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Abstract

Actinobacteria from pristine tropical environments such as the Colombian paramos
could have novel adaptations in biosynthetic gene clusters (BGCs), resistance genes and
bioactive compounds. In this study, the functional potential of seven Actinobacteria
from the National Natural Park (NNP) of Nevados and the NNP of Chingaza was
characterized under in vitro laboratory conditions and the genomic level. 16 isolates
from these environments were tested for antimicrobial activity against clinically
important bacteria such as Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Klebsiella
pneumoniae and Pseudomonas aeruginosa. Seven out of these 16 isolates were
confirmed as Actinobacteria through 16S rRNA gene sequencing. The supernatants
from some of these Actinobacterial isolates, such as Arthrobacter, Streptomyces,
Subtercola, Amycolatopsis and Rhodococccus inhibited the growth of E. coli by 47%, K.
pneumoniae by 68%, S. aureus by 15% and P. aeruginosa by 28%. The genomes of these
seven Actinobacteria were sequenced through Nanopore (MinlON) and five of these
genomes were also sequenced through Illumina (Novaseq 6000). After long-read de
novo assembly (for Nanopore) and hybrid assemblies (for Nanopore and Illumina), we
found BGCs coding for various biosynthetic pathways such as terpenes, Ribosomally
synthesized and post-translationally modified peptides (RiPP-like) products,
Nonribosomal peptides (NRPS), Polyketide synthases (PKS), ectoine, siderophores and
oligosaccharides. We found coding potential for 33 bioactive compounds with
antibiotic, antioxidant, antitumor, chelating and osmoregulatory functions. Moreover,
we found 2557 resistance genes associated with antibiotic expulsion, antibiotic target
alteration and replacement, antibiotic inactivation, and reduced antibiotic
permeability. The in vitro antimicrobial activity of these isolates, along with the
presence of BGCs and antibiotic resistance genes, shows the genomic diversity and
functional capacity associated with the production of bioactive metabolites by
Actinobacteria from the paramos. This work lays the groundwork to characterize new
antimicrobial compounds and functional potential in environmental microorganisms.
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Resumen

Las Actinobacterias de ambientes tropicales no intervenidos provenientes de los
ecosistemas de paramo de Colombia, pueden ser novedosos en sus adaptaciones
microbianas por la presencia de BGCs (clusters de genes biosintéticos), genes de
resistencia y moléculas bioactivas. En este estudio se caracteriz6 el potencial funcional
de siete Actinobacterias provenientes del Parque Nacional Natural (PNN) de los
Nevados y PNN Chingaza en condiciones de laboratorio y a nivel genémico. 16
aislamientos fueron evaluados mediante pruebas de actividad antimicrobiana contra
bacterias de importancia clinica como Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Klebsiella
pneumoniae y Pseudomonas aeruginosa. De estos, se seleccionaron siete del filum
Actinobacteria segun clasificacion por el gen 16S rRNA. Algunos de los sobrenadantes
de estas Actinobacterias, pertenecientes a los géneros Arthrobacter sp., Streptomyces,
Subtercola sp, Amycolatopsis sp. y Rhodococccus sp., inhibieron el crecimiento de E. coli
en un 47%, K. pneumoniae en un 68%, S. aureus 15% y P. aeuruginosa 28%. Se
secuenciaron siete genomas mediante MinION (NanoPore) y cinco mediante Illumina
(Novaseq 6000). Tras ensamblaje, de novo de secuencias largas (ONT) e hibridos
(ONT+Illumina), mas anotacién funcional, se encontraron BGCs de diversas rutas
biosintéticas como terpenos, RiPP-like, NRPS, PKS, ectoina, sideréforos vy
oligosacaridos. Estos BGCs se asociaron a 33 posibles compuestos bioactivos con
funciones antibioticas, antioxidantes, antitumorales, quelantes y de osmorregulacion.
Se encontraron 2557 genes de resistencia asociados a mecanismos de resistencia por
expulsion del antibidtico, alteracion y reemplazo del diana del antibi6tico, inactivacion
del antibidtico y reduccién de la permeabilidad del antibidtico. Tanto la actividad
antimicrobiana in vitro de estos aislamientos, como la presencia de BGCs y de genes de
resistencia a antibidticos indican diversidad genémica y capacidad funcional asociada
a produccion de metabolitos bioactivos en Actinobacterias de paramo. Este trabajo
sienta las bases para caracterizar nuevos compuestos antimicrobianos y potencial
funcional en microorganismos ambientales.
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INTRODUCCION

El filo Actinobacteria comprende un extenso grupo de bacterias no mdtiles, Gram-
positivas, con contenido G+C mayor a 60% en sus genomas (Barka et al, 2016). Este filo
en su mayoria son bacterias de vida libre que se encuentran en ambientes terrestres,
marinos y de agua dulce (Barka et al, 2016). Son particularmente abundantes en el
suelo, en el que participan en procesos de descomposicion de materia organica, ayudan
al crecimiento de las plantas y enriquecen los ecosistemas del suelo (Barka et al,, 2016).
Dentro de este filo se incluyen varios géneros que habitan suelos de distintos ambientes
como Streptomyces, Amycolatopsis, Arthrobacter, Subtercola y Rhodococcus (Nouioui et
al, 2007). En este trabajo se aislaron y seleccionaron actinobacterias pertenecientes a
los cinco géneros nombrados anteriormente.

El género Amycolatopsis comprende bacterias esporulantes que contienen genomas
grandes de 5 Mb a 10,86 Mb en Amycolatopsis halophilaen y A. balhimycina,
respectivamente. Ademas, contiene cromosomas circulares y no es comun la presencia
de plasmidos dentro del género (Kumari et al, 2016). El género Rhodococcus son
bacterias aerobias Gram-positivas, inméviles y no esporulantes (Orro et al, 2015). Su
cromosoma es circular o lineal de aproximadamente 6 Mb y presentan plasmidos
lineales grandes y circulares mas pequeiios (Orro et al, 2015). Por su parte el género
Arthrobacter, reconocido por promover el crecimiento en plantas e implicado en
procesos de biorremediacién posee un genoma con tamafios entre 3.24 - 5.28 Mb y
algunos pueden poseer mas de 3 plasmidos (Nakatsu et al, 2013). El género Subtercola
presenta un tamafio aproximado del genoma de 4 Mb, son bacterias extremofilas y su
representante Subtercola vilae tiene un genoma con contenido GC mayor a 60% y no
contiene plasmidos (Villalobos et al, 2019). Por ultimo, el género Streptomyces
importante por la produccidén de una extensa variedad de metabolitos secundarios,
contiene cromosomas lineales o circulares con un tamafno aproximado del genoma de
8 - 10 Mb y pueden poseer plasmidos, como es el caso de S. rochei en el que se reportd
recientemente la presencia de mas de 2 plasmidos lineales (Nindita et al,, 2019).

Varios miembros del filo Actinobacteria son reconocidos por la producciéon de una
amplia gama de metabolitos secundarios, de los cuales alrededor de 14.000 son
antibiéticos de las clases betalactamicos (penicilinas), tetraciclinas (Clorotetraciclina),
macrolidos (Eritromicina), aminoglucdsidos, rifamicinas y glicopéptidos (Davila et al,
2020). El género Streptomyces produce cerca de 12.400 compuestos bioactivos, de los
cuales 11.000 son antibiéticos, siendo el género con mayor potencial biotecnolégico y
medicinal (Hamedi et al, 2017). Ademas, las Actinobacterias tienen alto potencial en
biorremediacién y promocion del crecimiento de las plantas (Davila et al,, 2020).
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La actividad antimicrobiana de las Actinobacterias se atribuye a los metabolitos
secundarios que producen. Un gran nimero de estos metabolitos, se producen a partir
de genes cromosomales que se encuentran agrupados en cldsters de genes biosintéticos
(BGCs, por sus siglas en inglés) (Chen et al, 2019). Estos BGCs estdn compuestos por un
gran numero de genes como aquellos para las rutas de sintesis de péptidos no
ribosomales (NRPS) y policétidos sintasa (PKS). Estos clusters codifican una amplia
gama de productos con aplicaciones en medicina e investigacion, como los antibiéticos,
y son las mas estudiadas en la actualidad (Chen et al.,, 2019). Ademas de estos BCGs, los
microorganismos también contienen genes para la sintesis de otras moléculas
bioactivas, entre ellos los RiPPs que son péptidos ribosdémicamente sintetizados y
modificados post-traduccionalmente (Poorinmohammad et al., 2019).

Los BGCs pueden estar silenciados, por lo cual se consideran también como cripticos en
condiciones de laboratorio. Por tal razén ha sido un tema importante desarrollar
nuevas aproximaciones para su activacion. Entre las metodologias mas conocidas se
encuentran los sistemas de expresion heterdloga, la insercién de promotores
constitutivamente activos mediante CRISPR-Cas9 y la seleccién de elicitores de alto
rendimiento para la identificaciéon de inductores de moléculas pequefias (Mao et al,
2018; Renn et al, 2015). La mayoria de compuestos bioactivos provenientes de los
comprende cuatro grupos quimicos predominantes: terpenoides, alcaloides,
policétidos y péptidos no ribosémicos (Poorinmohammad et al, 2019).

Los BGC y los genes de resistencia a antibioticos (ARGs, por sus siglas en inglés) estan
presentes en varios ambientes naturales, incluyendo aquellos ambientes sin
intervencion humana considerados pristinos (Woo et al, 2005). De hecho, la busqueda
de nuevos compuestos antimicrobianos mediante el minaje del genoma con
herramientas como ARTS ( Buscador de objetivos resistentes a los antibiéticos ,por sus
siglas en inglés), se realiza identificando genes de resistencia proximos a BGCs,
teniendo en cuenta la premisa de que un productor de antibidticos debe ser a su vez
resistente al mismo, por lo que los genes de resistencia pueden estar préoximos a los
BGCs en sus genomas (Mungan et al,, 2020). Por ejemplo, en el genoma de Streptomyces
se han identificado ARGs que funcionan como mecanismo de proteccion frente a los
metabolitos secundarios que ellos mismos generan (Jiang et al,, 2017). Algunos estudios
han demostrado que los genes de resistencia en Actinobacterias son mas ancestrales
que los que se encuentran en bacterias patéogenas (Woo et al, 2005). También se ha
descrito la posible transferencia horizontal de ARGs provenientes de Actinomicetos
hacia Proteobacterias (Jiang et al,, 2017).



El presente estudio se realizo con el objetivo de conocer el potencial funcional de
Actinobacterias provenientes de paramos de Colombia. Estos ecosistemas pristinos
pueden albergar Actinobacterias, como las del género Arthrobacter o Subtercola, que
son dificiles de cultivar y que han sido poco exploradas en su genoma pero que pueden
ser novedosas en la producciéon de compuestos bioactivos desconocidos. En total se
analizaron siete taxones de Actinobacterias funcionalmente y por secuenciacion
gendmica. Se encontraron actividades antimicrobianas en ensayos in vitro y diversas
rutas biosintéticas, como NRPS, PKS, RiPP-like, terpenos y sideréforos, posiblemente
involucradas en sintesis de moléculas bioactivas. Se encontré que estos clusters se
reportan 36 posibles compuestos bioactivos asociados a funciones antibioticas,
antioxidantes, antitumorales, quelantes y de osmorregulacion. También, se
encontraron 2557 genes de resistencia asociados a expulsidn del antibiotico, alteracién
del diana del antibiético, reemplazo del diana del antibidtico, inactivaciéon del
antibiético y reduccion de la permeabilidad del antibiético.

MATERIALES Y METODOS
1. Activacion y caracterizacion de cepas

Se realizd reactivacién de 16 aislamientos almacenados a -80°C pertenecientes a la
coleccion de CorpoGen. 10 aislamientos provenientes del PNN Chingaza
(B1.2;C1.1;C3.20;C3.21;C3.25;G2.2;H2.1;L3.6; L3.8;N3.10) y seis aislamientos del PNN
de los Nevados (PNA 1.2; PNC 2.0;PNC2.3; PNC 3.1;PNE 1.1;PNF 4.7). Las muestras
fueron aisladas de ambientes ubicados aproximadamente a 4.000 m.s.n.m (Sierra et al,
2020).

La reactivacion se hizo en medio sélido complejo (ISP2 “International Streptomyces
Project-2 Medium (http://actinobase.org/index.php/ISP2)” + AIAG “Actinomycete
[solation Agar” (Difco) durante 7-15 dias en temperaturas promedio de 20-28°C. Se

hicieron descripciones macroscopicas de las colonias: color, superficie (lisa o rugosa),
forma (circular, filamentosa, irregular o puntiforme)


http://actinobase.org/index.php/ISP2

Pruebas de actividad antimicrobiana.

Los 16 aislamientos se activaron en medio liquido complejo (ISP2 + AIAG ) durante siete
dias en agitacion constante a 120 rpm a 28°C. Después de los siete dias se detuvo el
crecimiento y se separd el sobrenadante del pellet mediante centrifugacién. Se descarté
el pellet, y el sobrenadante se guardé a -20°C hasta el montaje del ensayo. El mismo
procedimiento se repiti6 tras 20 dias de crecimiento.

En placas de 96 pozos se agreg6 el sobrenadante de cada cultivo, con sus respectivas
réplicas. Se incluyeron controles, un control de crecimiento inoculado con la bacteria
patégena y el control negativo (medio sin inocular). Se agregaron 20 uL de E. coli
ATCC25022, crecido en caldo nutritivo y llevado al patrén de turbidez McFarland 1 y se
hizo mediciéon de absorbancia (595nm) de la placa en TECAN (Magellan). Después, la
placa se tapd y se llevé a incubacién en cdmara himeda (un recipiente con servilletas
humedecidas con agua destilada), durante cuatro horas a 37°C y agitacién a 120rpm. A
las 4 horas se realizaron mediciones de absorbancia (595nm) en TECAN (Magellan). El
mismo experimento fue realizado utilizando cepas patégenas de importancia médica:
Staphylococcus aureus ATCC25923, Klebsiella pneumoniae ATCC1705 y Pseudomonas
aeruginosa ATCC27853. Los ensayos de actividad antimicrobiana se hicieron segun la
metodologia de Gozari et al. (2019) y Yong-pil et al. (2003), con modificaciones.

Los datos de absorbancia se transformaron a transmitancia mediante la formula
%T = antilog (2 - absorbancia) y se realizaron tablas de porcentaje de inhibicion del
crecimiento de las bacterias patogenas con cada uno de los sobrenadantes.

2. Identificacion de cepas

Se realiz6 extraccién de ADN de los 16 aislamientos utilizando el método de Ha et al.
2015 modificado. Se hizo lisis con 1 pL de buffer CTAB ((20 g/L) NaCl (1.4 M), Tris
(0.1M), NaZEDTA (0.02 M)) por media hora, seguido de tratamiento con 10 uL de
Proteinasa K (10mg/mL) durante media hora. Después, se hizo extracciéon con 1.5 ml
de cloroformo-alcohol isoamilico (24: 1), se tomo la fase acuosa y se trato con 2 pL de
RNasa (4 mg /ml) a 37°C por una hora. Luego de una segunda extraccién con 1 mL de
cloroformo-alcohol isoamilico (24: 1) y centrifugaciéon por 10 minutos a 10.000 rpm, se
obtuvo la fase acuosa y se precipito el ADN con etanol al 100% durante una noche a
-20°C. Después de centrifugar 15 min a 10.000 rpm, se hicieron tres lavados con etanol
al 70%. E1 ADN se dejo secar por 20 minutos y se resuspendié en 50 pL de agua tipo I
estéril.



Se verificd calidad e integridad del ADN mediante espectrofotometria con NanoDrop
2000 (Thermofisher) y electroforesis en gel de agarosa al 1% en TBE 0.5X. El ADN se
utilizé para clasificacion taxondmica mediante amplificacion del gen 16S rRNA con los
iniciadores 27F-5"1AGAGTTTGATCMTGGCTCAG’3 y 1492R-
5’GGTTACCTTGTTACGACTT’3. Los fragmentos obtenidos de 1500 pb se visualizaron en
gel al 1% de agarosa en TBE 0.5X.

Los fragmentos obtenidos del gen 16S rRNA se enviaron a secuenciar por Sanger a
Macrogen, Corea. La secuenciaciéon se realiz6 de forma bidireccional usando los
iniciadores utilizados en la PCR. Las secuencias se editaron manualmente con PEARL
(https://www.gear-genomics.com/pearl/) y se compararon en GenBank con la
herramienta BLASTn (Altschul et al, 1990). Se registraron las 2 secuencias con mayor
similitud. Las secuencias editadas obtenidas en este trabajo y las secuencias reportadas
en GenBank se usaron para realizar un cladograma a partir de matriz de distancia
utilizando el método de Maxima Verosimilitud en MEGA (Kumar et al,, 2018). Se escogid
el modelo de sustituciéon con valor BIC menor = K2+G+I, distribucién gamma para
uniformidad de las tasas evolutivas y modelo de sustituciéon Kimura 2 con Bootstrap
(500 repeticiones) para estimar el soporte de los clados inferidos (Felsenstein, 1985;
Kimura, 1980).

3. Extraccion de ADN de alto peso molecular

La extraccion de ADN de alto peso molecular se realizé con los métodos Somerville et
al, (1997) y Ha et al., (2015), con las siguientes modificaciones. Los siete aislamientos
se activaron en medio s6lido complejo (ISP2 + AIA) y se dejaron crecer a 28°C, entre 5-
7 dias. Las cajas completas y crecidas con solo colonias axénicas se resuspendieron en
0.9 mL de buffer TE (10 mM Tris-HCI, 1 mM EDTA, pH 8) y se pasaron a tubos de 1.5mL.
Se realizé lisis enzimatica con 50 pL de lisozima (10 mg/ml) por 2 h a 37°C.
Seguidamente, se afiadid 2.5 mL de RNAsa A (4 mg/ml) 1 h 37°C para remover el RNA
y tratamiento con 200 pL de NaCl al 5 M y 145 pL de una solucién 2:1 (10% de SDS y
Proteinasa K (10 mg/ml)) por 30 minutos a 55°C. Después, se afiadié6 75uL de una
solucion CTAB (20% CTAB, 1.4M NaCl) y se incub6 10 minutos a 65°C.

El lisado fue extraido con cloroformo: alcohol isoamilico (24: 1) y tras centrifugacién a
13.000 rpm por 15 minutos se transfirié la fase acuosa cuidadosamente a otro tubo de
1.5mL. E1 ADN genémico fue incubado con 0.7 volimenes de isopropanol durante dos
dias a -20°C y precipitado por centrifugacion a 13.000 rpm durante 15 minutos.
Después, el pellet fue lavado tres veces con 1 mL de etanol al 70%. Finalmente, el ADN
se resuspendi6 en 50puL de agua tipo I, libre de nucleasas, estéril y se almacen6 a -20°C.


https://www.gear-genomics.com/pearl/

La calidad e integridad del ADN fue verificada por espectrofotometria con NanoDrop
2000 y electroforesis en gel al 1% de agarosa con TBE 0.5X. Se utilizaron extracciones
de ADN que cumplian con una relacién 260/280 entre 1,8-2,0 y peso molecular mayor
a 10.000 pb, sin o con poco barrido visualizado en transiluminador UV.

4. Secuenciacion de fragmentos largos con Nanopore (Minlon)

El ADN se cuantificé con Qubit (Invitrogen) con el kit de reactivos dsDNA High
Sensitivity (Invitrogen). Debido a diferencias en concentracién de cada ADN, todas las
muestras se normalizaron a una concentracion final de 1ug/50pL.

Se prepararon librerias con las muestras normalizadas utilizando el kit de ligaciéon SQK-
LSK109 de Oxford Nanopore Technologies (ONT). La reparacién y adenilacion de
extremos se hizo con los reactivos NEBNext ultra II End Repair/dA -Tailing Module
(New England Biolabs) sin purificaciéon con perlas antes del paso de ligacién. Cada
producto de ADN reparado se codificé con el kit NATIVE BARCOING KIT (ONT, NBD-
EXP104) con los barcodes consecutivos del 1 al 7. La ligacién de estos barcodes se hizo
con los reactivos NEBNext ultra II Ligation Module (New England Biolabs). A
continuacion, las muestras se purificaron con perlas Agencourt AMPure XP (Beckman
Coulter, EE. UU.) usando 80 pL de perlas para cada muestra y resuspendiendo en 25 pL
de agua tipo I estéril. Las concentraciones resultantes de la purificacién se midieron en
Qubit para cada muestra con su respectivo barcode. Después se agrup6 la misma
concentracion de ADN por cada barcode en un dnico pool para obtener una cantidad
final de 1ug en 65 pL.

Los adaptadores de Nanopore se ligaron al pool usando los reactivos Quick Ligation
Module (New England Biolabs). Después de esta ligacidn, hicimos la limpieza final con
80 pL de perlas AMPure XP (Beckman Coulter, EE. UU.) y el buffer de limpieza LFB
(ONT). La libreria final se resuspendi6 en 15 pL de buffer EB (ONT). La cuantificacion
final de la libreria fue de 336 ng de ADN total en 14 pL. Esta concentracion total fue
sembrada en una celda R9.4.1 FLO-MIN106D nueva y se secuencié en un dispositivo
MinIlON Mk1B (ONT) con el protocolo estandar del software MinKNOW (ONT, Reino
Unido).

El llamado de bases se realizo con Guppy
(https://community.nanoporetech.com)(Wick et al, 2019). La calidad de las
secuencias se verificod con pycoQC (Leger y Leonardi, 2019) (https://github.com/a-
slide/pycoQC). Finalmente, se aplicaron filtros de calidad mediante NanoFilt (De Coster
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et al, 2018) (https://github.com/wdecoster/nanofilt)l. Los filtros se aplicaron con un
valor umbral de 8. Es decir, secuencias con calidad por debajo de 8 se retiraron.
También se quitaron 50 nt de cada uno de los extremos y las secuencias con longitudes
inferiores a 500nt.

5. Secuenciacion de fragmentos cortos por Illumina (NovaSeq)

Los ADNs se enviaron a secuenciar a NOVOGENE, Estados Unidos en la plataforma de
secuenciacion NovaSeq 6000. La secuenciacién se hizo utilizando librerias paired-end.
La calidad de las lecturas se reviso con fastQC
(https://qubeshub.org/resources/fastqc) (Andrews, 2010) y MultiQC (Ewels et al,
2016) (https://github.com/ewels/MuLtiQC). Las lecturas se limpiaron con
trimmomatic (Bolger et al, 2014) quitando los primeros 8 nucledtidos al extremo 3’y
se removieron los adaptadores.

6. Ensamblajes
6.1 Ensamblaje de novo para secuencias largas (ONT).

Las lecturas de nanopore filtradas segin calidad se ensamblaron de novo con Flye

(Kolmogorov et al, 2019) (https://github.com/fenderglass/Flye ). Se reviso la calidad

del ensamblaje con Quast (Gurevich et al, 2013) (https://github.com/ablab/quast).
Como se obtuvo mas de un contig por cepa, se seleccion6 el contig de mayor tamafio
para los pasos subsecuentes.

Con el contig ensamblado de mayor tamafio, se realizaron cuatro rondas de pulido. Cada
ronda de pulido se realiz6 con los programas Minimap2 (Heng et al, 2018) (
https://github.com/lh3 /minimap?2) para alinear el query contra las propias lecturas,
seguido de Racon (Vaser et al, 2017) (https://github.com/isovic/racon ) para corregir
los errores de ensamblaje. Por ultimo, se hizo un pulido y consenso final con Medaka
(Medaka, 2022)(https://github.com/nanoporetech/medaka ). Se evalu6 el porcentaje
de contaminacion de los genomas ensamblados y el porcentaje de genoma completado
respecto a los genomas mas similares de la base de datos con el programa CheckM
(Parks et al., 2014)
(https://kbase.us/applist/apps/kb Msuite/run checkM lineage wf/release?gclid=EA
[alQobChMIOvrN4162-QIVAgalCRO-twD EAAYASAAEgLVffD BwE).
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6.2 Ensamblajes Hibridos

Los ensamblajes hibridos se realizaron con Unicycler (Wick et al, 2017)
(https://github.com/rrwick/Unicycler ), que permite ensamblar lecturas cortas
provenientes de Illumina y lecturas largas de NanoPore en una dnica secuencia
consenso. Unicycler realiza ensamblajes internos con programas como Spades
(Bankevich et al, 2012) (https://github.com/ablab/spades/releases ) utilizado en
ensamblaje de secuencias cortas de Illumina. Ademas, corrige errores asociados a
inserciones y deleciones con Racon (Vaser et al, 2017)
(https://github.com/isovic/racon) y Pilon (Walker et al, 2014)
(https://github.com /broadinstitute /pilon ).

7. Asignacion taxonomica de los genomas

La asignacién taxon6mica de los ensamblajes de Nanopore y los hibridos se realiz6 en
primer lugar con el programa JSpecies WS (Richter et al, 2016)
(http://jspecies.ribohost.com/jspeciesws/ ) que permite calcular el grado de similitud
entre el genoma de interés y una base de datos actualizada constantemente llamada
GenomesDB (http://jspecies.ribohost.com/jspeciesws/ ) de genomas en borrador y
completos. Primero se realizaron comparaciones mediante TCS (Tetra correlation
search) que se basa en frecuencias de tetranucleétidos y coeficientes de correlacion.
Después se compararon los 10 genomas mas cercanos obtenidos por TCS con el genoma
query y se calculé el valor ANI (average nucleotide identity). Finalmente, se seleccion6
el genoma mas cercano segun el valor ANI directamente en Jspecies.

Se utilizé una segunda base de datos para asignacién taxonémica que corresponde a
MiGA (Rodriguez et al, 2018) (http://microbial-genomes.org/). MiGA contiene sélo
genomas procariotas completos en la base de datos NCBI prok y ademas realiza
comparaciones mediante el calculo del ANI entre el query y la base de datos.

8. Anotacion de genomas

La anotacién de los genomas se realizé con Prokka (Seemann, 2014), con el que se
determin6 el numero de regiones codificantes (CDS) para cada genoma, RNAs
ribosémicos rRNA, RNAs de transferencia (tRNA) y RNAs mensajeros de transferencia
(tmRNA). Después se realizo la anotacion funcional de los genomas con Kegg (Minoru
y Susumu, 2000) con el cual se determinaron genes implicados en rutas metabdlicas de
carbohidratos, proteinas, aminoacidos, nucleétidos y lipidos, entre otros.


https://github.com/rrwick/Unicycler
https://github.com/ablab/spades/releases
https://github.com/broadinstitute/pilon
http://jspecies.ribohost.com/jspeciesws/
http://jspecies.ribohost.com/jspeciesws/
http://microbial-genomes.org/

Se realiz6 busqueda de genes de resistencia en los genomas con la base de datos de
CARD (Alcock et al, 2020) https://card.mcmaster.ca. En la bisqueda de CARD se
escogio6 el identificador de genes de resistencia (RGI) para predecir resistomas a partir
de datos de nucleétidos mediante la busqueda en una base de datos curada para la
vigilancia de resistencias a antibidticos. En CARD se seleccionaron parametros de
busqueda en modo perfecto, estricto y relajado. El algoritmo de busqueda Perfecto
detecta coincidencias perfectas con las secuencias de referencia seleccionadas y
mutaciones en CARD. El algoritmo Estricto detecta variantes previamente desconocidas
de genes AMR conocidos y el algoritmo Relajado funciona fuera de los puntos de corte
del modelo de deteccion para proporcionar deteccion de amenazas nuevas y
emergentes y homologos mas distantes de genes AMR (Alcock et al. 2020).

Finalmente, se realizé prediccion de posibles moléculas que estan siendo sintetizadas
por los genes NRPS y PKS, entre otros, mediante antiSMASH 6.0 (Blin et al, 2021) y se
seleccionaron parametros de bisqueda en antiSMASH en modo relajado.

RESULTADOS

1. Activacion y caracterizacion de cepas

Inicialmente se realizé reactivacion en medio s6lido complejo (ISP2+AIAG) de 16
aislamientos del cepario de Corpogen provenientes de muestras de liquenes y algas de
paramos (Sierra et al, 2020). 10 aislamientos provenian de PNN Chingaza (B1.2, C1.1,
C3.20, C3.21, C3.25, G2.2, H2.1, L3.6, L3.8, N3.10) y seis aislamientos del PNN de los
Nevados (PNA 1.2, PNC 2.0, PNC2.3, PNC3.1, PNE 1.1, PNF 4.7). Estos ensayos
mostraron diferencias en la forma de crecimiento, color, superficie, borde, temperatura
6ptima de crecimiento y tiempos de crecimiento que se enumeran en la Tabla 1.


https://card.mcmaster.ca/

Tabla 1. Caracteristicas de crecimiento de aislamientos reactivados en medio (ISP2+AIAG)

Tiempo de Temperatura

Muestra Codigo Morfologia macroscopica crecimiento 6ptima
1 B12 . . i
Color blanco opaco, textura cremosas, crecimiento puntiforme. 3 dias 28°C
2 c11 . . . . .
Color blanco, textura seca, crecimiento irregular, olor a tierra hiimeda. 3-5 dfas 28°C
3 €320 Colonia blanca, textura seca, forma acojinada y ondulada, crecimiento irregular. 6-7 dias 25-28°C
4 c3z1 Colonia naranja, textura seca, forma acojinad a, crecimiento irregular. 7 dias 28 °C
5 €3.25 Color curuba o rosado claro, textura muy cremosa, convexo y crece irregular. 2 dias 20-28°C
6 Gz2 Color curuba o rosado claro, textura muy cremosa, convexo y crece irregular. 2 dias 20-28°C
7 H21 Color fucsia, textura cremosa, crecimiento puntiforme. 6-10 dias 28°C
8 L36 Color amarillo palido, textura cremosa, crecimiento puntiforme 7 dias 28°C
9 L38 Color blaco opaco, textura cremosa, crecimiento puntiforme o 3 dias 28°C
10 N3.10 rosa a amarillo con la luz 2 dias 20-28°C
11 PNA12 . - . .
Color amarillo claro, textura cremosa, borde plano, forma de crecimiento circular. 4 dias 28°C
12 PNC 20 Color blanco, textura seca, borde convexo, forma irregular de crecimiento. 2 dias 28°C
13 PNC 23 Color blanco, textura cremosa, crecimiento puntiforme. 2 dias 28°C
14 PNC3.1 Color blanco, textura seca, borde convexo, forma irregular de crecimiento 2 dias 28°C
15 PNEL1 Color Amarillo claro, textura cremosas, crecimiento irregular. 4 dias 28°C
16 PNF 4.7 ) o i
Color Amarillo, textura cremosas, crecimiento irregular. 6 - 7 dias 28°C

2. Pruebas de actividad antimicrobiana.

Para identificar si algunos de estos microorganismos tenian actividad antibacteriana,
se hicieron pruebas en dos tiempos de crecimiento. La primera prueba se realiz6 con
sobrenadantes de los 16 aislamientos a siete dias de crecimiento contra E. coli. Debido
a que ocho de los 16 sobrenadantes mostraron porcentajes de inhibicion menores al
33% en este ensayo, se decidié hacer ensayos también a 20 dias de crecimiento, con el
proposito de evaluar si a mayor tiempo de crecimiento habia inhibicién del crecimiento
en bacterias blanco. A los 20 dias se hicieron experimentos sélo con ocho
sobrenadantes que habian mostrado actividades menores a 33% de inhibicién contra
E. coli, K. pneumoniae, S. aureusy P. aeruginosa.

Los resultados a siete dias de crecimiento fueron los siguientes: B1.2, PNC 2.3 y N 3.10
presentaron porcentajes de inhibicion mayores a 80% contra E. coli. El resto de los
sobrenadantes tuvieron porcentajes de inhibicion menores al 33% contra E. coli. Contra
las bacterias patégenas K. pneumoniae y S. aureus s6lo B1.2, PNC 2.3, N 3.10, PNC 2.0 y
PNE 1.1 mostraron porcentaje de inhibicion del crecimiento mayor al 20%, el resto
presenté porcentajes de inhibicién menores al 20% (Tabla 2).

Los resultados a 20 dias de crecimiento fueron los siguientes: solo los sobrenadantes C
1.1 y L 3.8 presentaron porcentajes de inhibicién del crecimiento de E. coli de 47% y
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31%, respectivamente. El resto de los sobrenadantes presentaron porcentajes de
inhibicion menores a 20% contra E. coli. Los sobrenadantes de PNF 4.7 y PNA 1.2
inhibieron en un 28% el crecimiento de P. aeruginosa y 14% a K. pneumoniae. Con el
resto de los sobrenadantes no hubo inhibicion del crecimiento.

En general, de los 16 aislamientos (x 7 dias de crecimiento) s6lo ocho aislamientos
presentaron un porcentaje de inhibicién mayor al 20% en alguna de las 4 bacterias
patégenas. Los ocho aislamientos restantes presentaron porcentajes de inhibicién
menores al 20%, aun cuando se ensayaron a 20 dias de crecimiento (Tabla 2).

Tabla 2 Inhibicién del crecimiento de bacterias expuestas a sobrenadantes de aislamientos de Chingaza y Nevados.

% inhibicién E. coli % inhibicion de K. pneumoniae % inhibicién de §. aureus %al::;m:n
No.| cbdigo
7 dias DE | 20dias DE 7 dias DE |20dias DE 7 dias DE Z0dias DE 20 dias DE
1 B1.2 82 2 - - 100 0.5 - - 80 34 - - - -
2 Cl11 0 0.4 47 1.5 0 5 0 0.4 0 0.1
3 C3.20 8.8 149 0 04 i 1.4 i 3B 0 1.6
4 £321 1.8 21 0 7.5 - - 2 6.8 - - 15 4.2 0 75
5 C3.25 0 0.2 0 5 2.6 18 0 14 0 75 0 i1 0 4
6 G222 34 14 - - - -
7 H21 0 0.4 0 17 - - 0 a5
8 L3s 7 0.2 - - 3 21 - - 0 75 - -
9 L3.8 33 1.7 31 1.21 i 15 i 5 0 2.8 i 14 0 35
10 N3.10 kL) 0.1 - - 57 4 - - 26 14 -
11 [PNA 1.2 0 0.1 108 23 - - 14 1.6 - - 0 35 0 3
12 |PNC2.0 26 349 - - 20 0.7 - - T4 2.3
13 PNC2.3 96.7 1 - - 100 12 - - a1 0.7
14 |PNC3.1 16 45 - - - - - -
15 |PNE1.1 20 0.7 14.4 0.7 68 34 5 35 0 0.4 i 28 0 4.8
16 |PNF4.7 i 11 0 - - 8 7 i 4.6 28 0.4
17 |CONTROL - 0 14 0 1.3 0 14 0 2 0 1.7 0 23 0 31
Tot| Total | o 8 9 8 9 8 8

al muestras

Se ensayaron sobrenadantes después de crecimiento por 7 y 20 dias y se indica el % de inhibicién de crecimiento.
En negrilla se resaltan los aislamientos con inhibicién mayor al 20% contra alguna de las cepas patégenas ensayadas.
(Control -) control sin inocular para cada ensayo; (-) Experimentos no realizados; DE, Desviacién estandar. Dato de
7 dias para PNA1.2 contra E. coli se tomaron de experimentos hechos por Nelly Diaz y Valeria Gémez, 2021.

3. Identificacion y seleccion de cepas.
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Se hizo la identificacion taxon6émica de las cepas mediante analisis del gen 16S rRNA
Se observé que 9 de 16 cepas pertenecian al filo Actinobacteria, las cuales estaban
distribuidas en los siguientes géneros: Amycolatopsis (C 3.20), Streptomyces (C 3.21y C
1.1), Rhodococcus (C 3.25, G2.2, N 3.10), Arthrobacter (PNA 1.2 y PNE 1.1) y Subtercola
(PNF 4.7). De estas 9 Actinobacterias identificadas se seleccionaron siete para la
secuenciacion gendmica y para representar cada género. Estas cepas estan resaltadas
en rojo en la Figura 1, que representa los 5 clados identificados para las siete
Actinobacterias aisladas de muestras de los PNNs Nevados y Chingaza. Las morfologias

macroscopicas de los 7 aislamientos seleccionados se presentan en la Figura 2, donde
se ven las morfologias diferentes de cada uno de los géneros.
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Figura 1. Cladograma de Actinobacterias a partir de secuencias de gen 16S rRNA. Maxima verosimilitud con el
modelo BIC= K2+G+I y Bootstrap de 500 réplicas. Boostrap mayor a 60% sefialado en circulos morados. En rojo se

seflalan Actinobacterias para secuenciacién genémica: PNF 4.7, PNA 1.2, PNE 1.1, C 1.1, C 3.21, C 3.25, C 3.20. En
negro se sefiala secuencias méas cercanas. En azul se sefiala el outgroup.
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Figura 2 Morfologia de Actinobacterias seleccionadas para secuenciacidén gendmica. a. (C 3.21) Streptomyces. b. (C3.25)
Rhodococcus. c. (PNE 1.1) Arthrobacter, d. (PNF 4.7) Subtercola, e. (PNA 1.2) Arthrobacter, f. (C 1.1) Streptomyces. g. (C
3.20) Amycolatopsis.

4. Obtencion de ADN de alto peso molecular

A los 7 microorganismos clasificados en cada género por identificaciéon del gen 16S
rRNA se les realizé extraccién de ADN de alto peso molecular. Las muestras de ADN se
verificaron en su calidad con mediciones de absorbancia. Las calidades de absorbancia
A260/280 promedio fueron de 1.88 que indica pureza 6ptima para secuenciaciéon
genémica en las siete Actinobacterias. Los valores de absorbancia A260/230
relacionado a la presencia de contaminantes, mostraron en promedio un valor 1.76
para las 7 muestras (Tabla 3). Este valor es 6ptimo para secuenciaciéon genémica, solo
disminuye la calidad A260/230 en las muestras C 3.25, con un valor de 1.03, y PNF 4.7
con un valor de 1.61 (Tabla 3). Estos valores pueden indicar presencia de
contaminantes asociados a compuestos fenélicos o proteinas.

La concentracion de ADN medida en Qbit fue mayor a 20,0 ng/uL para todas las
muestras, lo cual es suficiente para normalizar a 1ug/50uL en el montaje de librerias
de NanoPore (Tabla 3). Por ultimo, la visualizacion del ADN mediante electroforesis
muetra un peso molecular aproximado de 10.000pb (Figura 3). Estos resultados
indican que el ADN de las siete Actinobacterias estaba con buena calidad y
concentracion para secuenciacion.

Siete de las muestras (C 1.1, C3.20, C3.21, C3.25, PNA1.2, PNE 1.1 y PNF4.7) se
secuenciaron por NanoPore y cinco de los mismos ADN (C3.20; C3.21; C3.25; PNE 1.1y
PNF4.7) se secuenciaron paralelamente por Illumina. Se hizo esta selecciéon para
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representar los cinco géneros Amycolatopsis (C 3.20), Streptomyces (C 3.21),
Rhodococcus (C 3.25), Arthrobacter (PNE 1.1) y Subtercola (PNF 4.7) con ambas
plataformas de secuenciacion.

Tabla 3. Mediciones de calidad en NanoDrop y concentracion de ADN gendmico en Qbit

Muestra codigo 16 S Tax 2600/ 28 260/230 gqxi:‘(;?:gigﬁ CO: Z‘:ln(t;;iiilo
(ng/ul)

1 Cc11 Streptomyces 1,87 1,83 Lisozima 40

2 C3.20 Amycolatopsis 1,88 1,99 Lisozima 114

3 C3.21 Streptomyces 2 1,97 Lisozima 70

4 C3.25 Rhodococcus 1,81 1,03 Lisozima 106

5 PNA1.2 Arthrobacter 1,93 2,01 Lisozima 118

6 PNE 1.1 Arthrobacter 1,97 1,86 Lisozima 104

7 PNF 4.7 Subtercola 1,8 1,61 Lisozima 23,2
Promedio 1,89 1,76 82,17

€320 C321 C325 C11 PNA1.2 PNE11 PNF47

10.000pb

Figura 3. Electroforesis de ADN gendmico de Actinobacterias en gel de agarosa 1% TBE 0.5X.

5. Secuenciacion NanoPore

Se secuenciaron 7 muestras con la tecnologia NanoPore y de estas secuencias se
obtuvieron graficos de calidad con PicoQC (Leger y Leonardi, 2019). El valor de la
mediana de calidad PHRED fue de 10.21 (Anexo 1). La media de la calidad fue de 10 y
la profundidad promedio de secuenciacion fue de 26.47% con variaciones en cada una
de las muestras (Tabla 4 y Anexo 2). Adicionalmente, la longitud promedio de las
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lecturas varié de 549 pb en C3.21 a 4000 pb en PNA 1.2. Se esperaba un promedio de
longitud de lectura de 1000 pb segun lo descrito por Rajwani y colaboradores en 2021
(Tabla 4).

Adicional a las graficas de calidad obtenidas en PicoQC (Leger y Leonardi, 2019), el
mismo programa genero la grafica de lecturas totales en la secuenciacién (Figura 4).
Del total de las lecturas (481.607) generadas en la secuenciacion, el 37.3% no se
clasificé. Las muestras PNE 1.1, C3.25 y C3.21 presentaron porcentajes de lecturas muy
bajos con solamente 2.8%, 3.9% y 4.5% de representacion sobre el total de las lecturas
obtenidas en la secuenciaciéon (Figura 4). En general la secuenciacién de Nanopore
arrojo resultados que variaron bastante entre muestras, respecto al numero de
lecturas, longitud media de las lecturas y profundidad. Las graficas completas de calidad
de secuenciacion y longitud de lecturas se encuentran en el Anexo 3.

Tabla 4 Resumen de calidad y profundidad en la secuenciaciéon NanoPore

No. Codigo 16 S Tax 1eft3:as I‘;’:(ﬁ:‘;‘:) QC Profundidad
1 C11 Streptomyces 126.941 641 9,91 29,67
2 C3.20 Amycolatopsis 41.035 859 10,1 11,4
3 C3.21 Streptomyces 21.626 549 9,98 59
4 C3.25 Rhodococcus 18.820 1993 10,34 23,76
5 PNA 1.2 Arthrobacter 39.523 4000 10,47 49,92
6 PNE 1.1 Arthrobacter 13.502 3579 10,44 18,58
7 PNF 4.7 Subtercola 40.698 2309 9,93 46,06

No "
clasificadas No clasificadas 179462 1490 9,79 -
Promedio 60.201 1927 10,12 26,47
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Figura 4. Porcentaje de lecturas asignadas en el set de datos de cada una de las Actinobacterias secuenciadas por
Nanopore.

6. Secuenciacion Illumina

Se seleccionaron cinco ADNs pertenecientes a los géneros Amycolatopsis, Streptomyces,
Rhodococcus, Arthrobacter y Subtercola los cuales se secuenciaron en la plataforma de
[llumina. En esta secuenciacion se obtuvo un puntaje de calidad de 36 para todas las
muestras (Anexo 4). El numero de lecturas promedio fue de 4.000.000 (Tabla 5) y, a
diferencia de la secuenciaciéon por Nanopore, la longitud promedio de las lecturas fue
corta, de 150 pb. (Tabla 6).

La tasa de error en lecturas Illumina es menor al 1%, en cambio en las lecturas
Nanopore tienen una tasa de error de 10.5% (Delahaye y Jacques, 2021). La tasa de
error en nanopore pudo interferir en el promedio de calidad de secuenciacion.

Tabla 5. Resumen calidad de secuencias de Actinobacterias por Illumina

P Paired #de longitud # de secuencias
No. codigo 168 Tax end lecturas media (pb) Qc (pb)
1 5.505.366 150 36 8.200.000
2 C3.20 Amycolatopsis
2 5.577.108 150 36 8.200.000
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1 4.654.615 150 36 8.600.000
3 C3.21 Streptomyces
2 4.588.144 150 36 8.600.000
1 4.011.319 150 36 6.100.000
4 C3.25 Rhodococcus
2 4.180.667 150 36 6.100.000
1 3.522.868 150 36 5.900.000
6 PNE 1.1 Arthrobacter
2 3.565.476 150 36 5.900.000
1 4.222.533 150 36 7.800.000
7 PNF 4.7 Subtercola
2 4.215.316 150 36 7.800.000
36,0
Promedio 4.404.341 150 0 7.320.000

Tabla 6. Comparacidn secuenciacién Nanopore e lllumina

Caracteristicas

Secuenciacion (ONT)

Illumina (NovaSeq)

Longitud de las lecturas

Numero de lecturas

Calidad promedio

Profundidad promedio

549 pb - 4000 pb

13.502 - 179.462

10.12

26.47

150 pb

4.404.341

36

50

7. Ensamblaje de lecturas largas (ONT) y ensamblajes hibridos.

A partir de los resultados de secuenciacién se realizaron los ensamblajes de lecturas
largas con Flye (ONT), los ensamblajes de lecturas cortas con Spades (Illumina) y los
ensamblajes hibridos de lecturas largas y cortas con Unicycler (ONT+Illumina). De los
siete genomas ensamblados con Flye (ONT) tres generaron un Unico contig (PNA 1.2;
PNE 1.1 y PNF 4.7) y cuatro mas de un contig (C 1.1 C 3.20, C 3.21 y C 3.25) (Tabla 7).
La presencia de varios contigs en estos genomas puede deberse a varios factores como

errores de ensamblaje por causa de secuencias repetitivas, las cuales confunden los

algoritmos. En géneros como Streptomyces la presencia de cromosomas lineales y

plasmidos que contienen largas regiones repetitivas pueden alcanzar mas de 1 Mb, son
dificiles de resolver con las tecnologias actuales de secuenciacion (Gémez et al, 2016).
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En los ensamblajes hibridos de los Streptomyces C3.20 y C3.21 y el Rhodococcus C 3.25
hubo una disminucién considerable en el nimero de contigs finales respecto a los
ensamblajes Flye (ONT). Especificamente, en C 3.25 hubo 63 contigs con Flye (ONT) y
cuatro contigs con Unicycler (ONT + [llumina) y se presentd un aumento del valor N50.
El valor N50 se define como la longitud del contig méas corto que cubre por lo menos el
50% del genoma (Gurevich et al, 2013) (Tabla 8). Adicionalmente, el tamafio final de
los ensamblajes presenté modificaciones. En el Streptomyces C 3.21 con Flye (ONT) se
obtuvo un tamafo total de 734.381 pb. En cambio, el tamafio total del ensamblaje
hibrido fue de 8.429.113 pb, este Ultimo tamafio es mas cercano al tamafio de genoma
reportado para Streptomyces, el cual debe ubicarse en el rango de 8Mb-10Mb (Nindita
etal, 2019).

Debido a que los valores de calidad de los ensamblajes hibridos presentaron N50 y
longitud del genoma ensamblado mayor a comparacién de los genomas con Flye, para
los Streptomyces C3.20 y C3.21, y el Rhodococcus C 3.25 se seleccionaron tnicamente
los ensamblajes hibridos para continuar la anotaciéon (Tabla 8). A diferencia de los
anteriores, los ensamblajes de Arthrobacter PNE 1.1 y del Subtercola PNF 4.7
provenientes de Flye presentaron N50 mas altos y con un solo contig ensamblado a
comparacién de los hibridos, por lo cual se selecciond el ensamblaje de Flye para
continuar la anotacién. Finalmente, debido a que el Streptomyces C 1.1y el Arthrobacter
PNA 1.2 solo se secuenciaron con NanoPore, se continud6 la anotacién con el ensamblaje
de Flye para ambos genomas. No se realizé anotacidon de los ensamblajes de Spades
debido a que en los cinco genomas este ensamblaje present6 un mayor nimero de
contigs y un N50 menor a comparacion de los ensamblajes de flye (ONT) y los hibridos
(ONT + Illumina) (Tabla 8).

Tabla 7. Ensamblaje de novo con secuencias ONT y calidad del ensamblaje en Quast

Longitud Calidad
. # de contigs  longitud del & del
N P . Método de . . . del . %
codigo Especie 16S . después del contig mas . ensamblaj
0. ensamblaje . Ensamblaj GC
ensamblaje grande e e Quast
N50 (pb)
1 C1l1 Streptomyces Flye 21 4.552.434pb 10.110.931 1.098.813 70,1
2 C3.20 Amycolatopsis Flye 167 249.927 pb 10.707.162 88.504 68,0
3 c3.21 Streptomyces Flye 19 130.883 pb 734.381 74.260 69
4 C3.25 Rhodococcus Flye 63 6.349.031pb 9.913.200 6.349.031 62,3
PNA
5 12 Arthrobacter Flye 1 3.971.880pb 3.971.880 3.971.880 65,2
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PNE

6 1.1
PNF
7 4.7

Arthrobacter

Subtercola

Flye

Flye

3.854.995 pb

3.838.599pb

3.854.995

3.838.599

3.854.995

3.838.599

64,6

68,4

Tabla 8. Tabla comparativa de los ensamblajes de lecturas largas (ONT), cortas (illumina) y ensamblajes hibridos

(ONT+lllumina).

QUAST
. . . . Tamafio
Codigo TAX 168 Ensamblaje longitud Contig  No.De ‘o?nflgs %GC‘cEel. Ensamblajetotal N 50 Quast
mas largo (pb) (pb)
Ave 249.927 167 660 10.707.162 86,504
2 c3.20 Amycdatopsis Spaces 274711 194 66.17 9108594 100,002
Unicycler 762.162 81 68.13 0125515 195.946
Tamafio
] . . o
Codigo TAX168 Ensamblaje  l0ngitud Contig  No.De contigs WGCdel — p o mblajetotal N 50 Quast
mas largo (pb) (ohl
Ave 130,863 19 69 734381 74260
3 €3.21 Sireptomyces Spaces 73.108 1059 70,67 8514079 13.862
Unicycler 381950 127 70,58 8429113 134,384
. . . Tamario
o
Codigo TAX 168 Ensamblagje  |0ngmd Contig - No.De contigs WGCdel — p o mblajetotal N 50 Quast
mas largo (pb) ipb)
Ave 6.349.031 63 623 9913200 6.349.031
4 €325 Riodococcus Spades 969.722 54 623 6875795 406,202
Unicycler 6911867 4 6227 6911687 6353.612
Tamafio
3 . . o
Codigo TAX168 Ensamblaje  '0vgitud Contig  No.De contigs WGCdel B cmblajetotal  N50 Quast
mas largo (pb) (pb)
Ave 3.854995 1 646 3.854995 3854995
6 PNEL.I Arthrobacter Spades 520,062 26 646 3823.103 299.454
Unicycler 2.511.441 3 645 3847575 2511441
Tamafio
3 . . o
Codigo TAX168 Ensamblaje  l0ngitud Contig  No.De contigs WGCdel B cmblajetotal  N50 Quast
mas largo (pb) je (pb)
Hve 3.838599 1 66.4 3,838,559 3838599
7 PNF4.7 Subtercola Spades 727,448 43 6829 3.856,140 248374
Unicycler 2433627 2 66.45 3839.936 7.433.627

Después de realizar la revision de calidad de los ensamblajes con Quast (Gurevish et al,
2013), se evaluaron los porcentajes de contaminacién y de genoma completado con el

programa Check M (Parks et al, 2015).
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realizados con Spades y en los ensamblajes hibridos realizados con Unicycler, el
porcentaje de contaminaciéon fue de 1 % mientras que el porcentaje de genoma
completado fue del 99% (Figura 5). En contraste con Flye (ONT) la contaminaciéon
promedio de los ensamblajes fue de 9% mientras que el porcentaje de genoma
completado fue del 72%. En conclusion, los ensamblajes Spades (Illumina) y Unicycler
(ONT + Illumina) mostraron un porcentaje mayor de genoma completado y una
disminucion de la contaminacién (Figura 5). La contaminacién en los ensamblajes de
Flye puede deberse a la presencia de contigs con bajo contenido GC que se puede
observar en las graficas del Anexo 5 obtenidas con Quast. En Actinobacterias se espera
un contenido GC mayor a 55% (Doroghazi et al, 2013). La presencia de contigs con
contenidos inferiores a 55% en Quast indica también contaminacion (Gurevich et al,
2013) (Anexo 5).

Check M en Genomas
120

100
80
60

40

% de calidad

20
0 ——
Flye (ONT) Spades (Illumina) Unicycler (ONT +
[llumina )
Ensamblaje

% Genoma Completado  ® % Contaminacién

Figura 5. Porcentaje de genoma completado y porcentaje de contaminacion de los genomas segin metodologia de
ensamblaje

8. Asignacion taxonémica de los genomas

Los siete genomas obtenidos a partir de los ensamblajes se evaluaron en sus
taxonomias con JspeciesWS (Ritcher et al, 2016). Los siete genomas tuvieron la misma
asignacion taxonomica a nivel de género respecto a la identificacidn inicial con el gen
16S rRNA (Figura 1 y Tabla 9). Ademas, los genomas hibridos de Rhodococcus C 3.25
y Streptomyces C3.21 presentaron asignacion taxondmica hasta especie con ANI de
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98.2% y 95.75%, respectivamente. Los otros genomas no se asignaron hasta especie
porqué presentaron identidades menores al 89%.

El genoma de Rhodococcus C 3.25 se evalu6 también con MiGA (Rodriguez et al, 2018)
porque contiene una base de datos curada. Rhodococcus C 3.25 en MiGA present6 una
identidad de 98.47% con el genoma de Rhodococcus qingshengii (GCA_015034605.1),
esta identidad fue mayor respecto a la asignacién obtenida con JSpeciesWS (Tabla 9).

La cobertura de los 7 genomas ensamblados respecto al genoma mas similar fue mayor
al 85% (Tabla 9). Los genomas de C 3.20 Streptomyces, C 3.25 Rhodococcus, PNA 1.2
Arthrobacter y PNE 1.1 Arthrobacter, mostraron una cobertura mayor al 100% respecto
al genoma de referencia. La cobertura mayor al 100% se debe a que los genomas
ensamblados presentan mayor tamafio en comparacion con los genomas de referencia
(Tabla 9). Para los genomas ensamblados de Amycolatopsis C 3.20, los Arthrobacter
(PNA 1.2 y PNE 1.1) y el Rhodococcus C 3.25 se obtuvo el mismo contenido GC respecto
a los genomas de referencia. Ademas, los genomas de los Streptomyces (C 1.1y C 3.21)
presentaron el mayor contenido GC con valores por encima del 70%. Por otro lado, el
numero de contigs en los genomas ensamblados fue menor respecto al nimero de
contigs en los genomas de referencia para Streptomyces C 1.1, Subtercola PNF 4.7 y los
dos Arthrobacter PNE 1.1 y PNA 1.2. En cambio, aument6 el nimero de contigs en
comparaciéon con los genomas de referencia solo en C 3.20 Amycolatopsis y C 3.21
Streptomyces.
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Tabla 9. Comparacién de genomas ensamblados vs. genomas mds similares con JSpeciesWS.

Ensamblajes Flve v Unicyder ISpecies WS
No.De
1 itud No.D T il L. itud
| rona o e %GCdel amatio . ; Contigs %GC del ongt
o Ensamblaj| Contig contgs . | Ensambl aj . Especie mds genoma %
No. Cédigo TAX 165 ensambl aj No. Accesién - genoma, genoma e e TCS ANI
e maslargo | ensambla e e total similar mas mas similar | ™3 similar Cobertura
b d b b
(pb) o8 (pb) simil ar (rb)
Streptomyces
1 Cl1 Streptamvees F 4552434 19 70,1 10.110.931 |GCA_D00367365.1 | prunicolor NBRC 202 69,73 11.760.649 99,9 89,2 85,97
13075
Amyeolotapsis
2 £3.20 Amycolatopsis u 249,927 167 68 10,707 162 [GCA 0015581252 regifeucium 62 685 £.283.019 97,93 75,62 110
Y080
Strept )
3 €321 | Streptamyaes U 381,950 127 7058 | 8.429.112 |cca_ooos1sl7s.t| TP :’ggm”p 27 67,54 9,005,794 99,79 95,75 o4
Rhodococcus
4 C3.25 Rhadacaccus u 6.349.031 4 62,3 £.911.887 [GCA_D00174835.1 erythropalis 124 62,3 6.785.398 99,9 98,2 101,86
SK121
Arthrobacter
5 PNALZ | Arthrobocter F 3.971.780 1 65,2 3971880 |GCA_0D09192735.1| gondavensis jCM 12 65,33 3722081 99,61 88,36 108,71
13316
Arthrobacter
3] FNE 1.1 Arthrobacter F 3,854,995 1 64,6 3.864.995 |GCA_009192735.1| gondavensis jCM 12 65,33 3.722.081 98,07 81,14 103,67
13316
Subtercola hareus
7 PNF 4.7 Subtercola F 3.828599 1 63,4 2238599 [GCA 0067161151 . 2 67,98 4,214,389 98,25 80,09 91,08
{highGC Gram+)

(F) ensamblaje (ONT) con Flye. (U) ensamblaje (ONT+Illumina) con Unicycler. TCS (Tetra correlation search)
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9. Anotacion de los genomas

Después de la asignacion taxondmica se realiz6 la anotacion de los 7 genomas. Primero
se identificaron las regiones codificantes (CDS), los RNA de transferencia (tRNA), los
RNA mensajeros de transferencia (tmRNA) y los RNA ribosomales (rRNA). Se obtuvo
un mayor numero de CDS en el genoma de Amycolatopsis (C 3.20), respecto al resto de
los genomas (Tabla 10). Luego se realiz6 la comparacion del nimero CDS entre los
genomas de referencia mas similares obtenidos por JSpecies y los genomas de las
Actinobacterias de este estudio, ensamblados con las tres metodologias (Figura 6). Los
genomas de Rhodococcus C 3.25, Amycolatopsis C 3.20 y Streptomyces C 1.1 generados
por Nanopore y ensamblados con Flye presentaron un mayor nimero de CDS que los
genomas ensamblados con Unicycler, Spades y los respectivos genomas de referencia
(Figura 6). Esto puede deberse a errores del ensamblaje propios de la tecnologia de
Nanopore ya que esta tecnologia presenta un porcentaje de error mayor al 10% a
comparacién de [llumina cuya tasa de error es menor al 1% (Delahaye y Jacques, 2021).
Ademas, estos ensamblajes mostraron en Quast contigs con contenidos GC variables
que indican contaminacién (Anexo 5) ( Gurevich et al, 2013).

Luego de anotar los CDS se realiz6 la busqueda de genes de resistencia, clisteres de
genes biosintéticos y se hizo anotacidon con Kegg de los genes implicados en distintas
rutas metabolicas para los 7 genomas seleccionados con Quast'y Check M (Tabla 9).

Tabla 10. Anotacidn general de genomas de Actinobacterias con Prokka.

No. Ensamblaje  codigo Especie 16S CDS tRNA tmRNA rRNA
1 F C11 Streptomyces 12.838 90 1 18
2 u C3.20 Amycolatopsis 8.417 82 1 3
3 u C3.21 Streptomyces 7.291 88 1 7
4 u C3.25 Rhodococcus 6.361 55 1 0
5 F PNA 1.2 Arthrebacter 3.688 57 2 0
6 F PNE 1.1 Arthrobacter 3.987 53 2 18
7 F PNF 4.7 Subtercola 3.940 51 1 6

(F) Flye (U) Unicycler (CDS) regiones codificantes (tRNA) RNA de transferencia, (tmRNA) RNA mensajero de transferencia,
(rRNA) RNA ribosomal

23



Nimero de CDS en genomas ensamblados vs genomas de referencia
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Figura 6. Numero de regiones codificantes (CDS) en genomas de referencia y genomas ensamblados con las tres
metodologias de Flye (ONT), Spades (lllumina) e Hibrido (ONT + lllumina).

Se realizé la busqueda de genes de resistencia en los genomas de Actinobacterias con
el fin de conocer posibles mecanismos de resistencia presentes en este grupo de
Actinobacterias. La busqueda de genes de resistencia con la base de datos de CARD
(Alcock et al, 2020) arrojo resultados con el algoritmo de busqueda en modo relajado,
el cual es un modelo de deteccién de homologos distantes de genes de resistencia con
identidades menores a 60%. Solamente en Rhodococcus C 3.25 se encontraron
coincidencias con genes de resistencia en modo de buisqueda estricto, lo que indicé la
presencia de genes de resistencia conocidos con identidades mayores al 90%.

El principal mecanismo de resistencia en las siete Actinobacterias fue el mecanismo de
expulsion del antibidtico (Antibiotic efflux) con un total de 1777 genes (Figura 7 y
Tabla 11), lo cual indica que las Actinobacterias pueden estar secretando sustancias
toxicas y antibidticos hacia el exterior de sus células mediante bombas de eflujo
(Webber y Piddock, 2003) (Tabla 11).
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En segundo lugar, se encontraron 433 genes implicados en la alteracion o modificacion
de la diana del antibidtico (Antibiotic target alteration) (Figura 7 y Tabla 11). En estos
casos alterar el blanco de un antibiético puede disminuir la afinidad del antibiético por
su diana (Miller et al, 2014).

El tercer mecanismo de resistencia encontrado, con un total de 205 genes en los 7
genomas, fue el de inactivacion del antibidtico (Tabla 11). Los genes de resistencia
asociados a la inactivaciéon del antibidtico pueden deberse a procesos como
degradacion de antibidticos de forma quimica por hidroxilacion o por la transferencia
de grupos acetilo, fosforilo o adenilo (Reygaert, 2018).

El mecanismo de reduccién a la permeabilidad del antibiético con menor namero de
genes identificados en los 7 genomas (13 genes) (Tabla 11). Este mecanismo ha sido
descrito sobre todo en bacterias Gram-negativas como E. coli y K. pneumoniae. La
membrana externa de bacterias Gram-negativas contiene diferentes adaptaciones que
les permiten resistir el ingreso de antibidticos al interior celular, como las
modificaciones conformacionales en las porinas (Delcour, 2009). Es probable, por lo
tanto, que bacterias Gram-positivas como las Actinobacterias de este estudio no tengan
tantos genes de resistencia involucrados en este mecanismo debido a que no tienen la
membrana exterior caracteristica de bacterias Gram-negativas.

Genes de Resistencia en Genomas de Actinobacterias
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Figura 7. Genes de resistencia segin el mecanismo de resistencia en genomas de Actinobacterias. C 1.1 Streptomyces, C
3.20 Amycolatopsis, C 3.21 Streptomyces, C 3.25 Rhodococcus, PNA 1.2 Arthrobacter, PNE 1.1 Arthrobacter , PNA 4.7
Subtercola.
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Tabla 11 Genes de resistencia en cada Actinobacteria.

nimero de

o. cédigo Especie 16S Hits P.B R.P.A P.C.A R.D.A LA AD.A EA Total
1 cu Streptomyces 458 Relajado 4 15 7 42 88 302 458
zZ €320 Amycolatopsis 399 Relajado 3 15 5 57 84 366 530
8 €321 Streptomyces 450 Relajado 3 11 6 38 72 320 450
4 032 Rhodococcus 414 Eﬁ;ﬂy 1 14 5 28 54 312 414
5 PﬁzA Arthrobacter 240 Relajado 0 13 7 15 46 159 240
6 lJ1N1E Arthrobacter 231 Relajado 0 10 6 14 43 158 231
7 T; Subtercola 234 Relajado 2 9 6 11 46 160 234
Total 13 87 42 205 433 1777 2557

Orden de las siglas de izquierda a derecha. P.B pardmetros de busqueda, R.P.A reduce permeabilidad del antibiético (reduced permeability to

antibiotic), P.C.A proteccién contra el antibidtico (antibiotic target protection), R.D.A reemplazo del diana del antibiético (antibiotic target

replacement) LA inactivacion del antibiético (antibiotic inactivation), A.D.A alteracion del diana del antibiético (antibiotic target alteration), E.A
expulsion del antibidtico (antibiotic efflux).

Adicionalmente solamente en el genoma hibrido (ONT + Illumina) de C 3.25
Rhodococcus se identificaron tres genes con identidad mayor al 60% y porcentaje de
longitud mayor al 98%, con el parametro de busqueda estricto. Los genes identificados
fueron: iri, rbpAy folC con mutacion para resistencia a acido paraaminosalicilico (Tabla
12). iri y rbpA estan relacionados a la resistencia al antibiotico rifampicina que se usa

en el tratamiento de la tuberculosis.

Tabla 12 Genes de resistencia en C 3.25 Rhodococcus con mayor porcentaje de identidad encontrados en CAD.

Codigo y Hits Criterio de AMR familia de genes Nom clase de Mecanismo de % de %
Especie estric deteccion bre medicament resistencia identi longitu
tos del o dad d
gen
[ [ [ [ [ [ [
C3.25 1 Homologia de Rifampin Monooxygenase Iri Antibiotico Inactivacion del 95.4 99.79
Rhodococcus proteinas Rifampicina Antibiético
[ [ [ [ [ [
1 Homologia de RbpA bacteria-RNA polimerasa RbpA Antibiotico proteccion contra el 86.49 98.25
proteinas binding protein Rifampicina antibidtico
[ [ [ [ [ [
1 Homologia de Mycobacterium tuberculosis mode Acido para- Alteracion contra el 67.77 98.36
proteinas folC con mutacién para lo de aminoasilico antibiético
resistencia a acido protel
paraaminosalicilico na
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Labusqueda de BGCs con AntiSMASH (Blin et al, 2021) arroj6 los siguientes resultados.
En primer lugar, de un total de 97 BGCs encontrados en los 7 genomas solo 24
presentaron una similitud mayor al 50% (Figura 7). Estos BGCs se escogieron puesto
que contenian genes con un % de identidad mayor comparados con los BGCs de la base
de datos de AntiSMASH. Sin embargo, BGCs con similitud menor al 50% pueden ser
novedosos respecto a los que estan indexados en la base de datos, dado que estas
Actinobacterias de paramo pueden contener nueva informacién que no ha sido
caracterizada a nivel genémico (Tabla 13).

Entre los BGCs con similitud mayor al 50%, se encontraron las siguientes rutas
biosintéticas: 4 de terpenos, 3 son RiPP-like, 6 para NRPS, 4 PKS, 3 para ectoina, 3
sidero6foros y 1 de oligosacaridos (Figura 8 y Tabla 13). El genoma con mayor nimero
de BGCs fue el C 1.1 Streptomyces, en el que se encontraron BGCs de las rutas para
terpenos, RiPP-like, sider6foros, NRPS, PKS y ectoina, seguido de Amycolatopsis (C 3.20)
y Rhodococcus (C 3.25) (Figura 8). En los dos Arthrobacter (PNA 1.2 y PNE 1.1) se
encontraron sélo clusteres de las rutas de los sideréforos y en Subtercola PNF 4.7 solo
se encontraron terpenos y un oligosacarido (Figura 8).

BGC totales vs BGC mayores a 50% de similitud
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Figura 7. BGCs totales y BGCs con porcentaje de similitud mayor al 50%. C 1.1 Streptomyces, € 3.20 Amycolatopsis, C 3.21 Streptomyces
, € 3.25 Rhodococcus, PNA 1.2 Arthrobacter , PNE 1.1 Arthrobacter, PNA 4.7 Subtercola. Eje Y. nimero de BGC de acuerdo al
porcentaje de similitud.
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BGCs Totales en Actinobacterias con similitud mayor al 50%
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Figura 8. BGCs en genomas de Actinobacterias. C 1.1 Streptomyces , C 3.20 Amycolatopsis, C 3.21 Streptomyces , C 3.25 Rhodococcus ,
PNA 1.2 Arthrobacter, PNE 1.1 Arthrobacter, PNA 4.7 Subtercola.

Tabla 13. BGCs totales encontrados en los 7 genomas de Actinobacterias.

similit
Total ud RiPP-
codigo  Especie 16S mayor  Terpenos . NRPS PKS Ectoina  Sidero6foro
BGCs al like
50%
1 C1l1 Streptomyces 30 8 3 1 1 1 1 1
2 C3.20 Amycolatopsis 35 6 1 1 0 3 1 0
3 C3.21 Streptomyces 35 11 2 2 0 3 3 1
4 C3.25 Rhodococcus 21 5 0 1 3 0 1 0
5 P1N2A Arthrobacter 5 1 0 0 0 0 0 1
6 PlNlE Arthrobacter 4 1 0 0 0 0 0 1
7 F;_N; Subtercola 8 1 1 0 0 0 0 0
Total 138 33 7 5 4 7 6 4

Después de la busqueda de los BGCs en estos 7 genomas se trabajo con los 33 BGCs con
mayor similitud (Tabla 13) para identificar sus posibles funciones. Los BGCs
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encontrados y los compuestos bioactivos reportados para cada uno de los BGCs se
presentan en el Anexo 6. En general los BGCs encontrados fueron muy similares a BGCs
reportados y descritos en AntiSMASH provenientes de genomas de Actinobacterias de
los géneros Streptomyces, Rhodococcus, Amycolatopsis y Saccharopolyspora. Los BGCs
de genomas de diferentes Streptomyces fueron los de mayor prevalencia en los genomas
ensamblados en este estudio (Anexo 6).

Los compuestos bioactivos asociados a cada BGC se identificaron mediante MIBiG
(Minimum Information about a Biosynthetic Gene cluster) y PubMed. Las funciones
principales de cada uno de los 24 compuestos y sus estructuras quimicas se presentan
en el Anexo 7. En Subtercola PNF 4.7 y Rhodococcus C 3.25 se encontr6 un acido graso
de cadena ramificada involucrado en la biosintesis de daptomicina. La daptomicina es
un antibiético producido naturalmente por Streptomyces roseosporus, con funcién
bactericida en Gram positivas de importancia clinica como S. aureus y Enterococcus spp.
(Araos et al, 2012) (Anexos 6 y 7). En Rhodococcus C 3.25 se encontr6 un cluster
biosintético de tipo NRPS involucrado en la biosintesis de marformicina A,
marformicina B, marformicina C, marformicina D, marformicina E y marformicina F
(Anexo 6 y 7). Las marfomicinas A-F son producidas por Streptomyces drozdowiczii, y
se han descrito con actividad antiinfecciosa selectiva contra Micrococcus luteus (Zhou
etal, 2014). En los Anexos 6 y 7 se muestran 25 compuestos bioactivos con funciones
antibioticas, antioxidantes, antitumorales, quelantes y de osmorregulacion.

Finalmente se hizo la anotacién funcional con Kegg (Minoru y Sususmu, 2000) del
genoma de C3.25 Rhodococcus, cuyo ensamblaje hibrido dio la mejor calidad segun
Quast (Gurevich et al, 2013) (Tabla 7). En esta anotacién se muestran las regiones
codificantes distribuidas a lo largo del genoma completo, asi como genes asociados con
funciones metabodlicas importantes como el metabolismo energético, metabolismo de
proteinas y de policétidos y terpenoides (Figura 9).
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Figura 9. Genoma hibrido de Rhodococcus ensamblado a partir de (Illumina+ONT). Asignacién taxondmica hasta género.

La anotacidn de los siete genomas y de las pruebas de actividad antimicrobiana contra
bacterias de importancia clinica se resumen en la Tabla 14, que muestran las
actividades antimicrobianas de las Actinobacterias secuenciadas y el contenido de
BGCs. En general en Arthrobacter (PNA 1.2 y PNE 1.1) con % de inhibicién promedio de
22.6 % (ISP2+AIAG) se encontraron cuatro BGCs de los cuales solo un BGC present6 un
porcentaje de similitud mayor al 50% respecto a la base de datos (Tabla 14). Ese BGC
en las dos Arthrobacter corresponde a un sideréforo que es un compuesto producido
en bacterias con actividad quelante de hierro y que ha exhibido actividad antitumoral
(Yu et al.. 2012). Sin embargo, en este trabajo no se realizaron ensayos de actividad
antitumoral o actividad quelante de las Actinobacterias.

En las Actinobacterias de los géneros Streptomyces (C 1.1 y C 3.21), Amycolatopsis (C
3.20) y Rhodococcus (C 3.25) se presentd un % de inhibicion promedio de 11.75%
(ISP2+AIAG) y a su vez presentaron mas de 30 BGCs en sus genomas (Tabla 14). Los
valores bajos de la actividad antimicrobiana y el contenido alto de BGCs en sus genomas
puede deberse a la presencia de BGCs cripticos que no se expresan en las condiciones
de laboratorio evaluadas (Mao et al, 2018; Renn et al, 2015). Adicionalmente, pueden
tener actividades contra otras bacterias o hongos no evaluados en los ensayos de
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actividad antimicrobiana de este estudio como los enfrentamientos en medio sélido y
contra otras especies bacterianas..

Tabla 14. Contenido de BGCs y actividad antimicrobiana en los 7 genomas secuenciados del filo Actinobacteria.

BGCs con
No. Ensamblaje Especie 16S codigo % Inhibicion ~ BGC s totales similitud
mayor al 50%

1 F Streptomyces C11 47 30 8
2 U Amycolatopsis C3.20 0 35 8
3 U Streptomyces C3.21 0 35 11
4 U Rhodococcus C3.25 0 21 5
5 F Arthrobacter PNA 1.2 0 5 1
6 F Arthrobacter PNE 1.1 68 1
7 F Subtercola PNF 4.7 28 2
Promedio/
Total 20.4 138 36
DISCUSION

En este trabajo se estudiaron microorganismos de paramos Colombianos con el fin de
conocer su potencial antimicrobiano e identificar posibles BGCs, genes de resistencia y
su diversidad gendmica. Los ecosistemas de paramo como Chingaza y parque nacional
de los nevados pueden albergar una alta diversidad de microorganismos que debido a
presiones selectivas particulares de sus ambientes, se han adaptado y pueden estar
produciendo metabolitos secundarios con posibles actividades antimicrobianas
desconocidas (Sierra 2018; Sierra et al,, 2020). Por lo tanto, en este trabajo se activaron
16 aislamientos provenientes de ecosistemas de paramo pertenecientes a la colecciéon
de Actinobacterias de CorpoGen. De los 16 aislamientos iniciales solo 8 mostraron
alguna actividad antimicrobiana en ensayos a 7 6 20 dias (Anexo 8). Del grupo de 16
microorganismos, 9 se identificaron como Actinobacterias por andlisis del gen 16S
rRNA y se seleccionaron 7 actinobacterias de 5 géneros diferentes por analisis del gen
16S rRNA. Los géneros fueron Arthrobacter (PNA 1.2, PNE 1.1), Streptomyces (C 1.1, C
3.21), Subtercola (PNF 4.7), Amycolatopsis (C 3.20) y Rhodococcus (C 3.25). Estas
bacterias presentaron porcentajes de inhibiciéon del crecimiento en un rango entre 0-
68% contra las 4 bacterias patégenas ensayadas. Aunque solo 7 de 16 aislamientos
pertenecian al filo Actinobacteria otros sobrenadantes pertenecientes a los
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aislamientos B1.2 y PNC 2.3 inhibieron el crecimiento de E. coli y las patégenas en mas
de un 80% (Tabla 2).

Los resultados de porcentaje de inhibicidn variables estan condicionados por varios
factores, como el tiempo de crecimiento, el medio de cultivo, resistencia desconocida a
los compuestos producidos por parte de las bacterias patégenas ensayadas,
degradacion del compuesto antimicrobiano, baja concentraciéon del compuesto
liberado, entre otros.

Segun Charousova y colaboradores (2017), las Actinobacterias muestran buena
actividad antimicrobiana contra bacterias Gram-positivas y actividades
antimicrobianas moderadas contra Gram-negativas. La baja actividad antimicrobiana
contra Gram-negativas puede deberse a las modificaciones en porinas o bombas de
eflujo presentes en su membrana externa (Bolla et al, 2011). Estos antecedentes
pueden explicar algunas de las causas de la baja actividad antimicrobiana contra las
bacterias Gram-negativas: K. pneumoniae, P. aeruginosa y E. coli evaluadas en el
presente estudio (Tabla 2).

Ademas de la membrana externa en Gram-negativas, las condiciones de cultivo, como
el uso de medio sé6lido o medio liquido, pueden conducir a la produccién de distintos
antibiéticos activos (Charousova et al, 2017). En este estudio solo se realizaron
actividades antimicrobianas en medio liquido (ISP2+AIAG). En el trabajo realizado por
Vargas y colaboradores (2022) (Datos publicados en pdster) se ensayaron también los
aislamientos Arthrobacter (PNA1.2) y Streptomyces (C3.21) en medio solido
ISP2+ISP4+AIAG por 35 dias y se encontrd una inhibicién en el crecimiento de E. coli
del 100% y 50%, respectivamente. Estos resultados sugieren mejor actividad
antimicrobiana a 35 dias y en medio solido, por lo menos para estas dos cepas, en
comparacién con los ensayos realizados en este estudio en medio liquido. Otro motivo
por el cual se pudo presentar la baja actividad antimicrobiana en los ensayos de
laboratorio puede ser la presencia de BGCs silenciosos o cripticos que no se activaron
o se expresaron débilmente en las condiciones de laboratorio estudiadas (Mao et al,
2018).

El analisis de los genomas identific6 varios clusters de genes biosintéticos, con
diferencias en cada Actinobacteria. Estos BGCs se identificaron como genes
involucrados en sintesis de terpenos, RiPP-like, NRPS, PKS, ectoina y sidero6foros. Solo
en los Streptomyces C1.1y C 3.21 se encontro un terpeno denominado geosmina, el cual
es responsable del olor caracteristico a tierra himeda en los suelos. Cabe destacar que
durante las experimentaciones en laboratorio esta Actinobacteria presentaba dicho
olor (Jiang et al, 2007) (Tabla 1). En PNA 1.2 y PNE 1.1 Arthrobacter se encontr6 un
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cluster involucrado en la biosintesis de “desferrioxamine E” el cual es un compuesto
que tiene un papel como sider6foro, metabolito bacteriano, metabolito marino y agente
antineoplasico (Yamanaka et al, 2005) (Anexo 7). En el caso del Subtercola PNF 4.7 se
identific6 un terpeno de tipo carotenoide, el cual también fue identificado en el estudio
reciente del genoma de Subtercola endophyticus (Jiang et al, 2022) (Anexo 7).

En los genomas de Arthrobacter (PNA 1.2 y PNE 1.1) y Subtercola (PNF 4.7) se
identificaron en total solo 5, 4 y 8 BGCs, respectivamente. El bajo nimero de BGCs en
los Arthrobacter (PNA 1.2 y PNE 1.1) y el Subtercola (PNF 4.7) puede estar asociado a
diferentes factores como los algoritmos de deteccion de BGCs por parte de AntiSMASH
(Tabla 14). En AntiSMASH la deteccion de BGCs en los genomas se hace mediante la
identificacién de las enzimas involucradas en la biosintesis de metabolitos secundarios
conocidos y descritos por investigadores. El algoritmo con base en HMMER (Modelos
ocultos de Marcov) utiliza matrices de puntuacién probabilisticas que determinan la
identidad entre perfiles especificos de las enzimas conservadas en bases de datos como
PFAMy en los genomas de interés (Blin et al, 2019). En consecuencia, la identificacién
de BGCs con AntiSMASH depende de la base de datos y de si los genes involucrados en
la biosintesis de los metabolitos buscados son conocidos y codifican enzimas conocidas
e identificadas previamente. La presencia de enzimas desconocidas y no relacionadas
no se puede detectar con AntiSMASH (Blin et al, 2019). Por tal razdn, en los genomas
de Arthrobacter y Subtercola la busqueda de BGCs podria complementarse con
programas como ClusterFinder, ARTS 6 EvoMining que pueden detectar BGCs bajo
diferentes reglas de deteccion utilizadas en AntiSMASH (Blin et al, 2019). Adicional al
modelo de deteccidn, la identificacion de solo 8 BGCs en el genoma de Subtercola sp., de
los cuales solo 2 tuvieron porcentaje de similitud mayor al 50% puede deberse a que el
género ha sido poco caracterizado a nivel genémico. En la base de datos de genomas en
borrador y completos del genbank (www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/) estan cargados
solo 28 genomas correspondientes a 4 taxones del género: S. frigoramans, S. boreus, S.
lobariaey S. vilae.

En los dos Arthrobacter sp. PNA 1.2 y PNE 1.1 se encontraron 5 y 4 BGCs en total y solo
un BGCs en ambos tuvo una similitud mayor al 50% (Anexo 7). Estos dos actinomicetos
mostraron porcentajes de inhibicidn de crecimiento de 14% (x20 dias) y 68% (x 7 dias)
contra K. pneumoniae, respectivamente (Tabla 14). En contraste, en experimentos de
Vargas y colaboradores (2022) el Arthrobacter sp. PNA 1.2 (x 35 dias) inhibié en un
100% el crecimiento de E. coli. La baja cantidad de BGCs conocidos encontrados en
ambos genomas (similitud mayor 50%), y la actividad antimicrobianas alta en el
Arthrobacter sp. PNA 1.2 pueden indicar la presencia de clusters nuevos no indexados
en AntiSMASH (Tabla 8). Adicionalmente, ensayos en diferentes condiciones de
experimentacion pudieron interferir con los porcentajes de inhibicion obtenidos. En el
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trabajo de Munaganti y colaboradores en Arthrobacter kerguelensis encontraron
porcentajes de inhibicién de hasta 30% contra S. aureus y E coli en medio con agar ISP2
,aun pH 7, temperatura de 30°C y después de 5 dias de incubacién (Munaganti et al,
2016).

En el genoma de Amycolatopsis (C 3.20) se encontraron BGCs de tipo PKS asociados a la
produccion de “arimetamycin A, arimetamycin B y arimetamycin C”. La arimetamycin
A es una antraciclina identificada por primera vez mediante el estudio metagendmico
de suelo (Kang y Brady, 2013). Este compuesto tiene funciones anticancerigenas (Kang
y Brady, 2013). En este trabajo, Amycolatopsis (C 3.20) no inhibi6 el crecimiento de
ninguna de las cuatro baterias patégenas evaluadas en este estudio. Sin embargo, se ha
reportado actividad antimicrobiana con halos de inhibiciéon de 20 mm contra E.coli en
un Amycolatopsis aislada en Tailandia y ensayado después de 11 dias de incubacién a
30°C, en medio liquido y cuyos compuestos se extrajeron con Etil-acetato y se
ensayaron por difusion en disco contra E. coli (Sripairoj et al,, 2013). Por tal razén, seria
interesante evaluar diferentes metodologias y condiciones de cultivo para ensayar la
actividad antimicrobiana de Amycolatopsis C 3.20 evaluado en este estudio.

La busqueda preliminar de genes de resistencia en los siete genomas ensamblados
result6 en un total de 2557 genes de resistencia asociados a diversos mecanismos de
resistencia (Figura 7). Encontrar genes de resistencia en Actinobacterias de paramo
(lugares poco intervenidos) es interesante debido a que estos ecosistemas no estan
cercanos a fuentes de resistencia como los hospitales. La presencia de genes de
resistencia en Actinobacterias (no patdgenas) se ha descrito como un mecanismo de
autoproteccion frente a los mismos compuestos antimicrobianos que producen o
también como posibles moléculas sefializadoras implicados en la comunicacién inter-
bacteriana ambiental (Berglund, 2015; Jian et al, 2017). Por ejemplo, se ha descrito que
géneros productores de una amplia gama de antibidticos como Streptomyces
(secuenciado en este estudio) contienen genes de resistencia como mecanismo de
autoproteccion frente a los antibidticos que ellos mismos producen (Jian et al,, 2017).

Especificamente, sélo en el genoma de Rhodococcus se encontré (mediante busqueda
estricta) alta identidad con los genes iri y rbpA asociados a la resistencia a Rifampicina
(Tabla 12). Se ha descrito que en las Actinobacterias patégenas Rhodococcus equi, R.
jostii y R. opacus también hay bombas de eflujo que comparten 55% de identidad con
otras bombas de eflujo de M. tuberculosis (De Carvalho et al,, 2014).

Los ensayos preliminares de actividad antimicrobiana mostraron bajos porcentajes de
inhibicién del crecimiento de bacterias patégenas. Sin embargo, el minaje y
caracterizacion del genoma de 6 Actinobacterias reveld su potencial bioactivo, por la de
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deteccion de BGCS implicados en la produccion de 24 compuestos con actividades ya
reportados y asociados a funciones antibiéticas, antioxidantes, antitumorales y
quelantes. Estos resultados, aportan al conocimiento de las comunidades microbianas
de suelos de paramos y nevados de Colombia que han sido poco estudiados. Ademas,
sienta las bases para la exploracién de genes de resistencia en bacterias de ambientes
pristinos y su relacion con genes de resistencia en ambientes intervenidos.

CONCLUSIONES

1. Se caracterizo el potencial funcional de Actinobacterias de paramo de Colombia
mediante ensayos in vitro e identificaciéon de BGCs en sus genomas.

2. 7 Actinobacterias inhibieron el crecimiento de bacterias patégenas en un rango
de 0 a 68%, variacion que se debe a factores de experimentacién como medio de
cultivo, tiempo de crecimiento, entre otros.

3. La secuenciacion de 7 genomas de Actinobacterias por Nanopore permitid
ensamblajes con cobertura mayor al 85%, en comparaciéon con genomas de
referencia de especies cercanamente emparentadas.

4. Los ensamblajes hibridos en géneros como Streptomyces y Amycolatopsis
mostraron mayor % de genoma completado y poca contaminacién respecto a los
ensamblajes de Flye de ellos mismos por factores de error en la secuenciacion
con Nanopore.

5. Enlos 7 genomas se encontraron 138 clusters biosintéticos de las rutas NRPS,
PKS, RiPP-like, terpenos y sidero6foros, de los cuales 33 presentaron similitud

mayor a 50%.

6. Se encontraron compuestos ya reportados asociados a funciones antibioticas,
antioxidantes, antitumorales, quelantes y de osmorregulacion.
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RECOMENDACIONDES FUTURAS

e C(Continuar con los ensayos de actividad antimicrobiana bajo diferentes
condiciones de medio de cultivo y contra diferentes patégenos como hongos o
levaduras.

e (Continuar con la busqueda complementaria de BGCs en otros programas como
ClusterFinder, ARTS 6 EvoMining con el propoésito de encontrar BGCs
interesantes no encontrados con AntiSMASH.

e Realizar comparacion de los genes de resistencia encontrados en este estudio en
bases de datos como ARTS para determinar proximidad o cercania a BGCs
desconocidos.

CONTRIBUCIONES ESPECIFICAS DEL ESTUDIANTE A LA INVESTIGACION

1. La estudiante contribuy6 con sus resultados de 16S rRNA a la identificacion
taxondémica de 16 aislamientos almacenados en el cepario de CorpoGen.

2. La estudiante caracteriz6 mediante pruebas de actividad antimicrobiana 16
aislamientos provenientes del cepario de CopoGen.

3. La estudiante realizé estandarizacién completa de un protocolo casero para
extraccion de ADN de alto peso molecular y con concentracién mayor a 20ng/uL
a partir de Actinobacterias crecidas en medio sélido.

4. La estudiante apoyé la estandarizacion del protocolo para secuenciacién de
genoma completo en bacterias con el equipo Minlon (Nanopore).

5. La estudiante desarrollé un protocolo 6ptimo para el ensamblaje de Novo de
genomas bacterianos completos a partir de lecturas largas provenientes de
Nanopore, asi como el pulido de esta.

6. La estudiante contribuyé a la estandarizaciéon de un nuevo protocolo para el
ensamblaje hibrido de secuencias largas y cortas (ONT + [llumina) en genomas
completos de Actinobacterias de paramo.

7. La estudiante analiz6 los resultados gendmicos a partir de los ensamblajes de
novo, hibrido y de lecturas largas en los 7 genomas de este estudio.

8. La estudiante realiz6 e interpret6 los resultados de anotacién gendémica con
AntiSMASH, CARD y Kegg.
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ANEXOS

Anexo 1. valor de mediana calidad de las lecturas PHRED. Eje X puntaje de calidad de la lectura. Eje Y densidad de lecturas (o
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Anexo 2. Calidad promedio de las lecturas secuenciadas por NanoPore. Eje X tiempo de corrido de la secuenciacion. Eje Y calidad
media de las lecturas (8-14)
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Anexo 3 Graficas adicionales PicoQC |

1. Longitud de las lecturas a través del tiempo de secuenciacidn.
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Anexo 4. Calidad media de las lecturas provenientes de illumina y grafica obtenida con fastQC y MultiQC.
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# contigs

Anexo 5. Graficas GC comparativas con las distintas metodologias de ensamblaje realizadas con Quast.
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2. Contenido GC en los genomas de C 3.20 Amycolatopsis comparacion de los tres ensamblajes.
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3. Contenido GC en los genomas de C 3.21 Streptomyces comparacién de los tres ensamblajes.

C3-21Medaka_Streptomyces GC content

Medakanuevos_C321 K101 _illumina 1 GC content
124 C3_21Hbdo GC content
600 4 80
9
&£ 450 " 60
= o
61 E £
5 300 S
# 4 %0
34
150 20
0 0 20 40 60 a0 100 o ' y y : 0
o 0 20 40 60 80 100 0 20 40 60 80
GC (%) GC (%) GC (%)
N C3-21Medaka_Streptomyces Medakanuevos C321 K101 illumina 1 = C3_21Hbdo



4. Contenido GC en el genoma de C 3.25 Rhodococcus comparacion de los tres ensamblajes.
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5. Contenido GC en el genoma de PNA 1.2 Arthrobacter comparacién de los tres ensamblajes.
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6. Contenido GC en el genoma de PNE 1.1 Arthrobacter comparacion de los tres ensamblajes.
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7. Contenido GC en el genoma de PNF 4.7 Subtercola comparacion de los tres ensamblajes.
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Anexo 6. BGCs en genomas de Actinobacterias mas similares respecto a la base de datos de antiSMASH y compuestos reportados

para cada BGC.

No. De
clusters

Genoma

c11
Streptomyces

C1.1
Streptomyces

c11
Streptomyces

c11
Streptomyces

Cc1.1
Streptomyces

Claster

RiPP
Lanthipepti
do-clase 4

PKS tipo 2

NRPS

Terpeno

Ectoina

Tamaio

22.400 nt

72.489 nt

30.020 nt

2.181 nt

3.366 nt

%

similitud
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97%

100%

100%

100%

Nombre
BGC mas
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Venezuelin

isoindolino
mycin

Scabichelin

Geosmin

Ectoine

No. De
Accesion
MIBiG

BGC000056
3
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2

BGC000042

3
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1

BGC000085
3

Especie
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Streptomyces
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ATCC 10712

Streptomyces

sp.
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Streptomyces
coelicolor

Streptomyces
anulatus

Compuest
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estructura
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actual
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RiPP
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Lanthipepti
de

NRPS

PKS tipo 2

PKS

modular
tipo 1

NRPS

14.886 nt
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Ery-9 / Ery-
6 /Ery-8/
Ery-7 / Ery-
5/ Ery-4/
Ery-3

Albachelin

arimetamyc
in B

iso-
migrastatin
migrastatin
dorrigocin A
dorrigocin B
13-epi-
dorrigocin A

amychelin

BGC000051
8

BGC000051
3

BGC000121
1

BGC000019
9

BGC000017
7

BGC000030
0

Streptomyces
viridochromo
genes

Saccharopoly
spora
erythraea

Amycolatopsi
salba DSM
44262

uncultured
bacterium

Streptomyces
platensis
subsp.
rosaceus

Streptomyces
sp. AA4

Sin
estructura

7
compuesto
S
lantibiotico
S

Sin
estructura
actual

arimetamy
cin A

arimetamy
cinC

arimetamy
cinB

Isomigrast
atin
migrastatin
dorrigocin
A
dorrigocin
B
13-epi
dorrigocin
A

amychelin



12

13

14

15

16

17

18

19

€321
Streptomyces

€321
Streptomyces

€321
Streptomyces

c3.21
Streptomyces

c3.21
Streptomyces

€321
Streptomyces

C3.25
Rhodococcus

C3.25
Rhodococcus

RiPP
Clase 3
Lanthipepti
de

NRPS

PKS

PKS

NRPS

PKS

NRPS

RiPP-like

22,751 nt

67,977 nt

81,565 nt

41,053 nt

63,507 nt

33,307 nt

22.529 nt

5.762 nt

11

100%

89%

63%

100%

100%

75%

100%

75%

AmfS

actinomycin
D

Nystatin A

alkylresorci
nol

isorenierate
ne

flaviolin

heterobacti
nA/

heterobacti
nS2

branched-
chain fatty
acids
biosynthetic
gene

BGC000049
6

BGC000029
6

BGC000011
5

BGC000028
2

BGC000066
4

BGC000090
2

BGC000037
1

BGC000153
4

Streptomyces
griseus

Streptomyces
anulatus

Streptomyces
noursei

Streptomyces
griseus

Streptomyces
griseus

Saccharopoly
spora
erythraea

Rhodococcus
erythropolis
PR4

Streptomyces
filamentosus

AmfS

actinomyci
nD

Nystatina A

alkylresorc
inol

isorenierat
ene

flaviolin

heterobacti
nA

heterobacti
nS2

branched-
chain fatty
acids



20

21

22

23

24

25

C3.25
Rhodococcus

C3.25
Rhodococcus
Sp.

PNA 1.2
Arthrobacter

PNE 1.1
Arthrobacter

PNF 4.7
Subtercola

PNF 4.7
Subtercola

NRPS

NRPS

Siderophore

Siderophore

oligosaccha
ride

Terpeno

47,529 nt

24,145 nt

5,420 nt

5,420 nt

4,391 nt

6,312 nt

12

54%

57%

100%

100%

100%

50%

marformyci
nA

biosynthetic

gene cluster

erythrocheli
n

desferrioxa
mine E

desferrioxa
mine E

branched-
chain fatty
acids gene

carotenoide

BGC000121
4

BGC000034
9

BGC000147
8

BGC000147
8
BGC000153
5

BGC000064
4

Streptomyces
drozdowiczii

Saccharopoly
spora
erythraea

Streptomyces
sp. ID38640

Streptomyces
sp. ID38640
Streptomyces

filamentosus

Dietzia sp.
cQ4

marformyci
nAa
marformyci
nF

erythrochel
in

desferrioxa
mine E

desferrioxa
mine E

branched-
chain fatty
acids

carotenoid



Anexo 7. Compuestos reportados para BGCs encontrados en antiSMASH y MiBIG.

No

Genoma

C11

Streptomyces sp.

Cl1

Streptomyces sp.

C11

Streptomyces sp.

C11

Streptomyces sp.

Claster

RiPP
Lanthipept
ido-clase 4

PKS tipo 2

NRPSy
Sideréforo

Terpeno

Compuest
o quimico

Venezuelin

Isoindolin
omycin

Scabicheli
n

Geosmina

Funcion del compuesto

Implicado enla
regulacion de
“Lantibiotic synthetases”

Policetido bioactivo
tetraciclico que esta
involucrado en la
produccién de
Isoindolinone

Su funcion esta asociada a
los  siderdforos  que
secuestran el hierro y
proporcionan este
nutriente metalico
esencial a la bacteria.

Responsable del olor a
tierra himeda en suelos

Comparacion de BGCs mas similares. AntiSMASH

Query sequence

O oOCOoCOOodXe e O 000G oo

BGC0000563: venezuelin (100% of genes show similarity). RiPP Lanthipeptide
-

BGC0001660: mathermycin (28% of genes show similarity), RiPP
S G — e

Query sequence
1 DXHOACAKTD D D DA EO A0 HHAHOH O M4 DI I KOG D T O

BGC0001922: isoindolinomyein (97% of genes show similarity), Polyketide
IDD@IGEEH@IOAHCHEII T 6K« BNDOD

Query sequence
WO BDMHACDD WA CETTT - ORI -

BGCO000423: scabichelin (100% of genes show similarity), NRP

LS LS

Query sequence

oo o0 - D000

BGCOND1181: geosmin (100% of genes show similarity), Terpene
——_—

13

Estructura quimica

No esta disponible

No esta disponible



5 c11
Streptomyces sp.
6 C11
Streptomyces sp.
7 C3.20
Amycolatopsis sp.
8 C3.20
Amycolatopsis sp.
9 C3.20
Amycolatopsis sp.

Ectoina

RiPP
Lanthipept
ide

Clase 3

RiPP

Clase 3
Lanthipept
ide

NRPSy
Sideréforo

PKS tipo 2

Ectoina

informatip
eptin

7
compuesto
s
Antibiotico
s

Albachelin

arimetamy
cin A
arimetamy
cinC
arimetamy
cinB

La ectoina es un derivado
de aminoacido natural
producido por bacterias
que viven en condiciones
ambientales extremas y
actdia como
osmorregulador.

Proteasa que actia como
regulador de la
esporulacion

Antibiotico de  tipo
Lantibiéticos
Erythreapeptin,
Avermipeptin y
Griseopeptin

Su funcion estd asociada a
los  siderd6foros  que
secuestran el hierro y
proporcionan este
nutriente metalico
esencial a la bacteria

Antibiéticos,
pertenecientes a la clase
de compuestos organicos
conocidos como
antraciclinas

Query sequence

(e e mmm———s Sy me m—— 2

BGCO0008S53: ectoine (100% of genes show similarity), Other
-_—

Query sequence

PORGHNGETDDIRD

BGCO000518: informatipeptin (85% of genes show similarity), RiPP:Lanthipeptide
-oe @

Query sequence

DGO @O0

BGC0000513: Ery-9 / Ery-6 / Ery-8/ Ery-7 / Ery-5/ Ery-4 [ Ery-3 (100% of genes show similarity), RiPP:Lanthipeptide
|

Query sequence

PRECINNHOE DN M DT KD

BGCO001211: albachelin (70% of genes show similarity), NRP
R S

Query sequence
HUTHOHCD @ DDID WD DD DIDD > HICOD BHIMUDHEH - KD -O-OI DD DT SID-CHED DI

BGCO000199: arimetamycin B / arimetamycin C / arimetamycin A (67% of genes show similarity), Polyketide: Type IT + Sac
{IBHEASEIC B @SR X B HE@IHAMMBIID

14

HOOC N

No registra

Ery-9 C119H173N35035S2
Ery-6 C104H156N32029S2
Ery-8 C110H164N34033S2
Ery-7 C108H161N33032S2
Ery-5 Co9H149N31028S2
Ery-4 CosH146N30027S2
Ery-3 CooH139N27025S2

No disponible

Arimetamycin B

canQH

arimetamycin C
C28H30012
arimetamycin A



10 C3.20
Amycolatopsis sp.
11 | C3.20
Amycolatopsis sp.
12 €321
Streptomyces
13 €321
Streptomyces

PKS
modular
tipo 1

NRPS y
Sideréforo

RiPP-like

NRPS

Isomigrast
atin
migrastati
n
dorrigocin
A
dorrigocin
B

13-epi-
dorrigocin
A

amychelin

AmfS

actinomyci
nD

Antibioticos dentro de los
Macrolidos.

La isomigrastatina son
potentes inhibidores de la
migracion de células
tumorales.

Su funcién esta asociada a
los  sideréforos  que
secuestran el hierro y
proporcionan este
nutriente metalico
esencial a la bacteria

El grupo de genes amf se
identific6  previamente
como un regulador del
inicio de la formacién de
micelio aéreo en
Streptomyces griseus.

Actinomicina D -
Antibiotico,
antineoplasico y
citotdxico

Query sequence
DGO A AT 1408 D IR > MR

BGC0000177: iso-migrastatin / migrastatin / dorrigocin A / dorrigocin B / 13-epi-dorrigocin A {63% of genes show similarity

Query sequence

DA O IO E T EHD

BGC0000300: amychelin (56% of genes show similarity), NRP
COC- M B

Query sequence

HOO @@L

BGC0000496: AmfS (100% of genes show similarity), RiPP:Lanthipeptide

Query sequence

HACIOOHTNIDD 44 D I BODH ORI DTN INDO

NZ_CP026652 (8339216-8408852): Streptomyces dengpaensis strain XZHGI9 chromos... (38% of genes show similarity), N
MDD DADHOD- M D S HBD D DI OO (MO

15

C39Hs2N2013

Iso-migrastatin

Migrastatin= C27H39N107
dorrigocin A= C27Ha1N10s
dorrigocin B= C27H41N10s
13-epi-dorrigocin A = C27H41N10s

No registra

Oy



14

15

16

17

18

€321
Streptomyces

C3.21
Streptomyces

c3.21
Streptomyces

€321
Streptomyces

C3.25
Rhodococcus

PKS

PKS

NRPS

PKS

NRPS

Nistatina

alkylresor
cinol

isorenierat
ene

flaviolin

heterobact
inA
heterobact
in S2

El antifungico polieno
macroélido nistatina
producido por
Streptomyces noursei
ATCC 11455 es un
importante agente
antifingico.

Funcién desconocida

Carotenoide

Flaviolin funcién asociada
a la biosintesis de
melanina

Su funcidén esta asociada a
los  sider6foros  que
secuestran el hierro y
proporcionan este
nutriente metalico
esencial a la bacteria

Query sequence

NZ_JTIY01000001 (6423575-6583345): Streptomyces sp. AcH 505 scaffold00001, wh... (37% of genes show similarity), T1F
HPia

Query sequence

[B e mm—" el a— el E e Ee B S S (P ) e e S . e e—

BGC0000282: alkylresorcinol (100% of genes show similarity), Polyketide
«-ce

Query sequence

AKDLOHOH- I K@D HOWXIC

BGC0000664: isorenieratene (85% of genes show similarity), Terpene
DDHK

Query sequence

AIBGODYHOODKHEIDDB-AOI@ ¢

NZ_JTIV01000001 (66834 24600): Streptomyces sp. AcH 505 01, wh... (78% of genes show similarity), T3F

Query sequence

CRCOORND IR0

BGCO000371: hetercbactin A / heterobactin S2 {100% of genes show similarity), NRP
< —

16

No registra

OH

OH
OH
heterobactin A




19 (C3.25 RiPP-like
Rhodococcus

20 (C3.25 NRPS
Rhodococcus

21  C3.25 NRPS
Rhodococcus

branched-
chain fatty
acids

marformyc
inA
marformyc
inB
marformyc
inC
marformyc
inD
marformyc
inE
marformyc
inF

erythroche
lin

Compuesto involucrado
en la biosintesis de acidos
grasos que regulan la

La daptomicina que es un
antibiético lipopeptidico
ciclico

actividad antiinfecciosa
contra otras bacterias

Su funcion esta asociada a
los  siderdforos  que
secuestran el hierro y
proporcionan este
nutriente metalico
esencial a la bacteria

Query sequence

QDM

BGCO001534: branched-chain fatty acids (75% of genes show similarity), Other
W

Query sequence

(O 5 IR (RUCEE | S S S— b Ty b b Bt e e ]

BGC0001214: marformycin A / marformycin 8/ marformycin C / marformycin D / marformycin E / marformycin F (54% of

BIL (B e B— e DR

Query sequence

<KKICKCOHODID O ) DK KKK

BGC0000349: erythrochelin (57% of genes show similarity), NRP
Ol (a8}

17

heterobactin S2= C28H35N7012S1

No disponible

marformycin A= Ca3HesNsO10
marformycin B= C44H70N8O10
marformycin C = C43HssNgO11
marformycin D= C44H70NgO11
marformycin E= C42HesNgO11
marformycin F= C42HesNsO10



22 | PNA12
Arthrobacter
23 PNE 1.1
Arthrobacter
24 | PNF4.7
Subtercola
25 | PNF4.7
Subtercola

Resultados obtenidos de AntiSMASH, NPAtlas, MIBiG Minimum Information about a Biosynthetic Gene cluster y PUB med. gov

Sideropho
re

Sideropho
re

Oligosacch
aride

Terpeno

desferriox
amine E

desferriox
amine E

“branched-
chain fatty
acids”
Acidos
grasos de
cadena
ramificada

Carotenoid
e

La desferrioxamina E es
un sideréforo del acido
hidroxamico ciclico
producido por varias
especies bacterianas que
exhibe actividad
antitumoral

La desferrioxamina E es
un sideréforo del acido
hidroxamico ciclico
producido por varias
especies bacterianas que

exhibe actividad
antitumoral

Involucrado en la
biosintesis de

daptomicina que es un
antibiético lipopeptidico
ciclico.

Asociado a la coloracién
de la bacteria. también
pueden ser antioxidantes

Query sequence
RESSENES e G S S —

BGCO001478: desferrioxamine E (100% of genes show similarity), Other
- a——

Query sequence

KK OO I X KK

BGC0001478: desferrioxamine E (100% of genes show similarity), Other

Query sequence

LS L G B 2 S G N R S S W)

BGCO0001533: branched-chain fatty acids (100% of genes show similarity), Other
a0

BGC0000207: chartreusin (23% of genes show similarity), Polyketide
OCeaeaeoOCa0—ach

Query sequence

[ e e—— @RS G G G GR—— e a— -

BGCO0D0644: carotenoid (50% of genes show similarity), Terpene
COoemnCOammmens_ )

18

HOCIHODOC KL <K

No registra
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