° C por 1 hora, se centrifuga a 14 000 rpm durante 2
minutos y se removera el sobrenadante.

4. Posteriormente se agregan 600ul de solucion nuclear de lisis del paquete de
purificacion de ADN “Promega Wizard® Genomic” mezclando cuidadosamente.

5. Seincuba a 80° C durante 5 minutos y se deja enfriar a temperatura ambiente.
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Se adicionan 3puL de solucion de RNAsa del paquete de purificacion de ADN

“Promega Wizard® Genomic”, se mezcla por el método inversion el tubo 3 veces.

7. Se Incuba el tubo a 37° C por 1 hora, se deja enfriar a temperatura ambiente.

8. Se afiaderan 200ul de solucion de precipitacion de proteinas del paquete de
purificacion de ADN “Promega Wizard® Genomic” al lisado tratado con RNAsa, se
agitara con el vortex vigorosamente durante 20 seg. para mezclar.

9. Se incubara la mezcla en hielo durante 5 min.

10. Posteriormente se centrifuga a 14 000 rpm por 3 min y se transfiere el sobrenadante a
un tubo de ependorf de 1.5 mL limpio y esteril conteniendo 600 ul de isopropanol.

11. Se mezcla suavemente hasta que se observe la formacion de hebras de ADN visibles.

12. Después se centrifuga a 14 000 rpm durante 2 minutos.

13. Se drena cuidadosamente el tubo en papel absorbente, se adiciona 600ul de etanol al
70% vy se inverte el tubo varias veces delicadamente para no despegar el pellet de
ADN.

14. Se centrifugard a 14 000 rpm durante 2 minutos, se elimina cuidadosamente el etanol,
y se deja secar el tubo durante 10 a 15 min.

15. Finalmente se agregan 100ul de solucidon de rehidratacion del paquete de purificacion
de ADN “Promega Wizard® Genomic” y se incuban en refrigeracion (4° C).

Electroforesis

Los productos de extraccion se visualizaron para evaluar la presencia y la calidad del ADN en

cada muestra.

Elaboracion

1. Se colocaron 0.25gr de agarosa y 25ml de solucion TAE 1X en un matraz de 200ml.

2. Se agito suevamente y se calentdé en el horno de microondas por 40 segundos
aproximadamente, hasta que se disuelvan los so6lidos.

3. Se arm¢ la cdmara de electroforesis horizontal y se verte la agarosa sobre el molde, se
dejo solidificar la agarosa, se retird cuidadosamente el peine.

4. Se tomardn 5 ul de muestra y se mezclo con el buffer de carga, se coloco la mezcla en
los pozos cuidadosamente. Se colocaron 5 ul marcador de peso molecular (300-
10,000 bp, Trading New Technologies No. de catalogo Axygen M-ADN-1Kb).

5. Se cerr6 la camara de electroforesis y se programé a 120 Volts y 300 microAmpers

por 35 min.
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Visualizacion de ADN

6. Se coloco el gel de agarosa en la cdmara de tefiido que contenia una solucion de
bromuro de tidio (BrEt), durante 40 segundos.

7. Se trasfirio el gel al fotodocumentador, se coloco la tapa y se encendio la luz
ultravioleta asi como la cdmara fotografica.

8. Finalmente se captur6 la imagen y se guardo el archivo.

6.3.5. Deteccion los sistemas PKS y NRPS

Amplificacion de los sistemas PKS y NRPS

Para la identificacion de los sistemas PKS y NRPS se utilizaron los primers universales
disefiados para Actinonacterias (21), asi como las cepas de referencia Saccharomonospora
caesia ATCC 49227 y Streptomyces venenzuelae ATCC 15439, a las que se les conoce la
presencia de los sistemas, teniendo la certeza de que los productos identificados de las cepas
estudiadas correspondan a la amplificacién de los sistemas PKS y NRPS. La reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR) se llevo a cabo en un termociclador utilizando Taq ADN

Polimerase in Storage Buffer B (Promega® M1661).

Las condiciones que se usardn en el ciclo térmico para la amplificacion del sistema PKS
fueron: un ciclo de desnaturalizacién inicial de 5 minutos a una temperatura de 95°C, 35
ciclos de 30 segundos a 95°C, 2 minutos de extension a una temperatura de 55°C para los

primers:

K1f: 5"-TSAAGTCSAACATCGGBCA-3’
Mér: 5'-CGCAGGTTSCSGTACCAGTA-3’

Las condiciones para la amplificacion del sistema NRPS fueron: un ciclo de desnaturalizacion
inicial de 5 minutos a una temperatura de 95°C, 35 ciclos de 30 segundos a 95°C, 2 minutos

de extension a una temperatura de 58°C para los primers:

A3f: 5'-GCSTACSYSATSTACACSTCSGG-3’
ATr: 5'-SASGTCVCCSGTSCGGTAS-3’

Se realiz6 la PCR multiplex para amplificar el sistema PKS y el sistema NRPS se utilizaron

las siguientes condiciones: 4 minutos de elongacion a una temperatura de 72°C, el paso de
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extension final que se llevara a cabo en 10 minutos a una temperatura de 72°C, para los

primers:

K1f: 5"-TSAAGTCSAACATCGGBCA-3’
Mér: 5'-CGCAGGTTSCSGTACCAGTA-3’
A3f: 5'-GCSTACSYSATSTACACSTCSGG-3’
ATr: 5'-SASGTCVCCSGTSCGGTAS-3*

Los productos de PCR se observaron mediante una electroforesis en el gel de agarosa al 1%.

Secuenciacion y andlisis de los sistemas PKS y NRPS en cepas de actinobacterias.

Se seleccionaron algunas cepas de cada especie identificada con la presencia de los sistemas
PKS y NRPS para realizar un analisis predictivo de sintesis de biomoléculas. Las secuencias
enviadas al servicio de secuenciacion MacroGen Maryland USA fueron corregidas y
ensambladas usando el programa CromasPro version 1.5. (Technelysium Pty. Ltd,
http://www.technelysium.com.au). La traduccion de las secuencias consenso de nucleotidos a
aminoacidos  se  realizd6  utilizando la  herramienta del portal ExPASY
(https://www.expasy.org/), para ambos sistemas. Se utiliz6 el algoritmo de BLASTP del
NCBI para comparar las secuencias de aminoacidos de los sistemas PKS y NRPS con las
depositadas en la base de datos del GenBank y asi localizar géneros de actinobacterias que
comparten semejanza con las cepas identificadas en este estudio al nivel de PKS y NRPS. Se
realizd una consulta en el NCBI para localizar reportes relacionados a la sintesis de

biomoléculas por los géneros que presentaron algun porcentaje de semejanza.

El andlisis de prediccion se realizd6 comparando las secuencias de aminoacidos de cada
sistema con las bases de datos del Structure Based Sequence Analysis of Polyketide Synthases

(SBSPKS) (96).

Andalisis filogenético de los sistemas PKS y NRPS

Se construyd un arbol filogenético con las secuencias de aminoacidos obtenidas de la
amplificacion de los dominios ketosintasa (KS) y adenilacion (A), mediante el programa
MEGA version 7.0.21 (97) se empled el método de neighbor-joining (98), la topologia del
arbol filogenético fue evaluada por bootstrap de 1000 replicaciones, las distancias evolutivas
se calcularon utilizando el método de correccion de Poisson (99), se utilizd6 como raiz del

arbol para el sistema PKS (dominio ketosintasa KS) a Mycobacterium abcessus DSM 44196 y
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Amycolatopsis marina NBRC 104263 como raiz del arbol para el sistema NRPS (dominio

adenilacion A).

6.3.6. Identificacion genética

Amplificacion del gen 168 rRNA

Se realizo la identificacion de los microorganismos por medio de la amplificacién y
secuenciacion del gen 16S rRNA. Se utilizaron las siguientes secuencias de nucledtidos, como
primers universales:

27f: 5'- AGA GTT TGA TCM TGG CTC AG-3’

518f: 5°-CCA GCA GCC GCG GTA ATA CG-3’

1492r: 5- TAC GGY TAC CTT GTT ACG ACT T-3°

800r: 5°-TAC CAG GGT ATC TAA TCC-3

La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) se llevd a cabo en un termociclador
AXYGEN modelo: MAXYGENE II (No. de catalogo: THERM 1001), utilizando Taqg ADN
Polimerase in Storage Buffer B (Promega M1661). Las condiciones usadas en el ciclo térmico
para la amplificacion del gen fueron las siguientes: un ciclo de 5 minutos a una temperatura
de 94°C, desnaturalizacion inicial; 45 segundos a una temperatura de 94°C desnaturalizacion;
la temperatura de alineacion depende de la Tm (temperatura de fusion) del indicador, esta se
llevé a cabo durante 1 minutos a 46°C, el tiempo de la extension depende del tamafio del
fragmento que se amplificara, a 72°C durante 50 segundos, por un total de 29 ciclos con una
extension final de 5 minutos a 72°C. Los fragmentos amplificados fuerén observados

mediante una electroforesis en el gel de agarosa al 1%.

Secuenciacion

Los productos amplificados se enviaron al servicio de secuenciacion de Macro Gen U.S.A.,

para poder obtener las secuencias y asi identificar por especie al microorganismo aislado.

Andalisis filogenético

Las secuencias obtenidas fueron ensambladas y alineadas utilizando el programa BioEdit y
CromasPro (Technelysium Pty. Ltd, http://www.technelysium.com.au), una vez alineadas se
compararon con las secuencias depositadas en las bases de datos: EzTaxon, Blast, RDP Il y
Le BIBI. Para el analisis filogenetico se alinearon las secuencias obtenidas con las de otras

especies de los géneros identificados auxilidndose del programa de bioinformatica ARB
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Project 6.0.2 (100) empleando la base de datos de 16SrRNA silva (101), asi como el
programa MEGA version 7.0.21 (97).

Para la construccion del arbol filogenético, con las secuencias alineadas, se utilizardn tres
métodos distintos: neighbour-joining, maximun-likelihood 'y maximum-parsimony, la
estabilidad de cada una de las ramas se calculd6 mediante una estimacion de los valores de

bootstrap (buscando valores ideales de 100).

6.3.7. Ribotipificacion

Polimorfismo de Longitud del Fragmento de Restriccion (RFLP)

Este andlisis se usé para la identificar diferencias entre las especies o cepas estudiadas, estd

tecnica permite conocer la variabilidad de las especies identificadas.

Procedimiento

1. Se realiz6 la amplificacion del gen 16 rRNA.

2. Posteriormente se utilizaron las enzimas: Rsa I, Msp I, Hae III.

3. Se colocaron 10ml del producto de amplificacion y se adiciono la mezcla con la enzima.

4. Se lleva la mezcla con el amplicon y la enzima a 37°C durante una hora, posteriormente se
llevaron a 80 °C.

5. Para observar los cortes enzimaticos se realiza un gel de agarosa al 1.5%.
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6.4. Implicaciones Bioéticas

1)

2)

3)

4)

La investigacion que se realizd con base en el articulo 79, del reglamento de la Ley
General de Salud en Materia de Investigacion para la Salud, titulo IV Bioseguridad de

las Investigaciones (102).

El Convenio de Rio de Janeiro sobre la diversidad biologica el cual se llevo a cabo en
la Rio de Janeiro del 3 al 14 de junio de 1992, culminando con la firma del convenio
con el namero de registro 93/626/CEE el 25 de Octubre de 1993, en la que se definen
los derechos y obligaciones de los estados en materia de medio ambiente y desarrollo
para conseguir el equilibro entre las necesidades econdmicas y sociales con la
explotacion, conservacion y utilizacion sostenible de los recursos y la proteccion del
Medio Ambiente. Entre los principios definidos en el documento destacan: el prever y
atajar en su fuente las causas de reduccion o pérdida significativa de la diversidad
biologica, debido a su valor intrinseco y a los valores de sus componentes
medioambientales, genéticos, sociales, econémicos, cientificos, educativos, culturales,
recreativos y estéticos. El Convenio trata igualmente de promover la cooperacion entre

los estados miembros y las organizaciones intergubernamentales (103).

El protocolo de Cartagena Sobre Seguridad de la Biotecnologia, con nimero de
Decision 2002/628/CE firmado el 25 de junio de 2002, el objetivo del protocolo de
Cartagena sobre la bioseguridad es garantizar que la transferencia, la manipulacion y
la utilizacion de los organismos vivos modificados por medio de las técnicas de la
biotecnologia moderna no tienen efectos negativos sobre la biodiversidad o la salud

humana, haciendo especial hincapié¢ en los movimientos transfronterizos (104).

Apegandonos al Protocolo de Nagoya sobre Acceso a los Recursos Genéticos y
Participacion Justa y Equitativa en los Beneficios que se Deriven de su Utilizacion al
Convenio sobre la Diversidad Bioldgica, adoptado en Nagoya el 29 de Octubre de
2010, entrando en vigor en México el 12 de octubre de 2014. El objetivo de este
protocolo es la participacidn justa y equitativa en los beneficios que se deriven de la
utilizacion de los recursos genéticos, teniendo en cuenta todos los derechos sobre
dichos recursos y tecnologias por medio de la financiacion apropiada, contribuyendo
por ende a la conservacion de la diversidad bioldgica y la utilizacion sostenible de sus

componentes (105).
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7. RESULTADOS

7.1. Draft genome sequence of Saccharomonospora sp. LRS4.154, a moderately

halophilic actinobacteria with the biotechnologically relevant systems PKS and NRPS
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7.1.3. ABSTRACT

The draft genome sequence of Saccharomonospora sp. LRS4.154, a moderately halophilic
actinobacteria, has been determined. The genome has 4,860,108 bp, G+C content of 71.0
mol% and 4,525 ORFs. The clusters of PKS and NRPS genes, responsible for the biosynthesis

of a large number of biomolecules, were identified in the genome.

7.1.4. Apartados del articulo

Actinobacteria represents a group of microorganisms prolific in producing secondary
metabolites (1). However, the biotechnological potential of its halophilic representatives
remains unexplored (2). The ability of synthesizing secondary metabolites is closely
associated to the identification of the polyketide synthase (PKS) and nonribosomal peptide
synthetase (NRPS) gene clusters in an actinobacterial genome sequence. These genes are
responsible for the synthesis of antibiotics, biosurfactants, siderophores, immunosuppressants,
antitumoral and antiviral agents, and biomolecules with important medical and

biotechnological applications (3, 4).

The strain LRS4.154 is a moderately halophilic actinobacteria, isolated from a soil sample of
Laguna del Rosario in Oaxaca, México. Based on 16S rRNA gene sequence comparisons, the
strain LRS4.154 could be affiliated to the genus Saccharomonospora, being
Saccharomonopora azurea and Saccharomonospora xinjiangensis the most closely relatives
sharing 98.4% 16S rRNA gene sequence similarities, respectively. The aim for this work is

know the potential to this strain to futures applications in the biomedical areas.

The draft genome sequence of Saccharomonospora sp. LRS4.154 was accomplished using a
whole-genome shotgun strategy (5) on an Ilumina HiSeq 2500 plataform (2 x 100 bp paired-

ends) (STAB VIDA, Portugal), yielding 12,366,802 reads and 846.63 Mbp. The genome
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assembly was performed using the software Velvet v. 1.2.10 (6) and, resulted in 13 contigs (>
1000 bp) with an N50 value of 731,563. The NCBI Prokaryotic Genome Annotation Pipeline
(7) was used to identify ORFs and provide a functional annotation of protein-coding genes, as

well as other functional genome units.

The draft genome is estimated to contain 4,860,108 bp, with a G+C content of 71.0 mol %.
The reported coding density is 90.3% with 0.916 genes per Kbp. A total of 4,525 putative
ORFs were predicted with an average size of 985 bp, as well as 2 ncRNA, 4 rRNA (1 16S

rRNA, 1 23S and 5S rRNA) and 47 tRNA genes.

Analysis of the genome confirms the presence of six PKS and two NRPS gene clusters. These
bioinformatic data suggest the potential of the halophilic actinobacterial strain LSR4.154 to

produce secondary metabolites or unknown metabolites of PKS and NRPS origin.

Accession number(s). This Whole Genome Shotgun project has been deposited in
DDBJ/ENA/GenBank under the accession no. MWIH00000000. The version described in this

paper is the first version, MWIHO01000000.
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7.2.2. Abstract

Type I polyketide synthase (PKS-I) and nonribomosal peptide synthetase (NRPS) modular systems are involved
in the synthesis of natural products in microorganisms such as actinobacteria. The present study identified
halophilic and haloalkalophilic actinobacteria with presence of PKS-I and NRPS systems in order to predict the
synthesis of bioactive molecules. A total of 51 actinobacterial strains isolated from saline and saline-sodic
environments in Mexico were identified. Phylogenetic analysis based on sequencing of gene 16S rRNA showed
that the strains isolated belong to the genera Saccharomonospora, Actinopolyspora and Nocardiopsis. The PKS-1
system was detected in five strains of Saccharomonospora. The NRPS system was detected in six strains of
Nocardiopsis and Saccharomonospora. Presence of both PKS-I and NRPS systems was detected in 37 strains of
these three genera. Three strains did not contain PKS-I or NRPS systems. Prediction of biomolecular synthesis
showed similitude with sequences of the antibiotics caerulomycin, amphotericin A and B, calcium-dependent
antibiotic and pristinamycin. The potential to synthesize biomolecules was established in moderately halophilic
and haloalkalophilic actinobacteria from saline environments in Mexico.

KEYWORDS

Type I polyketide synthase, Nonribosomal peptide synthetase, halophilic actinobacteria, haloalkalophilic

actinobacteria.
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7.2.3. Introduccion

INTRODUCTION

Type I polyketide synthase (PKS-I) and nonribosomal peptide synthetase (NRPS) systems are synthesized by
groups of genes coding for a variable number of modules with multiple enzymatic activities in the biosynthesis
of bioactive compounds. Each module consists of three catalytic domains which are necessary for a complete
elongation cycle in the synthesis of each system (Amoutzias et al. 2008; Weissman et al. 2015; Donadio et al.
1991). The structure and organization of these systems make possible the prediction of biomolecular synthesis

based on the amino acid sequence resulting from nucleotide sequence translation (Khayatt et al. 2013).

The biosynthetic systems PKS-I and NRPS are involved in the synthesis of biologically active compounds with
applications in medicine, agriculture and biochemical research (Bhanot et al. 2011; Demain 2014; Giddings and
Newman 2013) such as antibiotics (penicillin, virginiamycin, erythromycin), antifungal medications (nystatin,
amphotericin B, nikkomycin), antitumoral agents (calicheamicin, bleomycin, geldanamycin), antihelminthics
(avermectin, milbemycin) and immunosuppresants (rapamycin, FK506, ascomycin) (Gailey and Stefaniak 1946;
Namwat et al. 2002; Liu et al. 2013; Fjaervik and Zotchev 2005; Bormann et al. 1999; Ahlert et al. 2002;
Sugiyama et al. 1994; Wu et al. 2012; Ikeda et al. 2001; Nonaka et al. 2000; Gregory et al. 2004; Chen et al.

2012; Reeves et al. 2002).

PKS-I and NRPS biosynthetic systems have been found in diverse microbial taxa including myxobacteria
(Wenzel and Miiller 2007), cyanobacteria (Welker and Von Dohren 2006) and actinobacteria (Bérdy 2012). The
latter group is of greater interest in detection of PKS-I and NRPS systems to predict biomolecular synthesis since
two thirds of natural antibiotics come from actinobacteria (Barka et al. 2016) which are consequently a
significant source of biologically active metabolites (Leén et al. 2007), particularly actinobacteria isolated from

extreme environments such as hypersaline and saline-sodic systems.

Ayuso-Sacido et al. (2005) designed two sets of specific primers to detect PKS-I and NRPS systems, and tested
these primers on 210 reference strains from type culture collections, representing 33 genera of actinobacteria.

The PKS-I system was detected in 119 of these strains and the NRPS system in 167.

Most saline areas in Mexico are located on the Pacific Ocean or Gulf of Mexico coasts. Alcocer and Hammer

(1998) reported 78 saline areas on Mexican coasts, 46 on the Pacific and 12 on the Gulf. Ramirez et al. (2004,
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2006) isolated Saccharomonospora and Actinopolyspora from diverse saline environments in coastal areas of
northern and southern Mexico. On the other hand, there are 109 inland saline lakes in the country (Alcocer and
Hammer 1998) such as the former Lake Texcoco in central Mexico, which is characterized by its saline-sodic
soil with 10-24% NaCl and pH values of 8.5-10.5 (Beltran-Hernandez et al. 1999, Navarro-Noya et al. 2015).

At present there are no studies relating in detail the diversity of halophilic and haloalkalophilic actinobacteria
isolated from Mexico that contain PKS-I or NRPS systems with the potential to produce bioactive compounds.
The present study aimed to identify halophilic and haloalkalophilic actinobacteria with presence of PKS-I or

NRPS systems and predict their capacity to synthesize bioactive molecules.

7.2.4. MATERIALS AND METHODS

Sampling

Saline soil samples were collected from three geographic points in Mexico. Two sampling points correspond to
coastal saltflats in the states of Sonora and Oaxaca (north and south regions of the Pacific coast) and the third to

the saline-sodic soil of the former Lake Texcoco in the State of Mexico (central region).

Physicochemical characteristics of soil samples

Salinity percentage and pH were determined in collected samples. To 1 g of dry soil in a test tube was added 9
mL distilled water. Test tube contents were shaken in a Vortex for 10 min and filtered through Whatman No. 2
paper all night. Salinity percentage was determined in the filtrate using a refractometer (HI 931100), and pH with

a potentiometer (HI 98128, Hanna Instruments).

Isolation of actinobacterial strains

Culture medium and isolation

Agar culture medium for moderately halophilic bacteria (MH) (Ventosa et al. 1982) was used: (10g/L yeast
extract, 5g/L proteose peptone, 1g/L glucose, 18g/L agar) supplemented with 10% NaCl solution. The pH was
adjusted to 7.4 to inoculate samples from Sonora and Oaxaca, and to 8.5 for samples from the former Lake

Texcoco.

To inoculate samples, to 1 g of saline soil was added 9 mL of 10% NaCl. The sample was shaken in a Vortex for

3 min, and 200 pL of this suspension were inoculated in triplicate in Petri dishes containing MH medium,

50



spreading the sample over the agar until dry. The plates were incubated at 37 °C for four weeks and periodical
observation was made every three days.

Isolation of actinobacteria

Actinobacterial strains were selected in accordance with the morphologic characteristics in Bergey’s Manual of
Systematic Bacteriology (Whithman W. et al. 2012) by size, color, shape, texture, presence of vegetative or
aerial mycelium and diffusible pigment in the agar. The strains selected were purified in the MH culture

medium.

To confirm the purity of the strains isolated, Gram staining was done prior to observation through an optical

microscope (Olympus BX43). Strains with gram-positive branched filamentous cells were selected.

Physiological characterization of actinobacteria
Optimum growth of the actinobacterial isolates was determined at different NaCl concentrations as well as pH

and temperature values.

The strains were inoculated in MH medium at 37 °C at the following NaCl concentrations: 0, 0.5, 3, 5, 10, 15,
20, 25 and 30% at pH 7.4, and at these same NaCl concentrations at pH 8.5. The pH was evaluated in MH with
10% NaCl for the following values: 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11 and 12, at 37 °C. The temperature was determined by
incubating in MH with 10% NacCl at pH values 7.4 and 8.5, and at 21, 26, 37, 42, 45 and 50 °C. In all cases, daily
observation was performed for 15 days. Optimum growth with respect to each parameter was determined by the
value at which growth was most abundant. Based on these values, strains were classed as either halophilic or

haloalkalophilic (Kushner 1978; Soliman and Trueper 1982).

Genetic identification

Biomass recovery and DNA extraction

Halophilic strains were cultivated in MH broth with 10% NaCl at pH 7.4 while haloalkalophilic strains were
inoculated in this same medium at pH 8.5. Both were incubated at 37 °C and 150 rpm for one week. Biomass

was recovered by centrifuging at 10,000 rpm for 10 min.

Extraction of DNA from halophilic and haloalkalophilic actinobacteria was made according to the protocol of

the Wizard® Genomic DNA Purification Kit (A1120, Promega).
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Amplification of gene 16S rRNA

The genetic identification of halophilic and haloalkalophilic actinobacteria was done by comparative analysis of
the 16S rRNA sequence, using the universal primers:

27F5’- AGA GTT TGA TCM TGG CTC AG-3’

518F: 5"-CCA GCA GCC GCG GTA ATA CG-3’

1492R: 5'- TAC GGY TAC CTT GTT ACG ACT T-3’

800R: 5-TAC CAG GGT ATC TAA TCC-3’

Polymerase chain reaction (PCR) was performed using Taq DNA Polymerase in Storage Buffer B (Bioline
BIO21105). Thermal cycling conditions were as follows: pre-denaturation for 5 min at 94 °C; followed by 34
cycles of denaturation for 30 s at 94°C, annealing for 20 s at 52 °C and extension for 1:30 min at 72 °C; and final
post-extension for 7 min at 72 °C. Amplified fragments were visualized on 1% agarose gel stained with ethidium
bromide (SIGMA 46065). Amplification products were purified using an Amicon Ultra Centrifugal Filter unit

(Millipore UFC901008) and sent to the Macrogen sequencing service in Maryland (US).

Phylogenetic analysis

The 16S rRNA sequences obtained were corrected and assembled using ChromasPro v1.5 (Technelysium,
http://www.technelysium.com.au) and BioEdit v7.1.9 (Hall 1999). Consensus sequences were compared with
validated sequences in the GenBank database, using the program nucleotide Basic Local Alignment Search Tool
(BLASTN) of the National Center for Biotechnology Information (NCBI) (Altschul et al. 1997). The
phylogenetic tree was constructed by the maximum parsimony method (Fitch and Toward 1971), with MEGA
v7.0.21 (Kumar et al. 2016). Tree topology was evaluated by 1000 bootstrap replicates, using Felsenstein’s

(1985) method.

Detection of PKS-I and NRPS systems
Detection of the PKS-I and NRPS systems of halophilic and haloalkalophilic actinobacteria was performed by

amplification of genomic DNA obtained from the strains. The primers used were:

For the PKS-I system, primers K1F/M6R:
KI1f: 5"-TSAAGTCSAACATCGGBCA-3’

Mér: 5'-CGCAGGTTSCSGTACCAGTA-3"
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For the NRPS system, primers A7R/A3F:
A3f: 5"-GCSTACSYSATSTACACSTCSGG-3’

AT7r: 5'-SASGTCVCCSGTSCGGTAS-3"

PCR was run using Taq DNA Polymerase in Storage Buffer B. The reaction was carried out in a final volume of
25uL and thermal cycling conditions were as follows: pre-denaturation for 5 min at 95 °C; followed by 35 cycles
of denaturation for 30 s at 95 °C, annealing for 2 min at 58 °C, and extension for 4 min at 72 °C; with final post-
extension for 10 min at 72 °C. Amplified fragment visualization and PCR product purification were conducted as
described above for 16S rRNA amplification; purified products were sent to the Macrogen sequencing service in

Maryland (US).

Prediction of biomolecular synthesis based on PKS-I and NRPS sequences

Several strains were selected from each species identified with the presence of PKS-I or NRPS system or both, to
conduct prediction of biomolecular synthesis. The PKS-I and NRPS sequences obtained were corrected and
assembled using ChromasPro v1.5. Translation of nucleotide consensus sequences to amino acids was done
using the tool in the ExPASy portal (https://www.expasy.org/). The NCBI algorithm BLASTP was used to
compare PKS-I and NRPS amino acid sequences with sequences deposited in the GenBank database and thus
find actinobacterial genera which share similitude with the strains identified in the present study, at the PKS-I or

NRPS level.

Prediction was performed by comparing the amino acid sequences of each system with the database Structure
Based Sequence Analysis of Polyketide Synthases (SBSPKS) (Anand et al. 2010). In the case of strains in which
potential for biomolecular synthesis was not detected with SBSPKS, a search was made in the NCBI portal for

reports of biomolecular synthesis in genera with which they showed similitude.

Phylogenetic analysis of PKS-I and NRPS systems

Amino acid sequences obtained by amplification of the ketosynthase (KS) and adenylation (A) domains were
used to construct a phylogenetic tree by neighbor-joining (Saitou and Nei 1987), with MEGA v7.0.21 (Kumar et
al. 2016). Tree topology was evaluated by 1000 bootstrap replicates. Evolutionary distance was calculated using

the Poisson correction method (Zuckerkandl and Pauling 1965). Mycobacterium abscessus DSM 44196 was
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used as the tree root for the PKS-I system (KS domain), and Amycolatopsis marina NBRC 104263 as the root for

the NRPS system (A domain).

7.2.5. RESULTS
Physicochemical characteristics of soil samples
Soil samples collected from coastal lagoons in Sonora and Oaxaca had 18-22% salinity and pH values of 7.4-8.9.

In soil samples from the former Lake Texcoco, salinity ranged from 14 to 24% and pH from 7.2 to 10.

Actinobacterial isolates

A total of 51 actinobacterial strains were isolated; of these, seven strains isolated from coastal saltflats in Sonora
were assigned the identification codes Y3A. and COSE.; 27 strains isolated from coastal saltflats in Oaxaca were
assigned the codes LRS. and JA.; while 17 strains isolated from saline-sodic soil of the former Lake Texcoco

(State of Mexico) were assigned the code TX.

The strains isolated appeared as small or medium-sized yellow, white or black colonies; some had sporulated
aerial mycelia, vegetative mycelia or diffusible pigmentation in agar. When seen through the microscope, all
strains had gram-positive branched filamentous cells and in some isolates, groups of spores or single terminal

spores were observed.

Physiological characteristics of actinobacteria
Optimum growth in strains from Sonora and Oaxaca was found at 10% NaCl, pH 7.4 and 37 °C. These strains
were classed as moderately halophilic. In strains from the State of Mexico, optimum growth occurred at 10%

NaCl, pH 8.5 and 37 °C; these strains were therefore classed as moderately haloalkalophilic.

Genetic identification of moderately halophilic and moderately haloalkalophilic actinobacteria
Comparative analysis of the 16S rRNA sequence helped identify three genera and seven species:
Saccharomonospora halophila (8 strains), S. xinjiangensis (21), S. azurea (2), Actinopolyspora mortivallis (3),
Nocardiopsis exhalans (2), N. salina (14) and N. nikkonensis (1). Table 1 shows the similitude percentages
obtained through BLASTN for each of the species identified and the accession number of the sequences
deposited in GenBank.

Table 1 Characteristics of the isolated actinobacteria as well as the identification of the PKS-I and NRPS

systems, using specific primers
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Identification of actinobacteria by

GenBank accession

Isolate ID BLASTN number sigesm SI\}I]l:tl;rSn
JA6.001 Saccharomonospora halophila 99.78% KY704956 + -
LRS2.006 Saccharomonospora halophila 99.71% KY704957 - -
LRS4.058 Saccharomonospora halophila 99.64% KY704958 - +
LRS4.074 Saccharomonospora xinjiangensis 99.92% KY704950 + +
LRS4.080 Saccharomonospora xinjiangensis 99.54% KY704960 + +
LRS4.085 Saccharomonospora xinjiangensis 99.14% KY704961 + -
LRS4.096 Saccharomonospora xinjiangensis 100% KY704962 + +
LRS4.097 Saccharomonospora xinjiangensis 99.86% KY704963 + +
LRS4.099 Saccharomonospora xinjiangensis 99.71% KY704964 + +
LRS4.120 Saccharomonospora xinjiangensis 100% KY704965 + +
LRS4.125 Saccharomonospora xinjiangensis 100% KY704966 + -
LRS4.146 Saccharomonospora xinjiangensis 100% KY704967 + +
LRS4.152 Saccharomonospora azurea 98.1% KY704968 + +
LRS4.154 Saccharomonospora azurea 98.3% KY704969 + +
LRS4.160 Saccharomonospora xinjiangesis 99.50% KY704970 + +
LRS4.166 Saccharomonospora xinjiangensis 99.93% KY704971 + +
LRS4.169 Saccharomonospora xinjiangesis 99.39% KY704972 + +
LRS4.171 Saccharomonospora xinjiangensis 99.93% KY704973 + -
LRS4.180 Saccharomonospora xinjiangensis 100% KY704974 + +
LRS4.183 Saccharomonospora xinjiangensis 100% KY704975 + +
LRS4.195 Saccharomonospora xinjiangensis 99.56% KY704976 + -
LRS4.201 Saccharomonospora xinjiangensis 100% KY704977 + +
LRS4.202 Saccharomonospora xinjiangensis 99.70% KY704978 + +
LRS4.205 Saccharomonospora xinjiangensis 99.78% KY704979 + +
LRS4.210 Saccharomonospora xinjiangensis 99.41% KY704980 + +
LRS4.243 Saccharomonospora xinjiangensis 99.93% KY704981 - -
LRSE2.002 Saccharomonospora halophila 99.63% KY704982 + +
COSE.1a Actinopolyspora mortivallis 99.71% KY704983 + +
COSE.1b Actinopolyspora mortivallis 99.93% KY704984 + +
COSE.Ic Actinopolyspora mortivallis 99.25% KY704985 + +
Y3Al Saccharomonospora halophila 99.78% KY704986 - +
Y3A2 Saccharomonospora halophila 99.85% KY704987 - +
Y3A3 Saccharomonospora halophila 99.63% KY704988 + +
Y3A4 Saccharomonospora halophila 99.70% KY704989 + +
TX5SEC.58G2 Nocardiopsis exhalans 99.22% KY704990 - +
TXSSEC.3MHG6 Nocardiopsis salina 98.57% KY704991 + +
TXSSEC.4MHG6 Nocardiopsis salina 98.5% KY704992 + +
TX5SEC.85G2 Nocardiopsis exhalans 98.93% KY704993 - +
TXV8.5MHG2 Nocardiopsis salina 98.93% KY704994 - +
TXV8.IMHG2 Nocardiopsis salina 98.56% KY704995 + +
TXV3.75G3 Nocardiopsis salina 98.5% KY704996 + +
TXV14.2MHG3 Nocardiopsis salina 98.21% KY704997 + +
TXV8.208G3 Nocardiops nikkonesis 99.44% KY704998 + +
TXSSEB.4MHG6 Nocardiopsis salina 99.44% KY704999 + +
TXV6.145G3 Nocardiopsis salina 98.56% KY705000 + +
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TXV11.65G4 Nocardiopsis salina 99.51% KY705001 + +
TXV5.45G2 Nocardiopsis salina 98.57% KY705002 - -

TXI3.18G3 Nocardiopsis salina 98.36% KY705003
TXVI13.7MHG3 Nocardiopsis salina 98.57% KY705004
TXV10.458G1 Nocardiopsis salina 98.43% KY705005
TXV11.13SG3 KY705006

+ + o+ o+
+ o+ o+ o+

Nocardiopsis salina 98.57%

Phylogenetic analysis

Three phylogenetic trees were constructed based on the sequences of gene 16S rRNA of the strains isolated and
sequences obtained from GenBank for each genus. Figure 1 shows the phylogenetic tree corresponding to the
genus Saccharomonospora, in which southern Mexico strains can be seen forming three groups: the first and
most abundant one corresponds to strains identified as S. xinjiangensis; the second consists of two strains
identified as S. azurea (these isolates are distantly positioned from species of this genus reported to date); the
third is formed by strains of S. halophila for which a close evolutionary relationship with S. paurometabolica can

be observed.

Fig. 1 Maximum parsimony tree based on 16S rRNA sequences, which shows the phylogenetic relationships the
species of the genus Saccharomonospora. Boostrap value of 1000 replicates is used. GenBank accession
numbers of 16S rRNA sequences are given in parentheses. Scale bar corresponds to 20 substitutions per

nucleotide positions

The phylogenetic tree corresponding to the genus Actinopolyspora (Fig. 2) shows all three northern Mexico
strains clusterered together at the same evolutionary distance from the species 4. mortivallis. Figure 3 shows the
phylogenetic tree for the genus Nocardiopsis, which displays the evolutionary relationships of strains from
central Mexico. These cluster into three groups: the first group corresponds to strains identified as N. salina; the
second includes a single strain identified as N. nikkonensis; and the third group has two strains clustering

together which were identified as N. exhalans.

Fig. 2 Maximum parsimony tree based on 16S rRNA sequences, which shows the phylogenetic relationships the

species of the genus Actinopolyspora. Boostrap value of 1000 replicates is used. GenBank accession numbers of

16S rRNA sequences are given in parentheses. Scale bar corresponds to 20 substitutions per nucleotide positions
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Fig. 3 Maximum parsimony tree based on 16S rRNA sequences, which shows the phylogenetic relationships the
species of the genus Nocardiopsis. Boostrap value of 1000 replicates is used. GenBank accession numbers of

16S rRNA sequences are given in parentheses. Scale bar corresponds to 20 substitutions per nucleotide positions

Detection of PKS-I, NRPS and PKS-I-NRPS systems
The strains in which only the PKS-I system was detected were as follows: S. halophila (1 strain: JA6.001) and S.
xinjiangensis (4 strains: LRS4.085, LRS4.125, LRS4.171, LRS4.195). In no strain from the former Lake

Texcoco was there amplification of the PKS-I system alone.

The strains in which the NRPS system was detected were: S. halophila (3 strains: LRS4.058, Y3Al, Y3A2), N.

exhalans (2 strains: TXSSEC.5SG2, TX5SEC.8SG2) and N. salina (1 strain: TXV8.5MHG2).

The strains in which presence of both PKS-I and NRPS systems was detected were as follows: S. halophila (3
strains: LRSE2.002, Y3A3, Y3A4), S. xinjiangensis (16 strains: LRS4.074, LRS4.080, LRS4.096, LRS4.097,
LRS4.099, LRS4.120, LRS4.146, LRS4.160, LRS4.166, LRS4.169, LRS4.180, LRS4.183, LRS4.201,
LRS2.202, LRS4.205, LRS4.210), S. azurea (2 strains: LRS4.152, LRS4.154), A. mortivallis (3 strains:
COSE.la, COSE.1b, COSE.Ic), N. salina (12 strains: TX5SEC.3MHG6, TXSSEC.4MHG6, TXV8.1IMHG?2,
TXV3.7SG3, TXV14.2MHG3, TX5SEB.4AMHG6, TXV6.14SG3, TXV11.6SG4, TXI3.SG3, TXV13.7MHG3,

TXV10.4SG1, TXV11.13SG3) and N. nikkonensis (1 strain: TXV8.20SG3).

Both systems were found to be absent in three strains: S. halophila (LRS2.006), S. xinjiangensis (LRS4.243) and
N. salina (TXV5-4SG2). Table 1 lists the results of PKS-I and NRPS system detection in the 51 moderately

halophilic and moderately haloalkalophilic actinobacterial strains.

Prediction of biomolecular synthesis in halophilic actinobacteria

The analysis to predict biomolecular synthesis was conducted on a selection of 11 actinobacterial strains: six
halophilic (JA6.001, LRS4.180, LRS4.154, COSE-1c, Y3A1l, LRS4.205) and five haloalkalophilic (TX5SEC-
8SG2, TXV8-20SG3, TXSSEC-4MHG6, TXSSEC-5SG2, TXI3-1SG3). Each of the species identified was

represented by at least one strain.

Prediction of biomolecular synthesis based on PKS-I amino acid sequences
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BLASTP comparison of the PKS-I amino acid sequences of strains JA6.001, LRS4.180, LRS4.154, COSE.Ic,
TXS5SEC.8SG2, TX5SEC.4MHG6 and TXV8.20SG3 with PKS-I sequences deposited in GenBank confirmed
the identification of two actinobacterial genera made by sequencing of 16S rRNA (Actinopolyspora 91% and
Nocardiopsis 80% and 56%). This comparison also helped identify a genus that is phylogenetically close to
Saccharomonospora, namely Streptomyces (Barka et al. 2016), identified as having 44 and 91% similitude.

Table 2 lists the similitude percentages of each strain.

Table 2 Similarity of amino acid sequences of the PKS I system identified in sequences of microorganisms,

using the BLASTP algorithm

Nucleotide Aminoacid Closest cultivated species Similarity
Isolate ID
sequence sequence BLASTP value
JA6.001 1107bp 2194 aa
PKS-I Saccharomonospora
S. halophila 99.48% 51%
sp. CNQ490
LRS4.180 1100bp 1583aa
PKS-I Saccharomonospora
S. xinjiangensis 100% 51%
sp. CNQ490
LRS4.154 1105bp 1506aa
- 0
Saccharomonospora sp. 98.3% PKS-I Streptomyces nodosus 44%
COSE-lIc 1224bp 2382aa PKS-I Actinopolyspora
0
A. mortivallis 99.25% mortivallis 1%
TXS5SEC-85G2 1234bp 2441aa PKS-I Nocardiopsis 560,
0
N. exhalans 99% Xinjiangensis
TXV8-20SG3 1205bp 2385aa PKS-I de Nocardiopsis s00
0
N. nikkonensis 98% kunsanensis
TXS5SEC-4MHG6 1237bp 2484aa PKS-I Nocardiopsis
V)
N. salina 98% kunsanensis S0

PKS-I amino acid sequences did not show similitude with any biomolecular sequence in the SBSPKS database.

The search in the NCBI portal for reports of biomolecular synthesis helped detect that Streptomyces caeruleus
DSM 40113 (formerly Actinoalloteichus cyanogriseus DSM 43889, Tamura et al. 2008), which shares 44 and
51% similitude with the strains JA6.001 and LRS4.180 respectively, synthesizes the antibiotic caerulomycin and

these strains may therefore have the capacity to synthesize this molecule. The species S. nodosus, which shares
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44% similitude with the strain LRS4.154 is capable of synthesizing amphotericin A and B, so that the latter
strain may also be able to synthesize this compound. In all other genera detected through comparison of PKS-I

sequences there is no evidence of biomolecular synthesis.

Prediction of biomolecular synthesis based on NRPS amino acid sequences

Comparison through BLASTP of the NRPS amino acid sequences of the strains Y3A1, LRS4.205, LRS4.154,
COSE.1c, TX5SEC.5SG2, TXV8.20SG3 and TXI3.1SG3 with sequences of this same system in the GenBank
database confirmed the identification of three genera of actinobacteria identified by sequencing of 16S rRNA
(Saccharomonospora 43%, Actinopolyspora 43%, Nocardiopsis 67%) and also helped identify Streptomyces

with 43% similitude.

The SBSPKS database helped detect probability of biomolecular synthesis in the strains Y3A1 and LRS4.205,
which had 40 and 47% similitude respectively with the A domain of calcium-dependent antibiotic. The NRPS
sequence of strain TXI3.1SG3 showed 47% similitude with the antibiotic pristinamycin.

The sequence of strain COSE.lc had 58% similitude with the A domain of the bacterial toxin syringomycin,

while the sequence of strain TXSSEC-5SG2 shared 63% similitude with the hepatotoxin microcystin.

The sequences of strains LRS4.154 and TXV8.20SG3 showed no similitude with any product in the SBSPKS

database. The results of this comparison are described in Table 3.

Table 3 Similarity of amino acid sequences with the NRPS system identified in sequences of
microorganisms, using the BLASTP algorithm as well as the similarity of the structure of the

biomolecules deposited in SBSPKS database

Nucleotide Aminoacid

Isolate ID Closest cultivated Similarity Similarity
sequence sequence SBSPKS
species BLASTP value value
707bp 1402aa Adenylation
Y3Al
Domain of
S. xijiangensis NRPS en Streptomyces
42% Calcium 40%
99.30% griseoflavus Tu4000
Dependent
Antibiotic
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686bp 1354aa Adenylation

LRS4.205
NRPS en Domain of
S. xijiangensis i
Saccharomonospora 43% Calcium 37%
99.98%
sp. CNQ490 Dependent
Antibiotic
LRS4.154 694bp 1371aa
S. azurea 98.3% ) i i i
COSE-1c 697bp 1385aa Hypothetical Protein ) o
Syringomicin
A. mortivallis on 81% 58%
0,
99.25% A. mortivallis
TXS5SEC-5SG2 651bp 1276aa NRPS en
N. exhalans NBRC Streptomyces 47% Mycrocystin 63%
100346 99% L
virginiae
TXV8-20SG3 633bp 1198aa

N. nikkonensis

YU1183-22 98%

Phylogenetic analysis of PKS-I and NRPS systems

Figure 4 shows the phylogenetic relationships between amino acid sequences of the KS domain of the strains
isolated and PKS-I sequences detected in reference actinobacterial strains. The amino acid sequence of the KS
domain of M. abscessus DSM 44196 was used as the tree root. Figure 5 shows the phylogenetic relationships
between the A domain of the strains isolated and NRPS sequences detected in the reference strains with which
they showed greater similitude. The amino acid sequence of the A domain of Amycolatopsis marina NBRC

104263 was used as the tree root.

Fig. 4 Phylogenetic tree constructed by the amino acid sequences of the KS domain (ketosynase) of the PKS-I
system, of the actinobacteria isolated from halophilic and haloalkylophilic environments, as well as reference
strains with the highest percentage of similarity obtained from the Gen Bank database. The bootstrap value was

1000 replicates. The scale bar represents 0.20 AA substitutions per site

Fig. 5 Phylogenetic tree constructed by amino acid sequences of domain A (adenylation) of the NRPS system, of
the actinobacteria isolated from halophilic and haloalcaléfil environments with the reference strains that
presented greater percentage of similarity in the database of GenBank. The boostrap value was 1000 replicates.

The scale bar represents 0.20 AA substitutions per site
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7.2.6. DISCUSSION

Studies dealing with the isolation of actinobacteria from marine ecological niches and extreme environments in
Mexico describe these microorganisms as major producers of secondary metabolites. However, no studies have
been conducted to date on biomolecular production in actinobacterial isolates from Mexico (Quintana et al.
2013, Becerril-Espinosa et al. 2013).

Saccharomonospora halophila, S. xinjiangensis and S. azurea were isolated from the southern Pacific coast of
Mexico. Actinopolyspora mortivallis and S. halophila were isolated from the northern Pacific coast. N. salina, N.
exhalans and N. nikkonensis were isolated in the central region of Mexico. The genus Saccharomonospora had
previously been reported in isolates from marine sediments in the Gulf of Mexico and calcium sulphate crystals
in the “Cave of Crystals” (Chihuahua, Mexico) (Maldonado et al. 2009, Quintana et al. 2013). The genus
Actinopolyspora was identified in Mexican territory in isolates from saline soil (Ramirez et al. 2006). Our study
confirms the presence of the latter genus and reports the identification of the species A. mortivallis in Mexican
territory. Studies on microorganismal diversity in the former Lake Texcoco have described strains of the genera
Actinomadura, Cellulomonas, Glycomyces, Kocuria, Micrococcus, Nesterenkonia, Streptomyces and
Nocardiopsis (Valenzuela-Encinas et al. 2009, Soto-Padilla et al. 2013). The three Nocardiopsis species
described in our study, however, establish for the first time the presence of this genus in saline environments

from inland areas of Mexico.

The primers used to identify PKS-I and NRPS systems enabled the successful detection of fragments of this set
of genes. Of the 51 strains of moderately halophilic and moderately haloalkalophilic actinobacteria included in
the present study, the PKS-I system was detected in five (9.8%), the NRPS system in six (11.79%), and both
systems in 37 (72.5%). This indicates that moderately halophilic and moderately haloalkalophilic actinobacterial

strains have a substantial potential to synthesize biomolecules produced by the PKS-I or NRPS system.

Presence of PKS-I and NRPS systems and prediction of biomolecular synthesis have been reported previously in
actinobacteria. Li et al. (2014) isolated halotolerant actinobacteria from marine sponges, identifying them as
Micromonospora sp., with the potential to synthesize anthracycline, as well as Streptomyces strains capable of
synthesizing anthracycline, tetracycline angucycline, tetracenomycin and naphthoquinones. On the other hand,
Ronoh et al. (2013) isolated halophilic actinobacteria from saline sediment in Kenya, identified as Dietzia maris

and Rhodococcus erythropolis and capable of synthesizing the metalloproteinases adamalysine (M10A) and
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matrixin (M12B) respectively, as well as a strain of Nocardia cerradoensis with the potential to synthesize the

enzyme dihydropteroate synthetase.

Two strains of the genus Saccharomonospora JA6.001 (S. halophila) and LRS4.180 (S. xinjiangensis) may be
candidates for synthesis of caerulomycin, since they share 44 and 51% similitude respectively with the PKS-I
system of Streptomyces caeruleus. Caerulomycin has antibiotic activity; the A type of this molecule has mild
antifungal and antimicrobial action (Mongin et al. 2002). The strain LRS4.154 (Saccharomonospora azurea)
may be able to synthesize amphotericin A and B, since it shares 44% similitude with Streptomyces nodosus
which synthesizes this molecule. Amphotericin A has no clinical applications, while amphotericin B is an active
lipophilic polyene antibiotic and an effective antifungal medication in candidiasis, aspergillosis, hystoplasmosis,
and others (Miyaoka et al. 2014). The strains LRS4.205 (Saccharomonospora xinjiangensis) and YA31 (S.
halophila) shared 47 and 40% similitude respectively with the A domain of ionophore calcium-dependent
antibiotic, which is of therapeutic value against a wide range of gram-positive pathogens (Liu et al. 2013). The
strain TXI3.1SG3 (Nocardiopsis salina) shared 47% similitude with pristinamycin, a synergistin antibiotic with

antibacterial activity (De Crécy-Lagard et al. 1997).

Although the main pursuit of the present study was detection of bioactive molecules, it is worth noting that the
strain COSE.Ic shared 58% similitude with the A domain of syringomycin, a bacterial toxin produced by
Pseudomonas syringae that affects many plant species (Sinden et al. 1971). The strain TX5SEC.5SG2 shared
63% similitude with microcystin, a hepatotoxin produced by several genera of cyanobacteria, e.g. Microcystis

this cianotoxina which is involved in human and animal hepatotoxicity (Shuai et al. 2017).

A larger number of species of the genus Saccharomonospora proved to be related to species which synthesize

metabolites, as compared to species identified as belonging to the genus Nocardiopsis.

Using GenBank and SBSPKS databases to compare PKS-I and NRPS amino acid sequences through BLASTP
was more effective in the case of SBSPKS since similitude percentages thus obtained are directly related to
amino acid sequences of biomolecules synthesized by other microorganisms, as compared to GenBank which

yields only similitude percentages with microorganisms containing PKS-I or NRPS systems.
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Similitude percentages of PKS-I and NRPS amino acid sequences compared in the GenBank database by means
of BLASTP ranged from 43 to 91%. Such variation is due to the fact that the primers used amplify a specific
region of this multimodular system, limiting the coverage with complete PKS-I amino acid sequences deposited
in the database. Comparison of the NRPS amino acid sequences in the SBSPKS database yielded similitude
percentages with biomolecules of 40 to 63%, since the region amplified by the primers was not of sufficient size
to carry out a complete comparison with amino acid sequences of biomolecules synthesized by the NRPS system

and included in this database.

The use of molecular biology techniques has made it possible to attain significant advances in the search for
microorganisms in their capacity as producers of metabolites. The case of actinobacteria is widely recognized
since these organisms produce the largest number of secondary metabolites (Baltz and Hosted 1996). As a result
of this search, new molecules are now available that act as antimicrobial agents. However, there is still a need for
products that help counteract problems in the medical, agricultural and food areas, among others. In the present
study, detection of PKS-I and NRPS systems and prediction of biomolecular synthesis allowed us to establish the
existence of strains of moderately halophilic and moderately haloalkalophilic actinobacteria that can be proposed

as microorganisms capable of synthesizing biomolecules with applications in biomedicine.
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Fig. 1 Maximum parsimony tree based on 16S rRNA sequences, which shows the phylogenetic relationships the
species of the genus Saccharomonospora. Boostrap value of 1000 replicates is used. GenBank accession
numbers of 16S rRNA sequences are given in parentheses. Scale bar corresponds to 20 substitutions per

nucleotide positions
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Fig. 2 Maximum parsimony tree based on 16S rRNA sequences, which shows the phylogenetic relationships the
species of the genus Actinopolyspora. Boostrap value of 1000 replicates is used. GenBank accession numbers of
16S rRNA sequences are given in parentheses. Scale bar corresponds to 20 substitutions per nucleotide positions
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Fig. 3 Maximum parsimony tree based on 16S rRNA sequences, which shows the phylogenetic relationships the
species of the genus Nocardiopsis. Boostrap value of 1000 replicates is used. GenBank accession numbers of

16S rRNA sequences are given in parentheses. Scale bar corresponds to 20 substitutions per nucleotide positions
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Fig. 4 Phylogenetic tree constructed by the amino acid sequences of the KS domain (ketosynase) of the PKS-I
system, of the actinobacteria isolated from halophilic and haloalkylophilic environments, as well as reference
strains with the highest percentage of similarity obtained from the Gen Bank database. The bootstrap value was

1000 replicates. The scale bar represents 0.20 AA substitutions per site
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Fig. 5 Phylogenetic tree constructed by amino acid sequences of domain A (adenylation) of the NRPS system, of
the actinobacteria isolated from halophilic and haloalcaléfil environments with the reference strains that
presented greater percentage of similarity in the database of GenBank. The boostrap value was 1000 replicates.

The scale bar represents 0.20 AA substitutions per site
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7.3. RESULTADOS ADICIONALES

Se realizo la reactivacion de 2 distintas colecciones de cepas pertenecientes al Laboratorio de
Microbiologia Médica y Ambiental de la Facultad de Medicina de la UAEMex, la Coleccion
I integrada por actinobacterias halofilas aisladas de salinas y lagunas saladas de los estados de
Sonora y Oaxaca. La Coleccion II esta conformada por actinobacterias haléfilas aisladas del

suelo salino sodico del ex- Lago de Texcoco.

Figura 3. Mapa de la Republica Mexicana donde se muestran los sitios de muestreo
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Coleccion I

Caracteristicas morfologicas
Las 34 cepas de esta coleccidon se observaron como colonias pequefias y medianas, de color
amarillo, negro, algunas cepas con presencia de micelio aéreo esporulado, presencia de

micelio vegetativo y pigmentacion difusible en el agar. En todas las cepas se observaron
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celulas gram positivas ramificadas con la presencia de grupos de esporas y esporas terminales

unicas.

Caracteristicas fisiologicas

El crecimiento 6ptimo de las cepas fue en medio de cultivo MH al 10% de NaCl a un pH de
7.4, a una temperatura de 37°C, se comenz6 a observar los primeros crecimientos a los 3 dias
posterior a su incubacion, estas caracteristicas permititieron clasificarlas como actinobacterias
halofilas moderadas, las cuales se caracterizan por crecer Optimamente a concentraciones de

NaCl entre el 3 y 15%.

Identificacion genética y deteccion de los sistemas PKS y NRPS en cepas de
Actinobacterias Halofilas

El analisis comparativo de las secuecncias del gen 16S rRNA con las depositadas en las bases
de datos: BLAST y EzTaxon, permitio identificar 2 géneros y 4 especies:
Saccharomonospora halophila (8 cepas), S. xinjiangensis (21 cepas), S. azurea (2 cepas),

Actinopolyspora mortivallis (3 cepas).

Las 5 cepas en las que se detectd unicamente el sistema PKS fueron: 1 cepa JA6.001 (S.

halophila:) y 4 cepas: LRS4.085, LRS4.125, LRS4.171 y LRS4.195 (S. xinjiangensis).

Las cepas en las que se detecto el sistema NRPS fueron: 3 cepas: LRS4.058. Y3Al y Y3A2
(S. halophila).

Las 24 cepas en las que se detectd la presencia de ambos sistemas PKS y NRPS fueron: (3
cepas: LRSE2.002, Y3A3 y Y3A4 (S. halophila), 16 cepas: LRS4.074, LRS4.080, LRS4.096,
LRS4.097, LRS4.099, LRS4. 120, LRS4.146, LRS4.160, LRS4.166, LRS4.169, LRS4.180,
LRS4.183, LRS4.201, LRS2.202, LRS4.205 y LRS4.210 (S. xinjiangensis), 2 cepas:
LRS4.152 y LRS4.154 (S. azurea), 3 cepas: COSE.la, COSE.1b y COSE.Ic (4. mortivallis).

No se detecto la presencia de los sistemas en 2 cepas: LRS2.006 (S. halophila y LRS4.243 (S.
xinjiangensis). Los resultados de la deteccion de los sistemas PKS y NRPS se muestran en la

Tabla 4.

Analisis filogenético

En la Figura 5 se muestra el arbol filogenético de las secuencias del gen 16S rRNA de las
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cepas aisldas de salinas en los estados de Sonora y Oaxaca, este arbol se construy6 con el
programa bioinfomatico ARB y por las secuecnias de cepas tipo de algunas especies de los
géneros identificados extraidas de la base de datos SILVA, el método de construccion fue el
de maxima parsimonia, la topologia del arbol filogenético fue evaluada por boostrap de 1000

replicaciones con el método de Felstein.
Ribotipificacion

Los resultado de los cortes enzimaticos permitieron observar que las cepas identificadas con
las espcies S. halophila, S. azurea, S. xinjiangensis y A. mortivallis tieneden a agruparse de

acuerdo al numero de bandas identificadas, por lo cual se clasificaron en 4 grupos distintos.

El resultado de la identificacion genética y el obtenido por la técnica de RFLP permitio

identificar a la cepa LRS4.154 como candidata para realizarle mas pruebas y poder determinar

la descripcion de una nueva especie.

Tabla 3. Deteccion de los sistemas PKS, NRPS y PKS/NRPS, en actinobacterias haléfilas

No. Clave de Identificacion de la actinobacterias Clasificacion Numero de . .
ACCESO en Sistema | Sistema
cepa BLASTN GenBank PKS NRPS
1 1A6.001 1350pb Sacchargc;n;(g;/mpora halophila Halofila moderada KY704956 i )
. 0
2 LRS2.006 1398pb Saccharomonospora halophila Haléfila moderada KY704957
99.71% B B
3 LRS4.058 1393bp Saccharomonospora halophila Haléfila moderada KY704958 T
99.64% )
4 LRS4.074 1312pb Saccharomonospora xijiangensis Haléfila moderada KY704950
' 99.92% * *
5 LRS4.080 1306pb Saccharomonospora xijiangensis Haléfila moderada KY704960
: + +
99.54%
6 LRS4.085 1280pb Sccharomonospora xinjiangensis Haléfila moderada KY704961 T
99.14% )
7 LRS4.096 1371pb Saccharomonospora xijiangensis Haléfila moderada KY704962 T T
100%
8 LRS4.097 1396pb Saccharomonospora xijiagesis Haléfila moderada KY704963
: + +
99.86%
9 LRS4.099 1397pb Saccharomonospora xinxiangensis Haléfila moderada KY704964
' 99.71% * *
10 LRS4.120 1357pb Saccharomonospora xijiangensis Haléfila moderada KY704965 T T
100%
11 LRS4.125 1365pb Saccharomonospora xijiangensis Haléfila moderada KY704966 i
98% B
12 LRS4.146 1396bp Saccharomonospora xijiangensis Halofila moderada KY704967 T T
100%
13 LRS4.152 1413pb Saccharomonospora azurea 98.10% Halofila moderada KY704968 + +
14 LRS4.154 1422pb Saccharomonospora azurea 98.30% | Halofila moderada KY704969 + +
15 LRS4.160 1400pb Saccharomonospora xijiagesis Haléfila moderada KY704970
: + +
99.50%
16 LRS4.166 1386pb Saccharomonospora xinjiangensis Halofila moderada KY704971
' 99.93% * M
17 LRS4.169 1364pb Saccharomonospora xijiagesis 99% Halofila moderada KY704972
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18 LRS4.171 1400pb Saccharomonospora xijiagesis Haléfila moderada KY704973 i
99.93% B
19 LRS4.180 1382pb Saccharomonospora xinjiangensis Haléfila moderada KY704974 i i
100%
20 LRS4.183 1365pb Saccharomonospora xijiangensis Haléfila moderada KY704975 T T
100%
21 LRS4.195 1349pb Saccharomonospora xinjiangensis Halofila moderada KY704976 i
99.56% B
22 LRS4.201 1400pb Saccharomonospora xijiangensis Haléfila moderada KY704977 i T
100%
23 LRS4.202 1345pb Saccharomonospora xijiangensis Halofila moderada KY704978
' 99.70% * *
24 LRS4.205 1356pb Saccharomonospora xijiangensis Haloéfila moderada KY704979
' 99.78% * *
25 LRS4.210 1348pb Saccharomonospora xinjiangensis Haléfila moderada KY704980
' 99.41% + +
26 LRS4.243 1372pb Saccharomonospora xijiangensis Halofila moderada KY704981
99.93% B i
27 LRSE2.002 | 1367pb Actinopolispora mortivallis 99.71% | Halofila moderada KY704982 + +
28 COSE-1la 1376pb Actinopolispora mortivallis 99.93% | Halodfila moderada KY704983 + +
29 COSE-1b 1366pb Actinopolispora mortivallis 99% Halofila moderada KY704984 + +
30 COSE-1¢ 1356pb Saccharomonospora halophila Haléfila moderada KY704985
99.63% + +
31 Y3Al 1391pb Saccharomonospora halophila 99% Halofila moderada KY704986 _ +
32 Y3A2 1305 pb Saccharomonospora halophila Haléfila moderada KY704987 i
99% B
33 Y3A3 1316pb Saccharomonospora halophila Haléfila moderada KY704988 T
99.63%
34 Y3A4 1323pb Saccharomonospora halophila 99% Halofila moderada KY704989
Tabla 4. Resultados de la Ribotipificacion
Caracterizacion
No. Clave de cepa Identificacion 16S
RFLP-PCR
Rsal Msp 11 Hae I1I
1350pb Saccharomonospora 1 1 1
! JA6.001 halophila 99.78%
) LRS2.006 1398pb Saccharomonospora 1 1 1
halophila 99.71%
3 LRS4.058 1393bp Saccharomonospora 1 1 1
halophila 99.64%
4 LRS4.074 1312pb Saccharomonospora 2 2 2
xijiangensis 99.92%
5 LRS4.080 1306pb Saccharomonospora 2 2 2
xijiangensis 99.54%
6 LRS4.085 1280pb Sccharomonospora 2 2 2
xinjiangensis 99.14%
7 LRS4.096 1371pb Saccharomonospora 2 2 2
xijiangensis 100%
8 LRS4.097 1396pb Saccharomonospora 2 2 2
xijiagesis 99.86%
9 LRS4.099 1397pb Saccharomonospora 2 2 2
xinxiangensis 99.71%
10 LRS4.120 1357pb Saccharomonospora 2 2 2
xijiangensis 100%
11 LRS4.125 1365pb Saccharomonospora 2 2 2
xijiangensis 98%
12 LRS4.146 1396bp Saccharomonospora 2 2 2
xijiangensis 100%
13 LRS4.152 1413pb Saccharomonospora 2 3 3
azurea 98.10%




14 LRS4.154 1422pb Saccharomonospora 2 3 3
azurea 98.30%
15 LRS4.160 1400pb Saccharomonospora 2 2 2
xijiagesis 99.50%
16 LRS4.166 1386pb Saccharomonospora 2 2 2
xinjiangensis 99.93%
17 LRS4.169 1364pb Saccharomonospora ND ND ND
xijiagesis 99%
18 LRS4.171 1400pb Saccharomonospora ND ND ND
xijiagesis 99.93%
19 LRS4.180 1382pb Saccharomonospora 3 2 2
xinjiangensis 100%
20 LRS4.183 1365pb Saccharomonospora 3 2 2
xijiangensis 100%
21 LRS4.195 1349pb Saccharomonospora 3 2 3
xinjiangensis 99.56%
22 LRS4.201 1400pb Saccharomonospora 3 3 3
xijiangensis 100%
23 LRS4.202 1345pb Saccharomonospora 3 3 3
xijiangensis 99.70%
24 LRS4.205 1356pb Saccharomonospora 3 2 3
xijiangensis 99.78%
25 LRS4.210 1348pb Saccharomonospora ND ND ND
xinjiangensis 99.41%
26 LRS4.243 1372pb Saccharomonospora ND ND ND
xijiangensis 99.93%
27 COSE-1la 1367pb Actinopolispora ND ND ND
mortivallis 99.71%
28 COSE-1b 1376pb Actinopolispora ND ND ND
mortivallis 99.93%
29 COSE-1c¢c 1366pb Actinopolispora 4 3 3
mortivallis 99%
30 LRSE2.002 1356pb Saccharomonospora _ _ B
halophila 99.63%
31 Y3Al 1391pb Saccharomonospora ND ND ND
halophila 99%
32 Y3A2 1305 pb Saccharomonospora ND ND ND
halophila 99%
33 Y3A3 1316pb Saccharomonospora ND ND ND
halophila 99.63%
34 Y3A4 1323pb Saccharomonospora ND ND ND
halophila 99%

ND: no determinado

75



Figura 4 . Amplificacién de los sistemas PKS y NRPS de las coleccion I
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