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RESUMEN

La clase Actinobacteria comprende a bacterias Gram positivas con
un alto contenido de Guanina y Citosina que incluye géneros de
importancia econdmica y médica para el ser humano. En el area
farmacéutica, el género Streptomyces tiene mas de 600 especies que
cuentan en su gran mayoria con la capacidad innata para producir
metabolitos secundarios entre los que destacan sobre todo antibidticos y
antitumorales. Desde mediados de los afios 60’s, la caracterizacion de
nuevos estreptomicetos ha sido tradicionalmente realizada a partir del
medio ISP-3 (International Streptomyces Project Media Number 3 o
agar avena) que permite observar y registrar las propiedades macro- y
microscopicas del microorganismo en estudio o en evaluacion. Sin
embargo, no todas las especies desarrollan bien en este medio por lo
gue son necesarias nuevas alternativas que pudieran contribuir también
a una caracterizacidon confiable ante el gran nimero de especies que el
género incluye y el constante aislamiento de nuevas especies. En el
presente trabajo se evaludé un medio de cultivo a base de arroz para la
caracterizacion de actinobacterias con caracteristicas tipicas de
Streptomyces aislados de medios acuaticos lo que en conjunto con
pruebas fenotipicas y genotipicas permitieron ademas establecer las

relaciones entre cepas de referencia y los aislados de estudio.

Palabras clave

Actinobacteria, Streptomyces, arroz, pruebas fenotipicas y genotipicas.
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1. INTRODUCCION

1.1. Diversidad acuatica

Si consideramos que el 75% de nuestro planeta esta cubierto por
agua y que cerca del 70% de ella lo constituye el agua de los océanos,
no es raro pensar que a la fecha existe una enorme cantidad de
microorganismos desconocidos por el hombre y aun por descubrir. Un
estimado a este respecto empleando herramientas moleculares sugiere
que la biodiversidad microbiana puede alcanzar las 3.6x10%° células

microbianas/mL en los océanos (Sogin et al., 2006).

En términos de la biodiversidad microbiana que pudiera albergar, el
mundo acuatico representa una fuente poco estudiada aunque
seguramente constituyen un extraordinario reservorio microbiano. Los
microorganismos constituyen uno de los pilares de la biosfera pues
cuentan con la capacidad metabdlica Unica de llevar a cabo los ciclos
biogeoquimicos que son basicos para el sostén y desarrollo de la vida

misma (Hunter-Cervera, 1998; Madigan et al., 2004).

Hasta hace varios anos, el aislamiento de nuevos microorganismos
estuvo orientado hacia aquellos provenientes de ecosistemas en su
mayoria terrestres. Sin embargo, de los Ultimos 10 afios a la fecha el
descubrimiento de nuevos microorganismos también se ha ido
orientando hacia el estudio de ambientes inusuales o con condiciones
poco comunes. En este sentido, el aislar especies microbianas
metabodlicamente adaptadas a un ecosistema diferente realza la
importancia del estudio de nuevas areas microbioldgicas tales como la

microbiologia marina y molecular, asi como la diversidad microbiana en
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ecosistemas especificos o muy particulares (Mincer et al., 2002;
Maldonado et al., 2005; Maldonado et al., 2009; Quintana et al., 2012).

1.2. Clase Actinobacteria

Las bacterias Gram-positivas se dividen en 2 grandes ramas: los
organismos con bajo contenido de guanina vy citosina (G+C),
conteniendo géneros como Bacillus, Clostridium, Staphylococcus y
Streptococcus, basicamente del filum Firmicutes; y los organismos de
alto contenido de guanina y citosina, denominados genéricamente como
“actinomicetos”. Muchos de estos ultimos, aunque no todos, muestran
un ciclo de vida inusual para una bacteria pues desarrollan micelio en
alguna etapas de su vida, lo que originalmente hizo que por muchos
afos se les considerara como “hongos”, precisamente por su similitud

morfologica (Dworkin et al., 2007).

El origen de Ila palabra actinomiceto tiene una larga historia
taxondmicamente confusa. Su origen proviene de los siguientes
vocablos griegos: actino “rayo” y myces “hongo”, por lo que una
definicidn estricta seria “hongo radiado”. La primera clasificacion formal
de este vasto grupo de microorganismos la realizaron Waksman vy
Henrici (1943), al considerar dichos microorganismos como un “puente

evolutivo entre bacterias y hongos”.

No fue sino hasta después de numerosos estudios basados en las
propiedades quimiotaxondmicas y, particularmente, con la comparacién
de secuencias ribosomales del gen 16S rRNA, que finalmente se
establecid que estos microorganismos se encuentran relacionados
filogenéticamente a las Eubacterias ocupando un lugar cercano con las

bacterias Gram positivas. Fue precisamente la conjuncion de los
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estudios mencionados que permitieron a Stackebrandt et al. (1997)

proponer la clase Actinobacteria (Figura 1).

Bacteria Archaea Eukarya

Bacteria
Verde
Spirochaetes  Filamentosa Entamoeba Animales

Myxomycota

Gram
positiva

Fungi

Methanosarcina
Methanobacterium

Haléfilos

Proteobacteria Plantas

Methanococcus
Cianobacteria Ciliophora

Actinobacteria Flagelados

Planctomyces Tricomonadas

Bacteroides
Cytophaga

Microsporidias

Thermotoga Diplomonadas

Aquifex

Figura 1. Arbol filogenético de los seres vivos (vision global) mostrando la

posicién de la clase Actinobacteria.

La clase Actinobacteria exhibe una variedad muy amplia de morfologias
macro y microscopicas que van desde lo cocoide, coco-bacilos y bacilos
hasta fragmentos de hifas y micelios altamente diferenciados (Staley et
al., 2007). Macroscépicamente algunos de los géneros presentan una
morfologia colonial similar a las tipicas colonias bacterianas pero con
consistencia particularmente dura o rugosa. También exhiben diversas
propiedades metabdlicas y fisioldgicas contando con una capacidad

innata para la sintesis tanto de metabolitos primarios como secundarios
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que cuentan con un impacto econdémico directo en la humanidad. Grupos
especificos de la clase Actinobacteria pueden sintetizar desde enzimas
como proteasas e hidrolasas, moléculas con propiedades
antimicrobianas (antibacterianos y antifungicos), anticancerigenos e

inclusive hasta conservadores de alimentos (Demain, 2000).

La clase Actinobacteria se encuentra ampliamente distribuida tanto en
ecosistemas terrestres como acuaticos. Dentro de esta “variedad”, se les
puede encontrar como patdégenos de animales y plantas, comensales de
plantas, simbiontes fijadores de nitrogeno, habitantes del tracto
gastrointestinal y hasta como comensales del suelo (Madigan et al.,
2004; Staley et al., 2007).

Gran parte de la importancia en el estudio de Actinobacteria esta
centrada en dos géneros de alto impacto econémico para la salud
publica: a) Mycobacterium, los cuales incluyen al agente causal de la
tuberculosis, una de las enfermedades mas antiguas en la historia de la
humanidad y b) Streptomyces, los cuales son el modelo genético por
excelencia en cuanto a la producciéon de la gran mayoria de los
antibidticos empleados de manera comercial (Figura 2; Baltz, 2007;
Ventura et al., 2007).

Figura 2. A) Fotografia de colonias de Mycobacterium tuberculosis (Murray et
al., 2003) y B) Fotografia de colonias de Streptomyces coelicolor (Hopwood,
2007).
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1.3. Género Streptomyces

El género Streptomyces es el mas extenso no solo dentro de la
clase Actinobacteria sino inclusive dentro de todos los grupos
microbianos conocidos (Euzéby, 2007; Labeda et al., 2012). Los
estreptomicetos tienen una pared celular tipo I, es decir, su pared esta
caracterizada por la presencia del acido LL-diaminopimélico (DAP) y
glicina sin ningun tipo de azlcares -caracteristicos (Anderson &
Wellington, 2001). El contenido de G+C se ha reportado entre el 69 y el
78%. De los estreptomicetos cuyos genomas han sido secuenciados a la
fecha, todos muestran una estructura comun (Figura 3). En general, son
genomas grandes con valores que oscilan entre los 8 y los 9 millones de
pares de bases (Mbp) con excepcidén del patdgeno S. somaliensis que
tiene un genoma apenas cercano a los 6 Mbp (Ohnishi et al., 2008;
Contreras, 2011; Hoskisson comunicacion personal). A diferencia de
otros cromosomas bacterianos, el cromosoma de Streptomyces es linear
(Contreras, 2011; Volff & Altenbuchner, 2000).

Regiodn
subtelomérica
o brazo .,
| Region
= subtelomérica
| o brazo
Regidn
céntrica o
conservada

Figura 3. Representacion circular del cromosoma y regiones del genoma de

Streptomyces coelicolor (adaptado de Contreras, 2011).
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Los estreptomicetos tienen, comparandolos con otras bacterias, un ciclo
de vida atipico. El ciclo comienza con una espora, también llamada
artrospora o conidia y conforme la colonia va creciendo, se empieza a
presentar la aparicion de hifas tanto aéreas como de sustrato. El micelio
e hifas de sustrato (que en caso de estar presentes no muestran
fragmentacion) resultan ser células que se desarrollan sobre la
superficie del medio de cultivo y dentro de él, seguramente para
garantizar el acceso a los nutrientes pues cada hifa funciona o actua
succionando los sustratos del medio (Koneman et al., 1999; Contreras,
2011). Por otro lado y conforme la colonia va envejeciendo, se observa
el desarrollo de hifas y micelio aéreos que crecen sobre la superficie del
medio o sobre el micelio de sustrato. Estas células se dividen en un solo
plano hasta lograr formar cadenas desde 3 hasta 50 conidiosporas
inmoviles, con texturas superficiales que pueden ser lisas, espinosas o
verrugosas (Koneman et al., 1999; Prescott et al., 1999; Bergey’s
Manual, 2012, Figura 4). El ciclo se completa cuando las esporas pueden
ser liberadas al ambiente encontrando (tal vez) nuevas condiciones para

establecer una nueva comunidad microbiana (Figura 5).

Figura 4. Microscopia electrénica de colonias de Streptomyces

mostrando la hifa y esporas (http://www.bioc.cam.ac.uk/uto/hong.html).
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f EexX0spora A
“
- =
<«

germinacion

maduracion de
las esporas

<
RRE

crecimiento
de la hifa
vegetativa

crecimiento
de la hifa

Figura 5. Ciclo de vida de los miembros del género Streptomyces

(http://www.iitd.pan.wroc.pl/Dept/Mic/gb/projects.html).

El género Streptomyces toma su nombre del griego, streptos, doblados
o torcidos; y myces, hongo (Bergey’s Manual, 2012) e incluye mas de
615 especies. Las especies del género son consideradas como aerobias y
forman cadenas de esporas inmdviles con una vaina fina y fibrosa
(Prescott et al., 1999; Bergey’s Manual, 2012). Los conidios de cada
cadena a menudo estan pigmentados lo que por varios afos fue
empleado como una guia para la caracterizacion de las especies (Labeda
etal., 2012).

Las colonias de los estreptomicetos forman colonias discretas vy
liquenoides, algodonosas o butirosas con una superficie que inicialmente

es relativamente suave pero conforme se desarrolla el micelio aéreo se
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vuelve flocosa, granular, polvorienta o aterciopelada. Es precisamente
por esta Ultima peculiaridad que por muchos afos se les consideré como
hongos y de ahi inclusive el término del género: “hongo doblado o
torcido” (Figura 6).

La mayoria de las colonias muestran desarrollo a temperaturas éptimas
de crecimiento entre los 25 y 35°C creciendo mejor entre valores de pH
de 5.0 a 8.0. Debido a lo extenso del género, algunas especies
muestran crecimiento a temperaturas psicrofilicas y otras tienen
requerimientos &cidos o alcalinos para su crecimiento aunque

usualmente se trata de pocas especies (Rodriguez, 2004).

Figura 6. A: Fotografias de colonias de Streptomyces, B: Dibujos de
Streptomyces (el “*hongo torcido”) por Cohn (Hopwood, 2007).
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Las especies del género Streptomyces cuentan con una capacidad innata
para la sintesis de metabolitos primarios y secundarios que son
compuestos que se obtienen a partir del metabolismo celular. Los
metabolitos secundarios (moléculas producidas generalmente después
del crecimiento bacteriano) tienen una importancia econdémica muy alta
sobre todo en el area farmacéutica. Los estreptomicetos son fuentes
naturales de antibidticos, antihelminticos, antitumorales, biopesticidas,
inhibidores enzimaticos, inmunosupresores (entre otros) pues cuentan
con rutas metabdlicas exclusivas para la sintesis de toda esta amplia
gama de compuestos bioactivos (Demain, 2000; Korolkovas &
Burckhalter, 1983; Magarvey et al, 2004).

La importancia de la produccidon de antibioticos por Streptomyces esta
reflejada en que el numero total de antibiéticos producidos por bacterias
y hongos es de 10,000. Los actinomicetos son responsables de la
tercera parte de ese numero y dentro de los actinomicetos los
estreptomicetos ocupan del 70 al 80% de la produccidn total de estos

metabolitos secundarios (Challis & Hopwood, 2003).

Para el establecimiento de especies dentro del género Streptomyces se
emplean una mezcla de caracteristicas morfoldgicas vy fisioldgicas entre
las que se encuentran: a) el color de los micelios aéreos y de sustrato,
b) la disposicion de las esporas, c) las caracteristicas superficiales de la
espora, d) la utilizacion de carbohidratos, e) la produccion de
antibioticos, f) la sintesis de mielina, g) la reduccién de nitrato, y h) la
hidrélisis de la urea y &acido hipurico (Prescott et al., 1999). Sin
embargo, dado el altisimo nimero de especies que actualmente han
sido descritas y que el género alberga, es necesaria la busqueda de
nuevas alternativas para el estudio y la caracterizacién de posibles

nuevas especies de Streptomyces.

10
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En este sentido, el trabajo de Shirling y Gotlieb (1968), resulté pionero
en cuanto al empleo de diferentes medios de cultivo estandarizados para
lograr un consenso en cuanto al numero de especies del género
Streptomyces. El trabajo incluyd y desarrollé diferentes medios de
cultivo denominados “ISP” (International Streptomyces Project) que
fueron evaluados entre distintos laboratorios del mundo junto con cepas
de referencia. Este trabajo, constituye la base de la caracterizacién de
especies de Streptomyces pero a la fecha ha resultado insuficiente como
método para la caracterizacion de nuevas especies pues se encuentra
exclusivamente basado en aspectos fenotipicos (Labeda et al., 2012). El
trabajo de Labeda y colaboradores (2012) ofrece una visién que une lo
realizado en trabajos previos basados en la caracterizacién con medios
ISP y el marcador molecular del gen del 16S ribosomal que es empleado
como un marcador o reloj bioldgico permitiendo establecer las relaciones

filogenéticas entre especies (Labeda et al., 2012).

En los trabajos basados en el uso de los medios ISP, caracteristicas tales
como el color del micelio aéreo o vegetativo, la configuracidon de las
cadenas de esporas y la ornamentacion de las esporas fueron
empleadas como marcadores taxondmicos utilizando tiempos de
incubacidon bien definidos y medios de cultivo especificos (Shirling &
Gottlieb, 1966). Actualmente la observacion de las caracteristicas
mencionadas se lleva a cabo Unicamente en 2 o 3 medios de toda la
serie ISP: el agar extracto de soya y tripticasa, el agar avena y/o medio
de Bennett, siendo el agar avena el denominado ISP-3. El empleo del
ISP-3 para el estudio de las caracteristicas mencionadas se basa en el
buen crecimiento que muestran los Streptomyces en este medio y su
aspecto. Este medio es de color blanco lo que permite la observaciéon de
distintos colores de acuerdo al crecimiento del microorganismo de

estudio. En un principio, se desarrolld una rueda de colores para la
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determinacion del color del micelio (Tresner & Backus, 1963), aunque
su uso era algo problematico debido a las grandes diferencias entre
especies. Fue hasta anos después que Shirling y Gottlieb (1966)
realizaron un estudio mas a fondo de caracterizacion, en el que ademas
del color, se ayudaron con la configuracion de las cadenas de esporas, la
cual actualmente es determinada por microscopia de electrones y
asignada a una de las siguientes categorias: rectas, curvas, en forma de
espiral y verticiladas. Idealmente, sélo una configuracién es encontrada
en una cepa, aunque se han reportado combinaciones de distintas
configuraciones (Shirling & Gottlieb, 1968; Bergey’s Manual, 2012). La
ornamentacién de las esporas puede ser suave, espinosa, rugosa o
peluda lo que sin duda ha contribuido al estado confuso del género
Streptomyces asi como las dificultades para realizar estudios

comparativos por el elevado nimero de especies que contiene.

La produccidon de pigmentos depende en gran parte de la composicion
del medio y las condiciones de cultivo y son utilizados también como
marcadores taxondmicos. Los pigmentos solubles son predictivos en
muchos casos para la produccién de componentes bioactivos. En
muchas ocasiones, las diferencias entre especies de Streptomyces no
solo radican en sus pigmentos sino también en la produccion de sus
metabolitos secundarios por lo que la busqueda y evaluacion de medios
alternos al ISP-3 pero que compartan algunas de sus caracteristicas

podria ser de utilidad para la identificacién de posibles nuevas especies.

Una alternativa a lo anterior, podria ser el empleo de arroz en lugar de
avena ya que ambos contienen almidon ademas de ofrecer como
contraste el color blanco del medio si se desarrollara un medio de cultivo

con este cereal (Tabla 1).
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Tabla 1. Composicién de avena en hojuela y del arroz en grano
respectivamente (Dendy, 2004).

AVENA ARROZ

Agua 13.30% Agua 15.50%
Proteinas 12.0g Proteinas 6.2g

Carbohidratos Carbohidratos

(almidon) 60.0¢ (almidon) 76.¢
Grasas 0.8g Grasas 7.1g

Fibra 6.0g Fibra 0.3g

Calcio 79.6mg Calcio 6.0mg
Fosforo 130mg Fosforo 160mg
Hierro 5.8mg Hierro 0.4mg
Tiamina 0.52mg Sodio 2.0mg

Una de las caracteristicas quimiotaxondmicas mas importantes para la
identificacion de estreptomicetos es la pared celular de peptidoglicano
ya que contiene grandes cantidades de acido LL-diaminopimélico (LL-
Aopm). La pared celular de Streptomyces muestra la tipica
ultraestructura y composicion quimica de las bacterias Gram-positivas
que tiene una estructura de varias capas de cadenas de peptidoglicano.
El peptidoglicano es un heteropolimero que consiste de cadenas de
heteropolisacaridos unidas entre si por pequefas unidades peptidicas. La
base del peptidoglicano es construida alternando unidades B-1,4 de N-
acetilglucosamina (NAG) y acido N-acetiimuramico (NAM). El grupo
carboxilo del &acido murdmico es sustituido por un oligopéptido
alternando los aminoacidos D- y L (Schleifer & Kandler, 1972).
Streptomyces se caracteriza por el tetrapéptido L-Ala-D-Glu-LL-Apm-D-
Ala que esta unido por un puente de pentaglicina, caracteristica comun

en las bacterias Gram positivas y ausente en las Gram negativas.
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1.4. Caracterizacion microbiana

Una parte integral en la identificacion de los microorganismos, es
el empleo de pruebas que incluyan las caracteristicas fenotipicas y

genotipicas de éstos.

1.4.1. Aspectos fenotipicos de la caracterizacion microbiana

El analisis de la composicion de la célula microbiana revela que
mas del 95% del peso seco de la célula esta constituido por unos pocos
elementos: carbono, oxigeno, hidrogeno, nitrégeno, azufre, fosforo,
potasio, calcio, magnesio y hierro. Por lo tanto, estos elementos son
necesarios para el crecimiento bacteriano, ademas de condiciones fisicas
como pH, concentracidn de oxigeno, temperatura, presién atmosférica,
salinidad y disponibilidad de agua (Prescott et al., 1999; Madigan et al,.
2004).

En general, la caracteristica nutricional mas notable de los
microorganismos es su extraordinaria flexibilidad en relacién con las
fuentes de carbono, debido a que son el principal constituyente de la
materia celular. Practicamente, no existe ninguna molécula organica
natural que no pueda ser empleada metabdlicamente por un
microorganismo ya sea éste una arquea o una bacteria. (Prescott et al.,
1999; Madigan et al,. 2004).

Después del carbono, el siguiente elemento necesario y el mas
abundante es el nitrogeno. En una bacteria alrededor del 12% de su
peso seco es nitrogeno. El nitrégeno es utilizado para la biosintesis de
proteinas, acidos nucleicos y polimeros de la pared celular lo que lo
convierte también en un elemento esencial para el crecimiento y

desarrollo bacteriano. El carbono y el nitrdgeno son considerados como
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macronutrientes y son elementos necesarios para gran parte del

crecimiento microbiano (Madigan et al., 2004).

Entre las diferentes pruebas empleadas para la caracterizacion
microbiana, la utilizacién de éstos dos macronutrientes se ha evaluado
de manera tradicional desde los afos 60’s para establecer una matriz
gue describa el perfil metabdlico del o de los microorganismos de
estudio o interés (Sneath, 1957). Estas pruebas junto con el crecimiento
a diferentes temperaturas y una curva de crecimiento a diferentes
valores de pH permiten establecer no solo el disefio de esquemas de
identificacion (conocidos como “tablas de identificacion”) sino que al
proporcionar el perfil metabdlico de un microorganismo desconocido,
esto puede facilitar el disefo y evaluacion de medios de -cultivo
especificos para el aislamiento de grupos particulares que muestren
cierta preferencia por uno u otro grupo de las pruebas aplicadas. Puesto

III

que lo anterior es medido de “manera visual” y depende estrictamente
de las caracteristicas observables del microorganismo durante la lectura
de las pruebas, esto es conocido como una caracterizacion “fenotipica

microbiana” (Logan, 1994).

La caracterizacién fenotipica de casi cualquier microorganismo estuvo en
algun momento de su historia basada en observaciones morfoldgicas vy,
aunque la morfologia es todavia una caracteristica importante para la
descripcién de taxones, no puede ser exclusiva debido a las minimas
diferencias morfoldgicas presentes entre muchos géneros (Sneath,
1957; Logan, 1994). El estudio detallado de las propiedades quimicas de
los distintos componentes de la pared celular microbiana complementé
la informacién obtenida con la caracterizacién fenotipica y dio origen a la
“guimiotaxonomia”. La caracterizacion quimiotaxondmica puede

definirse como la aplicacion de técnicas analiticas bioquimicas
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(principalmente cromatografia y métodos de separacion electroforética)
para el estudio de distribuciones especificas de compuestos quimicos en
la pared celular de las bacterias, tales como aminoacidos, proteinas,
azucares y lipidos (Logan, 1994; Uchida & Backus, 1997).

Por medio de la cromatografia en capa fina (Thin-Layer Chromatography
TLC; del inglés), es posible separar y determinar los isémeros del DAP
que es un componente de la pared celular. El procedimiento consiste en
tomar varias colonias de la superficie del agar del medio de cultivo,
realizar una hidrolisis acida empleando acido clorhidrico (HCI) hasta la
obtencién de los aminoacidos de la pared celular. En una placa de
celulosa (TLC) es posible visualizar los puntos del DAP en una gama de
colores que van desde el gris, verde y amarillo, junto con los isdmeros
del DAP. Los aminoacidos aparecen con una coloracién morada o roja y
migran posteriormente después de los puntos del DAP (Staneck &
Roberts, 1974).

1.4.2. Aspectos genotipicos de la caracterizacion microbiana

Empleando como “modelo” a la caracterizacién fenotipica descrita
anteriormente, la caracterizacion genotipica de un microorganismo
consiste en el estudio de su material genético. Actualmente y con el
desarrollo de las técnicas moleculares basadas en la reaccidon en Cadena
de la Polimerasa (Polymerase Chain Reaction o PCR; del inglés) éste
tipo de caracterizacidon se encuentra basado en el empleo de secuencias
de ADN (Bolivar, 2004).

Debido a la probable antigiedad de la maquinaria sintetizadora de
proteinas, los ARN ribosémicos son moléculas excelentes para discernir
las relaciones evolutivas entre los seres vivos. Los ARN ribosémicos son

funcionalmente constantes, estdn universalmente distribuidos y su
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secuencia estd moderadamente bien conservada a través de amplias
distancias filogenéticas. El estudio y la comparacién de secuencias
ribosomales muestran la posicién evolutiva mas probable existente entre

los organismos (Madigan et al., 2004).

Existen tres moléculas de ARN ribosémico, que en procariontes tienen
distintos tamafos: 5S (120 nucleédtidos -nt-), 16S (1500 nt) y 23S
(2900 nt). Estas moléculas contienen regiones de secuencia altamente
conservada que resultan Utiles para obtener alineamientos de secuencia
apropiados. El gen 16S del ARN es mucho mas manejable
experimentalmente con respecto al gen 23S, por lo tanto se ha utilizado
para el desarrollo de bases de datos para procariontes, bases de datos

que inclusive son de libre acceso.

Técnicas basadas en la informaciéon genética de los microorganismos
para lograr su identificacion, por ejemplo, la secuenciacion de su
genoma o de algun gen en especifico, permiten la amplificacién
(aumento en el nimero) de una secuencia definida del ADN a través de
la PCR para posteriormente estudiarla. Es precisamente a partir de la
obtencién de un cultivo puro de un microorganismo que la técnica de
PCR puede emplearse para amplificar directamente los genes que

codifican el ARN ribosdmico 16S.

1.4.2.1. Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)

La PCR fue disefiada por Kary Mullis en 1983 aunque su primera
publicacion fue hasta el afio de 1985 (Kieser, 2000). La técnica tiene su
base en la actividad de la enzima DNA polimerasa, que cuenta con la
capacidad de sintetizar una nueva cadena de DNA complementaria a

partir de otra ya existente. Los requisitos de la enzima para llevar a
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cabo esta reaccidén son que existan nucleétidos en el medio (la materia
base para fabricar la cadena complementaria de DNA) y una pequefa
cadena de DNA que pueda unirse a la molécula que se requiera copiar
para que sirva como cebadora o “primer”. La técnica emplea minimas
cantidades de DNA (menor a 1 ug) y consta basicamente de 3 pasos
fundamentales divididos en varios ciclos (usualmente de 25 hasta 40)

que comprende:

e Desnaturalizacion (95°C),
e Alineamiento (55-60°C),
e Extension (72°C).

En una PCR el primer paso consiste en la desnaturalizacion del DNA por
medio de calor (95°C) para casi de inmediato bajar la temperatura de
modo que los extremos 3’ de las hebras sean separados hasta que se
puedan aparear con oligodesoxinucledtidos complementarios, con la
respectiva formacion de hibridos estables con la molécula que funciona
como molde o plantilla. Dichos oligonucleétidos funcionan como
cebadores (también conocidos como iniciadores, oligonucledtidos o
primers) de modo que una polimerasa resistente a la desnaturalizacion
por calor y usualmente la Tag polimerasa (aislada de la bacteria
termofila Thermus aquaticus) extiende los extremos 3’ de ambos
oligonucleétidos empleando las hebras del DNA bicatenario como
plantilla, proceso que se conoce como extension y que usualmente se
lleva a cabo 72°C, por tratarse de la temperatura optima de la Tag

polimerasa.
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Figura 7. Grafica de la PCR.

Una segunda desnaturalizacién pone fin a un ciclo (los 3 pasos
indicados previamente) y da comienzo al siguiente. De esta forma, al
término del primer ciclo de reaccidn se obtienen dos copias idénticas
bicatenarias del DNA original. Cada ciclo se repite alrededor de 25 a 40
veces, sin la adicion de mas enzimas o reactivos y empleando las
moléculas obtenidas en el ciclo anterior como molde o plantilla. De esta
manera se produce un aumento exponencial del nUmero de copias de la
secuencia especifica equivalente a 2", donde n representa el nimero de
ciclos. Al término de todos los ciclos, la muestra se enfria a 4°C para su
conservacion y posterior analisis usualmente por electroforesis

horizontal o submarina.
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Para realizar la técnica de PCR se requieren los siguientes reactivos
(Newton & Graham 1997):

e Desoxinucledtidos trifosfato (dNTPs), provee de nucledtidos
(Adenina, Guanina, Citosina y Timina) a la reaccién para la sintesis
de DNA.

e Oligonucledtidos, secuencias cortas (normalmente de 18 a 22
nucleétidos) que se emplean para iniciar la reaccién y actuan
como secuencias complementarias a las dos hebras de DNA.

« Iones Magnesio (Mg®*), una concentraciéon 6ptima de cloruro de
magnesio (MgCl,), es requerida para la actividad y fidelidad de la
enzima DNA polimerasa.

e Buffer, mantiene el pH adecuado para el funcionamiento de la DNA
polimerasa.

e DNA (Tag) polimerasa, cataliza la sintesis de la cadena
complementaria a partir del DNA molde.

¢ DNA molde, es la muestra que se desea amplificar.

e Termociclador, aparato que va a mantener la temperatura

necesaria en cada paso del ciclo de la PCR.
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2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Uno de los representantes mas importantes de la clase
Actinobacteria, el género Streptomyces, se caracteriza por la produccién
de metabolitos secundarios, que son moléculas farmacolégicamente
activas, por lo que su estudio es fundamental. Dada la aparicion cada
vez mas usual de cepas de importancia clinica multiresistentes a los

antimicrobianos mas empleados en medicina.

Debido a que México es un pais megadiverso y por consecuencia
microbiolégicamente también lo es, es necesario el estudio de posibles
nuevas especies de Streptomyces aisladas de ambientes nacionales,
debido a que estas posibles nuevas especies pudieran ser fuente de
nuevos compuestos antimicrobianos. Es necesaria la evaluacion de un
medio de cultivo que favorezca u oriente la caracterizacidn macroscopica
de Streptomyces dando sustento a que esa caracterizacidon pudiera estar

implicando el estudio de nuevas especies de origen nacional.

La caracterizacion de nuevos estreptomicetos ha sido tradicionalmente
realizada a partir del medio ISP-3 pero el crecimiento dptimo en este
medio no es una constante de todas las especies. Nuevas alternativas
gue puedan contribuir también para una caracterizacion confiable de
Streptomyces, por ejemplo un medio a base de arroz, representa una
posibilidad viable mediante la comparacién de ciertas caracteristicas de
crecimiento y produccion de pigmento, de dichos microorganismos en el
agar avena y un agar a base de arroz, que es lo que se prueba en este

trabajo.
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3. OBJETIVOS

e Caracterizar geno- y quimiotaxondmicamente aislados nacionales

para identificarlos como miembros del género Streptomyces.

e Caracterizar fenotipicamente aislados nacionales con base en sus

caracteristicas primarias de crecimiento del género Streptomyces.

e Evaluar un medio de cultivo a base de arroz y compararlo con el
agar de avena (estandar de oro), para identificar la caracterizacion
fenotipica de Streptomyces respecto a sus caracteristicas de

crecimiento y produccion de pigmento.

4. HIPOTESIS

Si las caracteristicas de crecimiento y la produccién de pigmento, son
cualidades que describen al género Streptomyces, pueden ser un punto
de comparacion para determinar el efecto que produce un nuevo medio
de cultivo. Con el agar arroz se espera encontrar un medio de cultivo
donde el crecimiento 6ptimo sea constante en la mayoria de las especies
de Streptomyces y se mejore la expresion de las caracteristicas,

comparandolas con el estandar de oro.
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5. METODOLOGIA EXPERIMENTAL

El diseno experimental de este trabajo estd esquematizado en

términos generales en el siguiente diagrama de flujo (Figura 8):

Actinobacterias de origen
acuatico

!

Evaluacion
del medio de
arroz

Caracterizacion
genotipica

Caracterizacion
quimiotaxondmica

Caracterizacion
fenotipica

Y Y Y

Utilizacion de ) DAT (“Extraccion Disefio de los
fuentes de carbono de DNA medios a base
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v Extraccion
[ Degradacion de b DAP PCRACT Comparacion
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y revelado s

de la placa
de TLC
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NaCl

medio de
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i

SEQ

[ BLAST J [EzTaxon]

Figura 8. Disefio experimental.

|
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5.1. Actinobacterias de origen acuatico

Se trabajaron 12 cepas de aislados provenientes de muestras
acuaticas nacionales. Todos los microorganismos excepto la cepa
Emma-6-12 fueron obtenidos de sedimentos marinos del Golfo de
California recolectados durante la campafa oceanografica de Febrero del
2006. El aislado Emma-6-12 fue recuperado de una muestra terrestre
en el sureste del pais durante una practica de campo por estudiantes de
Estancias de investigacion en el 2009. Se incluyeron 2 cepas de
referencia una de ellas, S. griseus obtenida del cepario de la Facultad de
Quimica, Ciudad Universitaria y S. yatensis donada por la Dra. Danielle
Saintpierre  (Nueva Caledonia, Francia). Los codigos de los

microorganismos de trabajo se indican en las tablas 2 y 3.

Tablas 2 y 3. Relacién de los microorganismos aislados (izquierda) y

controles (derecha).

Aislados Aislados
9(13) f(12) Controles
ae(4) HAR-17  S.griseus
AK-1 HAR-18 S. yatensis
AL-2 OAG-B1
e(23) 0AG-G1
Emma-6-12 P5

Para todo el desarrollo experimental de este trabajo, se cultivaron y se
activaron resembrando los microorganismos en: cajas Petri con agar
avena para trabajo inmediato. Se mantuvieron las muestras en: (a)
tubos con medio en pico de flauta de 50mL para una conservacion de 6
a 8 meses (experimentos a mediano plazo) y (b) glicerol al 20% para

una conservaciéon de afios, experimentos a largo plazo (Figura 9).
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AgarYEME
Aislados Originalas

Resiembra Resiembra &n agar Gliceroles
en cajas de avena en de Biomasa,
petrien agar avena, tubsos de rosca (Glicena] al 20%:
{En incubador deS50 mL a-20=C)
a 30=C) (Temperatura
ambiente)

\
Figura 9. Activacion y conservacion de los microorganismos de estudio.

5.2. Caracterizacion fenotipica

5.2.1. Utilizacion de fuentes de carbono y nitrégeno

Se evalué el crecimiento de los microorganismos en 25 fuentes de

carbono y 14 fuentes de nitrogeno (Tablas 4 y 5, respectivamente).

Tabla 4. Fuentes de carbono seleccionadas para la caracterizacién fenotipica

(concentracidn final de cada fuente de carbono: 1.0%).

Fuentes de Carbono

Pectina Ac. PirGvico Manosa Melobiosa Rafinosa Galactosa
Dulcitol Manitol Arabinosa Lactosa Sacarosa Melezitosa
Xilosa Xilitol Inositol Ac. Oxalico Sorbitol Fructosa
Andonitol Maltosa Trehalosa Ac. Succinico Ramnosa Celobiosa

Ac. Maldnico
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Tabla 5. Fuentes de nitrégeno seleccionadas para la caracterizacion fenotipica

(concentracidn final de cada fuente de nitrégeno: 0.1%).

Fuentes de Nitrégeno
Histidina Ornitidina Arginina Triptofano Valina
Alanina Metionina Prolina Fenilalanina Isoleucina
Serina  Ac. Aspartico Leucina  Ac. Glutdmico

1. Para la preparacidon de los medios de cultivo se pesd 1g de las
fuentes de carbono y 0.1g de las fuentes de nitrdgeno y ambas se

disolvieron en 40mL de agua bidestilada.

2. Por separado, se prepararon los medios ISP-9 y el medio basal
para las fuentes de carbono y de nitrégeno, respectivamente
(Shirling y Gottlieb, 1966; Anexos).

3. Los dos medios de cultivo que sirvieron como base de la prueba
se esterilizaron en autoclave a 1 atm de presién, a 121°C durante

15 minutos.

4. Las fuentes de carbono y nitrégeno se tindalizaron en autoclave a
1 atm, a 110°C durante 30 minutos, cada 24 horas y durante 3

dias consecutivos.

5. Una vez esterilizados vy tindalizados ambos componentes
respectivamente, se dejaron enfriar aproximadamente a 45°C y se
mezclaron individualmente antes de verter en cajas Petri de

plastico estériles.

6. Para inocular las cajas, se prepararon suspensiones de cada

microorganismo: se transfirieron de 4 a 5 asadas de biomasa a
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750uL de Solucion Salina Isoténica (SSI 0.9%) estéril. Todas las
suspensiones de biomasa se estandarizaron y homogeneizaron
para llegar a un valor de 3 en la escala del estandar de McFarland.
Las cajas Petri se inocularon con 15uL de muestra como se indica

en la figura 10.

Figura 10. Forma de inoculacién de los microorganismos en las cajas de Petri.

7. Las cajas de Petri ya inoculadas e identificadas perfectamente, se
incubaron a 30°C durante 7 dias y el crecimiento de los

microorganismos se registrd a los 7, 14 y 21 dias.

La ponderacién de los valores presentados en los resultados de la
caracterizacion fenotipica se basd en el crecimiento y utilizacion de cada
una de las fuentes de carbono y nitrogeno. Se indicé ausencia de
crecimiento asi como de utilizacion con (-) y la presencia con (++++) si
éste fue excelente, con diferentes rangos de desarrollo y utilizacion
entre los extremos. El medio que contenia glucosa funcioné como
control positivo de fuentes de carbono para establecer el rango
mencionado mientras que no se emplea ningun medio con fuente de
nitrégeno como control positivo sino solamente un medio que contiene

agua como control negativo.
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5.2.2. Pruebas de degradacion

1. Empleando el medio GYEA como base, se agregd a 100mL de
dicho medio el compuesto por degradar (0.5g 6 0.4g) previo a su
esterilizacion en autoclave a 1 atm de presion, a 121°C durante 15
minutos (los compuestos y las concentraciones finales empleadas

en las pruebas de degradacion se indican en la Tabla 6).

Tabla 6. Compuestos empleados para las pruebas de degradacién

Compuesto Concentracion (%)
Caseina 0.5
Hipoxantina 0.4
Xantina 0.4
Tirosina 0.4
Adenina 0.4

2. Después de la esterilizacidon y cuando la temperatura del medio
bajé a alrededor de 45°C, éste se vertid en cajas Petri para

posteriormente ser inoculado con los microorganismos de estudio.

3. Para inocular las cajas, se prepararon suspensiones de cada
microorganismo, mediante transferencia de 4 a 5 asadas de
biomasa (7 dias de crecimiento en GYEA, a 30°C) a 750uL de
Solucion Salina Isotdnica (SSI 0.9%) estéril. Todas las
suspensiones se estandarizaron y homogeneizaron para llegar a
un valor de 3 en la escala del estandar de McFarland. Se inoculd
con 10pL de muestra de la misma forma como se indicé en la

seccion previa.
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4. Las cajas de Petri ya inoculadas e identificadas perfectamente, se

incubaron a 30°C y la degradacién de los distintos compuestos se

registré a los 7, 14 y 21 dias.

5.2.3. Tolerancia a diferentes concentraciones de Cloruro de Sodio

(NaCl)

1.

La capacidad de los aislados para tolerar diferentes
concentraciones de NaCl se evalu6 en el medio Bennett's
modificado como medio basal al cual se le agregaron diferentes
concentraciones de NaCl: 0, 10, 15, 20 y 30%.

. Para inocular las cajas, se prepararon suspensiones de biomasas

de cada microorganismo, como se indico en la seccién anterior. Se
inoculd con 15uL de muestra, extendiéndola con el asa para

sembrar por el método de agotamiento.

. Las cajas de Petri ya inoculadas e identificadas perfectamente, se

incubaron a 30°C durante 7 dias y el crecimiento de los

microorganismos se registrd a los 7, 14 y 21 dias.

La ponderacién de los valores presentados en los resultados de la

tolerancia a diferentes concentraciones de sal, se basd principalmente

en el crecimiento de cada uno de los microorganismos. Se indico

ausencia de crecimiento con (-) y la presencia con (+).
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5.3. Caracterizacion quimiotaxonémica

5.3.1. Acido diaminopimélico (DAP)

Se realizd una modificacién de la técnica descrita por Staneck y
Roberts (1974) para la identificacion de la presencia de isomeros del
DAP. Esta técnica nos permite clasificar a los microorganismos en tres
grandes grupos, aquellos que presentan la forma -meso, OH- o LL del
DAP (Goodfellow et al, 2005).

5.3.1.1. Extraccion de DAP

1. Se etiquetaron tubos de plastico estériles (con tapon de rosca) con

la clave del microorganismo.

2. Se adicion6 con una micropipeta Gilson (p1000) 500uL de HCI 6N
a cada uno de los tubos etiquetados (realizado en la campana de

extraccion).

3. Se afiadid aproximadamente 150ug de perlas de vidrio (Sigma-
Aldrich 106) a cada uno de los tubos. En la campana de flujo
laminar, se tomaron aproximadamente 2 asadas de biomasa del
microorganismo (7 dias de crecimiento en GYEA, a 30°C), con la
menor cantidad posible de agar y se depositaron en el tubo
correspondiente, teniendo cuidado de desechar el asa después de
haber depositado la biomasa en el tubo con HCl, entre asada y

asada.

4. Se cerraron perfectamente los tubos y se agitaron en el vortex

(Daigger, EUA) por 5 minutos.
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5.

5.3.1

Se colocaron los tubos en una gradilla de metal dentro de un
horno de conveccidn previamente ajustado a 100°C durante 4

horas.

. Transcurrido el tiempo, se sacaron los tubos y se dejaron enfriar a

temperatura ambiente. Se centrifugaron a 6000 revoluciones por

minutos (r.p.m) durante 5 minutos.

.2. Corrimiento y revelado de la placa TLC

. Se marcd una placa cromatografica de celulosa con ayuda de un

lapiz y una regla, trazando una linea a 1cm desde la base y
marcando sobre dicha linea puntos de 1cm de separacidon entre
punto y punto. Cada punto corresponde a una muestra, y se
colocaron 3 estandares: uno al principio, otro en medio y el ultimo
al final de la placa cromatografica como se muestra en la figura
11.
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Figura 11. Marcado de la placa cromatografica de celulosa para la TLC.

. Con una micropipeta Gilson p2, se tom6 1uL de extracto de DAP y
se colocd en la marca de la muestra correspondiente, sobre la

placa cromatografica.
. Inmediatamente después de haber colocado la gota de extracto,
ésta se secd por 5 minutos con ayuda de una secadora de pelo,

evitando asi que la muestra se extienda.

. Se repitieron los pasos 2 y 3 hasta colocar 4uL de cada muestra

con excepcién del estandar (Sigma-Aldrich, USA) del que
solamente se colocaron 2pL.
. Se prepard una solucion de HCI 6N- Piridina- H,O- MeOH

(2:5:13:40, v/v) que corresponde a la fase movil y se depositd en
un tanque de revelado. Se introdujo la placa cromatografica
dentro del tanque, teniendo cuidado de que la fase moévil no

tocara las muestras al momento de introducir dicha placa y
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procurando que el tanque estuviera lo mas vertical posible para

permitir que las muestras corrieran uniformemente.

6. Una vez que la fase movil llegd casi al extremo superior de la
placa (aproximadamente 2cm de distancia), se retird la placa del
tanque y se le dejdo secar en la campana de extraccion por

aproximadamente 30 minutos.

7. Se rocid la placa TLC con una solucién de Ninhidrina (0.2% v/v)
disuelta en EtOH al 100%, se dejé secar en la campana de

extraccion.

8. Se colocd la placa TLC en una parrilla de revelado CAMAG,
previamente ajustada a 100°C durante 3-5 minutos. Se observé la
placa y se registré la posicion de los isdmeros de acido
diaminopimélico de cada muestra, comparando contra los

resultados de los estandares.

5.4. Caracterizacion genotipica

5.4.1. Extraccion de DNA

1. En un tubo Eppendorf (1.5mL) se colocd aproximadamente 100uL
de perlas de vidrio (Sigma-Aldrich, EUA) y 500uL buffer Glucosa-
Tris-EDTA (GTE).

2. Se tomaron de 2 a 3 asadas de biomasa de cada uno de los
microorganismos de estudio (7 dias de crecimiento en medio Non-
Sporulating agar o NA, a 30°C) con asas bacterioldgicas

desechables estériles (Sigma-Aldrich, EUA) y se colocaron en cada
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uno de los tubos Eppendorf preparados en el paso (1). Se

colocaron los tubos en el refrigerador durante 12 horas.

. Se retiraron los tubos del refrigerador y se aplicd un tratamiento
de agitacion constante en Vortex (Daigger, EUA) a velocidad

maxima durante 15 minutos.

. Se centrifugaron los tubos a 14000 r.p.m durante 15 minutos.
Transfiriendo el sobrenadante (entre 300-400uL) a un nuevo tubo

Eppendorf (1.5mL) estéril.

. Se adicioné al tubo Eppendorf el mismo volumen de Fenol-
Cloroformo-Alcohol iso-amilico (24:24:1 v/v; Sigma-Aldrich, EUA).
Agitando brevemente (3-5 segundos) en Vértex (Daigger, EUA)

cada uno de los tubos.

. Se centrifugaron los tubos a 14000 r.p.m durante 12 minutos. Se

repitieron los pasos 4 y 5.

. Transfirio el sobrenadante (DNA en solucidn) a un nuevo tubo
Eppendorf (1.5mL) estéril (aproximadamente 250-300uL). Se
adicion6 etanol frio (EtOH, Sigma-Aldrich, EUA) al 100% a una

relacion 2:1 v/v.

. Se centrifugd a 14000 r.p.m durante 15 minutos. Se decanté el

sobrenadante evitando que se saliera la pastilla formada.

. Se lavé la pastilla con 300-500uL de etanol al 70% (EtOH, Sigma-

Aldrich, EUA) a temperatura ambiente. Y se resuspendid varias
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veces la pastilla con ayuda de una micropipeta (Gilson, 0-200puL)

evitando que la pastilla pasara por la punta.

10.Se centrifugd a 14000 r.p.m durante 10 minutos. Se decantd el
sobrenadante y se invirti6 cada uno de los tubos sobre papel

absorbente aproximadamente por 12 en la campana de extraccion.

11.Se reconstituyé la pastilla (DNA) en 70uL de buffer 1xTris-EDTA
(TE). Los tubos se colocaron con la tapa cerrada en un block-

heater a 55°C por 1 hora.

12.Se guardaron los tubos en el refrigerador hasta ser utilizados para
la electroforesis en agarosa al 1% para verificar que la extraccién
haya sido exitosa confirmando la presencia del producto, y para la
PCR.
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5.4.2. PCR

Para la amplificacion del DNA a través de la PCR se emplearon los
siguientes primers especificos para identificar la clase Actinobacteria se
utilizé el primer “Act” (Sigma-Aldrich, EUA) y para Streptomyces el
primer “Sm” (Sigma-Aldrich, EUA) (Maldonado et al, 2005; Tablas 7 y
8):

Tabla 7. Par de primers utilizados en la PCR Act.

Fragmento
Act Secuencia 5'-3’
amplificado (pb)

Act254 CGCGGCCTATCAGCTTGTTG
Act894 CCGTACTCCCCAGGCGGGG

640

Tabla 8. Par de primers utilizados en la PCR Sm.

Fragmento
Sm Secuencia 5'-3’
amplificado (pb)

Sm6F GGTGGCGAAGGCGGA
Sm5R GAACTGAGACCGGCTTTTGA

600

1. A un tubo Eppendorf de 0.2mL se agregaron: el buffer de amonio
(10X y pH 8.8; Bioline, EUA), MgCl, (50mM; Bioline, EUA), dNTP’s
(100 mM; Bioline, EUA), primers (20 pM; Sigma-Aldrich, EUA),
Tag Pol (5 u/uL; Bioline, EUA), DNA de cada muestra y agua
para PCR necesario para llevar a un volumen final de 20 uL. En el
control negativo se sustituyd la misma cantidad de DNA por agua
para PCR.
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Tabla 9. Cantidades utilizadas para cada PCR, en cada tubo Eppendorf de

0.2mL.

Reactivo PCR Act PCR Sm
Buffer 10X NH,4 (pL) 2.0 2.0
MgCl, (uL) 0.6 0.6
dNTP’s (pL) 0.5 0.5
Primers (pL) 0.2 0.4
Taq Pol (pL) 0.04 0.04
DNA (pL) 0.4 0.4
Agua para PCR (pnL) 15.26 15.26
Total 20 20

2. Cada tubo se colocod en el Termociclador (MULTIGENE II Labnet)
durante 35 ciclos bajo las siguientes condiciones: 94°C por un
minuto, 60°C por un minuto, 72°C por un minuto y una extension
final (72°C) por diez minutos. El producto de PCR de cada muestra
se examind por medio de una electroforesis horizontal en gel de

agarosa al 1%.

5.4.3. Electroforesis horizontal, agarosa al 1%

Los productos amplificados fueron separados a través de
electroforesis horizontal en un gel de agarosa al 1%. A continuacién se

detalla el procedimiento realizado:

1. A un matraz Erlenmeyer se adiciondé 1g de agarosa al cual se le
agregaron 100mL de Buffer TBE 0.5X (Tris-Borato-EDTA), que se

calent6 en un horno de microondas hasta su completa disolucion.
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. Un vez disuelto se agregd 1puL de Bromuro de Etidio (Sigma-
Aldrich, EUA) agitandose suavemente para homogeneizar la

mezcla.

. Se decantdé la mezcla en una charola de plastico para
electroforesis a la cual previamente se habian colocado los peines

que tienen como finalidad formar los pozos en el gel (Figura 12).

. El gel se dejo enfriar a temperatura ambiente dentro de una
campana de extraccibn hasta su completa gelificacion

(aproximadamente 30-45 minutos).

. La camara para electroforesis se llendé con buffer TBE 0.5X y se
sumergid el gel retirando los peines, permitiendo asi que los pozos

se llenaran con el buffer indicado.

. Para cargar el gel con las muestras se mezclaron 4uL del producto
de PCR con 4pL de buffer de carga, homogenizando y aplicando
esta mezcla en cada uno de los pozos correspondientes en el gel
de agarosa. Al principio y al final de las muestras (pozos en los
extremos del gel) se agregaron 0.5uL de marcador de peso

molecular (1000 pares de bases; Bioline, EUA).
. Posteriormente se colocé la tapa de la cdmara y se conectaron los

electrodos, dejando correr durante 40 minutos con una diferencia

de potencial de 70 Volts.
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Figura 12. Procedimiento que muestra los distintos pasos para el vertido del
gel de agarosa en la cdmara de electroforesis horizontal y la colocacién de la

muestra en los pozos.

8. Una vez transcurrido el tiempo se transfirio el gel a un
transiluminador (Ultra Violet Products, EUA) para visualizar las
bandas obtenidas y por medio de un fotodocumentador
(Probiotek, México) se capturd la imagen en una memoria para

posteriormente transferirla a una computadora e imprimirla.

5.4.4. Secuenciamiento del producto de PCR

Se realizd6 un Ultimo PCR empleando los primers sugeridos por
Lane (1991) 27f y 1525r que amplifican casi en su totalidad el gen ARN
16S. Las condiciones y la realizacidon fueron las mismas mencionadas
previamente pero en un volumen final de reaccién de 50 microlitos.

Después de revisar cada producto de PCR, éstos se purificaron utilizando
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el QIAquick PCR Purification Kit (Qiagen Ltd, Alemania) de acuerdo a las
indicaciones e instrucciones del fabricante. Los productos purificados
fueron analizados huevamente en una electroforesis horizontal en gel de
agarosa para confirmar la presencia del producto y estimar su
concentracion por comparacién contra un marcador de peso molecular
de concentracién conocida. Esta electroforesis se realizd como se
describid previamente para las electroforesis horizontales de ADN vy
productos de PCR en los incisos anteriores. Los productos purificados se
conservaron a una temperatura de -20°C hasta llevarse al Instituto de
Biologia de la UNAM para su procesamiento de acuerdo a las
indicaciones de la M. en C. Laura Marquez Valdelamar, responsable del

laboratorio de Biologia Molecular de dicho Instituto.

5.4.5. BLAST vy Ez Taxon

1. Las secuencias obtenidas en el Instituto de Biologia fueron enviadas
en archivos de formato ZIP por correo electréonico los cuales al
descomprimirse mostraban las secuencias resultantes en formato
ABI. Los archivos en formato ABI se leyeron con el Software
Chromas Lite Version 2.01 (Technelysium Pty Ltd, Australia) y el
texto de la secuencias se exportd en formato de Texto al procesador
de textos Word 2003 (Microsoft Corp, EUA). El texto correspondiente
a cada una de las secuencias obtenidas se analizé en dos sitios
distintos: (a) NCBI-GenBank (National Center for Biotechnology
Information, por sus siglas en inglés);
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov) bajo la opcién BLAST
(http://blast.ncbi.nim.nih.gov/) y (b) Ez Taxon-e (http://eztaxon-

e.ezbiocloud.net; Chun et al, 2007). En ambos casos los resultados

se registran en forma de tabla.
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5.5. Evaluacion del medio de arroz

Una vez confirmada la identidad de los aislados y realizada su

caracterizacion, se evaluaron los 12 aislados en el medio de arroz como

se detalla a continuacion.

Se realiz6 un experimento cualitativo por comparacion, es decir, se

compararon dos medios, los cuales tiene como base dos diferentes

cereales que representan una fuente rica en carbohidratos, en ambos

casos, almiddén. De estos dos medios, se realizaron variantes tanto de la

composicion del medio, como de la concentracién, esquematizado en

términos generales en el siguiente diagrama de flujo y tabla (Figura 13

y tabla 14).

1. Preparacion de medios:

> CONTROL

Medio con sales traza (OAc) —

Agar Avena —

REZc ok
gﬂi\
et —
i e

Medio sin sales traza (OAs)

Medio 1 — 25¢ de 3 500mL d = Con sales traza (Azc)
edlo 2 = £og dearroz en SUUML e agla = Sin sales traza (Azs)

-7 Con sales traza (Azc)

Agararroz —  Medio2 ~ 50g de arroz en 500mL de agua <
= Sin sales traza (Azs)

Medio 3 — 60g de arroz en 500mL de agua < Con sales traza (Azc)
— Sin sales traza (Azs)

Figura 13. Composicion de los diferentes medios de cultivo que se evaluaron.
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Tabla 10. Claves de los medios de cultivo.

MEDIO COMPOSICION CLAVES
Con sales traz OAc

AVENA Sin sales traza OAs
25g de arroz con sales traza Med 1 Azc
25g de arroz sin sales traza Med 1 Azs
50g de arroz con sales traza Med 2 Azc

ARROZ .
50g de arroz sin sales traza Med 2 Azs
60g de arroz con sales traza Med 3 Azc
60g de arroz sin sales traza Med 3 Azs

2. Se evaluaron los 10 aislados identificados como Streptomyces y
las dos cepas de referencia. Para inocular las cajas, se prepararon
suspensiones de cada microorganismo, como se describid

anteriormente.

Las cajas de Petri ya inoculadas e identificadas perfectamente, se
incubaron a 30°C durante 7 dias y el crecimiento de los

microorganismos se registrd a los 7, 14 y 21 dias.
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1. Caracterizacion fenotipica

6.1.1. Utilizacion de fuentes de carbono v de nitrogeno

6.1.1.1. Fuentes de carbono

Los resultados de la utilizacién de las fuentes de carbono por
parte de los 14 microorganismos se muestran en las tablas 11, 12, 13y

14 asi como en la figura 15.

Con el empleo de un control positivo (glucosa) y un control negativo
(agua; sin fuente de carbono), se determinaron las fuentes de carbono
empleadas por los microorganismos del presente trabajo de
investigacién, tanto por el crecimiento como por la utilizacidon de varias
fuentes; esto se determind por la velocidad de crecimiento, por la
produccion de micelio aéreo y de pigmentos. Los resultados del empleo
de las fuentes de carbono muestran algunas tendencias que se
describen en las tablas antes mencionadas y se observa graficamente en

los Anexos en el apartado 10.3.

Las fuentes de carbono incluyeron: monosacaridos, disacaridos,

trisacaridos, polisacaridos, acidos dicarboxilicos, alcoholes y polioles.

Los aislados HAR-17, HAR-18, AK-1 y 9(13) tuvieron un crecimiento en
el rango de excelente en la mayoria de las fuentes de carbono. Los
microorganismos AL-2, P5, f(12), ae(4), e(23), S.yatensis y S. griseus
tuvieron un crecimiento en el rango de bueno en la mayoria de las
fuentes de carbono. Los aislados OAG-G1, OAG-B1 y Emma-6-12
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tuvieron un crecimiento en el rango de regular en la mayoria de las

fuentes de carbono.

Los aislados HAR-17 y HAR-18, tuvieron el mismo patrdon de utilizacién
de fuentes de carbono, empleando: pectina, manosa, galactosa,

manitol, arabinosa, xilosa, fructosa, maltosa, trehalosa y celobiosa.

El aislado 9(13), tuvo utilizacion de 11 fuentes de carbono como:
pectina, manosa, galactosa, manitol, arabinosa, xilosa, fructosa,
maltosa, trehalosa, ramnosay celobiosa. El aislado AK-1 tuvo el mismo
patron de utilizacidn que 9(13) y ademas adonitol. Cabe mencionar que

fue el Unico aislado que crecid en esta fuente de carbono.

Los estreptomicetos AL-2, P5, f(12), ae(4), e(23), S. yatensis y S.
griseus, tuvieron un patrén similar de utilizacion de fuentes de carbono:
manosa, galactosa, xilosa, fructosa, maltosa, trehalosa y celobiosa.
Ademas de los anteriores, el aislado AL-2 también utilizd: pectina,
melobiosa, sacarosa y ramnosa; el aislado P5 crece en: pectina,
melobiosa, arabinosa, lactosa, sacarosa y ramnosa; el aislado f(12)
crece en: pectina, manitol y arabinosa. El microorganismo S. yatensis
crece en rafinosa e inositol siendo el Unico que crecid en esas fuentes de

carbono.

Los aislados que tuvieron una utilizacion muy pobre de las fuentes de
carbono fueron OAG-B1 y OAG-G1. El primero solamente utiliza manitol
y celobiosa mientras que el segundo sacarosa, melezitosa, xilosa,

sorbitol, trehalosa y ramnosa.

El crecimiento de los microorganismos en los medio de cultivo
adicionados con fuentes de carbono fue muy variado sin encontrarse un
Unico patrén, lo que sugiere la posibilidad de que todos ellos sean

especies diferentes entre si.
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En general hubo un excelente crecimiento y utilizacién en los medios
con pectina, manosa, galactosa, manitol y xilosa. También hubo un
buen crecimiento y utilizacion de arabinosa, fructuosa, maltosa,
trehalosa, ramnosa y celobiosa. Los compuestos antes mencionados
tienen estructuras variadas como monosacaridos, disacaridos vy
polisacaridos como la pectina. Lo anterior es de esperarse ya que el
género Streptomyces tiene vias metabdlicas complejas, es por eso que
tiene un buen crecimiento en medios con gran cantidad de

carbohidratos.

Ninguno de los aislados presentd crecimiento ni desarrolld colonias en
los medios que contenian como uUnica fuente de carbono a la serie de
acidos evaluados, es decir acido piruvico, acido oxalico, acido succinico y
acido maldnico. Esto pudiera ser debido a que son acidos dicarboxilicos,
compuestos por dos grupos funcionales tipo carboxilo, lo que los hace
estructuras complejas y que nos indica que ningun aislado tiene rutas

metabdlicas que les permitan emplearlos como fuente de carbono.
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Tabla 11. Crecimiento en fuentes de carbono a 7 dias de incubacién (muestras representativas).

Fuentes de carbono

Microorganismo Control (+) Control (-)
HAR-17 +++
HAR-18 +++ +
AK-1 +++ +
9(13) +++ +
OAG-B1 + +
S. yatensis ++ +
AL-2 ++ +
P5 +++ +
S. griseus +++ +
f(12) +++ +
ae(4) +++ +
OAG-G1 + +
e(23) ++ +
Emma-6-12 ++ +

Pectina

+++
+++
+++
+++
+
+++
+++
+++

++
++

++

Manosa

++++
++++
++++
++++
+
+++
+++
+++
++++
+++
+++

+++
+++

Dulcitol

+ + 4+ 4+ 4+ 4+ + + + + + + o+

Lactosa

+
+

+ + 4+

Ac. Oxalico

Sorbitol

+ 4+ 4+ + 4+ + 4+ + o+ o+

+ + +
+ + 4+

Fructosa
+++
+++
+++
++
+
++
++
+++
+++
+++
++

++
++

Celobiosa
+++
+++
++++
+++
++
+++
+++
+++
+++
+++
+++

++

++++: Excelente crecimiento
+++: Buen crecimiento

++: Crecimiento regular

+: Crecimiento pobre

-: Sin crecimiento
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Tabla 12. Utilizacién de fuentes de carbono a 7 dias de incubacién (muestras representativas).

Fuentes de carbono

Microorganismo Control (+) Control (-) Pectina Manosa Dulcitol Lactosa Ac. Oxalico Sorbitol Fructosa Celobiosa

HAR-17 + - + + - - - _

HAR-18 + - + + = = = - o +
AK-1 + - + + - - - ; + +
9(13) + - + + = = . - + +

OAG-B1 - - - - - ) ) ] ; +

S. yatensis + - + + = + = = o +
AL-2 + - + + - ; ; ] + +
P5 + - + + - + - = + +

S. griseus + - - + - - - - + +
f(12) + - + - = = - + +
ae(4) + - + - - - - + +

OAG-G1 - - - = = - - + - -
e(23) + - - - - - + + -

Emma-6-12 + - + + - + - + +

+: Utilizacion de la fuente de carbono
-: Sin utilizacion de la fuente de carbono
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Tabla 13. Crecimiento en fuentes de carbono a 14 dias de incubacién (muestras representativas).

Fuentes de carbono

Microorganismo  Control (+) Control (-) Pectina Manosa Dulcitol Lactosa Ac. Oxdlico Sorbitol Fructosa Celobiosa
HAR-17 +++ + ++++ ++++ + + - + +++ +++
HAR-18 +++ + ++++ ++++ + ++ - + +++ +++

AK-1 +++ + ++++ ++++ + - + +++ ++++
9(13) +++ + ++++ ++++ + - + +++ +++
OAG-B1 ++ + + ++ + ++ - ++ ++ +++
S. yatensis ++ + +++ +++ + +++ - + ++ +++
AL-2 ++ + +++ +++ + ++ - + ++ +++
P5 +++ + +++ +++ + ++ - + +++ +++
S. griseus +++ + ++ ++++ + +++ - + +++ +++
f(12) +++ + ++ +++ + ++ - + +++ +++
ae(4) +++ + +++ +++ + +++ - ++++ 4+ 4+
OAG-G1 ++ + + ++ + ++ - ++ ++ +
e(23) +++ + ++ +++ + + - ++ 4+ +
Emma-6-12 ++ + ++ +++ + ++ - ++ ++ ++

++++: Excelente crecimiento
+++: Buen crecimiento

++: Crecimiento regular

+: Crecimiento pobre

-: Sin crecimiento
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Tabla 14. Utilizacién de fuentes de carbono a 14 dias de incubacion (muestras representativas).

Fuentes de carbono

Microorganismo  Control (+) Control (-) Pectina Manosa Dulcitol Lactosa Ac. Oxdlico Sorbitol Fructosa Celobiosa

HAR-17 + - + + - - - -

HAR-18 + - + + - - = - + +
AK-1 + - + + - - - - + +
9(13) + - + + = = - - + +

OAG-B1 - - - - - - - - - +

S. yatensis + - + + - + - = + +
AL-2 + - + + - - - - + +
P5 + - + + - + - - + +

S. griseus + - - + - - - - + +
f(12) + - + = = - - + +
ae(4) + - + - - - _ + +

OAG-G1 - - = - - - i + - _
e(23) + - - - - - + + _

Emma-6-12 + - + + - + - + 4

+: Utilizacidon de la fuente de carbono
-: Sin utilizacidon de la fuente de carbono
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Manosa Fructuosa

7 dias, anverso de la caja Petri 7 dias, anverso de la caja Petri

Sorbitol

7 dias, anverso de la caja Petri 7 dias, anverso de la caja Petri

\©@ / %, .’ ; , @/ \ @ J %a_ .L‘/,‘
Figura 14. Fotografias representativas de la prueba de utilizacién de fuentes de carbono.
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6.1.1.2. Fuentes de nitrégeno

La capacidad de los catorce microorganismos para utilizar los
diferentes aminoacidos como fuente de nitrdgeno se ejemplifican en las
tablas 15, 16, 17 y 18, y la figura 15.

Con el empleo de un control negativo (agua; sin fuente de nitrégeno),
se determinaron las fuentes de nitrégeno empleadas por los
microorganismos del presente trabajo de investigacion. Los resultados
del empleo de las fuentes de carbono muestran algunas tendencias que
se describen en las tablas antes mencionadas y se observa graficamente

en los Anexos en el apartado 10.3.

Para este grupo de pruebas se emplearon como fuentes de nitrégeno 12
de los 20 aminoacidos esenciales para la formaciéon de proteinas. Estos
fueron L-acido glutamico, L-acido aspartico, L-alanina, L-arginina, L-
fenilalanina, L-histidina, L-isoleucina, L-metionina, L-prolina, L-serina, L-
triptéfano y L-valina. También se adicion6 otra fuente; la L-ornitina que

es un aminoacido dibasico.

Los aislados HAR-17, HAR-18, AK-1, ae(4) y 9(13) tuvieron unos
patrones de utilizacion muy similares donde los cinco microorganismos
utilizaron: histidina, arginina, isoleucina y serina. Ninguno de los cinco

utilizd ni ornitina ni alanina.

Si bien la mayoria de los aislados tuvieron un buen crecimiento en
dichos medios, hubo casos especiales que soélo utilizaron pocos
aminoacidos. Por ejemplo, el aislado AL-2 y S. griseus solo utilizaron,
histidina. El aislado P5 solo utilizd histidina y triptéfano. El aislado f(12)
solo utilizd histidina, valina, alanina y serina. El aislado Emma-6-12

utilizdé unicamente, histidina, isoleucina y serina.

51



RESULTADOS Y DISCUSION

El aislado OAG-B1, crecié so6lo en los medios con histidina y arginina,
utilizando Unicamente la arginina, donde fue el Unico microorganismo

gue no utilizé la histidina.

Mientras que OAG-G1 tuvo un mejor crecimiento en los medios con
fuentes de nitrogeno que con las de carbono, utilizando: histidina,

arginina, prolina, isoleucina y leucina.

Streptomyces yatensis tuvo en general un buen crecimiento en los
medios con fuentes de nitrégeno pero solo utilizé: histidina, alanina y
ornitidina, donde en esta ultima fue el Unico microorganismo que crecid

en dicha fuente de nitrégeno.

En general hubo un excelente crecimiento y utilizacidn en los medios
con histidina, arginina, fenilalanina e isoleucina. Y hubo un buen
crecimiento y utilizacién en los medios con triptéfano, valina, alanina,

prolina, serina leucina y ornitidina.

Ninguno de los aislados presentd crecimiento y desarrollo de colonias en
el medio de cultivo adicionado con los aminodacidos acido aspartico y
acido glutamico. Esto estd en linea con el resultado obtenido con los
acidos dicarboxilicos (fuentes de carbono) pues estos compuestos
comparten un grupo funcional en comun que aparentemente no puede

ser empleado por los microorganismos de estudio.
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Tabla 15. Crecimiento en fuentes de nitrégeno (muestras representativas) a 7 dias de incubacion.

Fuentes de nitrégeno

Microorganismo  Control (-) Histidina Arginina Isoleucina Serina Ac. Aspartico Leucina Metionina
HAR-17 +++ ++++ ++++ ++++ ++++ - ++++ ++
HAR-18 +++ ++++ ++++ ++++ ++++ - ++++ ++

AK-1 ++ ++++ +++ +++ +++ - ++ ++
9(13) +++ ++++ ++++ ++++ ++++ - +++ ++
OAG-B1 - + + - - - - -
S. yatensis ++ +++ ++ ++ ++ - ++ ++
AL-2 ++ +++ ++ ++ ++ - ++ ++
P5 ++ +++ ++ ++ ++ - +++ ++
S. griseus ++ +++ ++ ++ ++ - +++ ++
f(12) ++ +++ ++ ++ +++ - +++ ++
ae(4) ++ +++ +++ ++ ++ - +++ ++
OAG-G1 + ++ ++ +++ + - ++ +
e(23) + +++ +++ +++ ++ - ++ ++
Emma-6-12 + ++ + +++ ++ - + +

++++: Excelente crecimiento
+++: Buen crecimiento

++: Crecimiento regular

+: Crecimiento pobre

-: Sin crecimiento
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Tabla 16. Utilizacién de fuentes de nitrégeno (muestras representativas) a 7 dias de incubacion.

Fuentes de nitrégeno

Microorganismo  Control (-) Histidina Arginina Isoleucina Serina Ac. Aspartico Leucina Metionina
HAR-17 - + + + + - + -
HAR-18 -

AK-1 -
9(13) -
OAG-B1 -
S. yatensis -
AL-2 -

P5 -

S. griseus -
f(12) -
ae(4) -
OAG-G1 -
e(23) -
Emma-6-12 -

+
+
+

= + =

+
+
+

+

+ + + +
+
+
1
1
1

+ + + + + + + + +
1
1
+
1
1
1

+ + +
1
1
1

+: Utilizacién de la fuente de nitrégeno
-: Sin utilizacién de la fuente de nitrégeno
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Tabla 17. Crecimiento fuentes de nitrégeno (muestras representativas) a 14 dias de incubacién.

Fuente de nitrégeno

Microorganismo  Control (-)
HAR-17 +++
HAR-18 +++

AK-1 ++
9(13) +++
OAG-B1 -
S. yatensis ++
AL-2 ++
P5 ++
S. griseus ++
f(12) ++
ae(4) ++
OAG-G1
e(23)
Emma-6-12

Histidina

++++
++++
++++
++++
+
+++
+++
+++
+++
+++
+++
++
+++
++

Arginina
++++
++++
+++
++++
+
++
++
++
++
++
+++
++
+++

Isoleucina  Serina
++++ ++++
++++ ++++
+++ +++
++++ ++++
++ ++
++ ++
++ ++
++ ++
++ +++
++ ++
+++ +
+++ ++
+++ ++

Ac. Aspartico

Leucina Metionina
++++ ++
++++ ++

++ ++
+++ ++
++ ++
++ ++
+++ ++
+++ ++
+++ ++
+++ ++
++ +
++ ++
+ +

++++: Excelente crecimiento
+++: Buen crecimiento
++: Crecimiento regular

+: Crecimiento pobre
-: Sin crecimiento
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Tabla 18. Utilizacién de fuentes de nitrogeno (muestras representativas) a 14 dias de incubacion.

Lectura a 7 dias/Tabla de utilizacién/Fuente de nitrégeno

Microorganismo  Control (-) Histidina  Arginina Isoleucina  Serina Ac. Aspartico Leucina Metionina
HAR-17 - + + + + - + -
HAR-18 -

AK-1 -
9(13) -
OAG-B1 -
S. yatensis -
AL-2 -
P5 -

S. griseus -
f(12) -
ae(4) -
OAG-G1 -
e(23) -
Emma-6-12

+
+
=+

- + -

+
+
+

+

+ + + +
+
+
1
1
1

+ + + + + + + + 4+
1
1
+
1
1
1

+ o+ +
1
1
1

+: Utilizacién de la fuente de nitrégeno
-: Sin utilizacién de la fuente de nitrégeno
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Serina Isoleucina

7 dias, anverso de la caja Petri 7 dias, anverso de la caja Petri

Histidina Ac. aspértico

7 dias, anverso de la caja Petri 7 dias, anverso de la caja Petri

Figura 15. Fotografias representativas de la prueba de utilizacidon de fuentes de nitrégeno.
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6.1.2. Pruebas de degradaciéon

Las pruebas de degradacion de los sustratos evaluados se
realizaron adicionando al medio GYEA cada uno de los aminoacidos en
prueba. Los resultados para este ultimo grupo de pruebas solamente se
registraron como degradaciéon positiva (+) o degradacién negativa (-) y

se ejemplifican en las tablas 19, 20, 21 y 22.

A los catorce dias de incubacién, siete aislados degradaron uno de los
cinco sustratos empleados para este grupo de pruebas y fue solamente
en tirosina, dichos aislados fueron; HAR-17, HAR-18, 9(13), OAG-B1,
AL-2, f(12) y e(23). Lo anterior se observd por un halo de degradacion
en el medio de cultivo alrededor de las colonias aisladas como se

ejemplifica en la Figura 16.

Los doce microorganismos mostraron buen crecimiento en el medio
GYEA por tener fuente de carbono y nitrogeno (anexos) a pesar de la
presencia del compuesto de degradacidon por evaluar pero no todos
mostraron la capacidad de degradarlos, ya que estos compuestos tienen
una estructura quimica anillada; no asi las Tirosina que tiene una
estructura de cadena abierta, lo que permite suponer que estas

bacterias metabolizan este ultimo compuesto quimico.

Figura 16.
Degradacion de
aminoacidos en
medio a base
GYEA con tirosina
a los 14 dias.

Tirosina
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Tabla 19. Crecimiento en medio GYEA a 7 dias de incubacion.

Prueba de degradacion

Microorganismo  Adenina Xantina Caseina Tirosina Hipoxantoina
HAR-17 +++ +++ ++++ +++ +++
HAR-18 +++ +++ ++++ +++ +++

AK-1 +++ +++ ++++ +++ +++
9(13) +++ +++ ++++ +++ +++
OAG-B1 - + + +++ +
S. yatensis ++ ++ ++ ++ ++
AL-2 - + + + ++
P5 +++ +++ +++ +++ +++
S. griseus +++ +++ +++ +++ +++
f(12) +++ +++ +++ +++ +++
ae(4) ++ +++ +++ +++ 4+
OAG-G1 - + ++ + +
e(23) +++ ++ +++ +++ ++
Emma-6-12 - + ++ ++ ++

Tabla 20. Pruebas de degradacion a los 7 dias de incubacion.

Prueba de degradacion

Microorganismo  Adenina Xantina Caseina Tirosina Hipoxantoina
HAR-17 - - - - -
HAR-18 - - - - -

AK-1 - - - - -
9(13) - - - - -
OAG-B1 - - - - -
S. yatensis - - - - -
AL-2 - - - - -

P5 - - - - -

S. griseus - - - - -
f(12) - - - - -
ae(4) - - - - -
OAG-G1 - - - - -
e(23) - - - - -
Emma-6-12 = = = = =
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Tabla 21. Crecimiento en medio GYEA a 14 dias de incubacion.

Prueba de degradacion

Microorganismo  Adenina Xantina Caseina Tirosina Hipoxantoina
HAR-17 +++ +++ ++++ ++++ +++
HAR-18 +++ +++ ++++ ++++ +++

AK-1 +++ +++ ++++ +++ +++

9(13) +++ +++ ++++ +++ +++
OAG-B1 - + + +++ +
S. yatensis ++ ++ +++ ++ ++
AL-2 - ++ +++ ++++ ++

P5 ++++ +++ ++++ +++ +++

S. griseus ++++ +++ ++++ +++ +++

f(12) ++++ +++ ++++ ++++ +++

ae(4) ++++ +++ ++++ ++++ ++++
OAG-G1 - + ++ + +

e(23) +++ +++ +++ +++ 4+
Emma-6-12 - + +++ ++ ++

Tabla 22. Pruebas de degradacién a 14 dias de incubacién.

Prueba de degradacion de aminoacidos

Microorganismo  Adenina Xantina Caseina Tirosina Hipoxantoina
HAR-17 - - - + -
HAR-18 - - - + -

AK-1 - - - - -
OAG-B1 - - - + -
76-1 - - - - -

S. yatensis - - - - -
AL-2 - - - + -

P5 - - - - -

S. griseus - - - - -
f(12) - - - + -
ae(4) - - - - -
OAG-G1 - - - - -
e(23) - - - + -
Emma-6-12 = = = = =
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6.1.3. Tolerancia a diferentes concentraciones de cloruro de sodio

(NaCl)

A los 7 dias de haber sembrado en medio Bennett s modificado, a
0% (control), 10%, 15%, 20% y 30% de NaCl, se tomaron las primeras
lecturas. Los resultados obtenidos se indican en la figura 17, tabla 23 y

grafica 1.

En todos los casos se observé buen crecimiento en el medio control (0%

NaCl) para todos los microorganismos.

El aislado e(23) a los 7 dias presentd crecimiento en la concentracidon
del 10% de NaCl.

Los aislados HAR-17 y HAR-18 mostraron crecimiento a los 7 dias en las

concentraciones 10% y 15% de NaCl.

El aislado P5 a los 14 dias presentd crecimiento en la concentracion del
10% de NaCl.

En la cepa S. griseus a los 14 dias se observd un crecimiento en las

concentraciones 10% y 15% de NaCl.

Los aislados e(23), HAR-17 y HAR-18 a los 14 dias siguieron con un

buen crecimiento en las concentraciones antes mencionadas.

Los aislados e(23), HAR-17, HAR-18, P5 y la cepa de S. griseus, a los
21 dias siguieron con un buen crecimiento en las concentraciones antes

mencionadas.

El efecto en el aumento de la concentraciéon de NaCl en el crecimiento y
desarrollo de las cepas es evidente, viéndose notablemente disminuidas

en el tamafio y morfologia de los aislados.
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Se observé una buena tolerancia por parte de 5 cepas a la salinidad por
lo que seguramente les permite adaptarse bien a condiciones especificas

de ambientes marinos.

21dias 0% 10% 15% 20% 30%

Figura 17. Fotografias representativas de la prueba de tolerancia a diferentes

concentraciones de NaCl.
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Tabla 23. Crecimiento de los microorganismos a diferentes concentraciones de
NaCl a los 21 dias.

Concentracion de NaCl %
10 15 20 30

Aislados
9(13)
ae(4)
AK-1
AL-2
e(23)
Emma-6-12
f(12)
HAR-17
HAR-18
OAG-B1
OAG-G1
P5
S. griseus
S. yatensis

+ + 4+ + + + + + + + + + + + O
1
1
1
1

Crecimiento

S.yatensis
S. griseus
P5
OAG-G1
OAG-B1 ¢
HAR-18
HAR-17
f(12)
Emma-6-12 ¢
e(23)

AL-2 &

AK-1

ae(4) &
9(13)

Aislados

0 5 10 15 20 25 30
Concentracion de NaCl %

Grafica 1. Crecimiento de los microorganismos a diferentes concentraciones
de NaCl a los 21 dias.
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6.2. Caracterizacion quimiotaxondmica

6.2.1. DAP

De los 12 aislados y las 2 cepas de referencia se les realizd la
prueba de DAP, 12 resultaron tener una pared celular tipo 1, ya que
presentaron el isémero LL-, que nos indica que son del género

Streptomyces.

Dos aislados presentaron una pared celular de tipo II, III o 1V,
caracterizada por la presencia del isdmero meso-, lo anterior es una
referencia para descartar que esos aislados sean del género

Streptomyces (Tabla 24 y Figura 18).

Tabla 24. Resultados del DAP.

Aislados DAP

9(13) LL-DAP

ae(4) LL-DAP

AK-1 LL-DAP

AL-2 LL-DAP

e(23) LL-DAP

Emma-6-12 meso-DAP

f(12) LL-DAP

HAR-17 LL-DAP

HAR-18 LL-DAP _ = s e "“"“;‘(""‘
OAG-B1 LL-DAP Iséenero
OAG-G1 meso-DAP
P5 LL-DAP

S. griseus LL-DAP

S. yatensis LL-DAP

Figura 18. Placa cromatografica, donde se corrié el DAP.
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6.3. Caracterizacion genotipica

6.3.1. PCR

Después de haber aislado exitosamente el DNA de los
microorganismos en estudio, ya que se comprobd dicho aislamiento con
una electroforesis horizontal en agarosa 1%. Se procedid a realizar la
PCR Act, donde se comprobdé que el 100% de los microorganismos
pertenecen a la clase Actinobacteria. Con dicha premisa, se procedio a
realizar el PCR Sm a todas las bacterias. Donde los resultados,
coincidieron con los resultados del DAP, ya que los aislados; 9(13),
ae(4), AK-1, AL-2, e(23), f(12), HAR, 17, HAR-18, OAG-B1 y P5, son del
género Streptomyces, siendo positivos al PCR Sm. En cambio, de los
aislados Emma-6-12 y OAG-G1, que fueron negativos al PCR Sm y una
pared celular diferente a la que caracteriza a Streptomyces,
descartamos que ambos aislados sean del género Streptomyces. (Tabla
25 y Figura 19)

P5
!f(12)
S. griseus

Tabla 25. Resultados de la PCR.

o~
A,
5
o
o
£
'

Aislados PCR Act PCR Sm

9(13)
ae(4)

AK-1

AL-2

e(23)
Emma-6-12
f(12)
HAR-17
HAR-18
OAG-B1
OAG-G1
P5

S. griseus
S. yatensis

+

+ 4+ 4+ + 4+ 4+ 4+ + 4+ + + + o+

Figura 19. Resultados de la PCR Sm,
de muestras representativas.
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6.3.2. BLAST y EzTaxon

La secuencia purificada de PCR del gen 16S del ARN de los
aislados de trabajo se compard con aquellas secuencias de la base de
datos del NCBI opcion BLAST (http://blast.ncbi.nim.nih.gov/) y los

resultados se indican en la Tabla 26.

Tabla 26. Resultados del BLAST para cada una de las secuencias
de los aislados.

Numero de bases Similaridad Codigo GenBank de la
Microorganismo empleadas en Resultado del BLAST (%) . c
BLAST secuencia mas cercana
9(13) 1211 Streptomyces lavendulae 87 HQ660584.1
ae(4) 1569 Streptomyces sp. 95 EU430553.1
AK-1 1224 Streptomyces carpaticus 90 HQ711933.1
AL-2 1564 Streptomyces sp. 94 EU714252.1
e(23) 1208 Streptomyces sp. 93 EU135661.1
Emma-6-12 1212 Nonomuraea sp. 98 JQ073731.1
f(12) 1206 Streptomyces pluricolorecens 99 FR837631.1
HAR-17 1219 Streptomyces sp. 92 EU080944.1
HAR-18 1618 Streptomyces sp. 92 GQ213972.1
OAG-B1 1572 Streptomyces sp. 94 EU116310.1
OAG-G1 1626 Actinomadura viridis 88 AJ420141.1
P5 1010 Streptomyces drozdowiczii 77 EF654097.1
S.griseus 1615 Streptomyces sp. 91 DQ86243.1
S. yatensis 1252 Streptomyces yatensis 90 AB249962.2

El resultado de esta comparacion indica que 12 de los aislados estan
asociados al género Streptomyces concordando con los resultados del
DAP y del PCR. Es decir, los aislados 9(13), ae(4), AK-1, AL-2, e(23),
f(12), HAR, 17, HAR-18, OAG-B1 y P5; con isémeros LL- en el DAP,
caracteristico del género Streptomyces, asi como positivos en el PCR Sm
con primers especificos para Streptomyces. De estos 12 aislados
identificados como Streptomyces, 5 de ellos dieron una comparacién en
primer plano a nivel de género y especie, aunque en promedio con
porcentajes de similaridad bajos: Streptomyces Ilavendulae 87%,

Streptomyces carpaticus 90%, Streptomyces pluricolorecens 99%,
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Streptomyces drozdowiczii 77% y Streptomyces yatensis 90%. Con
respecto a las cepas control, Streptomyces griseus y S. yatensis se
hubiera esperado confirmar su identidad al compararlos con la base de

dataos NCBI pero esto solo ocurrio para S. yatensis.

Los aislados Emma-6-12 y OAG-G1 que de acuerdo a los resultados
previos sugerian que no pertenecian al género Streptomyces por
mostrar isbmeros meso- en su pared celular, asi como una reaccién
negativa (no obtencion de ningun producto de PCR) con el par de
primers Sm, en estos casos los resultados de la comparacion de
secuencias indica que Emma-6-12 esta relacionada con el género
Nonomuraea mientras que el aislado OAG-G1 con el género
Actinomadura. Esta uUltima dio un resultado con género y especie de

Actinomadura viridis con un porcentaje de similaridad del 88%.

Los resultados obtenidos para la comparacion de la secuencia obtenida
pero ahora con la base de datos del software Ez Taxon-e

(http://eztaxon-e.ezbiocloud.net) se indican en la tabla 27.

El resultado de la comparacién de las secuencias del gen 16S RNA en la
base de datos Ez Taxon proporcionaron una visién (en algunos de los
aislados de estudio) distinta a lo indicado por BLAST. Ez Taxon es una
base de datos especializada en taxonomia procarionte y las
comparaciones se hacen exclusivamente contra las secuencias de cepas
tipo por lo que todos los resultados se dan contra la especie mas
cercana. Los porcentajes de similaridad se encuentran por arriba del

90% para todos los aislados de estudio (Tabla 27).
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Tabla 27. Resultados del Ez Taxon para cada una de las

secuencias de los aislados.

Numero de

Co Numero de
. . bases Similaridad
Microorganismo Resultado Ez Taxon acceso de Ez
empleadas en (%)
Taxon
Ez Taxon

9(13) 1211 Streptomyces cyaneofuscatus JCM 4364(T) 99.08 AY999770
ae(4) 1569 Streptomyces griseoplanus AS 4.1868(T) 98.97 AY999894
AK-1 1224 Streptomyces carpaticus NBRC 15390(T) 98.41 AB184641
AL-2 1564 Streptomyces hainanensis YIM 47672(T) 99.40 AB184641
e(23) 1208 Streptomyces griseoplanus AS 4.1868(T) 99.21 AY999894
Emma-6-12 1212 Nonomuraea monospora PT708(T) 98.94 F1347524
f(12) 1206 Streptomyces griseoplanus AS 4.1868(T) 98.42 AY999894
HAR-17 1219 Streptomyces pluricolorescens NBRC 12808(T) 99.38 AB184162
HAR-18 1618 Streptomyces cyaneofuscatus JCM 4364(T) 99.15 AY999770
OAG-B1 1572 Streptomyces cacaoi subsp. cacaoi NBRC 1248(T) 96.15 AB184115
OAG-G1 1626 Actinomadura viridis IFO 15238(T) 98.12 D85487
P5 1010 Streptomyces drozdowiczii NBRC 101007(T) 94.43 AB249957
S.griseus 1615 Streptomyces violascens IPS 5183(T) 98.78 AY999737
S.yatensis 1252 Streptomyces mordarskii NRRL B-1346(T) 98.10 EF408735

Al compararse los resultados obtenidos entre las dos bases de datos, se
encontraron 4 coincidencias: (a) el aislado AK-1 en BLAST y Ez Taxon
resultd ser similar a Streptomyces carpaticus con valores de similaridad
de 90 y 98.41% respectivamente; (b) el aislado P5 resultd ser similar a
Streptomyces drozdowiczii con 77 y 94.43% (los porcentajes mas bajos
para ambas tablas); (c) los aislados Emma-6-12 y OAG-G1, pero que
como se indicé previamente no corresponden al género Streptomyces.
Para este ultimo caso, ambos resultaron del mismo género en ambas
bases de datos, el primero para ambos es Nonomuraea pero para Ez
Taxon Nonomuraea monospora con 98.94% y para el aislado OAG-G1
en ambos resultados fue Actinomadura viridis pero con valores del 88 y

98.12%, respectivamente.

68



RESULTADOS Y DISCUSION

Una comparacion de los resultados obtenidos de la base de datos de Ez
Taxon y los clados reportados en el trabajo de Labeda y colegas (2012)

se muestra en la tabla 28.
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Tabla 28. Resultados del Ez Taxon para cada una de las secuencias de los aislados, relacionados con los clados del gen ARN 16S de
Labeda et al. (2012).

Microorganismos

Resultados Ez Taxon

Clado (Labeda, 2012)

Microorganismos

Resultados Ez Taxon

Clado (Labeda, 2012)

9(13)

ae(4)

AK-1

AL-2

e(23)

f(12)

Streptomyces cyaneofuscatus
Streptomyces griseoplanus
Streptomyces griseorubiginosus
Streptomyces halstedii
Streptomyces microflavus
Streptomyces griseoplanus
Streptomyces cyaneofuscatus
Streptomyces cinereorectus
Streptomyces setonii
Streptomyces pluricolorescens
Streptomyces carpaticus
Streptomyces cheonanensis
Streptomyces hyderabadensis
Streptomyces lacticiproducens
Streptomyces xiamenensis
Streptomyces hainanensis
Streptomyces globisporus
Streptomyces pluricolorescens
Streptomyces rubiginosohelvolus
Streptomyces pluricolorescens
Streptomyces griseoplanus
Streptomyces setonii
Streptomyces cyaneofuscatus
Streptomyces cinereorectus
Streptomyces rubiginosohelvolus
Streptomyces griseoplanus
Streptomyces globisporus
Streptomyces pluricolorescens
Streptomyces rubiginosohelvolus
Streptomyces cyaneofuscatus

N/A
54
7
36
N/A
54
N/A
61
N/A
N/A
128
N/A
N/A
64
128
129
129
129
129
77
54
N/A
N/A
61
42
54
112
N/A
42
N/A

HAR-17

HAR-18

OAG-B1

P5

S.griseus

S.yatensis

Streptomyces pluricolorescens
Streptomyces rubiginosohelvolus
Streptomyces setonii
Streptomyces griseoplanus
Streptomyces sindenensis
Streptomyces cyaneofuscatus
Streptomyces pluricolorescens
Streptomyces rubiginosohelvolus
Streptomyces parvus
Streptomyces setonii
Streptomyces cacaoi subsp. cacaoi
Streptomyces hainanensis
Streptomyces sodiiphilus
Streptomyces rangoonensis
Streptomyces albus subsp. albus.
Streptomyces drozdowiczii
Streptomyces brevispora
Streptomyces beijiangensi
Streptomyces laculatispora
Streptomyces setonii
Streptomyces violascens
Streptomyces albidoflavus
Streptomyces somaliensis
Streptomyces hydrogenans
Streptomyces daghestancicus
Streptomyces mordarskii
Streptomyces geldanamycininus
Streptomyces yatensis
Streptomyces actimycoticus
Streptomyces melanosporofaciens

N/A
42
N/A
54
N/A
N/A
N/A
42
N/A
N/A
21
129
N/A
126
120
N/A
N/A
N/A
N/A
N/A
29
112
85
N/A
N/A
80
N/A
N/A
N/A
80
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6.4. Evaluacion del medio de arroz

Para la evaluacién del medio a base de arroz, se plantearon seis
diferentes medios, con diferentes concentraciones del cereal y con o sin
sales traza. Estas seis variantes se emplearon para establecer el disefio
de cual seria el mejor medio prototipo con una composiciéon muy similar
al ISP-3 y tomando como premisa el requerir un medio de color blanco
para contrastar con los colores que genera el micelio aéreo y las
diferentes tonalidades de Ilos pigmentos que sintetizan los

estreptomicetos.

Un estudio de mercado (https://www.superama.com.mx  //

http://www1.soriana.com/site/default.aspx?p) permitié verificar los

precios y las presentaciones que se encuentran tanto de la avena como
del arroz. En este sentido, el precio promedio del kilo de arroz resultd
ser de $15.63 MNX (promediando cinco marcas diferentes) y el precio
promedio de 400g de avena se encuentra en $12.90 MNX (promediando
tres marcas diferentes). Al menos con respecto al costo, resulta una
mejor opcién utilizar el arroz debido a que (a) es mas econémico y (b)
se encuentran mas alternativas en el mercado tanto de marcas como de

presentaciones.

La preparacion de estos medios a base de cereales es mas complicada
en comparaciéon a los medios deshidratados, pues es necesario hervir un
litro de agua con la cantidad de cereal predeterminada (para agar avena
20g) durante 30 a 40 minutos, posteriormente se cuela y se comprime
el cereal contra una coladera por 5 minutos, aforando a un litro, agregar
solucidon de sales traza, ajustar pH y esterilizando. El arroz presentd
mayores problemas al momento de hervirlo con el agua pues se “infla”
mas que la avena, desbordandose del vaso en pocos minutos lo que

hace que la preparacién requiera mas cuidado. De las diferentes
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evaluaciones realizadas, el medio 3 AZ con 60g de arroz en un litro de
agua, duré 60 minutos la etapa de ebullicion por los problemas antes
mencionados. La preparacion del medio 1 AZ fue muy similar a la
preparacion del medio de avena, ya que son muy semejante a los

porcentajes con respecto al agar avena.

La produccién de pigmento, un parametro importante para la
caracterizacion estreptomicetos como se ha mencionado, didé diferentes
resultados de acuerdo a cada aislado sin ningln patrén especifico.
Mientras en algunos de los medios de estudio el pigmento aparecié en
menor tiempo (por ejemplo debajo de los 7 o 14 dias de crecimiento),
en otros medios tardé mas, mientras que en otros nunca se llegd a
observar. También es de mencionarse que la cantidad de pigmento
producido fue en mayor o menor proporcién. Adicionalmente, en
algunos medios la produccion del micelio aéreo era mas temprana y en

mayores proporciones que en otros de los medios evaluados.

Con respecto a la morfologia colonial y el crecimiento, éste fue muy
variado dentro de los diferentes medios de cultivo para el mismo
aislado, es decir, cambios en la forma y color de la colonia y micelio de
un medio con sales traza a otro sin sales traza. Tampoco existid algun
patrén especifico en medios que tuvieran o carecieran de sales traza
como en la receta del agar avena. En este sentido, aparentemente la
adicion de sales traza para el agar arroz no parece tener un efecto
critico en el crecimiento y morfologia colonial, lo que lo colocaria como

una ventaja ante el ISP-3.

Se registraron los resultados a 7, 14 y 21 dias de incubacién con

imagenes representativas en las Figuras 20 y 21.
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Aislado AK-1 a 7, 14y 21 dias de crecimiento, respectivamente.

Controlcon sales Medio 1 con sales Medio 2 con sales Medio 3 con sales

Medio 3 sin sales

Aislado AL-2 a 7, 14y 21 dias de crecimiento, respectivamente.

Control con sales Medio 1 con sales Medio 2 con sales Medio 3 con sales

.

Medio 1 sin sales

Controlsin sales

Figura 20. Medio de arroz, aislados AK-1 y AL-2; las nomenclaturas

de los medio evaluados se especifican en las Figuras 13 y 14 de la

seccidn Metodologia Experimental. 73
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Aislado S. yatensis a 7, 14y 21 dias de crecimiento, respectivamente.

Controlcon sales Medio 1 con sales Medio 2 con sales Medio 3 con sales

Medio 2 sin sales Medio 3 sin sales

AisladoP5 a 7, 14y 21 dias de crecimiento, respectivamente.

Controlcon sales Medio 1 con sales Medio 2 con sales Medio 3 con sales

Figura 21. Fotos representativas de la evaluacion del medio de arroz,
con los microorganismos S. yatensis vy P5.
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A los 21 dias de evaluacion, cada aislado mostré un comportamiento

diferente como se describe a continuacion.

Aislado e(23). Se observé una generacion abundante de pigmentos en
el medio de avena asi como en el medio de arroz pero en menor
proporcidn. Si bien la produccion de pigmento en los medios con arroz
fue menor que en los de avena, la formacién del micelio aéreo se

presentd primero en el medio 3 AZc.

Aislado f(12). Mayor produccion de pigmento en agar avena, asi como
un crecimiento mas abundante, comparado con el agar arroz. Se
observa una diferencia en morfologia colonial muy marcada entre ambos

medios.

Aislado 9(13). En general se presentd un crecimiento mas abundante,
asi como mas produccidn de pigmento en agar avena, en comparacion

del agar arroz.

Aislado AK-1. Se formé el micelio aéreo primero en el agar arroz que
en agar avena, presentandose la aparicién del micelio en el agar arroz a
los 7 dias y en el agar avena a los 14 dias. En este caso, la presencia de

pigmento fue mayor en el agar arroz que en el agar avena.

Aislado ae(4). Se generd un pigmento muy notorio en el medio 2 y 3
del agar arroz sin sales traza y en el medio 1 de arroz no hubo
formacién de pigmento. Este aislado mostré muy poco crecimiento en
agar avena ademas de observarse una diferencia significativa en la

morfologia colonial entre ambos medios.

Aislado HAR-17. Hubo mayor generacion de pigmento en el agar
arroz, donde se presentd un pigmento mas obscuro en el medio 3 en

comparaciéon de los medios 1 y 2 del agar arroz tanto con y sin sales
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traza. Hubo ademas crecimiento lento y sin produccion de pigmento en

el agar avena.

Aislado HAR-18. En todos los medios se generd pigmento en gran
cantidad, sin verse diferencias entre los medios evaluados donde se
sembrd al microorganismo. Hubo una diferencia significativa en la

morfologia colonial entre el medio de avena y el de arroz.

Aislado P5. Se presenté la produccién de pigmento hasta el dia 21 de

incubacion y solo se presentd en los medios adicionados con sales traza.

Streptomyces griseus. Diferencia morfoldgica de las colonias entre
ambos medios de arroz y avena. Una produccién de pigmento mas

notaria en el medio de avena, en comparacion a los medios de arroz.

Streptomyces yatensis. En el agar de avena y en el medio 1 del agar
de arroz, se observaron colonias grises con bordes blancos. En el medio
2 y 3 del agar de arroz, colonias negras con bordes blancos y una

produccion de pigmento muy abundante.

Aislado AL-2. Generd un pigmento mas obscuro en los medios de

arroz, en comparacion de los medios de avena.

Aislado OAG-B1. En el medio 3 de arroz, de los 12 aislados estudiados,
solo OAG-B1 tuvo problemas de crecimiento en los medios de prueba
donde, en los medios de avena y los medios 1 y 2 de arroz; dicho
crecimiento muy lento. A pesar del escaso crecimiento, éste fue bueno y

con una produccién abundante de pigmento en el medio AZ medio 3.

De los 12 microorganismos en prueba, 7 presentaron un mejor
crecimiento, tanto desarrollo temprano de micelio como mayor
produccién de micelio en el medio de arroz mientras los 5

microorganismos restantes crecen mejor en el medio de avena. Los
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resultados fueron muy variados como se indicd previamente ofreciendo
ademas diferentes morfologias coloniales, produccién de micelio o
pigmentos, entre los medios de agar avena y agar arroz. En lugar de
una sustitucién del agar avena, tal vez los medios podrian emplearse

como complementarios para la caracterizacién de Streptomyces.

Se recomienda utilizar el medio 1 AZc, ya que es el que tiene 25mg de
arroz, que seria una concentracién aproximada a la del medio de avena
y el manejo en laboratorio es mejor al calentar poca cantidad de arroz
en agua. Si bien, no parecen existir diferencias significativas entre los
medios que contenian sales traza de los que no, se recomienda utilizar
las sales traza, ya que los microorganismos pueden necesitar estos

elementos metalicos para su metabolismo enzimatico.

Debido a la capacidad innata de los estreptomicetos para la generacion
de metabolitos secundarios y toda la informacién recopilada en este
trabajo, se hizo finalmente una blsqueda para establecer una
comparacién global, tanto fenotipica como genotipica de los aislados de
Streptomyces que se trabajaron en esta tesis y a cudles corresponderian
de los clados de Labeda y colaboradores (2012) asi como, tal vez, la

produccion de algin metabolito farmacolégicamente activo.

1. El aislado 9(13) tuvo similitud con tres especies del género
Streptomyces que se encuentran referenciadas por Labeda y colegas
(2012) donde las 3 estan descritas como colonias grises y con un
micelio aéreo liso. El aislado 9(13) genera colonias cafés claras al igual
gue su pigmento y su micelio aéreo es rugoso. Con lo anterior y con el
porcentaje de similitud al microorganismo identificado como mas
cercano, con el cual no se considera que sean secuencias idénticas,
podriamos decir que este es un microorganismo diferente al identificado

por la base de datos Ez Taxon.
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De los tres microorganismos referenciados por Labeda et al. (2012) son
Streptomyces bien caracterizados y que producen metabolitos
secundarios farmacoldégicamente activos, como es el caso de
Streptomyces halstedii que sintetiza la carbomicina, que es un
antibidtico de la familia de los macrdlidos (Korolkova et al., 1983);
Streptomyces microflavus produce un antiviral llamado Fativiracina Al
(Uyeda et al., 1998; Yokomizo et al., 1998).

2. El aislado ae(4) tuvo similitud con dos especies del género
Streptomyces que se encuentran referenciadas por Labeda et al. (2012),
donde los dos estan descritas como colonias grises y con un micelio
aéreo liso, mientras que el aislado ae(4) tiene colonias cafés claras, su
pigmento café obscuro y su micelio aéreo es rugoso. Con lo anterior y
con el porcentaje de similitud al microorganismo identificado como mas
cercano, con el cual no se considera que sean secuencias idénticas,
podriamos decir que este es un microorganismo diferente al identificado

por la base de datos Ez Taxon.

De los dos microorganismos referenciados por Labeda et al. (2012), que
son Streptomyces bien caracterizados y que producen metabolitos
secundarios farmacoldégicamente activos, en este clado se encuentra
Streptomyces griseoplanus que sintetiza una molécula Ilamada
“Anticapsina” que es un inhibidor de la sintesis del acido hialurdnico de
la capsula de Streptococcus pyogenes (Boeck et al., 1971; Neuss et al.,
1970).

3. El aislado AK-1 tuvo similitud con tres especies del género
Streptomyces que se encuentran referenciadas por Labeda et al. (2012),
donde dos de los tres microorganismo que se encuentran en el clado
128, estan descritos como colonias grises y con un micelio aéreo liso, el

aislado AK-1 corresponde con dicha descripcidon; el tercer
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microorganismo estd descrito como colonias amarillas-grisaseas vy
micelio plano. Con lo anterior y con el porcentaje de similitud al
microorganismo identificado como mas cercano, con el cual no se
considera que sean secuencias idénticas, podriamos decir que este es un
microorganismo diferente al identificado por la base de datos Ez Taxon,

pero podriamos pensar que puede pertenecer al clado 128.

De los dos microorganismos referenciados por Labeda et al. (2012), que
son Streptomyces bien caracterizados y que producen metabolitos
secundarios farmacoldégicamente activos, como es el caso de
Streptomyces carpaticus que sintetiza una proteasa (Haritha et al.,
2012) y como el caso de Streptomyces lacticiproducens que es un

productor de acido lactico (Zhu et al., 2011).

4. El aislado AL-2 tuvo similitud con las cinco especies del género
Streptomyces que se encuentran referenciadas por Labeda et al. (2012),
donde cuatro de los cinco microorganismos se encuentran en el clado
129, donde cuatro de éstos estan descritos como colonias amarillas y
con un micelio aéreo liso, el aislado AL-2 corresponde con dicha
descripcién. El quinto microorganismo esta descrito como colonias grises
y micelio rugoso. Con lo anterior y con el porcentaje de similitud al
microorganismo identificado como mas cercano, con el cual no se
considera que sean secuencias idénticas, podriamos decir que este es un
microorganismo diferente al identificado por la base de datos Ez Taxon,

pero podriamos pensar que puede ser parte del clado 129.

De los cinco microorganismos referenciados por Labeda et al. (2012),
que son Streptomyces bien caracterizados y que producen metabolitos
secundarios activos, como es el caso de Streptomyces rapamycinicus
que sintetiza la rapamicina que es un antibiético de tipo polieno y tiene

variados efectos terapéuticos, ya que funciona como agente antifungico,
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antineoplasico e inmunosupresor (Kumar & Goodfellow, 2008; Vezina,
1975).

5. El aislado e(23) tuvo similitud con tres especies del género
Streptomyces que se encuentran referenciadas por Labeda et al. (2012),
donde los tres estdn descritos como colonias grises y con un micelio
aéreo liso, el aislado e(23) corresponde con dicha descripcién. Por el
porcentaje de similitud al microorganismo identificado como mas
cercano, con el cual no se considera que sean secuencias idénticas,
podriamos decir que este es un microorganismo diferente al identificado

por dicha base de datos.

De los tres microorganismos referenciados por Labeda (2012), que son
Streptomyces bien caracterizados y que producen metabolitos
secundarios con actividad farmacoldgica, nuevamente el caso de

Streptomyces griseoplanus.

6. El aislado f(12) tuvo similitud con tres especies del género
Streptomyces que se encuentran referenciadas por Labeda et al. (2012),
donde los tres estan descritos como colonias rojizas y con un micelio
aéreo liso, el aislado f(12) es de colonias blancas con micelio aéreo
rugoso. Por lo anterior y por el porcentaje de similitud al
microorganismo identificado como mas cercano, con el cual no se
considera que sean secuencias idénticas, podriamos decir que este es un

microorganismo diferente al identificado por la base de datos Ez Taxon.

De los tres microorganismos referenciados por Labeda et al. (2012), que
son Streptomyces bien caracterizados y que producen metabolitos
secundarios farmacoldégicamente activos, nuevamente el caso de

Streptomyces griseoplanus y como el caso de Streptomyces globisporus
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que sintetiza un agente antitumoral identificado como C-1027-AG (Otani
et al., 1991).

7. El aislado HAR-17 tuvo similitud con dos especies del género
Streptomyces que se encuentran referenciadas por Labeda et al. (2012),
donde los dos estan descritos como colonias grises y rojizas, con un
micelio aéreo liso, el aislado HAR-17 tiene colonias cafés claras, su
pigmento café obscuro y su micelio aéreo es rugoso. Por lo anterior y
por el porcentaje de similitud al microorganismo identificado como mas
cercano, con el cual no se considera que sean secuencias idénticas,
podriamos decir que este es un microorganismo diferente al identificado

por dicha base de datos.

De los dos microorganismos referenciados por Labeda et al. (2012), que
son Streptomyces bien caracterizados y que producen metabolitos
secundarios farmacoldégicamente activos, nuevamente el caso de
Streptomyces griseoplanus y el caso de Streptomyces sindenensis que
sintetiza una molécula llamada Actinomicina-D un antibiético de |Ia

familia de los aminoglucdsidos (Praveen et al., 2008).

8. El aislado HAR-18 tuvo similitud con una especies del género
Streptomyces que se encuentran referenciadas por Labeda et al. (2012),
donde dicho microorganismos esta descrito como colonias rojizas, con
un micelio aéreo liso, mientras que el aislado HAR-18 tiene colonias
cafés, su pigmento café obscuro y su micelio aéreo es rugoso. Por lo
antes mencionado y por el porcentaje de similitud al microorganismo
identificado como mas cercano, con el cual no se considera que sean
secuencias idénticas, podriamos decir que este es un microorganismo

diferente al identificado por la base de datos Ez Taxon.
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Los microorganismos referenciados por Labeda et al. (2012), que son
Streptomyces bien caracterizados y que producen metabolitos

secundarios con actividad farmacoldgica.

9. El aislado P5 no tuvo similitud con especies del género

Streptomyces que se encuentran referenciadas por Labeda et al. (2012).

Por el porcentaje de similitud al microorganismo identificado como mas
cercano, con el cual no se considera que sean secuencias idénticas,
podriamos decir que este es un microorganismo diferente al identificado

por la base de datos Ez Taxon.

10. El aislado OAG-B1 tuvo similitud con cuatro especies del género
Streptomyces que se encuentran referenciadas por Labeda et al. (2012),
donde las cuatro estan descritas como colonias blancas, con un micelio
aéreo liso, el aislado OAG-B1 tiene colonias amarillas, pigmento café
claro y su micelio aéreo es liso. Por lo antes mencionado y por el
porcentaje de similitud al microorganismo identificado como mas
cercano, con el cual no se considera que sean secuencias idénticas,
podriamos decir que este es un microorganismo diferente al identificado

por dicha base de datos.

Si bien no se identificé con género y especie a los aislados, la similitud
de las secuencias son buenas, por lo que se podria sugerir que si los
Streptomyces identificados en los clados de Labeda et al. (2012)
producen moléculas activas, los aislados de Streptomyces también
puede producir metabolitos secundarios farmacoldégicamente activos,
por lo que se sugiere realizar pruebas especificas para identificar las

moléculas activas.
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Si bien, los aislados Emma-6-12 y OAG-G1, no se incluyeron como tal
en esta parte final de los resultados por haberse encontrado que no
pertenecen al género Streptomyces, también se sembraron en los
medios en evaluacién y también arrojaron resultados interesantes. El
aislado OAG-G1 (género Actinomadura) no crecidé ni en agar avena, ni
en agar arroz. El aislado Emma-6-12 (género Nonomuraea) crecié bien
en los medios a base de arroz, sobre todo en el medio 1 Azc con
generacion de pigmento a los 21 dias de crecimiento (figura 22). Lo
anterior podria sugerir que el medio de arroz podria funcionar para
caracterizar al género Nonomuraea, evaluando mas especies de dicho

género para observar si esto se repite.

AisladoEmma-6-12 a 7, 14y 21 dias de crecimiento, respectivamente.

Control con sales Medio 1 con sales Medio 2 con sales Medio 3 con sales

Figura 22. Fotos de la evaluacién del medio de arroz con el aislado Emma-6-
12.
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7. CONCLUSIONES

Las especies del género Streptomyces constituyen la gran mayoria
de los taxones dentro de la familia Streptomycetaceae, son un
componente predominante de la poblacidn microbiana en los
suelos y medios acuaticos de todo el mundo y han sido objeto de
aislamiento e identificacion en los ultimos afios, ya que son una
fuente de metabolitos secundarios activos farmacoldgicamente e
importantes para el comercio y la medicina. Por lo que Ila
caracterizacion de estos microorganismos es primordial, el estudio
de condiciones experimentales, medios de cultivos 6ptimos, la
determinacion de caracteristicas morfoldgicas y propiedades de
pigmentacién, asi como los perfiles de utilizacion de carbono son

parte de esta labor.

La caracterizacion quimiotaxondmica es importante pues
proporciona resultados confiables sin necesidad de emplear
herramientas de biologia celular y las 12 cepas de estudio se
caracterizaron por tener una pared celular tipo 1, que nos indica
que son del genero Streptomyces y estos resultados coincidieron
con los de la caracterizacidon genotipica. Dos aislados que parecian
Streptomyces resultaron ser de otros géneros, Actinomadura y

Nonomuraea (pared celular con el isdmero tipo meso-).

La caracterizacion fenotipica permitido establecer los perfiles de
utilizacion de moléculas organicas, que son importantes para el
disefio de medios de cultivo o identificacion de los
microorganismos, asi como para conocer el comportamiento de
dichos microorganismos en la naturaleza. Es por eso que se

realizaron las pruebas de degradacion de aminoacidos, la curva de
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tolerancia a NaCl y las pruebas de utilizacion de fuentes de carbono

y nitrégeno.

La caracterizacién genotipica, tanto las herramientas de la biologia
molecular como el empleo de bases de datos electrénicas, son
importantes para conocer los microorganismos con los que se esta
trabajando. Ninguno de los 12 aislados resulté con una similaridad
del 100% contra las secuencias depositadas en las bases de datos
NCBI o EZ-Taxon. Lo anterior sugiere que los microorganismos de
estudio posiblemente se traten de nuevas especies que podrian ser
descritas y esta en linea con la sugerencia de que México es un
pais altamente biodiverso inclusive en cuanto a su diversidad

microbioldgica.

Se evalud un nuevo medio de cultivo a base de arroz como sutrato
y que representa una nueva alternativa para caracterizar
miembros del género Streptomyces. Con esta nueva alternativa se
lograron observar diferencias notables en las caracteristicas de
crecimiento, morfologia colonial, produccidon del micelio aéreo y de
pigmento. Lo que representa un medio para la caracterizacién de

Streptomyces.

Se sugiere utilizar el medio 1 AZ (25mg de arroz) que es una
proporcién aproximada a la del medio ISP-3 con sales traza. Si
bien el medio de agar arroz no viene a sustituir al agar avena, de
acuerdo a este estudio si podria complementar la gama de medios
para caracterizar a Streptomyces por los diferentes resultados
obtenidos en la comparacion y por sus caracteristicas favorables
de composicion y color. El agar arroz se convierte en una clave
mas para la caracterizacién fenotipica de microorganismos de este

importante género.
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8. PERSPECTIVAS

e Realizar un arbol filogenético de secuencias del gen ARN 16S
con todas las secuencias del género Streptomyces y los aislados
de este estudio para establecer exactamente las relaciones que
existen entre las especies y los aislados asi como para determinar

sus distancias evolutivas.

e Evaluar la actividad farmacoldgica (antibacteriana o
antifingica) de los microorganismos de este estudio, al
enfrentarlos contra bacterias Gram positivas, Gram negativas,

levaduras y hongos patdgenos.

e Realizar un estudio mas extenso que ahora incluya cepas
tipo para continuar con la evaluaciéon y optimizacion del medio
propuesto con base en arroz asi como comparaciones contra el

agar avena.

e Considerar el empleo del agar arroz para otros géneros de

Actinobacteria.
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10. ANEXOS

10.1. Medios de cultivo

Agar arroz

50.0 g de arroz

0.5 mL de soluciones traza
6.0 g de agar

500 mL de agua bidestilada
pH 7.0-7.2

Agar avena (OA)

20.0 g de avena

1.0 mL de solucién de sales traza
12.0 g de agar

1000 mL de agua bidestilada

pH 7.0-7.2

Medio basal

10.0 g de glucosa

0.5 g de MgS04 " 7H,0

0.5 g de NaCl

0.01 g de FeSO4 " 7H,0

1.0 g de K;HPO4

12 g de agar

1000 mL de agua bidestilada
pH 7.0-7.2
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Agar Bennett's

10 g de Lab-Lemco

2 g de peptona

2 g de extracto de levadura
2 g de triptosa

10 g de glucosa

400 mg de almiddn

400 mg de CaCOs;

Trazas de CoCl;

Trazas de Citrato Férrico de amonio
12 g de agar

1000 mL de agua bidestilada
pH 7.0-7.2

Agar Bennett's modificado

0.8 g de Lab-Lemco

1.0 g de extracto de levadura
2.0 g de Bacto-Caseina

10.0 g de glucosa

12 g de agar

1000 mL de agua bidestilada
pH 7.0-7.2

Agar GYEA

10 g de glucosa

10 g de extracto de levadura
12 g de agar

1000 mL de agua bidestilada
pH 7.0-7.2
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Agar GYM

e 4.0 g de glucosa

e 4.0 g de extracto de levadura

10.0 g de extracto de malta

2.0 g de CaCOs;

12.0 g de agar

1000 mL de agua bidestilada

e pH 7.0-7.2 (ajustar pH solo con KOH)

ISP-9

e 2.64 g de (NH4), S04

e 2.38 g de KzHPO4'3H20

1.0 g de MgSO04 - 7H,0

1 mL de solucién de sales traza
12 g de agar

1000 mL de agua bidestilada
pH 6.8-7.0

Agar Non-sporulating (NS)

e 20 g de casa-aminoacidos

e 20 g de almiddn soluble

e 4 g de extracto de levadura
e 12 g de agar

e 1000 mL de agua bidestilada
e pH 7.0-7.2

Agar YEME

e 3.0 g de extracto de levadura
3.0 g de extracto de malta
5.0 g de bactopectona

10.0 g de glucosa

12.0 g de agar

1000 mL de agua bidestilada
pH 7.0-7.2
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10.2. Soluciones y reactivos

GTE

e 2.27 mL de glucosa al 40%
e 2.0 mL de EDTA 0.5 M, pH 8
e 2.5 ml de Tris- HCI pH 8

e 93.23 mL de agua desionizada para un volumen final de 100 mL

Solucion de sales traza (Pridham y Gottlieb)

e 1.28 g de CuSO4* 5H,0

0.22 g de FeS0O4 " 7H,0
1.58 d de MnCl; " 4H,0
0.3 g de ZnS0O4 " 7H,0
200 mL de agua bidestilada

Solucion amortiguadora de TBE

e 11.16 g de Tris base

e 8.42 gr de acido bérico

e 0.98 g de EDTA sddico

e 1000 mL de agua destilada

e Se esteriliza en la autoclave

Estandares de McFarland

1.

2.

Se prepara una solucion de BaCl, (SIGMA) al 1% y otra de H,SO4
puro (BAKER) al 1%.

Estas 2 soluciones se ponen en las cantidades establecidas e
acuerdo a la tabla ¢. Y se mezclan perfectamente en tubos de
ensaye de rosca.

. La densidad de cada tubo corresponde a la densidad de las

suspensiones microbianas, indicadas en la tabla A.
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Estandar Volumen Volumen Suspencidn Bacteriana
BaCl, 1% (mL) H,SO, 1% correspondiente (10 UFC/mL)
(mL)

0.5 0.05 9.95 1.5

1 0.1 9.9 3

2 0.2 9.8 6

3 0.3 9.7 9

4 0.4 9.6 12

5 0.5 9.5 15

6 0.6 9.4 18

7 0.7 9.3 21

8 0.8 9.2 24

9 0.9 9.1 27

10 1.0 9.0 30

Tabla A. Relacion entre los estandares de McFarland y la suspension
bacteriana. (Murray et al, 2003)
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10.3. Graficas de crecimiento de fuentes de carbono, nitrégeno
y degradacion de aminoacidos a 7 y 14 dias

s
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45

Lectura a 14 dias
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Crecimiento

Lectura a 7 dias
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Lectura a 7 dias

4.5
4
35
3
=
:§ 25 B HAR-17
T EHAR-18
@2
- "AK-1
15 m9(13)
1 W OAG-B1
a5
a
Adenina Hantina Caseina Tirosina Hipoxantoina
Aminoacidos
s
Lectura a 7 dias
35
‘=
3 m7e-1
-
I W 5. yatensis
=]
& mAL-2
HPpP5
W 5. griseus
Adenina H¥antina Caseina Tirosina Hipoxantoina
Aminodcidos
s
Lectura a 7 dias
35
3
25
‘=
g 2 = f{12)
3
£ H ae(4)
g 15
& - " OAGGL
W e(23)
1
B Emma-6-12
a5
a

Adenina Xantina Caseina Tirosina Hipoxantoina

Aminodcidos

103



ANEXOS
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10.4. Resultados del BLAST para cada uno de los aislados

10.4.1. Aislado 9(13)

M Total
- ion Description ax Query
sCore score coverage
AB184073.2 Streptomyces lavendulae subsp. lavendulae gene for 165 rRNA, partial sequence, strain: NBRC 12342 1548 1548 87%
HOeR0584.1 Streptomyces sp. enrichment cultura clone ADL 165 ribosormal RNA gene, partial sequence 1543 1543 87%%
GQE63909.1 Streptomyces sp. HE128 165 ribosomal RN A gene, partial sequence 1343 1543 87%
F1545591.1 Uncultured Streptomyces sp. clone ESS-E2 165 ribosomal RMA gene, partial sequence 1542 1543 87%
EUS47458.1 Streptomyces griseus subsp. griseus strain 10/ppi 165 ribosomal RNA gens, partial sequence 1542 1543 87%
Streptomyces exfolistus strain Malaysia 165 ribosomal RNA gene, partial sequence 1543 1543 87%
Streptormyces sp. PRL 1642 165 ribosomal RNA gene, partial sequence 1543 1543 B87%
ELM30555.1 Streptormyces sp. VTT E-062982 165 ribosomal RNA gene, partial sequence 1543 1543 87%
EL430554,1 Streptormyces sp. VTT E-062580 165 ribosomal RNA gene, partial sequence 1543 1543 87%%
EU430553.1 Streptormyces sp. WTT E-062972 165 ribosomal RNA gene, partial sequence 1543 1543 87%
F1423552.1 Uncultured Streptomyces sp. clone 889 165 ribosomal RNA gene, partial sequence 1542 1543 87%
EFDS2122.1 Streptomyces sp. WVTT E-042674 165 ribosomal RNA gene, complate sequence 1542 1543 87%
EF0S2120.1 Streptomyces sp. VTT E-042867 165 ribosomal RNA gene, complate sequence 1543 1543 275
EF0S3115.1 Streptormyces sp. VTT E-0426547 165 ribosomal RNA gene, complete sequence 1543 1543 B87%
EF0S3118.1 Streptormyces sp. VTT E-0426544 165 ribosomal RNA gene, complete sequence 1543 1543 B87%
EF032117.1 Streptormyces sp. VTT E-042638 165 ribosomal RNA gene, complete sequence 1543 1543 87%%
EF688620.1 Streptomyces flavolimosus strain CGMCC 2027 165 ribosomal RNA gene partial sequence 1343 1543 87%
DQ026671.1 Streptomyces cavourensis subsp. washingtonensis strain NRRL B-8030 165 ribosomal RNA gene partial sequence 1343 1543 87%
DQ5S07205.1 Streptomyces sp. MTRL 165 ribosomal RNA gene, partial sequence 1543 1543 87%
AYT 547 Streptomyces sp. N0130 165 ribosormal RNA gene, partid sequence 15343 1543 87%
10.4.2. Aislado ae(4)
. S Max Total Query
Accession Description ‘ e | = | coverage
EU430553.1  Streptomyces sp. VTT E-0562973 165 ribosomal RMA gene, | 2379 2379 95%
EF093118.1 Streptomyces sp. WVTT E-042544 165 ribosomal RMA gene, ¢ 2379 2379 95%
EF688620.1 Streptomyces flavolimosus strain CGMCC 2027 165 ribosom. 2379 2373 95%
AF389344.1 Streptomyces sp. YIM& 165 ribosomal RMA gene, partial sec 2379 2373 95%
EU430555.1  Streptomyces sp. VTT E-082982 165 ribosomal RMNA gene, | 2377 2377 95%
EU430554.1  Streptomyces sp. VTT E-0582980 16S ribosomal RMNA gene, | 2377 2377 95%
CP002475.1  Streptomyces flavogriseus ATCC 33331, complete genome 2374 L.421e+04 95%
HO597007.1 Streptomyces griseus strain ABRIINW 13 155 ribosomal RNA 2374 2374 95%
GU045532.1 | Streptomyces sp. SX¥49 165 ribosomal RNA gene, partial sy 2374 2374 95%
HOB660584.1 Streptomyces sp. enrichment culture clone A01 165 ribosor 2370 2370 94%
AB448712.1  Streptomyces sp. TRI-2 gene for 165 ribosomal RMA, partia 2370 2370 85%
F1429552.1 Uncultured Streptomyces sp. clone 882 16S ribosomal RNA 2370 2370 85%
EF093122.1  Streptomyces sp. VTT E-042574 165 ribosomal RMA gene, ¢ 2370 2370 55%
EF093120.1 Streptomyces sp. WVTT E-042657 165 ribosomal RMA gene, ¢ 2370 2370 94%
DO026671.1  Streptomyces cavourensis subsp. washingtonensis strain NI 2370 2370 94%
HO392466.1 Streptomyces sp. OE11 165 ribosomal RNA gene, partial se¢ 2368 2368 95%
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10.4.3. Aislado AK-1

Accession | Description Max score Total score Query coverage
HO711933.1 Streptomyces carpaticus strain BTSS-501 165 ribosomal RMA gene, partial sequence 1709 1709 90%
AY344260.1 Actinomycetales bacterium C14 165 ribosomal RNA gene, partial sequence 1709 1709 90%
F1853158.1 Streptomyces sp. DRL40 165 ribosomal RNA gene, partial sequence 1707 1707 50%
EU741186.1 Streptomyces sp. 136585 165 ribosomal RNA gene. partial sequence 1703 1703 90%
EU714248.1 Streptomyces sp. AK1 165 ribosomal RNA gene, partial sequence 1703 1703 90%
EU368812.1 Streptomyces sp. A406 Ydz-HN 165 ribosomal RNA gene, partial sequence 1703 1703 90%
EFD12115.1 Streptomyces sp. 1A01564 165 ribosomal RNA gene, partial sequence 1703 1703 90%
DO416192.1 Streptomyces sp. 0616202 165 ribosomal RNA gene, partial sequence 1701 1701 89%%
F1842688.1 Streptomyces sp. GW14-1 165 ribosomal RNA gene, partial sequence 1700 1700 90%
GUL30105.1 Streptomyces sp. 0614149 clone 10573 165 ribosomal RMA gene, partid sequence 1658 1658 90%
EUZ84266.1 Actinomycetales bacterium AS335 Ydz-FQ 165 ribosomel RNA gene, partial sequence 1698 1658 B9%
EU181235.1 Streptomyces sp. 102H11-6 165 ribosomal RNA gene, partial sequence 1658 1698 50%
HO286729.1 Streptomyces sp. SFKS-14 165 ribosomal RNA gene, partial sequence 1632 1652 90%
GUL30104.1 Streptomyces sp. 172221 165 ribosomal RNA gene, partial sequence 16592 1652 90%
AYRE0018.1 Streptomyces sp. 030642 165 ribosomal RNA gene, partial sequence 16887 1687 90%

10.4.4. Aislado AL-2

Accession Description Maxscore | Toalscore | Query coverage
EUTi42%.1  Streptomyces . AL 165 ribosomal RNAgene, partial szquence %14 2614 94%
EUM41280.0  Streptomyees . 136741 165 ribozomal RMA gene, partial sequence 586 2586 4%
EUT142461  Streptomyces . AGL 165 ribosomal RNAgene, partial sequence 582 2582 93
AET739741  Streptomyees 3, KS21 gene for 165 ribozomal RMNA Il 571 9%
AY46E381  StreptomycEtacese baderium CNGF03 amall aubunit ribosomal RNAgene, partial sequence 567 2567 3%
A¥aR45310 Streptomycetacese baderium CNOBSS amall aubunit ribozomal RNAgene, partial sequence 567 2567 9%
AETZFIZL  StreptomyEs . K52 gene for 165 rbosomal RNA 565 2566 3%
A¥4R4533.1  Streptomycetacese baderium CNGF32 amall aubunit ribozomal RNAgene, partial sequence 556 2536 9%
AMESER4S. 1 Streptomy s hainanensis partial 165 rRNAgene, type strain YIM47672T 245 2345 5%
DOM@&EES1T Streptomyees phasopurpureus strain NRRL B-2258 165 rbosomal RINA gene, partial sequence 543 2549 4%
AET73%85 1 Streptomyees mp. KSO9 gene for 165 ribozomal RMNA 545 2545 4%
AETT3%831  Streptomyees 3. K506 gene for 165 ribozomal RMNA 240 2540 9%
AET733801  Streptomyees 3. K530 gene for 165 ribozomal RMNA k) 2536 9%
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10.4.5. Aislado

e(23)

Accession Description 5’:3:‘3 ;g;?é cc?\% =
EU135661.1 Streptomyces sp. ¥YIM C630 165 ribosomal RMNA gene, partiz 1760 1760 93%
HO233390.1 | Streptomyces halstedii strain GBA-25 165 ribosomal RNA ge 1759 1759 93%
IN408757.1 Streptomyces sp. BF-9 165 ribosomal RMA gene, partial sec 1757 1757 93%
GU550585.1 | Streptomyces sp. I08A-00426 155 ribosomal RNA gene, par 1757 1757 93%
GU550578.1 | Streptomyces sp. I0BA-00376 165 ribosomal RNA gene, par 1757 1757 93%
JN180196.1 Streptomyces microflavus strain 126182 16S ribosomal RNA 1753 1753 93%
HO660584.1 | Streptomyces sp. enrichment culture clone AD1 16S ribosor, 1753 1753 93%
HO611048.1  Streptomyces sp. ZX10-01 185 ribosomal RNA gene, partial 1753 1753 93%
50863908.1 | Streptomyces sp. HB138 1565 ribosomal RNA gene, partial se 1753 1753 93%
F1945591.1 Uncultured Streptomyces sp. clone ESS-E2 155 ribosomal R 1753 1753 93%
GU214752.1 | Streptomyces sp. 22 165 ribosomal RMA gene, partial seque 1753 1753 93%
EUB47498.1  Streptomyces griseus subsp. griseus strain 10/ppi 185 ribog 1753 1753 93%
EUB47483.1  Streptomyces exfoliatus strain Malaysia 165 ribosomal RMA 1753 1753 93%
EUG47470.1 Streptomyces sp. PRL 1642 165 ribosomal RNA gene, partia 1753 1753 93%
EU430555.1 | Streptomyces sp. VTT E-0562982 165 ribosomal RNA gene, | 1753 1753 83%

10.4.6. Aislado Emma-6-12
Accession ‘ Description 5’:3:‘3 cocj!ﬁe

10075731.1 Monomuraea sp. MEAU-Z6 165 ribosomal RNA gene, partial ¢ 1777 98%

EuU841591.1 Monomuraea roseola strain HBUM174540 165 ribosomal RMNA 1753 96%

HM755723.1 | Monomuraea sp. ¥IM 67092 165 ribosomal RMNA gene, partia 1749 98%

5U367193.1 Monomuraea sp. ¥IM 65586 165 ribosomal RMNA gene, partia 1740 95%

F1347524.1 Monomuraea sp. PTY08 1aS ribosomal RMA gene, partial seq 1727 94%

FN356742.1 Monomuraea sp. GW 12687 partial 155 rRMNA gene, type str: 1716 96%

HM368636.1 | Monomuraea kuesteri strain XMU289 165 ribosomal RMNA gen 1714 98%

HM368621.1 | Monomuraea rubescens strain XMU207 165 ribosomal RNA g 1709 98%

MR _042020.1 pMonomuraea roseola strain DSM 43767 16S ribosomal RMNA, « 1709 975

AJ278220.1 Sebekia benihana 165 rRMNA gene for 165 ribosomal RMA, st 1709 97%

F1486410.1 Monomuraea roseola strain HBUM175028 165 ribosomal RMNA 1705 96%

AB622256.1  Monomuraea sp. CAL1T7 gene for 165 rRMA, partial sequence 15588 98%

MR 043688.1 Monomuraea candida strain HMC10 185 ribosomal RMA, part 1698 98%

AJ294350.1 Sebekia benihana partial 165 rRNA gene, strain NRRL 11111 1696 98%
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10.4.7. Aislado f(12)

Accession Description
Score Score LCoverage
FRE37631.1 | Streptormyces pluricolorescens partial 165 rRNA gene, strain NAPOLSKAYAL, isclate 2 1853 1853 99%
FRE37625.1 Streptomyces pluricolorescens partial 165 rRNA gene, strain IVANOVAL, isolate 1 1853 1853 55%
GO863918.1 Streptomyces sp. HBZ0Z 165 ribosomal RNA gene, partial sequence 1853 1853 99%
HMO18074.1  Streptormyces sp. WALDS 165 ribosomal RNA gene, partial sequence 1853 1853 55%
AB184240.2 Streptomyces rubiginoschelvolus gene for 165 rRNA, partial sequence, strain: NBRC 12912 1853 1853 55%
EF0&3480.1 Streptormyces sp. B-22 165 ribosomal RNA gene, partial sequence 1853 1853 99%
AF429330.1 Streptomyces sp. VTT E-39-1326 (A4) 165 ribosomal RN A gene, partial sequence 1853 1853 55%
DQE62181.1 Streptomyces sp. 3441-120 165 ribosomal RNA gene, partial sequence 1851 1851 99%
AB1B4203.1 Streptomyces griseinus gene for 165 rRNA, partial sequence, strain: NERC 12865 1851 1851 9950
AB184203.1 Streptomyces globisporus subsp. globisporus gene for 165 rRNA, partial sequence, strain: NBRC 12867 1851 1851 99%
EF178686.1 Streptomyces globisporus subsp. globisporus strain NRRL B-2872 165 ribosomal RNA gene partial sequence 1845 1845 55%
D4423540.1 | Streptomyces pluricolorescens strain NRRL B-2121T 165 ribosomal RMA gene, partial sequence 1245 1845 55%
AB184162.1 Streptomyces pluricolorescens gene for 165 rRNA, partial sequence, strain: NBRC 12808 1845 1349 98%
DOi44216.1  Actinomycetales bacterium HPALZS 165 ribosomel RNA gene, partial sequence 1845 1845 55%
AJ781354.1 Streptomyces mediolani 165 rRNA gene, type strain LMG 20033 1845 1845 9592
CPO024735.1 Streptomyces flavogriseus ATCC 33331, complete genome 1847 1.105=+04 9950
10.4.8. Aislado HAR-17
Accession Description core e coverage
GOR13972.1 Streptomyces sp. NEA 165 ribosamal RMA gene, partial sequence 2445 2443 2%
BU020344 1 Streptomyces sp. MED2-657 3,53 165 ribosomal RM& gene, complete s=quence 2445 2445 2%
BU080343 1 Streptomyces sp. MED2-657 3,33 165 ribosomal RM& gene, complete s=quence 2445 2445 2%
AB184756 1 Streptomyces parvus gene for 165 rRMNA, partal sequence, strain: NERC 3388 2449 2449 91%0
AR184114 1 Streptomyces badius gene for 165 rRMNA, partal ssquence, strain: MBRC 12745 2445 2449 9156
AY399783.1 Streptomyces badius strain MRRL B-25&7 165 ribossmal RMN& gene, partial sequence 2445 2445 S1%
DE2872.1 Streptomyces setonii 165 ribosomal RMN& mmplete sequence 2443 2443 2%
GOEe3910.1 Streptomyces sp. HE140 165 ribosamal RNA gene, partial sequenc 2445 2445 S0%
AB184755 1 Streptomyces sindenensis gene far 165 rRMA, partial s2quence, strain: NBRC 3395 2445 2445 S1%
BU741140, 1 Streptomyces parvus strain 12647) 165 ribosomal RMWA gene, partial sequence i 2444 91%0
BJ430547. 1 Streptomyces sp. VT E-062984 1585 ribosomal RMAgene, partial s=quence Dess 2444 91%
Blos0sar 1 Streptomyces sp. MEOZ-63868 165 ribosomal RMAgene, complete sequens 2444 e LE 0%
BU080340, 1 Streptomyces sp. [D01-15b 165 ribosomal RM& gene complets sequence 2444 2444 2%
Di2557, 1 Streptomyces parvus strain MRRL B-1455T 165 ribosomal RM&gene, partial sequence 2444 2444 91%
ARZAS93S5 1 Streptomyces flavofuscus gene for 165 rRMNG, partial s=quence, srain: NERC 100768 s 244 9156
AB184741, 1 Streptomyces albus subsp. albus gene for 165 R ME, partial sequence, strain: NBRC 2195 et 2l 91%:
AR1B46151 Streptomyces baamensis gene for 165 rRMNA, partial sequence, strain: NBRC 14727 2444 2444 9184
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10.4.9. Aislado HAR-18

Accession Description sﬂi i':': wﬂ:ge
GOP13572.1 Streptomyces sp. MBAU 165 ribosomal RM& gene, partial sequence 2445 2443 %
BJ0s0S4s 1 Streptemyces sp. MED2-6579.5a 165 ribosomal RMNA gene, complete ssquence 2445 2445 2%
BU080943 1 Streptomyces sp. MED2-6379.3a 165 ribosomal RMA gene, complete ssquence 2445 2445 2%
AB134756 1 Streptemyces parvus gene for 165 rRMNA, partial sequence, strain: NERC 3388 2443 2445 S1%a
AB1B4114 1 Streptomyces badius gene for 165 rRMA, partal s=quence, strain: NBRC 12745 2449 2449 91%
A¥399783.1 Streptemyces badius strain NRRL B-25&7 165 ribosomal RMN2 gene, partial sequence 2449 2445 91%
De3872.1 Streptemyces setonii 165 ribesomal RMA mmplete sequence 2443 2445 2%
GOER3910.1 Streptemyces sp. HE140 165 ribosomal RMN& gene, partial sequence 2448 2445 0%
AB1847551 Streptemyces sindenenss gene for 165 rRNA, partial sequence, strain: NBRC 3399 2448 2445 1%
BJ741140 1 Streptomyces parvus strain 13647] 165 ribosemal RNAgens, partial sequence 2ddd 2444 S1%
B430547. 1 Streptomyces sp. VTT 062984 165 ribosomal RMAgens, partial s=quence P 2444 91%
BU0E0s47 i Streptomyces sp. MEO2-63868 165 ribosomal RMA&gens, complete sequence 2ddd Zddd S28h
BU020940. 1 Streptemyces sp. ID01-15b 165 ribosomal RMAgene, complets sequence et 2444 2%
DQa42537. 1 Streptemyces parvus strain MRRL B-1455T 165 ribosomal RMAgene, partial sequence 2ddd 2444 S1%
AEP43935 1 Streptomyces flavofuscus gene for 165 rRMN, partial s=quence, strain: NEBRC 100768 I 2444 91%
ABLEATAL Streptomyces albus subsp, albus gene for 165 MY, partial sequence, strain: NBRC 3135 2444 2444 91%%
ABR184515 1 Streptomyces baamensis gene for 165 rRNA, partial sequence, strain: NBRC 14727 et 2444 1%

10.4.10. Aislado OAG-B1
Deseription
on score sore | coversge

Streptomycoss sp, CNQ-418 165 ribozomal RNA gene, parfisl seguence 2384 B4
Strectomyoeiscess bacteriom NF5-E520 165 rbosomal BN gene complets ssoguenos 1358 D6
Streptomyoss sp, 136741 165 ribozomal RNA g=ne, partial seguence 2346 Bo%
Streptomyoss sp, 042403 165 ribozomal RNA gene, partial sequence 2346 BE%
Streptomyo=s sp. 136740 165 ribosomal RNA gene, parfisl s=guence 1344 Do
Streptomyoss sp, 1365EH 165 ribozomal RNA gene, parfial seqguence 2340 B5%
Streptomycos=s sp, 136586 165 ribosomal RMA gene, parfial s=gu=nc= 2335 S5
Streptomyc=s sp. AR1 165 ribosomal RNA gene, partial sequence 2331 3%
Strestomycatacess bact=rijum NPS-12745 1 65 ribosomal RNA g=ne, complals seguencs 2325 DET
E‘tr_—'.-t:n*;.'fzs :ll:-l_.: ELb!p. albws =train DSM 40313 165 _rib:s:n:l RMA, p:rti:lls‘::t:r:: . 1328 Lt
emb|AJ6 21602, 2| Streptomyces albus subsp, albus 165 rRNA gene, type strain DM 403137

Streptomyoss =p, KS00 gene for 165 ribosomal RNA 3334 DET
Streptomyco=s cacaci subsp. cacaci gene Tor 165 rRNA, partial s=quence, strain: NERC 12748 1334 ]
Streptomyoms sodiiphilus =train YIM B0305 185 ribosomal RNA gene, partisl segwencs 2320 B4

109



ANEXOS

10.4.11. Aislado OAG-G1

- _ - - - Max Total Duery
SCore SCore coverage
AMR0141. 1 Actinomadura viridis 165 rENA gene, strain DSM 431735T 2532 2332 2350
DES457. 1 Actinomadura viridis gene for 165 ribosomal RMA, partial sequence 2501 2501 8955
ARZZ1652. 1 Actinomadura bangladeshensis gene for 165 rRNA, partial sequence 2470 2470 9055
ARZE4595.1 | Actinomadura vinacea gene for 165 rRMA, partial sequence, strain: NBRC 14688 2467 2462 8955
DE_fes0e 1 iﬂ;lﬂEga;ué$ﬂflf|iclf1?3:tﬂr$;i$n gfrza?ﬂ :faﬂvri:wb;cgenarrféﬁp\p:i}m::;llREFTEU;:FII:: partial sequence 245 2453 &5e
F1849835. 1 Actinomadura sp. VANZ03 165 ribosomal RNA gene, partial sequence 2445 2445 8955
A1297715.1 Actinomadura sp. S2 partial 165 rRMA gene 2453 2433 9055
. - R . -
re o | Acinomedes mereree i A205 165 nbeoml WA Pt e NI iy | 227 | sow
HOLS7157.1 | Actinomadura sp. AS036 165 ribosomal RMA gene, partial sequence 2425 2475 8955
ARZeaSSa 1 Actinomadura macra gene for 165 rRMA, partial sequence, strain: NERC 14102 2475 2475 8955
AFZEEEE01 Pseudonocardiacese str. PALS1 165 ribosomal RNA, complete sequence 2475 2475 8955
ABIB4612.2 Actinomadura glauciflava gene for 165 rRMA, partial sequence, strain: NERC 14668 2425 2423 83%%
ELr41181. 1 Actinomadura cremea strain 136524 165 ribosomal RMA gene, partial sequence 2425 2423 83%%
s | efnomdis Mioeres s 46 169 sboromal W partil eqvence > HIATEIOIL | as | 223 | s
A1255706.1 | Actinomadura livida partial 165 rRNA gene, strain IMSNU 22151T 2423 2423 0%
10.4.12. Aislado P5
A - - Max Total Ouery
Description SCOT SO0 COVEeraq
" e e e
. Streptomyces drozdowicaii strain NRRL B-24237 165 ribosomal RNA gene partial 17 1230 7%
S sEquence
AE2AS5S7 1 | Streptomyces droedowicaii gene for 165 rRNA, partial sequence, strain: NBRC 101007 1220 1220 77%%
H1E7 4 Streptomiyces sp. WL-2 165 ribosormmal RNA gene, partial sequence 1220 1230 7%
, Streptomyces droedowicaii strain HEUM1 749035 165 ribosormal RMA gene. partia 1203 1273 265
i sEquence
ELE08199. 1 Streptomyces sp. MS218 165 ribosomal RNA gene, partial sequence 1214 1214 77%
AEZieas 1 | Streptomyces droedowicai partial 165 rRENA gene, isolate PhyCEm- 1349 i120e 1208 7%
AYEEeERS 1 Streptomyces sp. 80134 165 ribosomal RMNA gene. partial sequence i208 1208 7%
AWMEE1IEES.1 | Streptomyces droedowicai partial 165 rRMA gene, isolate PhyCEmM- 1258 126 1205 7%
HEES 5721 Uncultured Streptomyces sp. clone JL-2 165 ribosomal RMA gene, partial sequence Pl 120E 7650
AY73R718 1  Streptomyces sp. NOL112 165 ribosomal RNA gene, partial sequence 1157 1157 7%
AY7FATITL  Streptormyces sp. N0111 165 ribosomal RNA gene, partial sequence 1157 1w 7%
HOE11055.1  Streptomyces sp. = 10-18 165 ribosomal RNA gene, partial sequence 1155 1155 7%
FREZ7EZE.1  Streptomyces beijiangensis partial 165 rRNA gene. isolate 3-4-1, clone psychrol 119 1192 77%
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10.4.13. S. griseus

Accession Description ‘ —C Uit | Query
sCore sSCore LOvVErage
DO036238.1  Streptomyces sp. AB453 165 ribosomal RNA gene, partial sequence 2385 285 91% '
Do0g6243.1 Streptomyces sp. AB661 165 ribosomal RMA gene, partial sequence 2381 2381 91%
EU741123.1 Streptomyces sp. 13636L 165 ribosomal RNA gene, partial sequence 2377 2377 91%
EU741122.1 Streptomyces sp. 13636k 165 nbosomal RNA gene, partial sequence 2377 2377 91%
EU741151.1 Streptomyces sp. 136488 165 ribosomal RNA gene, partial sequence 2374 2374 91%
EU741149.1 Streptomyces sp. 136475 165 ribosomal RNA gene, partial sequence 2374 2374 91%
DQog6246.1 Streptomyces sp. 12 165 nbosomal RNA gene, partial sequence 2374 2374 91%
000862451 Streptomyces sp. [1 165 nbosomal RNA gene, partial sequence 2372 2372 92%
Do086247,1 Streptomyces sp. 13 165 nbosomal RNA gene, partial sequence 2370 2370 Q2%
EF142856.1 Streptomyces albidoflavus strain JP 165 ribosomal RNA gene, partial sequence 2359 2359 91%
10.4.14. S. yatensis
Max S Query
Accessi I
- Description scor Covera
scor
' e a ge
| AER245962.2 Streptomyces yatensis gene for 165 rRNA, partial sequence, strain: NERC 101000 1618 | 1618 90%
: AB373977.1 Streptomyces sp. KS26 gene for 16S ribosomal RNA 1613 1613 90%
. AES739761 Streptomyces sp. KS24 gene for 16S ribosomal RNA 1613 | 1613 9%
| AEB73962.1 Streptomyces sp. KS04 gene for 16S ribosomal RNA 1613 1613 90
{ AES7396L1 Streptomyces sp. KS02 gene for 16S ribosomal RNA 1613 | 1613 9%
: 3714451 Streptomyces hygroscopicus strain N41-24-1 16S ribosomal RNA gene, partid sequence 1613 = 1613 S0°%
AER45924 1 Streptomyces sporoclivatus gene for 16S rRNA, partid sequence, strain: NBRC 100767 1613 = 1613 9%
PRE R Streptomyces hygroscopicus subsp. crystallogenes gene for 16S rRNA, partial sequence,
i 2
AB1847221 strain: NBRC 16551 1613 1613 S90°%6
AB1841851 Streptomyces antimycoticus gene for 16S rRNA, partial sequence, strain: NBRC 12839 1613 1613 S0P
AT781363.1 Streptomyces sporoclivatus 16S rRNA gene, type strain LMG 20312 1609 1609 90°%e
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10.5.Resultados del Ez Taxon para cada uno de los aislados

10.5.1 Tabla general de resultados

Length | Closest match Similarity | Completeness | Accession

5.yatensis 1,875  Streptomyces mordarskii NRRL B-1346(T) 98.10 100 EF408735
5.griseus 1,615  Streptomyces violascens ISP 5183(T) 93.78 100 AY999737
PS5 1,818 Streptomyces drozdowiczii NERC 101007(T) 94.43 100 AB249957
0AG-G1 1,497 Adctinomadura viridis IFO 15238(T) 93.12 100 DB5467

OAG-B1 1,572 Streptomyces cacaoi subsp. cacaoi NBRC 12748(T) 96.15 99.1 AB184115
HAR-18 1,617  Streptomyces cyaneofuscatus JCM 4364(T) 99,15 99,5 AY999770
HAR-17 2,025  Streptomyces pluricolorescens NBRC 12808(T) 99,38 99.6 AB1B4162
F{12) 2,056  Streptomyces griseoplanus AS 4.1868(T) 98.42 99,5 AY999894
AK-1(2) 2,095  Streptomyces carpaticus NBRC 15390(T) 93.41 99.7 AB1B4641
9(13) (2) 2,005  Streptomyces cyaneofuscatus JCM 4364(T) 99,08 99.5 AY¥999770
EMMA-6-12 (2] 2,008  Monomuraea monospora FT708(T) 93,94 99.0 F1347524
e(23) 1,897  Streptomyces griseoplanus AS 4.1868(T) 99,21 99.6 AY999894
AL-2 1,564 Streptomyces hainanensis YIM 47672(T) 99.44 9B8.8 AM398645
ae(4) 1,569  Streptomyces griseoplanus AS 4.1868(T) 93.97 99.3 AY999894

10.5.2. Aislado 9(13)

1 Streptomyces cyaneofuscatus ICM 4364(T) {Kudrina 1957) Pridham et al. 1958

2 Streptomyces griseoplanus AS 4.1868(T) Backus et al. 1957

3 Streptomyces griseorubiginosus MBRC 13047(T) {Ryabova and Precbrazhenskaya 1957) |
4 Streptomyces halstedii MBRC 12783(T) (Waksman and Curtis 1916) Waksman a
5 Streptomyces microflavus MBRC 13062(T) {Krainsky 1914) Waksman and Henrici 1
6 Streptomyces griseolus MBRC 3719(T) {(Waksman 1923) Waksman and Henrici
7 Streptomyces fulvorobeus MBRC 15897(T) Vinogradova and Precbrazhenskaya 198
a Streptomyces cinereoractus MBRC 15395(T) Terekhova and Preobrazhenskaya 1986
q Streptomyces griseus subsp. griseuws KCTC 9080(T) {Krainsky 1914) Waksman and Henrici 1
10 Streptomyces rubiginosohelvalus MBRC 12912(T) (Kudrina 1957) Pridham et al. 1958
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10.5.3. Aislado ae(4)

Streptomyces griseoplanus
Streptomyces cyaneofuscatus
Streptomyces cinereorectus
Streptomyces setonii
Streptomyces pluricolorescens
Streptomyces rubiginosohelvolus
Streptomyces microflavus
Streptomyces fulvorobeus

Streptomyces griseorubiginosus

[ - < B L < T o B I

oy
=

Streptomyces anulatus

10.5.4. Aislado AK-1

AS 4.1868(T)

ICM 4364(T)

NBRC 15395(T)
NBRC 13085(T)
NBRC 12808(T)
NBRC 12912(T)
NBRC 13062(T)
NBRC 15897(T)
NBRC 13047(T)
NRRL B-2000(T)

Backus et al. 1957

{Kudrina 1957) Pridham et al. 1958
Terekhova and Preobrazhenskaya 1986
{Millard and Burr 1926} Kim et al. (in pr:
Okami and Umezawa 1961

{Kudrina 1957) Pridham et al. 1958
(Krainsky 1914) Waksman and Henrici 1
Vinogradova and Precbrazhenskaya 198
(Ryabova and Precbrazhenskaya 1957) |
(Beijerinck 1912) Waksman 1953

Streptomyces carpaticus
Streptomyces cheonanensis
Streptomyces hyderabadensis
Streptomyces lacticiproducens
Streptomyces xiamenensis
Streptomyces pactum
Streptomyces sodiiphilus
Streptomyces radiopugnans

L - T < T I o

Streptomyces lomondensis

=
=

Streptomyces olivaceus

NBRC 15390(T)
VC-A46(T)
OU-40(T)
GIMN4.001(T)

MCCC 1A01550(T)

NBRC 13433(T)
YIM 80305(T)
RO7(T)

NBRC 15426(T)
NBRC 12805(T)

Maksimova and Terekhova 1986

Kim et al. 2006

Reddy et al. 2011

Zhu et al. 2011

Xu et al. 2009

Bhuyan et al. 1962

Li et al. 2005

Mao et al. 2007

Johnson and Dietz 1969

(Waksman 1923) Waksman and Henrici
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10.5.5. Aislado AL-2

1
2
3
4
5
]
7
]
9

10

Streptomyces hainanensis
Streptomiyces mayteni
Streptomyces avicennias
Streptomyces specialis
Streptomyces rapamydnicus
Streptomyces sodiiphilus
Streptomyces iranensis
Streptomyces cacaoi subsp. cacaoi
Streptomyces morookaense

Streptomyces aldersoniae

10.5.6. Aislado e(23)

L B < N e e

=
(=]

Streptomyces griseoplanus
Streptomyces setonii
Streptomyces cyaneofuscatus
Streptomyces cinereorectus
Streptomyces rubiginosohelvolus
Streptomyces pluricolorescens
Streptomyces griseorubiginosus
Streptomyces fulvorobeus
Streptomyces microflavus
Streptomyces globisporus

YIM 47672(T)
YIM 60475(T)

MCCC 1A01535(T)

GW 41-1564(T)
NRRL B-5491(T)
YIM 80305(T)
HM 35(T)

NBRC 12748(T)
LMG 20074(T)
NRRL 18513(T)

AS 4.1868(T)

NBRC 13085(T)
ICM 4364(T)

NBRC 15395(T)
NBRC 12912(T)
NBRC 12808(T)
NBRC 13047(T)
NBRC 15897(T)
NBRC 13062(T)
NBRC 12867(T)

Jiang et al, 2007

Chen et al. 2009

Xiao et al. 2009

Kampfer et al. 2008

Kumar and Goodfellow 2008

Li et al. 2005

Hamedi et al. 2010

{Waksman 1932} Waksman and Henridi
{Locd and Schofield 1989) Witt and Stac
Kumar and Goodfellow 2010

Backus et al. 1957

{Millard and Burr 1926) Kim et al. (in pr
(Kudrina 1957) Pridham et al. 1958
Terekhova and Preobrazhenskaya 1986
(Kudrina 1957) Pridham et al. 1958
Okami and Umezawa 1961

{Ryabova and Precbrazhenskaya 1957) |
Vinogradova and Preobrazhenskaya 198
{Krainsky 1914) Waksman and Henrici 1
(Krassilnikov 1941) Waksman 1953
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10.5.7. Aislado Emma-6-12

1 Nonomuraga monospora FT70&(T) MNakaew et al. (in press)

Z MNonomuraea rhizophila Y¥IM 67092(T) Zhao et al. 2011

3 MNonomuraea dietziae D5M 44320(T) Stackebrandt et al. 2001

4 Monomuraea recticatena IFD 14525(T) (Terekhova et al. 1987) Zhang et al. 19¢
5 Nomomuraga rosea GW 12687(T) Kampfer et al. 2010

6 Nonomurasa roseola IF0 14685(T) {Lavrova and Preobrazhenskaya 1975) 7
7 Monmomuraga africana IFD 14745(T) {Preobrazhenskaya and Sveshnikova 197
a MNonomurasa salmonea D5M 43678(T) {Preobrazhenskaya et al. 1975) Zhang e
9 Nonomurasa turkmeniaca D5M 43926(T) {Terekhova et al. 1957) Zhang et al. 19¢
10 Monomuraga bangladeshensis 5-10-10(T) Ara et al. 2007

10.5.8. Aislado f(12)

1 Streptomyces griseoplanus AS 4.1868(T) Backus et al. 1957

z Streptomyces globisporus MBRC 12867(T) (Krassilnikov 1941) Waksman 1953

3 Streptomyces pluricolorescens MBRC 12808(T) Okami and Umezawa 1961

4 Streptomyces rubiginosohelvolus MBRC 12912(T) {Kudrina 1957) Pridham et al. 1958

5 Streptomyces cyaneofuscatus ICM 4364(T) {Kudrina 1957) Pridham et al. 1958

6 Streptomyces badius MRRL B-2567(T) (Kudrina 1957) Pridham et al. 1958

7 Streptomyces parvus MBRC 3388(T) {Krainsky 1914) Waksman and Henrici 1
a Streptomyces sindenensis MBRC 3399(T) Makazawa and Fujii 1957

9 Streptomyces setonii MBRC 13085(T) {Millard and Burr 1926) Kim et al. (in pr:
10 Streptomyces anulatus MRRL B-2000(T) (Beijerinck 1912) Waksman 1953

115



ANEXOS

10.5.9. Aislado HAR-17

1 Streptomyces pluricolorescens MBRC 12808(T) Okami and Umezawa 1961

2 Streptomyces rubiginosohelvolus MBRC 12912(T) {Kudrina 1957) Pridham et al. 1958

3 Streptomyces setonii MBRC 13085(T) {Millard and Burr 1926) Kim et al. (in pr:
4 Streptomyces griseoplanus AS 4.1868(T) Backus et al. 1957

5 Streptomyces sindenensis MBRC 3399(T) Makazawa and Fujii 1957

6 Streptomyces parvus MBRC 3388(T) {Krainsky 1914) Waksman and Henrici 1
7 Streptomyces globisporus MBRC 12867(T) {Krassilnikov 1341) Waksman 1953

& Streptomyces cyaneofuscatus ICM 4364(T) (Kudrina 1957) Pridham et al. 1958

Q Streptomyces badius MRRL B-2567(T) {Kudrina 1957) Pridham et al. 1958

10 Streptomyces cinereorectus MBRC 15395(T) Terekhova and Preobrazhenskaya 1986

10.5.10. Aislado HAR-18

1 Streptomyces cyaneofuscatus ICM 4364T) {Kudrina 1957) Pridham et al. 1958

2 Streptomyces pluricolorescens MBRC 12808(T) Okami and Umezawa 1961

3 Streptomyces rubiginosohelvolus MBRC 12912(T) {Kudrina 1957) Pridham et al. 1958

4 Streptomyces parvus MBRC 3388(T) {Krainsky 1914 Waksman and Henrici 1
5 Streptomyces sebonii MBRC 13085(T) {Millard and Burr 1926) Kim et al. (in pr:
6 Streptomyces griseoplanus AS 4.1868(T) Backus et al. 1957

7 Streptomyces sindenensis MBRC 3399(T) Makazawa and Fujii 1957

a8 Streptomyces globisporus MBRC 12867(T) {Krassilnikov 1941) Waksman 1953

Q Streptomyces fulvorobeus MBRC 15897(T) Vinogradova and Precbrazhenskaya 198
10 Streptomyces griseorubiginosus MBRC 13047(T) {Ryabova and Precbrazhenskaya 1957) |
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10.5.11. Aislado OAG-B1

1
2
3
4
5
6
7
3
9

10

Streptomyces cacaoi subsp. cacaoi
Streptomyces hainanensis
Streptomyces sodiiphilus
Streptomyces rangoonensis
Streptomyces albus subsp. albus
Streptomyces gibsonii
Streptomyces almauistii
Streptomyces mayteni
Streptomyces thermoalcalitolerans

Streptomyces panacagri

10.5.12. Aislado OAG-G1

NBRC 12748(T)
Y¥IM 47672(T)
Y¥IM 80305(T)
LMG 20295(T)
NRRL B-2365(T)
MBRC 15415(T)
NBRC 13015(T)
YIM 60475(T)
NBRC 16322(T)
Gsoil 519(T)

(Waksman 1932) Waksman and Henrici
Jiang et al. 2007

Li et al. 2005

(Erikson 1935) Pridham et al. 1953
{Rossi Doria 1891) Waksman and Henric
{Erikson 1935) Waksman and Henrici 19
{Duche 1934) Pridham et al. 1958

Chen et al. 2009

Kim &t al. 1999

Cui et al. {in press)

L= T = T B < e I

=
=

Actinomadura viridis
Actinomadura vinacea
Actinomadura rugatobispora
Actinomadura livida
Actinomadura madurae
Actinomadura yumaensis
Actinomadura coerulea
Actinomadura fibrosa
Actinomadura verrucosospora

Actinomadura mexicana

IFO 15238(T)
ICM 3325(T)
IFO 14382(T)
ICM 3387(T)
DSM 43067(T)
ICM 3368(T)
IFO 14679(T)
ATCC 49459(T)
NBRC 14100(T)
A290(T)

{Monomura and Ohara 1971) Miyvadoh &
Lavrova and Preobrazhenskaya 1975
Miyadoh et al. 1991

Lavrova and Preobrazhenskaya 1975
{Vincent 1894) Lechevalier and Lecheval
Labeda et al. 1235

Preobrazhenskaya et al. 1975

Mertz and Yao 1330

Monomura and Ohara 1971

Quintana et al. 2004
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10.5.13. Aislado P5

=T T N = T I T I

=
=

Streptomyces drozdowiczii
Streptomyces brevispora
Streptomyces beijiangensis
Streptomyces laculatizpora
Streptomyces setonii
Streptomyces pluricolorescens
Streptomyces sannanensis
Streptomyces sanglier
Streptomyces parvus
Streptomyces zaomyceticus

10.5.14. S. griseus

NBRC 101007(T)
BK160(T)

NBRC 100044(T)
BK166(T)

NBRC 13085(T)
NBRC 12808(T)
NBRC 14239(T)
NBRC 100784(T)

NBRC 3388(T)
NBRC 13348(T)

Semédo et al. 2004

Zucchi et al. 2012

Li et al. 2002

Zucchi et al. 2012

{Millard and Burr 1926) Kim et al. (in pr:
Okami and Umezawa 1961

Iwasaki et al. 1981

Manfio et al. 2003

(Krainsky 1914) Waksman and Henrici 1
Hinuma 1954

LY =T = S B = T ) I o o I

=
=

Streptomyces viclascens
Streptomyces albidoflavus
Streptomyces somaliensis
Streptomiyces hydrogenans
Streptomyces daghestanicus
Streptomyces luteogriseus
Streptomyces deserti (Invalid name)
Streptomyces koyangensis
Streptomyces levis

ISP 5183(T)
DSM 40455(T)
NBRC 12916(T)
NBRC 13475(T)
NRRL B-5418(T)
NBRC 13402(T)
C63(T)
VK-AGO(T)
NBRC 15423(T)

Streptomyces phaeoluteichromatogenss MRRL 5799(T)

{Precbrazhenskaya and Sveshnikova 19°
{Rossi Doria 1891) Waksman and Henric
(Brumpt 1906) Waksman and Henrici 19
Lindner et al. 1958

{Sveshnikova 1957) Pridham et al. 1958
Schmitz et al. 1964

Santhanam et al. 2011

Lee et al. 2005

Sveshnikova 1986

Goodfellow et al. 2008
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10.5.15. S. yatensis

(¥ T < T Y < LT B A Y R

=
=

Streptomyces mordarskii
Streptomyces geldanamycininus
Streptomyces vatensis
Streptomyces antimycoticus
Streptomyces melanosporofaciens
Streptomyces sporoclivatus
Streptomyces castelarensis
Streptomyces indenesiensis
Streptomyces cangkringensis

Streptomyces samsunensis

NRRL B-1346(T)
NRRL B-3602(T)
NBRC 101000(T)
NBRC 12839(T)
NBRC 13061(T)
NBRC 100767(T)
DSM 40830(T)
DSM 41759(T)
D13P3(T)
M1463(T)

Kumar and Goodfellow 2008
Goodfellow et al. 2008

Saintpierre et al. 2003

Waksman 1957

Arcamone et al. 1959

{ex Krasil'nikov 1970) Preobrazhenskaye
{Cercos 1954) Kumar and Goodfellow 2
Sembiring et al. 2001

Sembiring et al. 2001

Sazak et al. 2011
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