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RESUMEN

Se identificaron molecularmente 152 cepas de actinomicetes aisladas de ecosistemas
frios de la Antartida, Cotopaxi y Chimborazo. A través de la amplificacion de los
patrones de fingerprinting por rep-PCR, utilizando el primer BOX A1R1, se logré
construir el dendrograma genotipico generado mediante el coeficiente de Pearson y el
algoritmo UPGMA, obteniendo 23 grupos-especie.

El andlisis filogenético del gen del ADNr 16S fue construido mediante el calculo de
las distancias evolutivas de Jukes & Cantor y el algoritmo de Neighbour — Joining. Se
logré identificar 4 especies diferentes, que pertenecieron al género Streptomyces,
mientras que la cepa DE-067 estuvo asociada al género Nocardia. Por otra parte,
mediante la caracterizacion fenotipica se determin6 que la mayoria de las cepas de este
estudio resultaron ser mesofilas, halofilas débiles y neutrotolerantes. Ademas, poseen
una gran capacidad de metabolizar aminoacidos como fuente de carbono y nitrégeno.
Con los resultados obtenidos, se construyé el dendrograma fenotipico mediante el
coeficiente Ssm y el algoritmo UPGMA, determinando 23 grupos-especie a un 89% de

similitud.

Posteriormente, se realizo la identificacion molecular de la coleccion mediante el gen
del ADNr 16S, con las cepas que compartian patrones de fingerprinting similares a las
especies identificadas. Logrando posicionar taxonémicamente a 87 cepas, en 14
grupos-especie al 80% de similitud. Como es evidente, se necesita complementar los
resultados obtenidos en este estudio, mediante la identificacién molecular de las cepas
gue no se secuenciaron, para conocer con certeza la diversidad de actinomicetes en la

coleccion.

Palabras Clave: Actinomicetes, caracterizacion fenotipica, caracterizacion genotipica,

168, arbol filogenético, taxonomia polifasica.
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ABSTRACT

Were identified 152 strains of actinomycetes molecularly isolated from cold
ecosystems of Antarctica, Cotopaxi and Chimborazo. Through the amplification of the
fingerprinting patterns by rep-PCR, using the first BOX A1R1, | was able to construct
the genotypic dendrogram generated by the Pearson coefficient and the UPGMA

algorithm, obtaining 23 species-groups.

The phylogenetic analysis of the 16S rDNA gene was constructed by calculating the
evolutionary distances of Jukes & Cantor and the Neighbor - Joining algorithm. It was
possible to identify 4 different species, which belonged to the genus Streptomyces,
while the strain DE-067 was associated to the genus Nocardia. On the other hand, by
phenotypic characterization it was determined that most of the strains of this study
were mesophilic, weak halophilic and neutrotolerant. In addition, they have a great
ability to metabolize amino acids as a source of carbon and nitrogen. With the obtained
results, the phenotypic dendrogram was constructed by the SSM coefficient and the
UPGMA algorithm, determining 23 species-groups at 89% similarity.

Subsequently, the molecular identification of the collection was carried out using the
16S rDNA gene, with the strains that shared fingerprinting patterns like the identified
species. Achieving taxonomically position 87 strains, in 14 groups-species at 80%
similarity. As it is evident, it is necessary to complement the results obtained in this
study, by means of the molecular identification of the strains that were not sequenced,
to know with certainty the diversity of actinomycetes in the collection.

Keywords: Actinomycetes, phenotypic characterization, genotypic characterization,
16S, phylogenetic tree, polyphasic taxonomy.
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CAPITULO |

MARCO TEORICO

1.1 Antecedentes Investigativos
1.1.1 Generalidades

Los microorganismos son la forma de vida predominante en el planeta tanto en nimero
como en biomasa total, exhiben una diversidad evolutiva, funcional y metabdlica que
supera a todos los demas organismos vivos (Timmis et al., 2017). Filogenéticamente
existen los dominios Archaea, Bacteria y Eukarya (Barton & Northrup, 2011),
determinados mediante el empleo de la secuencia del gen del ARNr de la subunidad
pequefia del ribosoma y varias caracteristicas fenotipicas distintivas. Los dominios
Archaea y Bacteria estan compuestos por organismos procariotes y Eukarya por
eucariotes (Midigan, Martinko, & Parker, 2004).

La clasificacion microbiana evidencia que el dominio Archaea difiere de los otros
dominios en sus secuencias de ARNr 16S, ya que en su estructura secundaria presenta
entre 8 a 12 subunidades, asi como en la estructura de la pared celular que esta
compuesta por glicoproteinas, proteinas y pseudomureina. En cuanto a los
microorganismos que pertenecen al dominio Bacteria poseen un ARNr 16S con una
estructura secundaria de 4 subunidades y una morfologia en su pared celular mas
delgada, compuesta por lipopolisacaridos y mureina. Los individuos que se han
clasificado dentro de estos dos dominios poseen un solo cromosoma circular que no se
encuentra encerrado dentro de un nicleo. Finalmente, en el dominio Eukarya el ARNr
de la subunidad pequefia tiene un tamafio mayor (ARNr 18S) (Barton & Northrup,
2011). Los microorganismos pertenecientes a este dominio pueden o no poseer pared
celular (Cooper, 2000; Lodish, 2000) con el material genético lineal dentro del ndcleo
(Barton & Northrup, 2011).

El dominio Bacteria comprende al menos 30 phylum (Hogg, 2013) que se caracterizan
por el tamafio muy pequefio de sus células que presentan en promedio 1 pum de
didmetro, la simplicidad de su estructura que no contienen mitocondrias ni cloroplastos
y su material genético que no esta contenido dentro de una membrana nuclear

(Hopwood & Chater, 1989). Su diversidad esta relacionada a su capacidad de



adaptarse a una extraordinaria variedad de habitats, los que incluyen suelos, lagos,

océanos y dentro de otros organismos vivos (Srivastava, 2015).

Un grupo especial de bacterias grampositivas son los actinomicetes. En 1943
Waksman y Henrici clasificaron a los actinomicetes por su capacidad de formar células
ramificadas y definieron 5 grupos principales representados en los géneros
Actinomyces, Micromonospora, Mycobacterium, Nocardia y Streptomyces (Hopwood
& Chater, 2007). Pertenecen al orden Actinomycetales (Barka et al., 2016; Bhatti,
Hag, & Bhat, 2017; Hopwood & Chater, 2007). Poseen verdaderas hifas aéreas con
un tamafio entre 0,5 a 1,5 um de didmetro. Estan ampliamente distribuidos en la
biosfera, siendo microorganismos ubicuos que forman poblaciones estables vy
persistentes en diversos ecosistemas (Bhatti et al., 2017). Se reproducen por fision o
por medio de esporas. La mayoria presentan un metabolismo heterétrofo (Bhatti et
al., 2017), aunque es posible encontrar algunos actinomicetes autotrofos (Bell,
Falconer, Colby, & Williams, 1987; Bhatti et al., 2017).

La amplia diversidad de los actinomicetes se puede evidenciar al establecer las
diferentes condiciones que permiten que éstos crezcan y se desarrollen. Pueden existir
en condiciones aerdbicas y anaerdbicas a temperaturas que van desde los 5°C a 7°C y
hasta los 45°C a 70°C (Bhatti et al., 2017). Crecen en suelos acidos en un rango de
pH éptimo de 6,5 a 8,0 y en suelos alcalinos de pH 10 a 12. Viven también en suelos
salinos de 5% a 10% de NaCl, principalmente en pantanos (Akond, Jahan, Sultana,
& Rahman, 2016; Bhatti et al., 2017).

Los actinomicetes han desarrollado la capacidad de soportar temperaturas muy bajas
para su supervivencia, mediante la sintesis de proteinas conocidas como proteinas de
choque frio (csps), las cuales participan en la regulacién de la expresion de genes que
codifican proteinas de respuesta al estrés de baja temperatura. Estas proteinas se
encuentran en especies de actinomicetes psicréfilos, mesofilos e incluso termdfilos
(Ermolenko & Makhatadze, 2002; Phadtare, Tadigotla, Shin, Sengupta, &
Severinov, 2006). Ademas, las proteinas csps crean una mayor flexibilidad en
porciones seleccionadas de su estructura proteica global, a traveés de un mayor nimero

de residuos de glicina (Gli) y un numero reducido de residuos de prolina (Pro) y



arginina (Arg). Por ejemplo, en los actinomicetes psicrofilos la adaptacién al frio se

Ileva a cabo gracias a las proteinas asociadas a acidos nucleicos (Singh, 2012).

La gran diversidad de microorganismos disponibles en todos los habitats terrestres,
son una valiosa fuente de moléculas con un alto potencial biotecnolégico y cuyo
enfoque actualmente es determinar microorganismos benéficos que viven en
ambientes extremos como desiertos y glaciares (Perfumo, Banat, & Marchant,
2018).

Los glaciares representan reservorios a largo plazo de una gran diversidad microbiana
con un potencial metabdlico inesperado (Balcazar et al., 2015). Se han reportado
cepas aisladas de actinomicetes en ecosistemas glaciares de la Antartida,
especialmente en las islas Dee y Greenwich (Diaz & Estrada, 2018; Navas, 2016;
Villacis, 2015). Los cuales pertenecen principalmente al género Streptomyces, en
especies como S. fildesensis, S. flavogriseus, S. griseus, S. olivochromogenes y S.
sannanensis (Navas, 2016). Por otro lado, también se han reportado cepas de
actinomicetes aisladas de suelos de los volcanes Cotopaxi y Chimborazo,

correspondientes a los paramos andinos (Diaz & Estrada, 2018; Villacis, 2015).

Los paramos andinos y las zonas altas montafiosas también exhiben una gran
diversidad microbiana por la gama de microclimas y zonas de vida (Cuesta, Sevink,
Llambi , De Biévre, & Posner, 2014). Por lo que las investigaciones actuales buscan
aislar microorganismos correspondientes a especies de bacterias y actinomicetes con
funciones biolégicas (Prabahar, Dube, Reddy, & Shivaji, 2004). Debido a que, estos
microorganismos se emplean cada vez mas para aumentar la sostenibilidad del planeta

en todas las areas agricola, alimentaria, ambiental e industrial (Timmis et al., 2017).

De esta manera la biotecnologia ha enfocado el uso de microorganismos en procesos
de elaboracion o modificacion de biocompuestos (Bhargava & Srivastava, 2012).
Por ejemplo medicamentos, hormonas sintéticas, productos alimenticios (Lewis,
2007) y probioticos (Bhargava & Srivastava, 2012).



1.1.2 Generalidades de los actinomicetes

Los actinomicetes son bacterias grampositivas filamentosas y esporuladas, que
exhiben una amplia gama de formas morfologicas (Akond et al., 2016). Poseen un
patrén de ramificacion y formacidn de esporas a partir de un micelio aéreo ramificado,
el que a su vez proviene del micelio del sustrato (Chaudhary et al., 2013). Producen
un olor similar al de la tierra himeda debido a la geosmina (Minotto, Pasqualini,
Trindade, & Van Der Sand, 2014).

De los principales grupos de actinomicetes que comprenden los géneros Actinomyces,
Micromonospora, Mycobacterium, Nocardia y Streptomyces. Los grupos Actinomyces
y Nocardia corresponden a células aerobias y anaerobias respectivamente. Mientras
que los grupos Streptomyces y Micromonospora estan constituidos por células que
forman una estera densa de hifas ramificadas interconectadas que dan lugar a esporas
(Hopwood & Chater, 2007). Finalmente, el grupo Mycobacterium comprende células
con filamentos ramificados divididas en células individuales (Hopwood & Chater,
2007).

De acuerdo con la utilizacion del oxigeno, pueden ser actinomicetes anaerobios,
aerdbicos o facultativos. Los actinomicetes aerdbicos se clasifican principalmente en
funcién de la morfologia y de la composicion quimica de la pared celular (Schleifer
& Kandler, 1972). Dependiendo la composicion y estructura del peptidoglicano se
distinguen cuatro principales tipos de pared celular. Pueden ser del tipo I segln la
posicion del isdmero del acido diaminopimélico, del tipo Il segln el contenido de
azucar del peptidoglicano, del tipo Il por la presencia de glicina en los puentes del
péptido y del tipo IV por la presencia del &cido meso-diaminopimélico (Schleifer &
Kandler, 1972; Sharma, Dangi, & Choudhary, 2014). Por otro lado, los grupos de
actinomicetes pueden presentar similitudes en su pared celular. Por ejemplo, la pared
de Promicromonospora tiene el mismo tipo de composicion de pared celular de
Actinomyces israelii. Asi mismo, cepas de Mycobacterium bovis, Mycobacterium
phlei y Mycobacterium tuberculosis tienen el mismo tipo de peptidoglicano en sus
paredes celulares (Schleifer & Kandler, 1972).

Del total de la poblacién de microorganismos que habitan diferentes ecosistemas, los

actinomicetes estan presentes en un 20% a 60%, en casi todos los ambientes terrestres,
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marinos y sedimentos (Williams et al., 1993). Asi como también, en aguas dulces y
saladas, rizosfera, los nodulos de las raices, en los tejidos internos de las plantas, en la
materia organica en descomposicion, heces de animales, productos alimenticios
(Minotto et al., 2014), en el compost y hasta en aguas residuales (Akond et al., 2016).
Los actinomicetes también estan presentes en ambientes generalmente frios, a5 °C o
menos, existen bajo condiciones estresantes como aguas termales, salmueras casi
saturadas, aguas acidas, en el hielo antartico y a kildémetros debajo de la superficie de

la tierra (Srivastava, 2015).

Su capacidad de adaptacion ha permitido el desarrollo de las funciones metabolicas
vitales. Poseen estrategias que alteran la composicion de los &cidos grasos de su

membrana celular cuando crecen en temperaturas bajas (Beales, 2004).

1.1.3 Ecosistemas glaciares y paramos

Los cientificos han enfocado su atencion hacia la bdsqueda de nuevos
microorganismos en las regiones glaciares y los paramos debido a su alto potencial
bioldgico (Nopnakorn, 2011).

La Antartida alberga una gran biodiversidad de microorganismos, incluidas las algas,
bacterias, hongos y virus, que constituyen la mayor parte de la biomasa en los
ecosistemas terrestres y de agua dulce del continente (Hughes, Cowan, & Wilmotte,
2015).

El continente Antartico posee una superficie total de 14 millones de Km?
aproximadamente y mas del 98% esta cubierto por una gruesa capa de hielo de un
espesor promedio de 1,6 Km (Antony et al., 2016). El continente experimenta
condiciones ambientales y climéticas severas, tales como baja humedad atmosférica,
poca disponibilidad de agua liquida, temperaturas extremadamente bajas, largos

periodos de radiacién solar y una absoluta oscuridad (Miller & Whyte, 2011).

A pesar de las condiciones extremas del continente, el aislamiento de microoganismos
como los actinomicetes ha sido posible. Se han aislado cepas de actinomicetes de
suelos (Encheva et al., 2014; Ganzert, Bajerski, Mangelsdorf, Lipski, & Wagner,
2011; Moncheva et al., 2000), sedimentos marinos (Deng et al., 2015), arena (De la



Torre, Goebel, Friedmann, & Pace, 2003) y agua de mar (Gupta, Reddy, Delille,
& Shivaji, 2004).

En la Antartida, se han reportado aislamientos de grupos de actinomicetes en zonas
principalmente archipiélagos e islas, en lugares como Greenwich y Dee (Garzon,
2013; Villacis, 2015). En la isla Livingston, se ha encontrado cepas del género
Streptomyces con actividades antibacterianas (Encheva et al., 2013). También se han
reportado cepas aisladas de muestras de roca y arena correspondientes al género
Micromonospora (Hirsch, Mevs, Kroppenstedt, Schumann, & Stackebrandt,
2004).

Del mismo modo, se han registrado poblaciones de actinomicetes en zonas de alta
montafia en Yunnan, China, ubicada a 3000 metros sobre el nivel del mar (msnm),
correspondientes a los géneros Streptomyces, Micromonospora y Nocardia. Asi como
también, en montafias nevadas de 3900 a 4500 msnm, se han reportado aislamientos
de actinomicetes de los géneros Micromonospora, Nocardia, Saccharopolyspora y
Streptomyces (Xu, Li, & Jiang, 1996). Ademas, en la region del Monte Everest, en
Kalapatthar, se han aislado muestras de estos microorganismos, con actividad

antibacteriana (Gurung, Sherpa, Agrawal, & Lekhak, 2010).

Por otro lado, en zonas como los paramos andinos y nevados también se han reportado
una gran biodiversidad en especies de microflora y microfauna del suelo de
comunidades bacterianas, micoplasmas y levaduras (Hofstede, Segarra, Mena, &
Mena Véasconez, 2003). Por ejemplo, se han aislado cepas de actinomicetes en suelos
de los volcanes Cotopaxi y Chimborazo (Diaz & Estrada, 2018; Garzén, 2013) .

1.1.4 Funcion bioldgica

Los actinomicetes juegan un papel importante en la biodegradacion del suelo y la
formacion de humus, mediante el reciclaje de los nutrientes asociados con polimeros
recalcitrantes, tales como quitina, queratina y lignocelulosas (Sharma et al., 2014).
También son los encargados del mecanismo de produccion de acidos organicos,
participando en el metabolismo y la fisiologia de los microorganismos que regulan el

la solubilizacion de fosfato mineral en el suelo (Bhatti et al., 2017).



En lafijacion del nitrdgeno, los actinomicetes forman asociaciones con algunas plantas
(Bhatti et al., 2017; Gauthier, Diem, & Dommergues, 1981), mediante un proceso
de infeccion. Una vez dentro del cabello de la raiz, el actinomicete ramificado crece a
través de las paredes de la célula cortical externa, estimula la hipertrofia y la division
celular de la corteza del huésped, formando un sitio de invasion o pre-nddulo (Torrey,
1978), en donde ayuda a que las plantas fijen el nitrogeno que estad disponible
(Gauthier et al., 1981)

Ademas, los actinomicetes son capaces de descomponer mediante enzimas
hidroliticas, la celulosa resistente y la lignina que se encuentra en la madera, papel y
en la quitina de los exoesqueletos de insectos (Bhatti et al., 2017; Singh & Nain,
2014). Participan en la descomposicién de los residuos organicos del suelo,
produciendo un pigmento negro marrén que contribuye a la oscuridad de color del
humus (Bhatti et al., 2017).

Los actinomicetes son uno de los grupos mas importantes en la produccion de
siderdforos (Lee, Soon, Keast, & Carson, 2012). Estos, son compuestos quelantes,
solubles en agua y de bajo peso molecular, que facilitan el transporte de hierro Il a los
microorganismos. El proceso se lleva a cabo cuando este compuesto entra en contacto
con el hierro 11l de la membrana celular de los actinomicetes. Una vez dentro del
organismo reduce el hierro Il a hierro Il, que es utilizado para sus actividades
bioldgicas (Bhatti et al., 2017; Lee et al., 2012). Se ha reportado que Streptomyces
produce los siderdforos coelichelin (Lautru, Deeth, Bailey, & Challis, 2005) y
griseobactina (Patzer & Braun, 2010). Mientras que la heterobactina es un tipo de
sider6foro producido por miembros de los géneros Nocardia (Mukai, Komaki,
Takagi, & Shin-ya, 2009) y Rhodococcus (Carrano, Jordan, Drechsel, Schmid, &
Winkelmann, 2001).

Los actinomicetes son considerados bacterias promotoras del crecimiento de las
plantas, debido a que mejoran la disponibilidad de nutrientes y minerales e inhiben el
ataque de microorganismos fitopatégenos (Bhatti et al., 2017; El-Tarabily &
Sivasithamparam, 2006; Jogaiah et al., 2016; Soltanzadeh, Soltani Nejad, &
Shahidi Bonjar, 2016). Se ha reportado que el género Streptomyces promueve el

crecimiento de varias plantas, tales como arroz (Gopalakrishnan et al., 2014), tomate



(El-Tarabily, 2008), trigo (Sadeghi et al., 2012) y fréjol (Nassar, El-Tarabily, &
Sivasithamparam, 2003). Por otro lado, se ha reportado que Streptomyces
griseoviridis estimula la intensidad de la formacion de micorrizas y da lugar a un mejor
crecimiento de la planta, ademas de tener capacidades antagonicas a una variedad de
patégenos (Bhatti et al., 2017).

1.1.5 Aplicacion industrial

El interés de los actinomicetes se enfoca principalmente en su importancia
biotecnologica por la produccion de una amplia gama de metabolitos secundarios,
principalmente antibidticos. Por ejemplo, la eritromicina, estreptomicina, gentamicina
y rifampicina han sido usados para el desarrollo de farmacos (Bhatti et al., 2017;
Watve, Tickoo, Jog, & Bhole, 2001). Otros biocompuestos producidos por
actinomicetes corresponden a aquellos con propiedades antihelminticas,
anticancerosas e inmunosupresoras (Bhatti et al., 2017; Borodina, Krabben, &
Nielsen, 2005). Los actinomicetes también son capaces de actuar como biofertilizantes
combatiendo patdgenos de plantas y brindandoles resistencia (Bhatti et al., 2017). Se
ha reportado que los actinomicetes tienen la capacidad de participar en la degradacion
de los compuestos presentes en los plaguicidas como los organoclorados, s-triazinas,
triazinonas, carbamatos y diuron, reduciéndolos a formas mas simples y con menos

toxicidad para los cultivos (Golinska et al., 2015).

Aproximadamente el 60% de los nuevos insecticidas y herbicidas biolégicos
reportados en los Ultimos afios provienen de Streptomyces (Sharma et al., 2014). Por
ejemplo, el biofungicida mycostop contiene Streptomyces griseoviridis como principio
activo, para el control biolégico de microorganismos fitopatdgenos presentes en el
suelo (Bhatti et al., 2017). Asi mismo, los metabolitos fangicos como polioxina B y

D provienen de Streptomyces cacaoivar (Sharma et al., 2014).

Los actinomicetes también son los encargados del cuidado de cultivos como el
algoddn, cafia de azlcar, citricos y pifia, produciendo &cido indol acético (1IAA)
(Golinska et al., 2015). El acido 1AA es un regulador del crecimiento de las plantas
que facilita el desarrollo, estimula el crecimiento del sistema radicular y alargamiento
de las raices (Bhatti et al., 2017). Se han reportado la sintesis inducida de 1AA por

especies diferentes de Streptomyces exfolitus y Streptomyces violaceus (Sharma et
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al., 2014). Asi como los géneros Frankia sp (Flores, Rincon, & Martin, 2003),
Nocardia (El-Tarabily & Sivasithamparam, 2006; Flores et al., 2003) y
Kitasatospora (Shrivastava, D’Souza, & Desai, 2008) son considerados productores
potenciales de IAA (Bhatti et al., 2017).

Del total de metabolitos microbianos alrededor de 10000 (45%), es producido por
actinomicetes, de los cuales 7600 (76%) provienen del género Streptomyces y 2500
(25%) provienen de los generos Actinomadura, Micromonospora y Streptoverticillium
(Lee et al., 2014). Estos microorganismos son una demostracion de que son fuentes
eficaces para la produccion de compuestos bioactivos (Dhananjeya, Selvan, &
Dhanapal, 2010).

En el campo de la salud humana, un grupo de actinomicetes principalmente
Streptomyces albidoflavus, Streptomyces griseus y Streptomyces karnatakensis y
varias especies de Nocardia, tienen habilidades para producir la enzima L-
asparaginasa microbiana, que es usada generalmente como un agente terapéutico en el
tratamiento de cancer, principalmente en la leucemia linfoblastica aguda (Sharma et
al., 2014).

Adicionalmente, los actinomicetes producen metabolitos bioactivos de interés
farmacéutico, tales como antibacterianos, antimicéticos y antiparasitarios, ademas de
enzimas que degradan compuestos organicos complejos (Akond et al., 2016). Por
ejemplo, amilasas (Thermomonospora curvata), celulasas (Thermonospora.),
isomerasas (Actinoplanes missouriensis), ligninasas (Nocardia autotrophica),
proteasas (Nocardia), quitinasa (Streptomyces viridificans) y xilanasas (Microbispora)
(Sharma et al., 2014). Asi como también, estos microorganismos estan presentes en
la produccién de la kasugamicina, que es un metabolito proveniente de Streptomyces
kasugaensis, la cual actia como un inhibidor de la biosintesis de proteinas en

microorganismos (Sharma et al., 2014).

1.1.6 Aislamiento de actinomicetes

Existen varias técnicas de aislamiento de actinomicetes basadas en los métodos
convencionales de cultivo en placas de dilucion seriadas (El-Tarabily &

Sivasithamparam, 2006). Sin embargo, las técnicas convencionales generalmente



utilizan medios no selectivos o poco selectivos, de manera que los actinomicetes
pueden ser inhibidos por organismos que compiten entre si 0 por microorganismos de

crecimiento mas rapido (Athalye, Lacey, & Goodfellow, 1981).

Es asi que, se han desarrollado varias técnicas tales como la radiacion de microondas
(Bulina, Alferova, & Terekhova, 1997), pulsos eléctricos (Bulina, Terekhova, &
Tyurin, 1998), la centrifugacion diferencial (Hayakawa, Otoguro, Takeuchi,
Yamazaki, & limura, 2000), la radiacion de alta frecuencia (Li, Terekhova, &
Gapochka, 2002) y el analisis de sucesion (Li, Terekhova, Alferova, Galatenko, &
Gapochka, 2003), ademas de la utilizacién de un medio de cultivo de vitamina de
carbon (You & Park, 1996) que tienen como fin incrementar la recuperacion de
géneros de actinomicetes a partir de placas de aislamiento (El-Tarabily &

Sivasithamparam, 2006).

La centrifugacion diferencial de dispersion (DDC) fue descrita por primera vez por D.
W. Hopkins, Macnaughton, & O’Donnell en (1991), tiene como finalidad,
homogenizar los agregados del suelo y disociar los microorganismos de las particulas
de éste. Permite aislar poblaciones microbianas a partir de muestras de suelo que se
ponen en contacto con agentes quelatos, bufers, diluyentes y ultra sonido, separando
la biomasa del residuo (Hawksworth, 1995). Se han reportado aislamientos por DDC
de cepas bacterianas (Hopkins et al., 1991) y actinomicetes quitinoliticos de un suelo

acido de Brasil (Gomes, Linhares, Alviano, & Linhares, 1999).

1.1.7 Caracterizacion fenotipica de actinomicetes

Los fenotipos son caracteristicas observables de las células que permite diferenciarlas
unas de otras (Bochner, 2009). El rasgo fenotipico proporciona informacion acerca de
la capacidad del microorganismo de colonizar nichos ecologicos y de sus
caracteristicas fisiologicas. Las cuales, incluyen el uso de diferentes fuentes de
carbono y aceptores de electrones (Brbi¢ et al., 2016), la resistencia a factores de estrés
tales como fuentes de nitrogeno, salinidad, pH y temperatura (Bochner, 2009) y las

interacciones moleculares con las células huésped (Brbi¢ et al., 2016).

Los datos fenotipicos incluyen las caracteristicas macroscopicas que proporcionan

informacion acerca de la morfologia tales como color, dimension, forma y bordes.
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Mientras que, la caracterizacion microscopica permite identificar la forma celular, las
morfologias asociadas con las caracteristicas ambientales y las interacciones entre los
microorganismos Y las superficies minerales (Larry; Barton & Northup, 2011) que

pueden ser asociaciones patdgenas o simbidticas (Brbi¢ et al., 2016).

De esta manera, el conjunto de todos los analisis fenotipicos son la base para la
identificacion preliminar de grupos y taxones, ademas esta relacionada con los analisis
filogenéticos, lo que permite la creacion de taxones con bases més solidas (Hirsch et
al., 2004).

1.1.8 Caracterizacion genotipica en actinomicetes

Los métodos genotipicos han evolucionado en el desarrollo de nuevas tecnologias, mas
rapidas y precisas. Un ejemplo, es la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR)
desarrollada en 1983 por Kary Mullis. Permite la amplificacion de una region
especifica de ADN utilizando partidores o secuencias que delimitan la zona de
amplificacion (Farfan, 2015). Esta técnica puede aumentar la cantidad de muestra
inicial, obteniendo un conjunto de fragmentos de ADN para su identificacion
individual (Arora & Kanta, 2006; Lorne, 1993).

La enzima termoestable Taq polimerasa, aislada de Thermus aquaticus (Chien,
Edgar, & Trela, 1976; Saiki et al., 1988), es la enzima que lleva a cabo la PCR y
permite obtener una polimerizacion més eficiente, debido a que actia mejor y la
temperatura de desnaturalizacion no disminuye su actividad enzimatica, logrando

amplificar el ADN de una manera mas rapida (Gupta, 2017).

Esta técnica se fundamenta en una reaccion bésica cuyo material de partida es la
secuencia molde, nombrado asi al gen o segmento de ADN, el cual puede amplificarse
un millén de veces (Sanders, 2007). Las cadenas complementarias de una molécula
bicatenaria de ADN se separan o desnaturalizan por calentamiento a una temperatura
de 90 °C a 98 °C. Posteriormente, uno o dos primers de ADN sintético con una
secuencia especifica en cada extremo, se unen a su secuencia complementaria y se
enfrian a una temperatura de 40 a 60 °C. De esta manera, las polimerasas comienzan
en cada primer y copian la secuencia original, produciendo réplicas exactas de la

secuencia molde (Gupta, 2017; Sanders, 2007). En ciclos posteriores, las moléculas
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bicatenarias del ADN original y las copias estan separadas. De manera que los primers
pueden unirse nuevamente a secuencias complementarias para que la polimerasa los

replique (Sanders, 2007).

1.1.9 Patrones de Fingerprinting

La distribucion de los amplicones de ADN gendémico, que resultan del proceso del
PCR, genera un patron de huella dactilar Unico para cada cepa o aislamiento bacteriano

conocido como fingerprinting (Godsell, 1963).

Las técnicas como ERIC y rep-PCR, son metodos de tipificacion molecular de
bacterias confiables, rapidos y altamente discriminativos, asi como reproducibles,
siendo la técnica de rep-PCR la herramienta molecular mas rapida y econémica para
construir una base de datos genotipica de cepas microbianas (Belkum & Hermans,
2001).

En taxonomia bacteriana se usan las secuencias repetitivas enterobacterianas BOX y
ERIC (Valencia & GOmez, 2012), las secuencias palindrémicas extragénicas
repetitivas (REP), los fragmentos de restriccion con endonucleasas (RFLP) (Popping,
Diaz, & Hoenick, 2010) y la secuenciacién del gen del ADNr 16S, usado para la
identificacion y el analisis comparativo de especies y poblaciones bacterianas (Ishii &
Sadowsky, 2009a; Kumar, Kumar, & Pratush, 2014).

El método de tipificacién molecular basado en rep-PCR fue utilizado por primera vez
por Versalovic. Se emplea ampliamente para distinguir especies, cepas, serotipos,
entre otros. Esta técnica utiliza tres primers especificos, denominados BOX, ERIC y
REP, que se han disefiado para coincidir con las secuencias conservadas distribuidas
en diversos genomas bacterianos. Estos primers amplifican las regiones gendmicas
ubicadas entre secuencias repetitivas, y han demostrado ser (tiles en el estudio de la
diversidad microbiana (Rampadarath, Puchooa, & Bal, 2015). Los primers REP-
PCR tienen una secuencia de consenso de 38 pb, ERIC-PCR tiene una secuencia de
126 pb y BOX-PCR posee tres subunidades, BOX-A, BOX-B y BOX-C con longitudes
de 50 nucledtidos respectivamente (Das, Dash, Mangwani, Chakraborty, &
Kumari, 2014).
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El primer BOX-PCR genera patrones de banda mas integros y reproducibles,
manteniendo una alta correlacién entre las huellas dactilares y los datos de homologia
ADN-ADN. Se han reportado investigaciones utilizando primers BOX-PCR en la
identificacion de especies de Streptomyces cinereorectus, Streptomyces fradiae,
Streptomyces tricolor, Streptomyces colombiensis, Streptomyces filamentosus,

Streptomyces vinaceus Yy Streptomyces phaeopurpureus (Lanoot et al., 2004).

La caracterizacion genotipica de microorganismos proporciona informacion que se
utiliza para ampliar bancos de genes, en investigaciones de identidad de clones,
patentes de plantas, procesos médicos y pruebas de paternidad (Sanders, 2007).

1.1.10 Taxonomia microbiana

La taxonomia comprende la clasificacion, identificacion y nomenclatura de
organismos a partir de morfologias similares, rasgos fisiolégicos. Asi como también,
rasgos geneéticos para clasificarlos en grupos o taxones especificos (Bisen, 2014).
Ademas, puede predecir las propiedades méas probables entre los miembros, que
incluyen a los géneros, individuos, poblaciones, secuencias moleculares y tipos de
especies (Rohlf, 2013).

La taxonomia numérica o taxonomia clasica se define como el uso de metodos
estadisticos y matematicos, que requiere una informacion basada en las caracteristicas
macroscopicas y microscopicas. Asi com también, de habilidades fisiolégicas para
convertirlas en datos numeéricos (Rohlf, 2013). Tiene como objetivo, clasificar nuevos
aislamientos, crear nuevos taxones, identificar especies conocidas y la nomenclatura
de las mismas (Rohlf, 2013; Thompson et al., 2013).

El término taxonomia polifasica propuesto por Colwell en 1970, sirve para definir
completamente la biosistematica moderna que comprende la filogenia y genética de
poblaciones (Gillis, Vandamme, Vos, Swings, & Kersters, 2015). En donde, se
incluyen aspectos fisioldgicos, propiedades fisicoquimicas del ADN vy el perfil de
fragmentos moleculares principalmente AFLP, BOX, ERIC y REP, ademas de la
secuenciacion de patrones de fingerprinting que permiten obtener un alto grado de
conservacioén de los genes ribosémicos (Barton & Northrup, 2011). Estas técnicas

moleculares complementan el conjunto de herramientas necesarias para asociar las
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caracteristicas fenotipicas con la composicion genética de los microorganismos (Brbié
et al., 2016) y asi desarrollar una taxonomia polifasica en bases sélidas (Jones, 2012;
Thompson et al., 2013),

Con la taxonomia poliféasica ha sido posible crear arboles filogenéticos, los cuales
establecen las relaciones entre los niveles de individuos, especies, géneros y familias
(Goodfellow et al., 1991). Por ejemplo, con el estudio fenotipico y genético, se
analizaron las similitudes filogenéticas que mantienen los individuos del mismo
género, como Streptomyces thermodiastaticus, Streptomyces thermoviolaceus y
Streptomyces thermovulgaris (Kim, 1999). Asi como también en especies como
Micromonospora coerulea y Micromonospora chersina, (Hirsch et al., 2004).
También se han reportado aislamientos de muestras de suelo y hojarascas de arboles,
correspondientes a las familias Micromonosporaceae, Streptosporangiaceae Yy
Streptomycetaceae, determinados mediante taxonomia polifasica (Van Hop et al.,
2011).

Los patrones filogenéticos indican si esta presente o no, un gen homélogo y analiza
cuales genes estan funcionalmente relacionados entre si (Kensche, van Noort, Dutilh,
& Huynen, 2008). Su objetivo es determinar el nivel taxonémico y genético al que los
grupos microbianos comparten rasgos de respuesta frente a nutrientes o cambios
ambientales. Con las caracteristicas fenotipicas y genotipicas se proporciona una
informacion filogenética de los rasgos microbianos y sus limitaciones evolutivas
(Martiny, Jones, Lennon, & Martiny, 2015).

De manera que, esta investigacion tiene como fin realizar una caracterizacion
polifasica de actinomicetes aislados de ecosistemas glaciares, representados por zonas
altas montafiosas de los paramos andinos (Diaz & Estrada, 2018; Garzon, 2013) y
regiones antarticas (Villacis, 2015), muchos de los cuales han demostrado que poseen
vias metabdlicas para producir biocompuestos activos en contra de patégenos, que
pueden encontrarse en plantas o alimentos de consumo humano. El identificar estas
cepas de actinomicetes hasta el nivel de especie, permitira que se puedan realizar
experimentos dirigidos hacia la determinacion de utilidad real en biotecnologia,
aportando sustancialmente hacia el posible desarrollo de productos que puedan llegar

a ser usados por la industria biotecnolégica. Ademaés, se contribuira con la
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conservacion del patrimonio genético del pais al establecer el nimero de especies que

crecen y se desarrollan en estos ambientes extremos.

1.2 OBJETIVOS
1.2.1 Objetivo general

Determinar la diversidad de actinomicetes aislados de ecosistemas glaciares de los
Andes y la Antartida.

1.2.2 Objetivos especificos

e Caracterizar fenotipica y genotipicamente actinomicetes aislados de ecosistemas

glaciares de la Antartida y de los volcanes Cotopaxi y Chimborazo.

e Establecer mediante taxonomia numérica de datos fenotipicos y moleculares la

diversidad de grupos de actinomicetes.

e Identificar actinomicetes representantes de grupos hasta nivel de especie.
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CAPITULO II
METODOLOGIA
2.1 Aislamiento selectivo de actinomicetes presentes en muestras glaciares

Se trabajé con una muestra compuesta (MS-013) preparada a partir de suelos
recolectados en la isla Greenwich, archipiélago de las Shetland del Sur, durante el
verano antartico en el afio 2010. Los detalles del origen de la muestra se encuentran

reportados en la Tabla Al (Anexo A)

2.1.1 Caracterizacion fisicoquimica de la muestra de suelo
2.1.1.1 Determinacion del pH y conductividad

A 20 gramos de la muestra de suelo se agregaron 20 mL de agua destilada hasta formar
una solucion homogénea. La suspension de suelo se dejé reposar durante 10 minutos
seguido de agitacién por 1 minuto. Este proceso se repitié cada 10 minutos durante
una hora. Esta suspension se dejé en reposo por 20 minutos. A continuacién, se
colocaron 20 mL de una solucion de CaCl> 0,01M, con el fin de disminuir la
concentracion de electrolitos y mantener estable la fuerza ionica del suelo, evitando la
fluctuacion del valor del pH. Luego de 20 minutos de reposo, se procedié a medir los

valores de conductividad y pH por triplicado, reportandose el promedio de las lecturas.
2.1.1.2 Determinacion del porcentaje de humedad

En una capsula vacia pesada previamente se colocaron 5 gramos de suelo (peso 1). La
muestra fue colocada en una estufa a 105°C por 24 horas. Una vez transcurrido este
tiempo se procedi6 a pesar la capsula con la muestra seca. El peso 2 se obtuvo al restar
el peso de la capsula vacia. El porcentaje de humedad fue determinado mediante la
formula:

eso 1 — peso 2
% Humedad = (> P

peso 1 ) 100
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2.1.1.3 Determinacion del porcentaje de materia organica

La muestra de suelo seco obtenida luego de la determinacion de humedad fue colocada
y pesada en un crisol. El peso 1 fue calculado al restar el peso del crisol vacio del peso
del suelo seco. El crisol con la muestra de suelo se llevo a una mufla a 400°C por 3
horas. Terminado este tiempo, se pesd nuevamente registrandose el peso final, luego
de restar el peso del crisol (peso 2). Obtenidos estos datos, el porcentaje de materia
organica se determino utilizando la formula:

peso 1 — peso 2

% Materia organica = * 100
peso 1

2.1.2 Aislamiento y determinacion de poblacién microbiana

2.1.2.1 Aislamiento por centrifugacion diferencial de dispersion (DDC)

En un tubo de centrifugacion estéril de 50 mL se colocaron 5 gramos de suelo de la
muestra MS-013, de 15 a 20 perlas de vidrio estériles (3 mm), 10 mL de SDS 0,1%
(p/v) y 10 mL de cloruro de benzetonio 0,03% (p/v). Esta mezcla se agitd por 30
minutos y se centrifugd a 500 gravedades por 1 minuto, después se transfirid el
sobrenadante a un frasco estéril (sobrenadante Si1). Al sedimento resultante, se
afiadieron 10 mL de Tris bufer 0,05M (pH 5,5, 4°C, Tabla B1, Anexo B) y se agité por
30 minutos a 500 gravedades. Seguidamente, se centrifugo por 1 minuto y se obtuvo

el sobrenadante Sy, el que fue colocado en un nuevo frasco estéril.

El sedimento restante se traté con 10 mL de SDS 0,1% (p/v) y la mezcla se sometio a
un proceso de ultrasonicacion por 1 minuto, con el fin de homogenizar la muestra,
eliminando las burbujas de aire y separando la materia organica de los minerales. A
continuacién, se afiadieron nuevamente 10 mL de SDS 0,1% (p/v), se agit6 por 30
minutos y se centrifugd a 500 gravedades. El sobrenadante resultante fue transferido a
un nuevo frasco estéril (sobrenadante S3). Al residuo se agregaron 10 mL de Tris bufer
0,05M, éste se agitd por 30 minutos y el sobrenadante fue transferido a un nuevo frasco
estéril (sobrenadante Si). Finalmente, se agregaron 30 mL de agua de llave estéril
(4°C), al tubo final con el residuo y se agit6 por 30 minutos. La suspension obtenida
se rotulé como residuo final (R). Los sobrenadantes S, y Ss4 fueron mezclados en una

sola muestra al haber sido tratados con el mismo bufer (sobrenadante S;.s).
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A partir de las fracciones Si, Sy y Ss se realizaron las diluciones de 1/10y 1/10?,
mientras que al residuo final se realizaron diluciones de 1/10?y 1/103. Se inocularon
100 uL de las diluciones antes mencionadas en cajas Petri que contenian medios de
cultivo preparados mediante un sistema de budfers (Tabla B2, Anexo B), ajustando el
pH a 5,5. Los medios utilizados fueron agar aminoacidos (CRA, Tabla B3, Anexo B)
y agar almidon caseina (AAC, Tabla B4, Anexo B), en éste ultimo medio de cultivo
se ajustd ados pHs de 5,5y 6,5. Se colocd nistatin (75 ug/mL) en los medios de cultivo,

como antibidtico. Las cajas se incubaron a 20°C por 15 dias.

2.1.3 Aislamiento tradicional

En una botella microbiolédgica de 100 mL se prepar6 la dilucion 1/10, para lo cual se
pesaron 10 g de suelo de la muestra MS-013 con 90 mL de agua de llave estéril. La
suspension resultante se agitdé por 30 minutos. Una vez transcurrido este tiempo, se
realizaron las diluciones 1/10? y 1/10° y se inocularon 100 pL de éstas en cajas Petri,
que contenian los medios de cultivos AAC y CRA preparados de la manera ya descrita
en el parrafo anterior. Las cajas fueron incubadas a 20°C por 15 dias.

2.1.4 Determinacion de poblacion microbiana

Terminado el periodo de incubacion, se procedid a contar las colonias de actinomicetes
presentes en los medios de cultivo AAC y CRA, usando el equipo Colony Counter
CC-1 (Boeunter, Germany). El nimero de unidades formadoras de colonias (u.f.c) por
gramo de suelo seco, fue calculado para las diluciones que tenian entre 30 a 300

colonias y se determin6 mediante la siguiente férmula:

d lo = N «FD =Vt
ufc/g de suelo = Vivs
En donde:

N NuUmero de colonias

FD Dilucion

Vit Volumen de la dilucién 1/10

Vi Volumen inoculado

S Cantidad de suelo seco
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2.1.5 Aislamiento selectivo, purificacién y almacenamiento de los cultivos de

actinomicetes

Del numero total de colonias de actinomicetes obtenidas en la determinacion de
poblacion microbiana, se escogieron representantes para repicarlos en cultivo puro. El
método que se utilizé fue estria compuesta y los medios de cultivo fueron, agar
glucosa, extracto de malta y levadura (GYM, Tabla B5, Anexo B) y agar avena (AV,

Tabla B6, Anexo B). Las cajas se incubaron por 15 dias a 20°C.

Una vez desarrollados los microorganismos, se comprobd que sean cultivos puros.
Después se formaron grupos de color de acuerdo con las caracteristicas del micelio de
sustrato, micelio aéreo y pigmento difusible en base a la Tabla British Standard
specification of colors for identification coding and special purposes (Anexo G). Se
utilizé el micelio y esporas de los actinomicetes crecidos en agar GYM y en agar AV
para preparar un stock en crioviales de 1,5 mL con glicerol al 20% (p/v) a una

temperatura de -10°C, para su almacenamiento a largo plazo.

2.2 Caracterizacion molecular de actinomicetes aislados a partir de ecosistemas

glaciares

Ciento cincuenta y dos actinomicetes fueron caracterizados molecularmente. De éstos,
sesenta provinieron del estudio realizado por Villacis (2015), setenta y nueve de la
investigacion realizada por Diaz & Estrada (2018) y trece del presente estudio. De
las colecciones de cultivos de actinomicetes de Villacis (2015) y de Diaz & Estrada
(2018), se recibieron tubos con ADN genémico diluido en bufer TE 1X (Tabla B7,
Anexo B) y extraido previamente con la metodologia reportada por Navas (2016),
utilizando los métodos de fenol cloroformo y kit comercial (PureLink Genomic DNA
Mini Kit #K1820-02, Invitrogen). Todas las muestras estuvieron almacenadas a -10°C.
De los cultivos de actinomicetes aislados de la muestra MS-013, se extrajo ADN
gendémico mediante el método de fenol cloroformo. Los detalles relacionados a la
codificacion, origen y caracteristicas del aislamiento de las muestras se encuentran

reportados en la Tabla A2 (Anexo A).
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2.2.1 Extraccion de ADN gendémico de actinomicetes por el método de fenol

cloroformo

Los actinomicetes obtenidos del aislamiento selectivo de la muestra MS-013 fueron
activados al inocular 50 pL de la suspensién de micelio y esporas de los stocks
almacenados a largo plazo, sobre la superficie de cajas Petri que contenian agar GYM
y agar AV, para finalmente realizar estrias compuestas a partir del inoculo. Las cajas
se incubaron por 15 dias a 20°C. De los cultivos crecidos en GYM se procedié a
realizar la metodologia de extraccion de ADN gendmico, mientras que el micelio y
esporas de los cultivos crecidos en agar AV fueron usados para preparar una
suspension en glicerol (20%, p/v), como un segundo stock de almacenamiento a largo

plazo.

Para el aislamiento de ADN gendmico, los actinomicetes fueron crecidos sobre
membranas de nitrato de celulosa estériles (0,45 um de diametro de poro, Millipore),
colocadas sobre la superficie de agar no esporulante (ANE, Tabla B8, Anexo B), a
partir del micelio y esporas de los cultivos repicados en agar GYM. Se usO esta
metodologia para obtener solamente biomasa y evitar la presencia de esporas y medio
de cultivo. Las cajas fueron incubadas por 4 dias a 20°C, para permitir el crecimiento
maximo de los microorganismos y asi obtener una cantidad abundante de biomasa.
Pasado este tiempo, con la ayuda de un palillo estéril se recogid toda la biomasa de la
membrana de nitrato de celulosa y se coloco en un tubo de centrifugacion de 1,5 mL
que contenia 450 pL de bufer de extraccion (Tabla B9, Anexo B) y 0,05 g de
microesferas de vidrio estériles (106 um de didmetro, lavadas en HCI). Esta mezcla se

vorterizo por 1 minuto y se llevé al congelador por 24 horas.

Una vez transcurrido este tiempo, las muestras se colocaron en un vortex por 10
minutos a velocidad maxima con el fin de lisar las células y posteriormente se
centrifugd por 20 minutos a 15000 rpm. Del sobrenadante obtenido se transfirieron
200 pL a un nuevo tubo de centrifugacion de 1,5 mL y se afladieron 200 pL de fenol-
cloroformo- alcohol isoamilico (25:24:1, v/v). La mezcla se agitd lentamente hasta
formar una solucion blanquecina homogenea que fue centrifugada por 15 minutos a
15000 rpm. A continuacion, 150 pL del sobrenadante fueron transferidos a un nuevo

tubo de centrifugacion de 1,5 mL, al que se afiadieron 300 pL de etanol absoluto (4°C)
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para precipitar el ADN. Esta solucion se centrifug6 por 20 minutos a 15000 rpm y se
desechd todo el sobrenadante evitando perder el precipitado. Posteriormente, se
realizaron 2 lavados consecutivos con etanol al 70% (4°C) con un intervalo de
centrifugacion de 20 minutos a 15000 rpm. Finalmente, los tubos se colocaron boca
abajo y se dejaron secar de 3 a 4 horas para que el etanol se evapore. Terminado este
tiempo, se resuspendio el ADN en 40 pL de bufer TE 1X.

2.2.2 Determinacion de concentracion, pureza e integridad de ADN gendmico

La cantidad y calidad del ADN gendmico de las 152 muestras de actinomicetes fue
evaluada utilizando el espectrofotdbmetro UV-Vis (NanoDrop 2000 Thermo Fisher
Scientific). Previamente, se limpiaron las superficies Opticas del equipo, para luego
calibrar con un blanco de agua ultra pura y de bufer TE 1X. A continuacion, se colocd
1,5 uL de ADN de las muestras en el sistema dptico y la concentracion fue medida por
triplicado, reportandose el promedio de las lecturas. La pureza se determino mediante
los pardmetros de calidad que brinda el equipo de la relacion 260/280 como se indica
en la Tabla 1.

Tabla 1. Parametros de calidad de ADN genomico

Radio Valor Pureza
1,8-2 Optima
1,6-1,8 Aceptable

260/280 P N
<16 Compuestos aromaticos
>21 ARN

(Desjardins & Conklin, 2010)

Para la determinacion de la integridad de ADN gendmico, se preparé un gel de agarosa
al 1% (p/v) en bufer TBE 0,5X (Tabla B10, Anexo B). Luego de diluir la agarosa
mediante calor, se afiadié 1 pL de SYBRSafe™ (Invitrogen) por cada 10 mL de
agarosa. El gel fue colocado en la camara de electroforesis, cubierto con bufer TBE
0,5X. Para cargar las muestras se utilizaron 0,5 uL del loadding BlueJuice™ (10X,
Invitrogen) y 4 uL de ADN genomico. Este volumen total fue colocado en el pozuelo.
El marcador de peso molecular de 1 Kb (Tracklt DNA, Invitrogen) se colocé en una
cantidad de 4 pL. La corrida electroforética se llevo a cabo durante 35 minutos a 100
voltios. Las imagenes fueron visualizadas en el transiluminador de luz ultravioleta

(ChemiDoc TMMP Imaging System-BioRad). EI ADN con alta integridad se observo
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como una sola banda compacta, mientras que el ADN fragmentado como un barrido

en el gel, como se muestra en la Figura E1 (Anexo E).

Después estudiar todas las muestras de ADN, se determino que 21 no cumplieron con
los parametros aceptables de calidad, por lo que se procedi6 a extraer nuevamente el
ADN gendémico de cada una, mediante la metodologia de fenol cloroformo antes
mencionada. Una vez realizada la extraccion, se comprobd que los parametros de

calidad sean adecuados, para posteriormente utilizarlas en las pruebas pertinentes.

2.2.3 Dereplicacion de cepas de actinomicetes mediante rep-PCR

Ciento cincuenta y dos muestras de ADN genomico fueron utilizadas para la obtencién
de patrones de fingerprinting mediante la técnica rep-PCR. La concentracion de ADN
genomico usada en las reacciones de PCR fue de 50 ng/uL.

La técnica de rep-PCR inici6 con la preparacion de la mezcla de Master Mix. Para ello,
se colocaron 20 pL de Super Mix Platinum™ Multiplex (Invitrogen) y 1 uL del primer
Box AiR: (° CTA CGG CAA GGC GAC GCT GAC?3), por cada una de las muestras
a analizar. A continuacién, en tubos de PCR de 200 pL, se colocaron 21 uL de la
mezclay 1 uL de ADN gendmico, ademas de una gota de aceite mineral para evitar la
evaporacion de la mezcla. Finalmente, las muestras fueron colocadas en el

termociclador (Multigene Labnet) con las condiciones descritas en la Tabla 2.

Tabla 2. Condiciones para rep-PCR usando el primer Box

Proceso Temperatura (°C) Tiempo NuUmero de ciclos
Activacion de Taq 94 2’ 1
Desnaturalizacion 94 45>
Amplificacion  Alineamiento 52 1’15 35
Elongacién 70 8’
Extension Final 72 10° 1
Refrigeracion 4 0

(Baquero, 2018)

Después del proceso de PCR, se determind el patron de bandas (fingerprinting),
mediante un gel de agarosa al 1,285% (p/v), el que fue tefiido con SYBRSafe™
(Invitrogen). Para la electroforesis se utilizaron 18 pL de la reaccion PCR y en los

extremos y medio del gel de agarosa fueron colocados 4 pL del marcador molecular
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de 100 bp (TrackIT Invitrogen). La corrida electroforética se llevo a cabo durante 4
horas a 75 voltios y el gel se visualizd en el transiluminador de luz ultravioleta
(ChemiDoc TMMP Imaging System-BioRad). Las imagenes se almacenaron en

formato TIFF para su analisis posterior.

De las 152 muestras amplificadas, 6 muestras presentaron un numero de bandas
amplificadas menor a 3, por lo que fueron descartadas del analisis de taxonomia

numeérica final. El estudio continud con 146 muestras de actinomicetes.

2.3 Taxonomia numérica de datos genotipicos

El dendrograma del anélisis de taxonomia numeérica de patrones de fingerprinting de
146 muestras fue construido usando el programa GEL J (version 6.06 de Java 64 MB)
(Heras et al., 2015). Se utilizaron las imagenes obtenidas con el primer BOX A1R1,
en formato TIFF, las cuales tenian igual tamafio y resolucion. En el programa se
realizaron los ajustes de imagen para mejorar el contraste de las fotografias y poder
visualizar cada una de las bandas obtenidas. Después de analizar todos los geles
correspondientes a las muestras de actinomicetes en estudio, se elabord el
dendrograma usando el algoritmo UPGMA (Unweighted Pair Group Method with
Arithmetic Mean), basado en la similaridad calculada por el coeficiente de correlacion
de Pearson. Posteriormente, en base a las agrupaciones mas coherentes, se
seleccionaron representantes de los grupos-especie, para el secuenciamiento del gen

del ADNr 16S y para caracterizacién fenotipica.
2.4 Secuenciamiento del gen del ADNr 16S y analisis filogenético

Veinte y tres cepas representantes de los grupos-especie identificados en el
dendrograma de la taxonomia numérica de datos genotipicos, fueron activadas
nuevamente en medio de cultivo GYM a partir de los stocks de glicerol almacenados
a largo plazo. Se inocularon 50 pL y se realizaron estrias compuestas. Posteriormente,
fueron repicadas en ANE, utilizando la metodologia antes mencionada con el fin de
realizar una nueva extraccion de ADN gendmico mediante el método de fenol
cloroformo descrito anteriormente. Cabe mencionar que se realizé un cambio en el
paso final de resuspension, en donde se utilizé agua ultra pura en lugar de bufer TE
1X, debido a los requerimientos exigidos por la empresa Macrogen Inc. USA. Seguido

esto, se comprobo la calidad, pureza e integridad de los ADNs. En donde se encontrd,
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gue 4 muestras no presentaron los parametros de calidad adecuados, por lo que fueron

descartadas del andlisis final.

Para cada uno de los 19 ADNs obtenidos, se preparé una muestra de 30 uL a una
concentracion 40 ng/uL en tubos de centrifugacion de 1,5 mL. Estas muestras fueron
enviadas a la empresa Macrogen Inc. USA para secuenciarlas, utilizando los primers
externos  1492R  (°TACGGYTACCTTGTTACGACTT®) 'y el 27F
(* AGAGTTTGATCMTGGCTCA?) para la amplificacion del gen, y los primers
internos 518F (> CCAGCAGCCGCGGTAATACG?®) y 800R
(*TACCAGGGTATCTAATCC?) para el secuenciamiento.

Las secuencias obtenidas del gen del ADNr 16S se recibieron en cromatogramas y
formato ABI. Las cuales fueron ensambladas mediante el programa PHYDIT (Chun,
1995) para obtener secuencias casi completas del gen codificante del ADNr 16S, en
promedio de 1400 nucledtidos (nt). En los casos en que solo funciond un primer o se
obtuvieron secuencias cortas de cada primer, o secuencias parciales entre 750 a 1300
nt, se alinearon manualmente usando la opcion “pairwaise aligment”. El analisis
filogenético fue realizado al comparar las secuencias obtenidas en el presente estudio
con aquellas que se identificaron como las mas cercanas, usando el programa BLAST-
N disponible en el GenBank del National Center For Biotechnology Information
(NCBI) (Benson et al., 2012). El arbol filogenético fue construido mediante el
algoritmo Neighbour — Joining (Saitou & Nei, 1987) y las distancias evolutivas se

calcularon mediante Jukes & Cantor (1969).
2.5 ldentificacion molecular de la coleccion mediante el gen del ADNr 16S

Una vez realizado el andlisis filogenético, se seleccionaron en el dendrograma de datos
genotipicos aquellos individuos que compartian patrones de fingerprinting similares.
Posteriormente, se realizé un segundo anélisis genotipico con el fin de obtener una

mejor representacion de la diversidad existente entre las cepas en estudio.

2.6 Caracterizacion fenotipica de actinomicetes representativos

De las 146 cepas con las que se trabajo inicialmente, se seleccionaron 67 de los grupos
definidos en la taxonomia numérica de datos genotipicos. Los cultivos fueron

activados al inocular 50 uL de las suspensiones de micelio y esporas de los crioviales
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almacenados a largo plazo, en cajas Petri que contenian medio de cultivo GYM. Las
cajas se incubaron por 15 dias a 20°C. Después de este tiempo, se comprob6 que los
cultivos crecidos cumplan con las caracteristicas de cultivo puro. A partir del
crecimiento obtenido se realizaron suspensiones de esporas en agua de llave estéril,
para usarlas como inoculo en las diferentes pruebas fenotipicas. Para ello, una
suspension de micelio y esporas fue preparada en 750 uL de agua de llave estéril, la
que fue filtrada con la ayuda de un pequefio algodédn colocado en la parte externa de
una punta de 1000 pL y transferida en un nuevo tubo. Las suspensiones de esporas se

almacenaron a 4°C.
2.6.1 Caracterizacién macroscopicay microscopica

Se formaron grupos de acuerdo con el color del micelio de sustrato y micelio aéreo,
utilizando la Tabla British Standard specification of colors for identification coding

and special purposes (Anexo G).

Para determinar la morfologia de la cadena de esporas en los cultivos de actinomicetes
que presentaron micelio aéreo, se colocd un cubreobjetos estéril sobre el cultivo con
la ayuda de una pinza, en cajas Petri que contenian medio de cultivo GYM. Las cajas
fueron incubadas por 15 dias a 20°C. Luego, el cubreobjetos con el micelio adherido
se colocé en un portaobjetos y se observé la morfologia de la cadena de esporas en el
microscopio con el lente de inmersion de 100X. El tipo de morfologia fue registrado

de acuerdo con la Tabla 3.

Tabla 3. Clasificacion de los tipos de morfologia de la cadena de esporas

Simbolo Tipo Descripcion
S Espiral Cadenas de esporas formando espirales abiertas o cerradas en el
micelio aéreo.
R Rectas Cadenas de esporas rectas, cortas o largas.
RA Incompletas Cadenas de esporas en forma de ganchos, espirales incompletas u
onduladas.
E Esporangios Estructuras en forma de saco o bolsa que contiene en su interior
esporas.
M Espiral Esporas individuales que aparecen en las hifas del micelio aéreo.
F Flexous Cadena de espora en forma sinuosa, no espiral.

(Curipallo & Rodriguez, 2011)
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2.6.2 Caracterizacion fisiologica de actinomicetes

Para cada prueba fisioldgica se inocularon 5 pL de las suspensiones de esporas en cajas

Petri con medio de cultivo GYM y se incubaron por 8 dias a 20°C.

2.6.3 Determinacion del rango de crecimiento en funcion de la temperatura

Las cepas de actinomicetes fueron evaluadas de acuerdo al rango de crecimiento a
temperaturas de 4°C, 20°C, 26°C, 37°C y 50°C. Posteriormente, las cepas que
presentaron crecimiento se asignaron con 1, mientras que las que no crecieron se

asignaron con 0. Se determin0 la clasificacion de acuerdo con la Tabla 4.

Tabla 4. Clasificacién de microorganismos de acuerdo con el rango de crecimiento en

funcion a la temperatura

Clasificacion 4°C 20°C 26°C 37°C 50°C
Termofilo - - - + +
Mesofilo extremo + + + + -
Mesofilo - + + + -
Psicrotrofo + + + - -
Psicrofilo + + - - -

(Garzon, 2013)

2.6.4 Determinacion del rango de crecimiento en funcion del pH

El pH del medio de cultivo fue modificado mediante un sistema de bufers (Tabla B2,
Anexo B), ajustando a 4,5, 5,5, 6,5 7,5 y 8,5. A continuacion, las cepas de
actinomicetes se evaluaron mediante cddigo binario, de modo que, las que presentaron
crecimiento se asignaron con 1, mientras que, aquellas que no crecieron se asignaron
con 0. Luego, la clasificacion de las cepas en funcién del pH se determiné de acuerdo
con la Tabla 5.
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Tabla 5.Clasificacion de microorganismos de acuerdo con el rango de crecimiento en

funcién del pH

Clasificacién 4,5 5,5 6,5 7,5 8,5
Aciddfilo

Neutrotolerante
Neutrotolerante
Neutrofilo -
Neutrofilo - -
Neutrofilo - -
Alcalitolerante - +
Alcalitolerante - -
Alcalofilo - - -

(Garzén, 2013)

+ + +
+ + + 4+

o+ o+ o+

1 1

+ + + + + + +

+ + +
+ + +

2.6.5 Determinacion del rango de crecimiento en funcién de la salinidad

El medio de cultivo GYM se suplemento con 1%, 5%, 10% y 15% de NaCl (p/v). A
continuacién, las cepas de actinomicetes se evaluaron mediante cddigo binario, de
modo que, las que presentaron crecimiento se asignaron con 1, mientras que, aquellas
que no crecieron se asignaron con 0. La clasificacion de los actinomicetes se determind

de acuerdo con la Tabla 6.

Tabla 6. Clasificacién de microorganismos de acuerdo con el rango de crecimiento en

funcién a la salinidad

Clasificacién 1% 5% 10% 15%
Halofilo débil + - - i
Haldfilo + + - -
Halofilo extremo - + + +
Halofilo extremo + + + +

No tolerante - - - -
(Garzén, 2013)

2.6.6 Determinacion de la utilizacién de aminoacidos como Unica fuente de

carbono y nitrégeno

Se prepar6 medio de cultivo basal (Tabla 11, Anexo B) que contenia 0,1% (p/v) de los
aminodcidos &cido aspartico, acido glutamico, alanina, arginina, asparagina, cisteina,
fenilalanina, histidina, leucina, lisina, tirosina, treonina y valina. Posteriormente, las

cepas de actinomicetes se evaluaron mediante cédigo binario, de modo que, las que
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presentaron crecimiento se asignaron con 1, mientras que, aquellas que no crecieron

se asignaron con 0.

2.6.7 Determinacion de la utilizacion de aminoacidos como Unica fuente de

nitrégeno

Se prepar6 medio de cultivo basal (Tabla B12, Anexo B) que contenia una solucién
base de nitrdgeno, levadura y cas-aminoacidos, como fuente Unica de nitrégeno y 0,1%
(p/v) de los aminoacidos &cido aspartico, acido glutdmico, alanina, arginina,
asparagina, cisteina, fenilalanina, histidina, leucina, lisina, tirosina, treonina y valina.
Finalmente, las cepas de actinomicetes se evaluaron mediante codigo binario, de modo
que, las que presentaron crecimiento se asignaron con 1, mientras que, aquellas que no

crecieron se asignaron con 0.
2.7 Taxonomia numérica de datos fenotipicos

Los resultados obtenidos de la caracterizacion fenotipica de las 67 cepas de
actinomicetes fueron utilizados para construir una matriz de cédigo binario. La cual
fue usada para obtener el dendrograma fenotipico mediante el programa estadistico
NTSys (Rohlf, 1988). El dendrograma fue generado mediante el algoritmo UPGMA
y el coeficiente de simple similaridad (Ssm). Los grupos-especie fueron determinados

a un corte de similitud al 89%.

2.8 Hipdtesis
2.8.1 Hipotesis nula

No existe diversidad genética y fenotipica entre las cepas de actinomicetes estudiados

2.8.2 Hipotesis alternativa

Existe diversidad genética y fenotipica entre las cepas de actinomicetes estudiados.

2.8.3 Sefalamiento de las variables de las hipdtesis
e Aislamiento selectivo de actinomicetes

e Extraccién del ADN gendémico de actinomicetes

e Caracterizacion molecular de ADN genémico

e Secuenciamiento del gen ADNr 16S para la identificacion hasta el nivel de especie
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CAPITULO 111
RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 Analisis de resultados

3.1.1 Caracterizacion fisicoquimica de la muestra de suelo

La caracterizacion fisicoquimica realizada a la muestra compuesta MS-013, mostr6 un
porcentaje de humedad de 0,88%. Se ha encontrado investigaciones, en donde los
suelos recolectados en este sector presentan una humedad por debajo del 10%
(Bialkowska et al., 2012) y en algunos casos es 2,60% a 5,41% (Chong, Convey,
Pearce, & Tan, 2012). Teniendo su influencia en la quimica, distribucion y
abundancia de los organismos (Jordanova, 2017). Por otro lado, la materia organica
presentd un porcentaje del 5,85%, indicativo de que la descomposicion organica es
lenta como consecuencia de las caracteristicas medioambientales de temperatura y
humedad (Jordanova, 2017).

Se obtuvo una conductividad de 738,8 ps/cm (0,739 dS/m) que indica gque existe poca
cantidad de solutos disueltos en la muestra, correspondiendo a un suelo no salino. Se
ha reportado que los suelos de la peninsula antértica y de la antartica costera oriental
generalmente tienen una conductividad eléctrica, menores a 2 dS/m, a diferencia de
los suelos de las montarfias del interior del continente que a menudo poseen valores
superiores a 4 dS/m (Cowan, 2014). En cuanto al pH, se tuvo un valor de 5,10 que
concuerda con investigaciones similares en donde muestras de agua, suelos y
sedimentos antarticos presentaron valores de pH casi neutro, variando entre 5,0 y 6,0
durante las épocas de verano y en algunos casos fue de 7,0 (Arcos, 1990; Chong et
al., 2012; Jordanova, 2017).

3.1.2 Aislamiento y determinacion de poblacion microbiana
3.1.2.1 Aislamiento por centrifugacion diferencial de dispersion (DDC)

El célculo de ufc/g de suelo seco, no se logré realizar en ningn medio debido al
crecimiento escaso de las colonias de actinomicetes sobre los medios de cultivo.
Cuarenta y nueve colonias de microorganismos se obtuvieron en los medios CRA (pH
5,5), AAC (pH 5,5) y AAC (pH 6,5) como se reporta en la Tabla C1 (Anexo C).
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3.1.2.2 Aislamiento Tradicional

Un total de 64 colonias de actinomicetes fueron aisladas de los medios CRA y AAC,
las cuales se reportan en la Tabla C2 (Anexo C). En el medio de cultivo AAC se
encontrd un valor de 5,60 x 10° ufc/g de suelo seco, mientras en el medio de cultivo
CRA no se obtuvo el nimero aceptable de colonias para realizar el calculo de este

valor.

Segun el namero de colonias obtenidas, se puede inferir que la metodologia DDC no
funciono para el aislamiento de actinomicetes, de manera que se necesita de estudios
posteriores para validar esta técnica. Atribuyendo esto, a investigaciones en donde el
método DDC en su procedimiento convencional ha permitido aislar grandes
poblaciones de actinomicetes de muestras de suelos, siendo hasta nueve veces mas

eficiente que el método tradicional (Gomes et al., 1999).

Respecto a la influencia del tipo de medio de cultivo utilizado para el aislamiento
selectivo de los actinomicetes, el agar AAC al ser un medio general complejo, es rico
en nutrientes y compuestos facilmente asimilables, por lo que permitié obtener 72
colonias de actinomicetes en comparacion con el agar CRA en donde se obtuvieron 41
colonias, el cual podria considerarse como un medio de cultivo sintético debido a que

su composicion es mas especifica.
3.1.3 Aislamiento selectivo, purificacion y almacenamiento de los cultivos

Ciento trece colonias de actinomicetes fueron aisladas a partir de los medios CRA y
AAC. La informacion detallada de las caracteristicas del aislamiento de las colonias
de actinomicetes, se encuentra reportada en la Tabla C3 (Anexo C). Del nimero total
de colonias obtenidas, 36 cepas fueron descartadas por contaminacién y de las 77 cepas
restantes se formaron 13 grupos de color que se muestran en la Tabla 7. A partir de
cada grupo obtenido se selecciond un representante para realizar los estudios

taxondmicos posteriores de caracterizacion molecular.
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Tabla 7. Grupos de color de actinomicetes aislados de la muestra MS-013 mediante

DDC y método tradicional

Color
Grupo Cadigos
de Micelio aéreo Micelio de sustrato
color

1 (363) Bold yellow (320-410) Ligth Brown ATL-050*

2 (369) Biscuit (367) Manilla ATD-018*

3 (414) Golden Brown (541) Maroon ATL-010, BCE-009,
BCL-012, BCL-005*

4 (414) Golden Brown (320-410) Light Brown ATL-016*, BCL-029,
BCL-011

5 (210) Sky (541) Maroon BCL-018*

6 (367) Manilla (367) Manilla ATL-005*

7 (356) Golden yellow (541) Maroon BCE-011, BCE-013,
BCE-030*, BCL-002,
BCL-028

8 (356) Golden yellow (414) Golden Brown BCE-022, BCL-027*

9 (356) Golden yellow (320-410) Light Brown BCE-017, BCL-006%*,
BCL-024

10 (320-410) Light Brown (499) Service Brown BCL-003*

11 (320-410) Light Brown (320-410) Light Brown ATD-011*, BCE-021,
BCL-015*

12 (414) Golden Brown (414) Golden Brown BCL-004, ATL-015*

13 Blanco (541) Maroon ATL-006, BCE-014*

*Cepas seleccionadas como representantes para estudios taxonémicos posteriores

3.1.4 Caracterizacién molecular de actinomicetes

Los resultados de la cuantificacion del ADN gendmico de las 152 cepas de
actinomicetes se encuentran reportados en la Tabla D1 (Anexo D). Se determiné que
la mayoria de las cepas tenian concentraciones suficientes y relaciones 260/280
aceptables para ser utilizadas en la taxonomia molecular de patrones de fingerprinting
por rep-PCR. Ademas, la integridad de los ADNs genomicos de las muestras
estudiadas se observan en la Figura 1 (Anexo E). En donde se evidencio que, la
mayoria de las muestras presentaron ADN genémico en una sola banda, aunque
algunas presentaron también barrido en el gel, debido a una fragmentacion excesiva
del ADN. Ademas, se identifico presencia de ARN ribosomal, como consecuencia de
que la extraccion de ADN se realizd cuando el cultivo de actinomicetes se encontraba

metabdlicamente activo.
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3.1.4.1 Dereplicacién de cepas de actinomicetes mediante rep-PCR

Los patrones de fingerprinting de todas las muestras en estudio, se encuentran
reportados en la Figura E2 (Anexo E). Se evidenci6 que la amplificacion por rep-PCR
generd entre 4 y 15 bandas con tamafios que oscilaron entre 100 pb a 2000 pb, como
se observa en la Figura 1. Cabe mencionar que la presencia de ADN fragmentado o la
posible contaminacion con carbohidratos, proteinas 0 ARN ribosomal, no inhibieron
la PCR. Ademés, 6 muestras fueron eliminadas del andlisis final de taxonomia
numeérica de datos genotipicos, debido a que presentaron un nimero menor a 3 bandas.
En un estudio similar, los patrones de fingerprinting que tuvieron bandas menores a 4
fueron excluidos del anélisis final de taxonomia de datos genotipicos, debido a que
éstos pueden ser un factor que limita la informacion final e influye negativamente en

la obtencion del dendrograma genético (Vinueza & Rodriguez, 2010).
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Figura 1. Electroforesis en gel de agarosa de los productos amplificados por rep-PCR utilizando el
primer Box A1R1.

3.1.5 Taxonomia numérica de datos genotipicos

En la Figura 2 se muestra el dendrograma del andlisis de taxonomia numérica de
patrones de fingerprinting de 146 cepas de actinomicetes. Se formaron 23 grupos-
especie. El detalle de las cepas asignadas a cada grupo y aquellas seleccionadas para

estudios posteriores, se reportan en la Tabla 8.
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Figura 2. Dendrograma obtenido a partir de los patrones de fingerprinting por rep-PCR realizado a 146 cepas de actinomicetes, basado en el coeficiente de correlacidn de Pearson y en el algoritmo UPGMA.

(+) Cepas representantes de los grupos-especie utilizadas en el secuenciamiento del gen del ADNr 16S. (++) Cepas usadas para la identificacion molecular del gen del ADNr 16S. (*) Cepas seleccionadas para la caracterizacion fenotipica final.
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Tabla 8. Grupos-especie obtenidos a partir del analisis de taxonomia numérica de datos

genotipicos
Grupos- Codigos
especie

1 JV-027 +*

2 JD-058, JD-048*, DE-071, DE-070, DE-064*, DE-076*, DE-060*,
DE-067 ++*, DE-065, DE-063, DE-075, DE-074*, DE-073, DE-059,
DE-058, DE-057, DE-056

3 DE-083, DE-085 +t*, DE-062

4 JV-038*, DE-049*, JD-038 ++*, DE-033

5 DE-031, DE-020*, DE-055 t++*, DE-052, DE-011*

6 JD-013*, BCE-014*, DE-021*

7 JV-026*

8 DE-068*, JV-035, DE-039*, JD-045, DE-038*, ATD-005, JD-002,
JD-027 +t*, JD-026, DE-051, DE-036*, JD-035, DE-040*, DE-034,
DE-026*, DE-035, DE-030, DE-009*

9 DE-045 ++*

10 ATL-050*, BCL-005, BCL-015 +t+*, DE-084*

11 BCL-027*

12 BCL-006, DE-081, DE-080*, BCE-030 ++*, BCE-018, DE-053,
DG-139, DE-027*

13 DE-079*, DE-078, JS-025*, DE-008, DE-007

14 JV-025*, JD-001, DE-015 +*, DE-019, DE-014

15 JD-025*, JV-045, JD-031, JV047, DG-106, DE-013*, DE-032%,
DE-088, DG-161*, DE-006

16 DE-047, DE-018, DE-002*, DE-010, DE-069, JD-019, JV-033,
JV010*, JV-009, JV-004, JV003, JV-021*, JD-033, JD-003,
DE-025*

17 DE-044*, DE-041*, DE-054, DE-082, JV-042*, JD-046 +*, JD-052,
JD-039%*, JD-034, DE-004

18 JV-007, JD-020*, JD-012, JV-011 +*, JV-001, JV-008*, JV-002,
JV-012

19 JD-015, JD-014 ++*, DE-012, JV-005 ++*, DE-023

20 ATL-016, ATD-011*, BCL-003, DE-042*, DE-037*, DE-061 +t*,
DE-024, BCL-004, DE-022*

21 JV-013, ATD-018 +*, DG-148

22 JDO037, JV022*, JD044 ++*

23 JD-028, JD-004 +*, JV-037, DE-029, JD-043*, JD-032 +t+*, JD-030,
DE-003

(1) Cepas representantes de los grupos-especie seleccionadas para el secuenciamiento del gen del ADNr 16S.
(1) Cepas usadas para la identificacion molecular del gen del ADNr 16S.

(*) Cepas seleccionadas para la caracterizacion fenotipica final.
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3.1.6 Secuenciamiento del gen del ADNr 16S y analisis filogenético

Los parametros de calidad de las 19 cepas enviadas para el secuenciamiento del gen del
ADNr 16S se encuentran reportados en la Tabla D2 (Anexo D). Se evidencio
concentraciones de ADN genomico superiores a 90 ng/uL y una alta pureza de valores entre
1,6 a 2,0 para la relacion 260/280. Cabe mencionar que del total de cepas de actinomicetes
secuenciadas, solamente 14 presentaron resultados adecuados (Tabla D8, Anexo D), las 5
cepas restantes fueron descartadas del analisis filogenético, debido a que la calidad de los
cromatogramas obtenidos del gen del ADNr 16S no permitieron establecer secuencias

consenso del gen completo.

El arbol filogenético se muestra en la Figura 3 y corresponde a un analisis preliminar de la
diversidad existente entre las cepas de actinomicetes en estudio. Se puede notar que los
actinomicetes estudiados fueron ubicados como pertenecientes a los géneros Nocardia y
Streptomyces. En la Tabla 9 se detallan las especies identificadas a nivel molecular, ademas
del numero de nucle6tidos de la secuencia del gen del ADNr 16S vy las fotografias de sus
caracteristicas morfologicas, las cuales se asocian a la diversidad existente entre especies,
asi como también a la diversidad intra-especie. Se determiné que la mayoria de
actinomicetes son cercanas a la especie Streptomyces fildesensis, a la cual se asociaron 10
miembros. En menor proporcion estuvieron presentes las especies Streptomyces niveus,
Streptomyces wistariopsis y Streptomyces rhizophaerihabitans, asociadas a un soélo
miembro. Por otro lado, solamente la cepa DE-067 se ubicé como perteneciente al género
Nocardia.
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99 Streptomyces wistariopsis (LC102485)

—— Streptomyces scopuliridis (KI784514)

100 Streptomyces rhizosphaerihabitans (NR_151948)

100 | Streptomyces scabiei (AB894410)
Streptomyces olivochromogenes (AY094370)

Nocardia tenerifensis (NR_042176)
Nocardia sungurluensis (NR_133795)
Nocardia abscessus NBRC 100374 (NR_117347)
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Nocardia cyriacigeorgica (NR_041857)

DE-067

Nocardia grenadensis NBRC 108939 (NR_117107)
Nocardia lijiangensis (EUT41183)

Nocardia xishanensis (NR_117391)

o9 [ Nocardia gamkensis (NR_117399)

Nocardia exalbida (AB187521)

Figura 3. Analisis filogenético de 14 cepas de actinomicetes aisladas de ecosistemas glaciares de la
Antértida, Cotopaxi y Chimborazo, en base a la secuencia consenso del gen del ADNr 16S, calculado
mediante Neighbor-Joining (Saitou & Nei, 1987b). La topologia fue evaluada usando el analisis de bootstrap
y la escala indica el nimero de sustituciones por cada 100 nucle6tidos.

Las posibles especies méas cercanas a las cepas estudiadas se enmarcan con negrilla.
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Tabla 9. Cepas asociadas a especies cercanas basadas en su identificacion molecular

Ly Nuamero de . .
Cadigos nucledtidos Especie cercana Fotografias
BCE-030 JV-005
BCE-030 1439
JV-005 1439 ‘
JVv-011 1439 )
JD-014 1439 Streptomyces ’
BCL-015 1439 filo?esen)s/is JV-011 BCL-015
JD-038 1437 (DQ408297) .
JD-032 1437
DE-055 1437
DE-045 1437 :
JD-46 1294 :
DE-055 JD-046
Streptomyces
DE-085 1433 niveus
(NR_115784)
Streptomyces
JD-027 1441 wistariopsis
(LC102485)
Streptomyces
1D-044 1444 rhizophaerihabi
tans
(NR_151948)
Nocardia
DE-067 1429 grenadensis
NBRC 108939
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3.1.6.1 Descripcion Taxonémica

Las cepas que se identificaron como Streptomyces fildesensis presentaron un porcentaje de
similitud entre el 99,46% y 99,72% (Tabla D3, Anexo D). Esta especie fue aisladaen el 2011
de una muestra de suelo recolectada en la peninsula Fildes, isla King George, Antartida
occidental. Se caracteriza por poseer micelios aéreos de color blanco a gris, cadenas de
esporas rectas a flexous, generalmente es mesofila y puede tolerar 0 a 3% (p/v) de NaCl (J.
Li, Tian, Zhu, Yang, & Li, 2011). Estas caracteristicas se confirmaron con las cepas
asociadas a esta especie. Ademas, es importante mencionar que a pesar de que se reporta que
S. fildesensis crece a un pH entre 6,0 a 9,0, en éste estudio la mayoria de estas cepas crecieron
desde un pH de 4,5, y concuerda con las descripciones de actinomicetes de ésta misma

especie realizadas en los estudios de Baquero, (2018) y Villacis, (2015).

La cepa DE-085 se identific6 como Streptomyces niveus por poseer un porcentaje de
similitud del 99,72% (Tabla D4, Anexo D). Esta especie fue aislada de una muestra de suelo
por Smith, Dietz, Sokolski, & Savage en 1956. Generalmente se caracteriza por crecer a una
temperatura de 30°C, tener un micelio de sustrato de color beige y un micelio aéreo de color
blanco con cadenas de esporas rectiflexibles, ademas tolera hasta un 5% de salinidad (Wink,
2019). Algunas de las caracteristicas que presento la cepa en estudio son similares a esta
especie. entre ellas, tiene un micelio de sustrato de color naranja claro y un micelio aéreo de
color blanco, mientras que la cadena de esporas es recta. Es mesofila, neutrotolerante y

halofila. Por lo que se confirmd su cercania.

De igual manera, con un porcentaje del 98,58% de similitud la cepa JD-027 fue identificada
como Streptomyces wistariopsis (Tabla D5, Anexo D). Esta especie se aislo en 1969 de
suelos de latitudes altas, bajo cubierta forestal y se caracterizd6 como un actinomicete
mesofilo, que presenta un micelio aéreo de color amarillo claro y ligera esporulacion, con
una morfologia de esporas rectas. También se menciona su capacidad de tolerancia de hasta
un 4% de salinidad (Tresner, Hayes, & Backus, 1969). El actinomicete en estudio presento
un micelio aéreo de color blanco amarillento y un micelio de sustrato de color naranja claro,
es mesofilo, neutrotolerante y soporta hasta 5% de salinidad. Segun las caracteristicas

fenotipicas obtenidas se confirma su cercania con la especie S. wistariopsis.
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Adicionalmente, la cepa JD-044 que presentd un porcentaje de similitud de 99,45% fue
identificada como miembro de la especie Streptomyces rhizophaerihabitans (Tabla D6,
Anexo D). Fue aislada en el afio 2016 de un suelo de rizosfera de bambd en Damyang, Corea
del Sur. Este actinomicete se caracteriza por formar un micelio de sustrato ampliamente
ramificado e hifas aéreas rectiflexibles, crece a temperaturas de 4°C a 37°C, en un rango de
pH entre 4,0 a 9,0 y soporta concentraciones de NaCl de 0 a 5% (Lee & Whang, 2016). Se
comprobd que la cepa JD-044 identificada con esta especie, compartio algunas de las
caracteristicas, entre ellas, es mesofila, haléfila y neutrotolerante, mientras que la morfologia

de la cadena de las esporas es recta.

Por otro lado, se encontré que la cepa DE-067 fue cercana a Nocardia grenadensis debido a
que present6 un porcentaje del 98,39% de similitud (Tabla D7, Anexo D). Esta especie fue
aislada en el 2012 de una muestra de arena en el Mar Caribe. Generalmente es mesofila,
forma un micelio vegetativo de color amarillo a naranja claro y un micelio aéreo de color
blanco amarillento con esporas rectas en forma de varilla (Kampfer, Lodders, Grun-
Wollny, Martin, & Busse, 2012). Se confirmo algunas de las caracteristicas en la cepa DE-
067, la cual presentd un color naranja claro, es mesofila, neutrotolerante y soporta
concentraciones hasta 5% de salinidad. Sin embargo, es importante mencionar que de
acuerdo con el porcentaje de similitud obtenido en la secuencia del gen del ADNr 16S,
probablemente estariamos en presencia de una nueva especie asociada a este género. Segln
los parametros taxonomicos establecidos, para que una cepa se relacione con un especie
identificada debe presentar un valor de similitud de secuencia de genes entre el 98,5% al
99%, caso contrario podria catalogarse como una especie nueva y después de realizar
experimentos de hibridacion ADN-ADN o mediante el secuenciamiento del genoma

completo, podria confirmarse (Kampfer & Glaeser, 2011; Stackebrandt & Ebers, 2006).
3.1.6.2 Identificacién molecular de la coleccion mediante el gen del ADNr 16S

En la Figura 4 se muestra el dendrograma realizado a partir de la identificacion molecular
de las cepas secuenciadas, determinandose 14 grupos fenéticos con un corte de similitud del
80%, los cuales se encuentran detallados en la Tabla 10. Se evidencia la similaridad de los

patrones de fingerprinting y la formacion de grupos mas coherentes. Se puede notar
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claramente la amplia distribucion de la especie Streptomyces fildesensis en toda la coleccion.
Ademas de la gran diversidad intra-especie existente. De esta manera, de 146 cepas de
actinomicetes de la coleccion, se logrd posicionar a 87 cepas en grupos taxondémicos

probables y su cercania con las especies identificadas.
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Figura 4. Identificacion molecular de cepas de actinomicetes, basada en el 80% de similitud entre los
patrones de fingerprinting para la formacion de grupos fenéticos.
(1) Cepas secuenciadas usadas para la identificacion molecular del gen del ADNr 16S.
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Tabla 10. Grupos-especie obtenidos a partir de la identificacién

secuenciadas

molecular de las cepas

Gr“p‘?s‘ Cadigos Especie Cercana
especie
1 DE-076, DE-060, DE-067 ++, DE-065, DE-063, DE-075, . .
DE-074, DE-073, DE-059, DE-058, DE-056 Nocardia grenadensis
2 DE-085 +t, DE-062 Streptomyces niveus
3 BCL-015 ++, BCL-006, BCE-030 ++, BCL-018, DE-053, . .
DE-027 Streptomyces fildesensis
4 ATL-016, ATD-011, BCL-003, DE-042, DE-061, DE-024  Streptomyces fildesensis
5 DE-020 Streptomyces fildesensis
6 DE-055 t+t, DE-052, DE-011 Streptomyces fildesensis
7 JV-007, JD-020, JD-012, JV-011 ++, JV-001, JV-008, Streptomyces fildesensis
JV-002, JV-012, JD-015, JD-014 ++
8 JV-021, JD-033, JD-045, DE-038, JD-038, DE-033 Streptomyces fildesensis
9 ATD-005B, JD-002, JD-027 ++, JD-026, DE-040, DE-034, Streptomyces
DE-026 wistariopsis
10 DE-015, DE-019, DE-014, JD-025, JV-045, JD-031,
JV-047, DE-047, JD-019, JV-033, JV-010, JV-009,
JVv-004, JV-003, DE-018, DE-002, DE-010, DE-044 ++, Streptomyces fildesensis
DE-041, DE-054, DE-082, JV-042, JD-046 ++, JD-052,
JD-039, JD-034, DE-004
11 JV-005 ++, DE-023 Streptomyces fildesensis
12 JD-044 +1t Streptomyces
rhizophaerihabitans
13 DE-045 t+, Streptomyces fildesensis
14 JD-043, JD-032 +t+, JD-030, DE-003 Streptomyces fildesensis

(1) Cepas secuenciadas usadas para la identificacion molecular del gen del ADNr 16S.

3.1.7 Caracterizacién fenotipica de actinomicetes representativos

La informacion detallada de las pruebas de taxonomia numérica se encuentra reportada en
la Tabla F1 (Anexo F).

3.1.7.1 Caracterizacion macroscépica y microscépica

Se realiz6 la caracterizacion macroscopica a las 67 cepas seleccionadas en la taxonomia

numeérica de datos genotipicos, obteniendo los grupos de color reportados en la Tabla F2

(Anexo F). Se determinaron 23 grupos de color, en donde la mayoria de las cepas se

distribuyeron en dos grupos multiples formados por los colores (320-341) Light Brown,

(541) Maroon y el color Blanco. Mientras que, catorce cepas se ubicaron en grupos

individuales y las restantes se encontraron en agrupamientos mas pequefios. Las variaciones
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de color depende de los nutrientes presentes en el medio, el cual esta asociado a la coloracion

de esporas, micelio aéreo y pigmento difusible (Navas, 2016).

Segun la caracterizacion microscopica, se determind que la mayoria de las cepas de
actinomicetes presentaron cadenas de esporas rectas, entre ellas 20 correspondian a cadenas
cortas y 17 a cadenas largas, 11 presentaron una forma incompleta de cadena, 9 fueron
esporas individuales y las 9 cepas restantes eran flexous, ademas la cepa correspondiente a
DE-061 presentd una forma de esporangio. El detalle de la morfologia de la cadena de

esporas de cada muestra se encuentra reportada en la Tabla F3 (Anexo F).
3.1.7.2 Caracterizacion fisioldgica de actinomicetes

Las caracteristicas que se muestran en la Tabla 11 son un resumen de los datos obtenidos en
la caracterizacion fisiologica de los actinomicetes. En donde se evidencié que no hubo
crecimiento de ninguna cepa a 50°C, ni en pH 8,5, asi como tampoco en medios
suplementados con NaCl al 10% y 15% (p/v). Ademas, solamente 4 cepas crecieron a 4 °C.
Adicionalmente, es importante recalcar que, las muestras DE-036, DE-037, DE-049 y DE-
079, no evidenciaron crecimiento en estas pruebas fisiologicas, debido a su lento desarrollo

por lo que se asignaron como no determinadas.

Tabla 11. Caracterizacion fisiologica de la coleccidn de las cepas de actinomicetes

Pruebas Fisioldgicas Clasificacion Numero de actinomicetes
Termofilo 0
Meséfilo 47
Temperatura Mgséfilo extremo 3
Psicrotrofo 13
Psicrofilo 0
No determinado 4
Acidéfilo 10
Neutrotolerante 50
H Neutrofilo 0
P Alcalitolerante 0
Alcaléfilo 0
No determinado 7
Halofilo débil 48
Haldfilo 12
Salinidad Haléfilo extremo 2
No tolerante 1
No determinado 4
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Tabla 11. (Continuacion)

Aminoacidos %
Lisina 79,71
Cisteina 84,06
Histidina 86,96
Leucina 91,30
Arginina 82,61
Aminoacidos como fuente  Tirosina 91,30
de carbono y nitrégeno  Acido aspartico 89,86
Alanina 91,30
Acido glutdmico 8,70
Valina 91,30
Asparagina 85,51
Treonina 86,96
Fenilalanina 88,41
Aminoacidos %
Lisina 62,32
Cisteina 63,77
Histidina 60,87
Leucina 53,62
Arginina 59,42
Aminoacidos como fuente  Tirosina 65,22
Unica de nitrégeno Acido aspartico 28,99
Alanina 56,52
Acido glutdmico 7,25
Valina 65,22
Asparagina 65,22
Treonina 62,32
Fenilalanina 60,87

De acuerdo con los rangos de temperatura, se determind que 47 actinomicetes pertenecen al
grupo de los mesofilos, 18 cepas son psicotrofas y 3 mesofilas extremas. Datos que coinciden
con investigaciones en donde se encontr6 que la temperatura 6ptima para el crecimiento de
actinomicetes, puede variar entre las especies de un género, pudiendo tener un crecimiento
Optimo a temperaturas entre 25 a 30°C, siendo mesdéfilos y correspondiendo a los géneros
Streptomyces, Micromonospora y Nocardia (Akond et al., 2016; Williams & Cross, 1971).
Por otro lado, se menciona que los actinomicetes también pueden crecer Optimamente a
temperaturas de alrededor de 20 a 25°C, siendo psicotrofos (Barka et al., 2016). La
informacion detallada de la clasificacion de las cepas en funcion de la temperatura se

encuentra reportada en la Tabla F4 (Anexo F).

De la misma manera, el analisis del crecimiento en funcion del pH evidencio que la mayoria
de las cepas resultaron ser neutrotolerantes y en menor proporcion fueron acidofilas. Estos

resultados se encuentran reportados en la Tabla F5 (Anexo F). en estudios similares, se han
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registrado un buen crecimiento de cepas de actinomicetes aisladas de suelo enpH 4,6y 8
(Pathalam et al., 2017). Por ejemplo, los géneros Nocardia y Streptomyces, han registrado

crecimientos adecuados a pH 7,0 (Akond et al., 2016).

En cuanto a la tolerancia a la salinidad, la mayoria de las cepas correspondientes a 48,
resultaron ser hal6filas débiles, mientras que 12 pertenecen al grupo de haléfilos, 2 cepas
son halofilas extremas y la cepa ATD-011 no es tolerante a este estrés fisiologico. La
informacion detallada de esta prueba se encuentra reportada en la Tabla F6 (Anexo F). Datos
que coinciden con estudios en donde varias cepas de actinomicetes fueron sometidas a
diferentes concentraciones de NaCl, determinandose un crecimiento 6ptimo entre valores de
4% y 7% (p/v) y un crecimiento pobre o no crecieron a una concentracién de 10% (p/v)
(Pathalam et al., 2017). También, cabe recalcar que el género Streptomyces ha registrado
crecimiento de cepas de actinomicetes en concentraciones alcalinas de NaCl, variando entre
rangos de 0,5 a 1,5% e incluso a 3% (p/v) (Akond et al., 2016).

Por otro lado, se evidencié que entre el 79,51 % y 91,30 % de las cepas presentaron
crecimiento en los aminoacidos, acido aspartico, alanina, arginina, asparagina, cisteina,
fenilalanina, histidina, leucina, lisina, tirosina, treonina y valina. El analisis detallado de
todas las muestras se encuentra reportado en la Tabla F7 (Anexo F). En donde, 63 cepas
(91,30 %) de actinomicetes crecieron de manera adecuada en alanina, leucina y tirosina.
Considerandose propicios porque se los utilizan facilmente como fuente de carbono y
nitrogeno (Hoskisson, Sharples, & Hobbs, 2003). Por otro lado, se registré el crecimiento
solamente de 6 cepas (8,70%) de actinomicetes en acido glutamico. Esto concuerda con un
estudio similar, en donde se reporta que de una coleccion de 30 cepas de actinomicetes,

ninguna cepa fue capaz de metabolizar el &cido glutamico (Baquero, 2018).

Del mismo modo, en relacion a la utilizacion de los aminoacidos como fuente Unica de
nitrogeno. Se determind que entre el 53,62% y 65,22% de las cepas de actinomicetes
metabolizaron eficientemente los aminoéacidos, alanina, arginina, asparagina, cisteina,
fenilalanina, histidina, leucina, lisina, tirosina, treonina y valina. Considerandose fuentes
adecuadas de crecimiento (Gottlieb & Ciferri, 1956; Waksman, 1979). Por ejemplo, se ha

reportado que leucina y asparagina ofrecen buenas fuentes de nitrogeno para los

44



actinomicetes como Actinomyces bobili, Actinomyces griseus, Actinomyces reticuli y

Actinomyces scabies que también crecieron facilmente en tirosina (Waksman, 1979).

Por otro lado, en el caso del acido aspartico y acido glutamico, se obtuvo porcentajes del
28,99% y 7,25% respectivamente. Lo que indica que las cepas de actinomicetes no pudieron
convertir el 4cido aspartico en acido oxalacético, o metabolizar el &cido glutdmico, que estan
involucrados en la generacién de energia por medio del ciclo de Krebs (Berg, Tymoczko,
& Stryer, 2002). Por lo tanto, los actinomicetes no tuvieron las enzimas necesarias para
degradar estos amino&cidos. El detalle de cada muestra se encuentra reportada en la Tabla
F8 (Anexo F).

3.1.8 Taxonomia numérica de datos fenotipicos

En la Figura 5 se observa el dendrograma obtenido a partir de los datos fenotipicos con un
corte del 89% de similitud, en donde se identificaron 23 grupos-especie, los cuales se
muestran en la Tabla 12. Se determinaron 3 grupos que se atribuyeron como los mas grandes
por tener 35 miembros, 8 se incluyeron como grupos pequefios y 12 se identificaron como

grupos individuales.
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Figura 5. Dendrograma fenotipico de 67 cepas de actinomicetes, obtenido a partir del andlisis de taxonémica numérica de datos fenotipicos con un corte al 89%

de similitud utilizando el coeficiente de simple similaridad (Ssm) y el algoritmo UPGMA.
(1) Cepas secuenciadas usadas para la identificacién molecular del gen del ADNr 16S
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Tabla 12. Grupos-especie de cepas de actinomicetes representantes, obtenidos a partir

de la taxonomia numérica de datos fenotipicos

Grupos- Caddigos
especie
1 BCL-027, JV-008, DE-051, DE-045 ++, BCL-015 +t, JD-014 +1,
ATL-050, DE-025, DE-002, ATD-018, DE-020
2 JV-011 ++, JV-005 ++, JD-020
3 JV-021, BCE-030 +t, DE-044 ++, DE-064, DE-038, ATD-011, DE-060,

JD-038 tt+, DE-015, DE-076, DE-040, JD-048, JV-042, DE-041, JV-010,
JD-046 +t, JD-032 ++, DE-055 ++, DE-026, JD-039, JV-026

4 JV-025, BCE-014, JD-043, DG-161, JD-027 ++
5 JD-025, DE-084, JS-025
6 JD-044 ++

7 JD-004, JV-022

8 DE-085 t+

9 DE-042

10 DE-074, DE-039

11 DE-013

12 JD-013

13 DE-021, DE-009

14 DE-027, DE-011

15 DE-061

16 JV-027

17 DE-022

18 DE-049

19 DE-079

20 JV-038, DE-068

21 DE-080

22 DE-067 t+

23 DE-036, DE-037

(1) Cepas secuenciadas usadas para la identificacién molecular del gen del ADNr 16S

3.1.9 Discusion general del trabajo

El presente estudio se enfocd en determinar la diversidad biolégica de cepas de
actinomicetes que crecen en ecosistemas frios, como la Antartida, Cotopaxi y
Chimborazo, a través de una caracterizacion polifasica. Se analizaron datos
genotipicos, fenotipicos y mediante el secuenciamiento del gen del ADNr 16S, se
identifico a las cepas con posibles especies cercanas. Ademas, se pretende ampliar el

banco genético de la Facultad de Ciencia e Ingenieria en Alimentos con una coleccion
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de especies de actinomicetes identificadas, siendo una base para posteriores

investigaciones relacionadas con la variedad de comunidades microbianas.

En el andlisis molecular de los fingerprintings del primer box, se encontré poca
diversidad genética, debido a que el dendrograma obtenido mostré que las cepas
formaron una cantidad muy reducida de grupos. Es probable que exista una alta
variacion intra-especie, en las pocas especies de Streptomyces y Nocardia que se
identificaron, lo cual, contribuyé a este resultado. Cabe mencionar que la técnica de
rep-PCR es una herramienta muy util al momento de amplificar el ADN gendémico
como medio de replicacion (Ishii & Sadowsky, 2009b). Sin embargo, claramente se
debe estandarizar 0 mejorar la técnica, debido a que no cuenta con el poder
discriminativo suficiente para lograr obtener un alto nimero de bandas en todas las
cepas, lo cual podria limitar la identificacion molecular. Por otro lado, se evidencid la
sensibilidad del coeficiente de Pearson en cuanto a la comparacion de intensidad y
numero de bandas entre las cepas, lo que permitié formar los grupos-especie bien

definidos en este estudio (Baquero, 2018).

En relacion a los resultados del analisis filogenético basado en la comparacion de las
secuencias del gen del ADNr 16S, se encontrd que Streptomyces fildesensis, es la
especie que mas predomind en los diferentes cultivos de actinomicetes aislados de
ecosistemas glaciares. El cluster formado por miembros de esta especie fue altamente
congruente ya que presento un valor de bootstrap de 95. Es importante mencionar que
las cepas asociadas a S. fildesensis provienen de la Antértida, Cotopaxi y Chimborazo,
ecosistemas claramente distantes con alturas que van desde los 20 hasta los 4500
msnm, haciendo evidente que la diversidad genética y metabdlica intra-especie
también esté asociada a una distribucién geografica que se ubica a lo largo del planeta.
Es posible que debido a su gran capacidad para desarrollar mecanismos de adaptacion
a ecosistemas glaciares, hayan sido capaces de crecer y desarrollarse en estos
ambientes, que comparten caracteristicas fisicoquimicas, pero que estan separados por

miles de kilébmetros (Navas, 2016).

Por otro lado, con los resultados de la taxonomia de datos fenotipicos, se encontrd
congruencia entre el nimero de grupos fenéticos formados, con la agrupacion por

color. Esto podria validar la determinacion preliminar de los grupos de color como una
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metodologia para observar una posible diversidad de especies en una coleccién de
cultivos. Sin embargo, se debe recalcar que la caracterizacion fenotipica es una
metodologia un tanto subjetiva, en donde las propiedades de pigmentacion, morfologia
y caracteristicas fisioldgicas, dependen de la temperatura, tiempo de incubacién y de
la interpretacion del investigador, lo que podria generar errores al momento de

comparar con la taxonomia numérica de datos moleculares (Diaz & Estrada, 2018).

De manera general, la coleccion de cepas estudiadas en el presente trabajo resulté ser
en su gran mayoria, mesofilas, halofilas débiles y neutrotolerantes. Ademas, mas del
90% fueron capaces de utilizar aminoécidos como fuente Unica de carbono y nitrégeno
0 s6lo como fuente Unica de nitrégeno, lo que podria atribuirse como caracteristica

metabdlica importante.

Finalmente, mediante la identificaciébn molecular de las cepas y la similitud de los
patrones de fingerprinting, se revelé que de un total de 146 cepas de actinomicetes
estudiadas, se logré elucidar solamente la posicion taxondmica de aproximadamente
87, correspondiente al 59,58% de la coleccion. Como es evidente, se necesita ampliar
la busqueda de las cepas que no se secuenciaron a través de un estudio mas profundo,
en donde se complete la informacion mediante la identificacion molecular, para
conocer con certeza si estos microorganismos pertenecen o no a las especies obtenidas.
Ademas, se podria encontrar otras especies que probablemente sean nuevas o poco

identificadas y de esta manera conocer la verdadera diversidad de la coleccion.

Todos los resultados sirven como un punto de partida para investigaciones posteriores
gue tenga como fin la busqueda de utilidades biotecnoldgicas de los actinomicetes,
ayudando a perfilar las caracteristicas que los hacen una fuente importante de

compuestos bioactivos para el desarrollo de productos (Bhatti et al., 2017).

Por ejemplo, en el caso de Streptomyces fildesensis, podria estudiarse la utilizacion de
los pigmentos que produce como posible respuesta a la alta radiacion solar. Esta
caracteristica esta siendo estudiada en la elaboracion de celdas solares o fotovoltaicas,
para la generacion de electricidad (Silva et al., 2019). Si se suma a la gran diversidad
intra-especie y distribucion geografica que ha sido demostrada en este estudio, se

podria encontrar una cepa altamente eficiente para este proceso.
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Es importante recalcar que los métodos de caracterizacién fenotipica y las
herramientas moleculares son sin duda procesos evidentemente valiosos, que
juntamente con el secuenciamiento del gen del ADNr 16S, permiten darle robustez a
este trabajo investigativo, de manera que resulta dificil desvincularlos. Por lo que, a
pesar de haber encontrado poca diversidad de actinomicetes en el presente trabajo, se
resalta su importancia de conocer al menos las especies probables mas predominantes
de estos ecosistemas y su diversidad intra-especie existente. No obstante, mediante
trabajos posteriores, se podra elucidar el potencial biotecnoldgico que poseen estos
microorganismos, puesto que son evidentemente una fuente de bioproductos sin

explotar.

3.2 Verificacion de Hipotesis
3.2.1 Hipotesis Nula (Ho)

No existe diversidad genetica y fenotipica entre las cepas de actinomicetes estudiados

3.2.2 Hipotesis Alternativa (Ha)
Existe diversidad genética y fenotipica entre las cepas de actinomicetes estudiados

Después del analisis realizado, se obtuvo 4 especies diferentes y 23 grupos en el
analisis genotipico y fenotipico respectivamente, asi como también en los grupos de
color. Se rechaza la hipotesis nula y se acepta la hipétesis alternativa, verificando que,

si existe diversidad genética entre las cepas de actinomicetes estudiados.
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CAPITULO IV
CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

4.1 Conclusiones

e Se determind la diversidad de las cepas de actinomicetes mediante la secuencia de
la molécula del gen del ADNr 16S, evidenciandose que existio poca diversidad
filogenética, sin embargo, a pesar de que las cepas provienen de lugares
geograficos distintos, Streptomyces fildesensis, fue ubicada tanto en la Antartida,
asi como también en el Cotopaxi y Chimborazo, comprobandose la ubicuidad de
esta especie a lo largo del planeta.

e Se caracteriz6 fenotipica y genotipicamente actinomicetes aislados de la Antartida
y de los volcanes Cotopaxi y Chimborazo, encontrandose que la mayoria de las
cepas de la coleccion estudiada resultaron ser mesofilas, halofilas débiles y
neutrotolerantes, ademas el 90% de estas, son capaces de metabolizar los
aminodacidos como fuentes de carbono y nitrdgeno, a excepcion de los aminoacidos
acidos aspartico y glutamico, en donde presentaron un crecimiento pobre.

e Se establecio mediante taxonomia numeérica de datos fenotipicos y moleculares la
diversidad de grupos de actinomicetes. Encontrando 23 grupos genotipicos, asi
como también 23 grupos fenotipicos y de color. Los datos moleculares mostraron
una homogeneidad de patrones de fingerprinting, dando como resultado, una gran
cantidad de grupos intra-especie similares.

e Se identificO actinomicetes representantes de grupos hasta nivel de especie.
Determinandose 4 del género Streptomyces, entre ellas S. wistariopsis, S. niveus,
S. rhizophaerihabitans y S. fildesensis, siendo esta Ultima especie, la mas
predominante en toda la coleccion. Ademas, la cepa DE-067 resulto ser cercana a
la especie Nocardia grenadensis y posiblemente podria considerarse como una
especie nueva debido al porcentaje del 98,39% de similitud con esta especie.

e Se complemento el analisis de patrones de fingerprinting y la caracterizacion
fenotipica, para realizar un andlisis polifasico de las cepas secuenciadas, logrando
posicionar taxonOmicamente a 87 actinomicetes, en grupos filogenéticos

probables.
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4.2 Recomendaciones

Estandarizar las condiciones de la técnica rep-PCR, para la obtencion de un
numero mayor de bandas y la formacion de grupos mas congruentes.
Complementar el analisis de datos genotipicos con el uso de los primers ERIC y
REP, para realizar un analisis comparativo de los patrones de fingerprinting,
generado por los 3 primers y generar un valioso criterio discriminatorio de la
diversidad de la coleccion.

Determinar la diversidad de la coleccion, mediante la identificacion molecular de

mas cepas, para identificar su posicion taxonémica.
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ANEXOS
Anexo A. Informacion del origen de las muestras de suelo

Tabla A1.Origen y caracteristicas de la muestra de suelo Cerro Puyango

Afo  Origen Lugar Caracteristicas Codigo de origen  Tipo  Cddigo

Asignado

2010 Antéartida Isla Cerro Puyango ANT-001 Suelo MS-013
Greenwich ANT-002
ANT-016
ANT-017

Tabla A2. Detalle del origen, codificacion y caracteristicas de las muestras de suelo

extraidas en investigaciones anteriores

C(’)(_jigo C(?digo Origen de la mlu[z:sczﬁal% o Medio de Temperatura
recibido asignado muestra suelo aislamiento (°C)
CA1.025 JD-025 Chimborazo Al AAC 26
CA1.026 JD-026 Chimborazo Al AAC 26
CAl. 027 JD-027 Chimborazo Al AAC 26
CA1.028 JD-028 Chimborazo Al AAC 26
CA1.030 JD-030 Chimborazo Al AAC 26
CA1.031 JD-031 Chimborazo Al AAC 26
CA2.032 JD-032 Chimborazo Al AAC 26
CA2.033 JD-033 Chimborazo Al AAC 26
CA2.034 JD-034 Chimborazo Al AAC 26
CA2.035 JD-035 Chimborazo Al AAC 26
CA2.037 JD-037 Chimborazo Al AAC 26
CA2.038 JD-038 Chimborazo Al AAC 26
CA2.039 JD-039 Chimborazo Al AAC 26
CA2.043 JD-043 Chimborazo Al AAC 26
CA2.044 JD-044 Chimborazo Al AAC 26
CA2.045 JD-045 Chimborazo Al AAC 26
CAZ2.046 JD-046 Chimborazo Al AAC 26
CA2.048 JD-048 Chimborazo Al AAC 26
CA2.052 JD-052 Chimborazo Al AAC 26
CA2.058 JD-058 Chimborazo Al AAC 26
DWO001 JV-001 Antartida Suelo AAC 26
DW 002 JV-002 Antartida Suelo AAC 26
DW 003 JV-003 Antartida Suelo AAC 26
DW 004 JV-004 Antartida Suelo AAC 26
DW 005 JV-005 Antartida Suelo AAC 26
DW 007 JV-007 Antartida Suelo AAC 26
DW 008 JV-008 Antartida Suelo AAC 26
DW 009 JV-009 Antartida Suelo AAC 26
DW 010 JV-010 Antartida Suelo AAC 26
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Tabla A2. (Continuacién)

Dw 011
DW 012
Dw 013
DW 021
DW 025
DW 026
DW 027
DW 033
DW 035
DW 037
DW 038
DW 042
DW 045
DW 047
S10.001
S10.002
S10.003
S10.004
S10.012
S510.014
S510.015
S10.019
S10.020
S510.025
CA2.050
CA2.053
DW.015
DW. 029
DW. 034
DW. 043
S510.013
DW022
DEO003
DEO004
DEO006
DEOQ07
DEOO08
DEO009
DEO11
DEO13
DEO014
DEO015
DEO019
DEO020
DE022

JVv-011
JV-012
JV-013
JVv-021
JV-025
JV-026
JVv-027
JV-033
JV-035
JV-037
JV-038
JV-042
JV-045
JV-047
JD-001
JD-002
JD-003
JD-004
JD-012
JD-014
JD-015
JD-019
JD-020
JS-025

JD-050
JD-053
JV-015
JV-029
JV-034
JV-043
JD-013
JVv-022
DE-003
DE-004
DE-006
DE-007
DE-008
DE-009
DE-011
DE-013
DE-014
DE-015
DE-019
DE-020
DE-022

Antartida

Antartida

Antartida

Chimborazo
Chimborazo
Chimborazo
Chimborazo
Antartida

Antartida

Antartida

Antartida

Chimborazo
Chimborazo
Chimborazo
Chimborazo
Chimborazo
Chimborazo
Chimborazo
Chimborazo
Chimborazo
Chimborazo
Chimborazo
Chimborazo
Chimborazo
Chimborazo
Chimborazo
Antartida

Antartida

Antartida

Antartida

Antartida

Chimborazo
Chimborazo
Chimborazo
Chimborazo
Chimborazo
Chimborazo
Cotopaxi

Chimborazo
Chimborazo
Chimborazo
Chimborazo
Chimborazo
Chimborazo
Chimborazo
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Suelo
Suelo
Suelo
Al
Al
Al
A2
Suelo
Suelo
Suelo
Suelo
Al
Al
A2
Al
Al
Al
Al
Al
Al
Al
Al
Al
Al
Al
Al
Suelo
Al
Suelo
Al
Suelo
Al
CHO
CH2
CH2
CH2
CH2
CX3
CH1
CHO
CH2
CH2
CH2
CH2
CHO

GYM
GYM

26
26
26
26
26
26
26
26
26
26
26
26
26
26
26
26
26
26
26
26
26
26
26
26
26
26
26
26
26
26
26
26
26
26
26
26
26
26
26
26
26
26
26
26
26



Tabla A2. (Continuacién)

DE023
DEO025
DEOQ27
DE029
DEO030
DE032
DEO033
DE034
DE036
DEO037
DEO038
DE039
DEO040
DEO049
DEO51
DE052
DE054
DEO055
DEO056
DEOQ57
DEO058
DEO059
DEO060
DEO063
DEO64
DEO065
DEO067
DEO068
DEO069
DEOQ70
DEO71
DEO73
DEOQ74
DEO75
DEO076
DEO010
DEO012
DEO31
DE042
DEO61
DEOQ78
DEO079
DE080
DEO081
DE082

DE-023
DE-025
DE-027
DE-029
DE-030
DE-032
DE-033
DE-034
DE-036
DE-037
DE-038
DE-039
DE-040
DE-049
DE-051
DE-052
DE-054
DE-055
DE-056
DE-057
DE-058
DE-059
DE-060
DE-063
DE-064
DE-065
DE-067
DE-068
DE-069
DE-070
DE-071
DE-073
DE-074
DE-075
DE-076
DE-010
DEO012

DE-031
DE-042
DE-061
DE-078
DE-079
DE-080
DE-081
DE-082

Chimborazo
Chimborazo
Chimborazo
Chimborazo
Cotopaxi
Chimborazo
Chimborazo
Chimborazo
Cotopaxi
Cotopaxi
Chimborazo
Chimborazo
Chimborazo
Chimborazo
Chimborazo
Chimborazo
Chimborazo
Chimborazo
Chimborazo
Chimborazo
Chimborazo
Chimborazo
Antartida
Chimborazo
Chimborazo
Chimborazo
Cotopaxi
Antartida
Chimborazo
Chimborazo
Chimborazo
Cotopaxi
Cotopaxi
Antartida
Chimborazo
Chimborazo
Chimborazo
Chimborazo
Cotopaxi
Chimborazo
Cotopaxi
Cotopaxi
Antartida
Cotopaxi
Cotopaxi
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CHO
CHO
CH3
CH3
CX1
CH3
CH2
CH2
CX2
CX3
CHO
CH1
CH3
CHO
CH2
CH2
CH2
CH2
CHO
CHO
CHO
CHO

CA
CHO
CH3
CHO
CX3

CA
CHO
CHO
CHO
CX3
CX3

CA
CH3
CH2
CHO
CH3
CX1
CHO
CX3
CX3

CA
CX1
CX2

GYM
AV
GYM
GYM
GYM
GYM
AV
AV
AV
AV
AC
AC
AV
GYM
AV
AV
AS
AS
GYM
GYM
GYM
GYM
AS
AS
AS
GYM
AV
GYM
GYM
GYM
GYM
AV
AC
GYM
AC
AS
AS
GYM
GYM
AV
AC
AC
AC
AC
AS
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Tabla A2. (Continuacién)

DE083
DEO084
DEO085
DE088
DE002
DEO18
DEO21
DEO41
DE044
DEO045
DE062
DEO035
DEO053
DE024
DEO47
DG106
DG139
DG148
DG161
BCLO27
BCL004
BCLOO05
BCL006
ATLOS50
BCLOO3
BCLO18
ATDO011
ATLO16
BCE030
BCEO14
ATDO005B
BCLO15
ATDO018

DE-083
DE-084
DE-085
DE-088
DE-002
DE-018
DE-021
DE-041
DE-044
DE-045
DE-062
DE-035
DE-053
DE-024
DE-047
DG-106
DG-139
DG-148
DG-161
BCL-027
BCL-004
BCL-005
BCL-006
ATL-050
BCL-003
BCL-018
ATD-011
ATL-016
BCE-030
BCE-014
ATD-005B
BCL-015
ATD-018

Cotopaxi
Cotopaxi
Chimborazo
Cotopaxi
Chimborazo
Chimborazo
Cotopaxi
Chimborazo
Chimborazo
Chimborazo
Chimborazo
Chimborazo
Chimborazo
Chimborazo
Chimborazo
Antartida
Antartida
Antartida
Antartida
Puyango
Puyango
Puyango
Puyango
Puyango
Puyango
Puyango
Puyango
Puyango
Puyango
Puyango
Puyango
Puyango
Puyango

CX3
CX2
CH3
CXO0
CHO
CH2
CX3
CH3
CH2
CH3
CH3
CH3
CHO
CHO
CH2
Suelo
Suelo
Suelo
Suelo
MS-013
MS-013
MS-013
MS-013
MS-013
MS-013
MS-013
MS-013
MS-013
MS-013
MS-013
MS-013
MS-013
MS-013

AS
AS
AS
AS
AS
GYM
GYM
AV
AV
AV
AS
AV
AV
GYM

26
26
26
26
26
26
26
26

o

26

26

26
26
26
26
20
20
20
20
20
20
20
20
20
20
20
20
20
20

(Diaz & Estrada, 2018; Villacis, 2015)
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Anexo B. Medios de cultivo y soluciones

Tabla B1. Solucion Tris bufer

Ingrediente Cantidad
Tris HCL 1M 10 mL
EDTA 0,5M 2mL
Agua destilada 1000 mL

Tabla B2. Solucion de sistema de bufers

pH 0,1M Acido citrico (mL) 0,2M NaHPO4 (mL)
2,6 89,10 10,90
3 79,45 20,55
3,5 69,75 30,25
4 61,45 38,55
45 54,57 45,43
5 48,50 51,50
55 43,13 56,87
6 36,85 63,15
6,5 29,04 70,96
7 17,65 82,35
7,5 7,62 92,38

Tabla B3. Agar aminoacidos (CRA) (pH 5,5)

Ingrediente Cantidad
Solucion de sales traza* 1,0mL
Acido aspartico 109
Acido glutamico 109
Sucrosa 10 g
K2HPO4 6 KH2PO4 409
CaCO3 0549
Bacto Agar 15 ¢
Agua destilada 1000 mL

Los aminodcidos acido aspartico y acido glutamico se tindalizaran a 100°C por 30 minutos, 3 veces consecutivas.

Tabla B4. Agar almiddn caseina (AAC) (pH 5,5y pH 6,5)

Ingrediente Cantidad
Almidon soluble 100¢g
Caseina libre de vitaminas 0,30¢g
KNO; 2,009
MgSO4*7H,0 0,059
K2HPO4 2,009
CaCOs3 0,02 ¢
FESO4*7H20 0,01 g
Bacto Agar 1509
Agua destilada 1000 mL

Los ingredientes MgSO,*7H,0 y FeSO,*7H,0 pueden ser reemplazados por 1 mL de solucion sales traza.

69



Tabla B5. Agar glucosa, extracto de levadura y malta (GYM)

Ingrediente Cantidad
Extracto de malta 10,0 ¢
Extracto de levadura 10,0 ¢
Glucosa 4,00 g
Carbonato de Calcio (CaCO3) 2,009
Bacto Agar 1509
Agua destilada 1000 mL
Tabla B6. Agar avena (AV)

Ingrediente Cantidad

Solucion sales traza 1mL

Avena 20,049

Agar 1509

Agua destilada 1L

Tabla B7. Bufer TE 1X

Ingrediente Cantidad (mM)
TrisHCL pH 8 10
EDTA pH 8 1
Tabla B8. Agar no esporulante (ANE)
Ingrediente Cantidad
Cas aminoacidos 20,09
Almidén soluble 20,0g
Extracto de levadura 4,00¢g
Agar 15049
Agua destilada 1000 mL

Tabla B9. Bufer de extraccion de ADN

Ingrediente Concentracion (mM)
Glucosa 50
TrisHCL pH 8 25
EDTA 10
Tabla B10. Bufer TBE 10X

Ingrediente Cantidad

Tris Base 108 g

Acido bérico 55 g

EDTA pH 8 749

Agua destilada 1000 mL
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Tabla B11. Agar medio basal para fuente de carbono y nitrégeno

Ingrediente Cantidad
Fosfato acido de potasio (K;HPO,) 05¢g
Solucién sales traza* 1,0mL
Agar 15049
Agua destilada 1000 mL

Tabla B12. Agar medio basal para fuente Unica de nitrégeno

Ingrediente Cantidad
Fosfato &cido de potasio (K:HPO4) 0549
Solucidn sales traza 1,0mL

Solucién base de nitrégeno, levaduray cas- 6,0 mL
aminodcidos (10X)
Agar 15049

Agua destilada 1000 mL

Tabla B13. Solucion base de nitrogeno, levadura y cas-aminoécidos (10X)

Ingrediente Cantidad
Base de nitrégeno 679
Cas-aminoacidos 100 mg
Agua destilada 1000 mL

Tabla B14. Solucién sales traza

Ingrediente Cantidad
MgSO4*7H.0 100 mg
FeSO4*7H,0 100 mg
CUSO4*4H20 100 mg
MnSO4*4H,0 100 mg

Agua destilada 100 mL
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Anexo C. Aislamiento microbiano

Tabla C1. Numero de colonias aisladas de actinomicetes por el método DDC

Medios de cultivo Fraccién Dilucién Namero de colonias
S 10E-1 9
10 E-2 0
CRA (pH 5,5) So4 10 E-1 1
10E-2 0
S3 10 E-1 8
10E-2 0
R 10 E-2 0
10 E-3 0
S1 10 E-1 8
10E-2 0
S24 10 E-1 0
ACC (pH 5,5) 10 E-2 0
S3 10E-1 7
10 E-2 2
R 10 E-2 1
10 E-3 0
S 10 E-1 8
10E-2 0
So4 10 E-1 0
ACC (pH 6,5) 10 E-2 0
Ss3 10 E-1 4
10 E-2 0
R 10 E-2 1
10 E-3 0

Tabla C2. Numero de colonias aisladas de actinomicetes por el método tradicional

Medios Dilucién Colonias Ufc/g de suelo seco
10E-1 17 -
CRA 10 E-2 5 -
10 E-3 1 -
10 E-1 28 5,60 x 103
AAC 10 E-2 13 -
10 E-3 0 -
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Tabla C3. Codificacién de actinomicetes aislados de la muestra MS-013

, Medio Temperatura oH del
- Método de - de I .

Cadigo . . de Fraccion . ., Dilucion  medio de

aislamiento . incubacion .

cultivo o cultivo
(°C)

BCE-002 DDC CRA S1 20 10 E-1 55
BCE-003* DDC CRA Ss 20 10 E-1 55
BCE-004* DDC CRA S 20 10 E-1 55
BCE-007* DDC CRA S1 20 10 E-1 55
BCE-009 DDC CRA S1 20 10 E-1 55
BCE-010* DDC AAC R 20 10 E-2 6,5
BCE-011 DDC AAC Ss 20 10 E-1 6,5
BCE-012* DDC AAC S3 20 10 E-1 6,5
BCE-013 DDC AAC Ss 20 10 E-1 6,5
BCE-014 DDC AAC S3 20 10 E-1 6,5
BCE-015* DDC AAC S3 20 10 E-1 6,5
BCE-016* DDC AAC Ss 20 10 E-1 6,5
BCE-017 DDC AAC S 20 10 E-1 55
BCE-018 DDC AAC S1 20 10 E-1 55
BCE-019 DDC AAC S1 20 10 E-1 55
BCE-020* DDC AAC Ss 20 10 E-1 55
BCE-021 DDC AAC Ss 20 10 E-1 55
BCE-022 DDC AAC S 20 10 E-1 55
BCE-027 DDC AAC Ss 20 10 E-1 55
BCL-002 DDC CRA S1 20 10 E-1 55
BCL-003 DDC CRA S1 20 10 E-1 55
BCL-004 DDC CRA S1 20 10 E-1 55
BCL-005 DDC CRA S1 20 10 E-1 55
BCL-06 DDC AAC S 20 10 E-1 55
BCL-007 DDC AAC S 20 10 E-1 55
BCL-008* DDC AAC S1 20 10 E-1 55
BCL-009* DDC AAC S 20 10 E-1 6,5
BCL-010* DDC AAC S 20 10 E-1 55
BCL-011 DDC AAC S1 20 10 E-1 55
BCL-012 DDC AAC S 20 10 E-1 55
BCL-013 DDC CRA S3 20 10 E-1 6,5
BCL-014 DDC AAC Ss 20 10 E-1 6,5
BCL-015 DDC AAC Ss 20 10 E-1 6,5
BCL-016 DDC AAC S1 20 10 E-1 6,5
BCL-017 DDC AAC Ss 20 10 E-1 6,5
BCL-018 DDC AAC S3 20 10 E-1 55
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Tabla C3 (Continuacion)

BCL-019*
BCL-020*
BCL-021
BCL-022*
BCL-023*
BCL-024
BCL-026*
BCL-027
BCL-028
BCL-029
BCL-030
BCD-002*
BCD-008*
BCD-024*
ATD-006
ATD-011
ATD-013
ATD-014
ATD-015
ATD-016*
ATD-018
ATD-031
ATD-032
ATD-033
ATE-014
ATE-015
ATE-018*
ATE-019
ATE-021*
ATL-005
ATL-006
ATL-007*
ATL-008
ATL-010
ATL-011
ATL-012
ATL-015
ATL-016
ATL-017
ATL-018
ATL-019
ATL-020
ATL-021

DDC
DDC
DDC
DDC
DDC
DDC
DDC
DDC
DDC
DDC
DDC
DDC
DDC
DDC
Tradicional
Tradicional
Tradicional
Tradicional
Tradicional
Tradicional
Tradicional
Tradicional
Tradicional
Tradicional
Tradicional
Tradicional
Tradicional
Tradicional
Tradicional
Tradicional
Tradicional
Tradicional
Tradicional
Tradicional
Tradicional
Tradicional
Tradicional
Tradicional
Tradicional
Tradicional
Tradicional
Tradicional
Tradicional
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20
20
20
20
20
20
20
20
20
20
20
20
20
20
20
20
20
20
20
20
20
20
20
20
20
20
20
20
20
20
20
20
20
20
20
20
20
20
20
20
20
20
20

10E-1
10 E-1
10 E-1
10E-1
10 E-1
10 E-1
10E-1
10 E-1
10 E-1
10E-1
10E-2
10 E-1
10E-1
10 E-2
10E-1
10 E-1
10E-1
10 E-1
10 E-1
10E-1
10 E-1
10E-1
10 E-1
10E-1
10 E-1
10 E-1
10E-1
10 E-1
10E-1
10 E-1
10E-1
10 E-1
10E-1
10 E-1
10 E-1
10E-1
10 E-1
10E-1
10 E-1
10E-1
10 E-1
10E-1
10E-1



Tabla C3.(Continuacion)

ATL-022
ATL-023
ATL-024
ATL-025
ATL-026
ATL-027
ATL-029
ATL-030*
ATL-031
ATL-032*
ATL-033*
ATL-034*
ATL-035*
ATL-036*
ATL-040
ATL-041*
ATL-042
ATL-043
ATL-044
ATL-045
ATL-046*
ATL-047
ATL-048
ATL-049
ATL-050
ATL-051
ATL-052
ATL-053
ATL-054*
ATL-055*
ATL-056
ATL-057*
ATL-059*
ATL-060*

Tradicional
Tradicional
Tradicional
Tradicional
Tradicional
Tradicional
Tradicional
Tradicional
Tradicional
Tradicional
Tradicional
Tradicional
Tradicional
Tradicional
Tradicional
Tradicional
Tradicional
Tradicional
Tradicional
Tradicional
Tradicional
Tradicional
Tradicional
Tradicional
Tradicional
Tradicional
Tradicional
Tradicional
Tradicional
Tradicional
Tradicional
Tradicional
Tradicional
Tradicional

20
20
20
20
20
20
20
20
20
20
20
20
20
20
20
20
20
20
20
20
20
20
20
20
20
20
20
20
20
20
20
20
20
20

10 E-1
10E-1
10 E-1
10E-1
10E-1
10 E-1
10E-1
10 E-1
10E-1
10 E-2
10E-2
10 E-2
10E-2
10E-2
10 E-1
10E-1
10 E-1
10E-1
10 E-1
10E-1
10 E-1
10 E-1
10E-1
10 E-1
10E-1
10 E-1
10E-1
10 E-1
10E-1
10 E-1
10E-1
10 E-2
10 E-2
10E-2

*Cepas de actinomicetes eliminadas por contaminacion.
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Anexo D. Técnicas de biologia molecular

Tabla D1. Cuantificacién de ADN gendmico de actinomicetes [ADN] (ng/uL)

Extraccion por fenol

Cédigo Cédigo Extraccion por kit comercial cloroformo
Recibido Asignado [ADNI 60230 260i280  APNI 9601230 2607280
ng/pL ng/uL
CAL.025 JD-025* - ; ; 255,43 101 118
CA1.026 JD-026 - - - 170,27 1,22 1,81
CAl1.027 JD-027 - - - 47,20 0,57 1,40
CA1.028 JD-028* - - - 933,8 2,01 1,62
CA1.029 JD-029* - - - 216,53 2,09 1,6
CA1.030 JD-030 - - - 125,80 1,92 2,10
CAl1l.031 JD-031 241,50 1,01 1,81 83,70 1,38 1,94
CA2.032 JD-032 - - - 57,77 3,88 2,12
CA2.033 JD-033 - - - 227,50 2,12 2,11
CA2.034 JD-034 61,10 2,85 1,81 79,37 1,96 1,98
CA2.035 JD-035 - - - 59,20 0,55 1,39
CA2 037 JD-037* - - - 664,53 1,93 1,42
CA2 038 JD-038* - - - 238,90 1,98 1,64
CA2.039 JD-039 31,33 1,09 1,57 - - -
CA2 043 JD-043* - - - 138,10 2,02 1,74
CA2.044 ID-044 49,23 6,26 182 2717 1,27 1,81
CA2.045 JD-045 16,50 2,70 1,65 66,83 2,63 2,07
CA2 046 JD-046* - - - 492.6 2,02 1,8
CA2.048 JD-048 - - - 54,03 7,44 1,99
CA2.052 JD-052 95,43 1,84 1,76 28,33 1,88 1,89
CAZ2.058 JD-058 - - - 71,03 2,87 2,12
DWO001 JV-001 17,07 5,97 1,45 166,10 2,63 2,13
DW 002 JV-002 11,27 0,52 1,39 136,73 2,07 2,11
DW 003 JV-003 9,53 0,64 1,33 96,83 2,28 2,03
DW 004 JV-004 12,97 6,83 1,22 68,13 4.49 2,08
DW 005 JV-005* - - - 132,43 2,07 1,76
DW 007 JV-007* - - - 155 2,08 1,87
DW 008 JV-008* - - - 166,93 2,00 1,56
DW 009 JV-009 10,37 1,64 1,52 240,70 0,60 2,10
DW 010 JV-010 13,30 0,48 1,46 126,50 1,03 2,06
DW 011 V011* - ] ] 8,67 1,73 0,85
DW 012 JV-012 - - - 428,93 2,14 2,11
DW 013 JV-013 - - - 167,07 2,48 2,12
DW 021 JVv-021 - - - 38,97 2,71 1,94
DW 022 JV-022* - - - 109,73 1,83 0,97
DW 025 JV-025 10,87 1,80 1,31 35,73 11,39 2,07
DW 026 JV-026 - - - 99,20 3,01 2,11
DW 027 JV-027 - - - 237,43 2,18 2,11
DW 033 JV-033 11,90 3,99 1,48 188,80 2,68 2,15
DW 035 JV-035 61,10 11,27 1,82 79,63 2,74 1,98
DW 037 JV-037* - - - 34,27 1,54 0,8
DW 038 JV-038 22,90 0,54 1,39 38,47 0,49 1,40
DW 042 JV-042 26,73 7,73 1,60 - - -
DW 045 JV-045 33,93 2,69 1,71 55,53 0,62 1,43
DW 047 JV-047 - - - 65,35 3,33 1,74
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Tabla D1. (Continuacién)

S10 001 JD-001* - - - 29,7 2,02 2,6
S10.002 JD-002 - - - 53,17 2,52 1,90
S10.003 JD-003 - - - 97,73 1,21 2,10
S10.004 JD-004* - - - 47,27 1,52 0,71
S10 012 JD-012* - - - 94,60 2,04 1,95
S10 013 JD-013* - - - 127447 1,71 0,76
S10.014 JD-014 - - - 137,00 4,05 2,12
S10.015 JD-015 20,07 0,92 1,47 38,53 6,39 2,14
S10.019 JD-019 - - - - - -
S10 020 JD-020* - - - 431,5 2,07 2,74
510.025 JS-025 116,85 0,34 1,44 158,97 1,01 1,54
CA2.050 JD-050 97,17 2,75 2,11 - - -
DW.015 JV-015 17,43 2,71 1,90 - - -
DWw. 029 JV-029 65,70 4,08 2,13 - - -
DW 034 JV-034* - - - 81,3 2,09 2,73
DW. 043 JV-043 70,27 4,58 2,11 - - -
DE002 DE-002 8,60 0,35 1,25 10,33 48,41 1,89
DEO003 DE-003 16,57 1,38 1,39 18,40 7,65 1,71
DEO004 DE-004 12,53 1,75 1,09 43,20 9,02 1,80
DE006 DE-006 12,90 1,16 1,28 7,17 0,87 1,75
DEO0OQ7 DE-007 83,50 16,03 1,78 92,23 1,68 1,75
DE008 DE-008 186,00 2,69 1,81 386,27 0,73 1,52
DEO009 DE-009 11,87 0,69 1,35 9,37 1,23 1,33
DEO010 DE-010 13,60 0,99 1,32 199,07 2,09 2,01
DEO11 DE-011 35,97 2,67 1,55 68,53 2,19 1,77
DEO012 DE-012* 20,93 3,96 1,29 345,1 1,86 1,24
DEO13 DE-013 13,23 0,48 1,54 5,73 13,66 1,48
DEO014 DE-014 7,73 0,29 1,21 11,50 2,99 1,71
DEO15 DE-015 13,50 0,41 1,71 28,33 1,85 1,85
DEO018 DE-018 15,33 0,76 1,34 10,53 8,16 1,72
DEO19 DE-019 9,40 0,39 111 8,53 1,84 2,02
DEO020 DE-020 34,77 1,79 1,75 39,70 2,99 1,98
DEO21 DE-021 20,17 0,66 1,76 13,97 2,65 191
DE022 DE-022 6,07 0,21 1,44 4,40 0,47 1,67
DEO023 DE-023 4,27 0,12 1,29 162,63 2,05 1,92
DEO024 DE-024 3,80 0,11 1,20 13,57 1,20 1,69
DE025 DE-025 4,10 0,12 1,36 75,47 2,44 2,08
DE026 DE-026 5,27 0,16 1,40 39,33 1,78 1,90
DEO027 DE-027 12,73 0,59 1,43 207,10 2,23 1,90
DE029 DE-029 10,87 0,43 1,34 69,57 2,47 2,12
DEO030 DE-030 7,37 0,32 1,22 34,63 2,52 2,10
DEO31 DE-031 65,77 9,35 1,81 3,20 0,88 1,63
DEO032 DE-032 2,10 0,06 0,65 2,47 1,85 1,15
DEO033 DE-033 10,53 0,40 1,38 31,90 6,00 1,63
DE034 DE-034 3,87 0,11 0,99 23,27 3,87 1,92
DEO035 DE-035 51,37 5,18 1,69 98,50 2,28 2,03
DEO036 DE-036 3,90 0,12 1,01 2,70 1,28 1,05
DEO037 DE-037 104,83 5,78 1,76 145,60 2,30 2,04
DEO038 DE-038 3,40 0,10 0,90 28,80 2,83 1,90
DEO039 DE-039 50,97 6,23 1,72 3,87 12,83 1,27
DE040 DE-040 6,50 0,20 1,09 10,57 6,06 1,70
DEO41 DE-041 17,47 0,65 1,53 34,40 2,20 1,88
DE042 DE-042* 114,80 2,60 1,78 275,3 2,07 2,22
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Tabla D1. (Continuacién)

DEO44
DE045
DE047
DE049
DEO51
DE052
DEO053
DEO054
DEO055
DEO056
DEO57
DEO058
DEO059
DEO060
DEO061
DE062
DEO063
DEO064
DEO065
DEO67
DEO068
DEO069
DEOQ70
DEO71
DEOQ73
DEO074
DEQ75
DEO076
DEOQ78
DEO079
DEO080
DEO081
DE082
DE083
DEO084
DE085
DEO088
DG148
DG139
DG106
DG161
BCL003
BCL 004
BCLO05
BCL 06
BCEO14
BCLO15
BCLO18
BCLO27
BCEO030
ATDO11
ATDO018

DE-044
DEO0-45
DE-047
DE-049
DE-051
DE-052
DE-053
DE-054
DE-055
DE-056
DE-057
DE-058
DE-059
DE-060
DE-061
DE-062
DE-063
DE-064
DE-065
DE-067
DE-068
DE-069
DE-070
DE-071
DE-073
DE-074
DE-075
DE-076
DE-078
DE-079
DE-080
DE-081
DE-082
DE-083
DE-084
DE-085
DE-088
DG-148
DG-139
DG-106
DG-161
BCL-003*
BCL-004*
BCL-005*
BCL-06*
BCE-014*
BCL-015*
BCL-018*
BCL-027*
BCE-030*
ATD-011*
ATD-018*
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Tabla D1. (Continuacién)

ATL 005 ATL-005* - - - 428,2 1,84 0,89
ATL 016 ATL-016* - - - 438,17 2,07 1,97
ATL 050 ATL-050* - - - 460,4 2,04 1,85

*Cepas extraidas nuevamente por el método de fenol cloroformo

79



Tabla D2. Cuantificacion de ADN gendmico de actinomicetes (ng/pL) seleccionados

para el secuenciamiento del gen del ADNr 16S

Caddigo Caddigo asignado Promedio Promedio Promedio
recibido concentracion 260/280 260/230
(ng/pL)

ATD-018* CR2018-23 571,47 1,80 1,13
BCE-030 CR2018-24 523,5 1,93 1,60
BCL-015 CR2018-25 118,43 1,68 0,93
JD-046 CR2018-26 295,93 2,00 1,89
DE-015* CR2018-27 813 2,04 1,84
DE-045 CR2018-28 723,83 2,00 2,15
DE-055 CR2018-29 326 1,95 1,84
DE-061* CR2018-30 117,1 1,77 1,10
DE-067 CR2018-31 272,83 1,90 1,75
DE-085 CR2018-32 284,03 1,77 0,86
JD-004* CR2018-33 1244 1,86 1,77
JD-014 CR2018-34 55,33 1,84 1,75
JV-027* CR2018-35 377,87 1,77 0,80
JD-032 CR2018-36 680,8 1,78 1,30
JD-038 CR2018-37 414,73 1,72 0,87
JD-044 CR2018-38 354,4 2,01 1,96
JV-005 CR2018-39 248,7 1,84 1,25
JV-011 CR2018-40 80,47 1,67 0,84
JD-027 CR2018-41 239,17 1,94 1,65

*Cepas con secuencias de nucledtidos menor a 1400nt, se descartaron del anlisis del arbol filogenético.
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Tabla D3. Matriz de similitud y diferencia de nucledtidos para la identificacidn de cercania entre actinomicetes secuenciados y la especie Streptomyces fildesensis

Especie Streptomyces fildesensis BCE-030 BCL-015 JD-046 DE-045 DE-055 JD-014 JD-032 JD-038 JV-005 JV-011
Streptomyces fildesensis --- 4/1439 5/1439 711294 7/1437  7/1437  4/1439  4/1437  7/1439  4/1439  4/1439
BCE-030 99.72 - 1/1439 3/1294 3/1437  3/1437 0/1439 0/1437 3/1439 0/1439 0/1439
BCL-015 99.65 99.93 - 3/1294 41442  4/1442  1/1444 0/1442  3/1444  1/1444  1/1444
JD-046 99.46 99.77 99.77 --- 0/1294  0/1294 3/1294  3/1294 5/1294  3/1294  3/1294
DE-045 99.51 99.79 99.72 100.00 --- 0/1442  3/1442 3/1440 6/1442 3/1442  3/1442
DE-055 99.51 99.79 99.72 100.00 100.00 - 3/1442  3/1440 6/1442  3/1442  3/1442
JD-014 99.72 100.00 99.93 99.77 99.79 99.79 - 0/1442  3/1444  0/1444 0/1444
JD-032 99.72 100.00 100.00 99.77 99.79 99.79  100.00 --- 2/1442  0/1442  0/1442
JD-038 99.51 99.79 99.79 99.61 99.58 99.58 99.79 99.86 --- 3/1444  3/1444
JV-005 99.72 100.00 99.93 99.77 99.79 99.79  100.00 100.00  99.79 --- 0/1444
JVv-011 99.72 100.00 99.93 99.77 99.79 99.79  100.00 100.00 99.79  100.00 ---
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Tabla D4. Matriz de similitud y diferencia de nucle6tidos para la identificacion de la

cercania entre la cepa DE-085 y las posibles especies del género Streptomyces

Especies Streptomyces camponoticapitis Streptomyces niveus DE-085
Streptomyces camponoticapitis 8/1433 6/1443
Streptomyces niveus 99.44 4/1433
DE-085 99.58 99.72

Tabla D5. Matriz de similitud y diferencia de nucle6tidos para la identificacion de la

cercania entre la cepa JD-027 y las posibles especies del género Streptomyces

Especies Streptomyces scopuliridis ~ Streptomyces wistariopsis  JD-027
Streptomyces scopuliridis 13/1442 9/1444

Streptomyces wistariopsis 99.10 6/1441
JD-027 99.38 99.58

Tabla D6. Matriz de similitud y diferencia de nucle6tidos para la identificacion de la

cercania entre la cepa JD-044 y las posibles especies del género Streptomyces

Especies ol i\slf)rsr?:gmg;?;es rhiziégehpggpi] r):;g?tans Strzg;%rirgces JD-044
Streptomyces 14/1421 1/1422 18/1422
olivochromogenes
Streptomyces 99.01 14/1444 8/1444
rhizosphaerihabitans
Streptomyces scabiei 99.93 99.03 18/1445
JD-044 98.73 99.45 98.75
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Tabla D7. Matriz de similitud y diferencia de nucledtidos para la identificacion de la cercania entre la cepa DE-067 y las posibles especies del

género Nocardia

Nocardia Nocardia Nocardia Nocardia Nocardia Nocardia Nocardia Nocardia Nocardia

Especies . . o . e . - - . . DE-067
sungurluensis  exalbida  cyriacigeorgica  tenerifensis gamkensis  abscessus  grenadensis  xishanensis lijiangensis

Nocardia 26/1437 27/1438 39/1436 27/1433 26/1433 34/1429 31/1433 27/1438 24/1438
sungurluensis
Nocardia 98.19 26/1437 31/1436 1/1432 14/1432 33/1428 16/1432 19/1437 26/1437
exalbida
Nocardia 98.12 98.19 39/1436 27/1433 16/1433 35/1429 30/1433 35/1438 31/1438
cyriacigeorgica
Nocardia 97.28 97.84 97.28 32/1431 32/1431 40/1427 35/1431 38/1436 32/1436
tenerifensis
Nocardia 98.12 99.93 98.12 97.76 15/1433 34/1429 17/1433 20/1433 27/1433
gamkensis
Nocardia 98.19 99.02 98.88 97.76 98.95 30/1429 26/1433 33/1433 27/1433
abscessus
Nocardia 97.62 97.69 97.55 97.20 97.62 97.90 35/1429 41/1429 23/1429
grenadensis
Nocardia 97.84 98.88 97.91 97.55 98.81 98.19 97.55 10/1433 29/1433
xishanensis
Nocardia 98.12 98.68 97.57 97.35 98.60 97.70 97.13 99.30 27/1438
lijiangensis
DE-067 98.33 98.19 97.84 97.77 98.12 98.12 98.39 97.98 98.12
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Tabla D8. Secuencias del gen del ADNr 16S e identificacion de las posibles especies conocidas de actinomicetes

Cddigos

Secuencia del gen ADNr 16S (5'- 3")

Identificacion
molecular

NUmero de
nucleétidos

BCE-030

GGCTCAGGACGAACGCTGGCGGCGTGCTTAACACATGCAAGTCGAACGATGAAGCCCTTCGGGGTGGATTAGTGGCGAACGGGTGAGTAACACGT
GGGCAATCTGCCCTTCACTCTGGGACAAGCCCTGGAAACGGGGTCTAATACCGGATAACACTCTCCTCCTCCTGGGGGTGGTTAAAAGCTCCGGCG
GTGAAGGATGAGCCCGCGGCCTATCAGCTTGTTGGTGGGGTAATGGCCTACCAAGGCGACGACGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGCGACCGGCCACA
CTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGAAAGCCTGATGCAGCGACGCCGCGTGAGG
GATGACGGCCTTCGGGTTGTAAACCTCTTTCAGCAGGGAAGAAGCGCAAGTGACGGTACCTGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTACGTGCCAGCAG
CCGCGGTAATACGTAGGGTGCGAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGAGCTCGTAGGCGGTCTGTCACGTCGGATGTGAAAGCCCGGGGCTT
AACCCCGGGTCTGCATTCGATACGGGCAGACTAGAGTGTGGTAGGGGAGATCGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGATATCAGGAGGA
ACACCGGTGGCGAAGGCGGATCTCTGGGCCATTACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGC
CGTAAACGTTGGGAACTAGGTGTTGGCGACATTCCACGTCGTCGGTGCCGCAGCTAACGCATTAAGTTCCCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGC
TAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCAGCGGAGCATGTGGCTTAATTCGACGCAACGCGAAGAACCTTACCAAGGCTTGACATAC
ACCGGAAAGCCGTAGAGATACGGCCCCCCTTGTGGTCGGTGTACAGGTGGTGCaTGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCC
CGCAACGAGCGCAACCCCTGTTCTGTGTTGCCAGCATGCCCTTCGGGGTGATGGGGACTCACAGGAGACCGCCGGGGTCAACTCGGAGGAAGGTG
GGGACGACGTCAAGTCATCATGCCCCTTATGTCTTGGGCTGCACACGTGCTACAATGGTCGGTACAATGAGCTGCGATACCGCAAGGTGGAGCGAA
TCTCAAAAAGCCGGCCTCAGTTCGGATTGGGGTCTGCAACTCGACCCCATGAAGTCGGAGTTGCTAGTAATCGCAGATCAGCATTGCTGCGGTGAA
TACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACGTCACGAAAGTCGGTAACACCCGAAGCCGATGGCCCAACCCGCAAGGGAGGGAGTCGTCGA
AGGTGGGACTGGCGATTGGGACG

Streptomyces
fildesensis
(DQ408297)

1439
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Tabla D8. (Continuacion)

BCL-015

GCTCAGGACGAACGCTGGCGGCGTGCTTAACACATGCAAGTCGAACGATGAAGCCCTTCGGGGTGGATTAGTGGCGAACGGGTGAGTAACACGTG
GGCAATCTGCCCTTCACTCTGGGACAAGCCCTGGAAACGGGGTCTAATACCGGATAACACTCTCCTCCTCCTGGGGGTGGGTTAAAAGCTCCGGCG
GTGAAGGATGAGCCCGCGGCCTATCAGCTTGTTGGTGGGGTAATGGCCTACCAAGGCGACGACGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGCGACCGGCCACA
CTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGAAAGCCTGATGCAGCGACGCCGCGTGAGG
GATGACGGCCTTCGGGTTGTAAACCTCTTTCAGCAGGGAAGAAGCGCAAGTGACGGTACCTGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTACGTGCCAGCAG
CCGCGGTAATACGTAGGGTGCGAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGAGCTCGTAGGCGGTCTGTCACGTCGGATGTGAAAGCCCGGGGCTT
AACCCCGGGTCTGCATTCGATACGGGCAGACTAGAGTGTGGTAGGGGAGATCGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGATATCAGGAGGA
ACACCGGTGGCGAAGGCGGATCTCTGGGCCATTACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGC
CGTAAACGTTGGGAACTAGGTGTTGGCGACATTCCACGTCGTCGGTGCCGCAGCTAACGCATTAAGTTCCCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGC
TAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCAGCGGAGCATGTGGCTTAATTCGACGCAACGCGAAGAACCTTACCAAGGCTTGACATAC
ACCGGAAAGCCGTAGAGATACGGCCCCCCTTGTGGTCGGTGTACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCC
CGCAACGAGCGCAACCCCTGTTCTGTGTTGCCAGCATGCCCTTCGGGGTGATGGGGACTCACAGGAGACCGCCGGGGTCAACTCGGAGGAAGGTG
GGGACGACGTCAAGTCATCATGCCCCTTATGTCTTGGGCTGCACACGTGCTACAATGGTCGGTACAATGAGCTGCGATACCGCAAGGTGGAGCGAA
TCTCAAAAAGCCGGCCTCAGTTCGGATTGGGGTCTGCAACTCGACCCCATGAAGTCGGAGTTGCTAGTAATCGCAGATCAGCATTGCTGCGGTGAA
TACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACGTCACGAAAGTCGGTAACACCCGAAGCCGATGGCCCAACCCGCAAGGGAGGGAGTCGTCAA
AGGTGGGACTGGCGATTGGGACGAAGTC

Streptomyces
fildesensis
(DQ408297)

1439

JD-046

GTAGAGTTTGATCATGGCTCAGGACGAACGCTGGCGGCGTGCTTAACACATGCAAGTCGAACGATGAAGCCTTCGGGTGGATTAGTGGCGAACGG
GTGAGTAACACGTGGGCAATCTGCCCTTCACTCTGGGACAAGCCCTGGAAACGGGGTCTAATACCGGATAACACTTACCTCCTCCTGGGGGTTGGT
TAAAAGCTCCGGCGGTGAAGGATGAGCCCGCGGCCTATCAGCTTGTTGGTGGGGTAATGGCCTACCAAGGCGACGACGGGTAGCCGGCCTGAGAG
GGCGACCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGAAAGCCTGATGCAGC
GACGCCGCGTGAGGGATGACGGCCTTCGGGTTGTAAACCTCTTTCAGCAGGGAAGAAGCGCAAGTGACGGTACCTGCAGAAGAAGCACCGGCTAA
CTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGTGCGAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGAGCTCGTAGGCGGTCTGTCACGTCGGATGTG
AAAGCCCGGGGCTTAACCCCGGGTCTGCATTCGATACGGGCAGACTAGAGTGTGGTAGGGGAGATCGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGAAATGCGC
AGATATCAGGAGGAACACCGGTGGCGAAGGCGGATCTCTGGGCCATTACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATAC
CCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGTTGGGAACTAGGTGTTGGCGACATTCCACGTCGTCGGTGCCGCAGCTAACGCATTAAGTTCCCCGCCTGGGGA
GTACGGCCGCAAGGCTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCAGCGGAGCATGTGGCTTAATTCGACGCAACGCGAAGAACCTTAC
CAAGGCTTGACATACACCGGAAAGCCGTAGAGATACGGCCCCCCTTGTGGTCGGTGTACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGA
TGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCCTGTTCTGTGTTGCCAGCATGCCCTTCGGGGTGATGGGGACTCACAGGAGACCGCCGGGGTCAA
CTCGGAGGAAGGTGGGGACGACGTCAAGTCATCATGCCCCTTATGTCTTGGGCTGCACACGTGCTACAATGGTCGGTACAATGAGCTGCGATACCG
CAAGGTGGAGCGAATCTCAAAAAGCCGGCCTCAGTTCGGATTGGGGTCTGCAACTCGACCCCATGAAGTCGGAGTTGCTAGTAAT

Streptomyces
fildesensis
(DQ408297)

1294

85



Tabla D8. (Continuacion)

DE-045

GGCTCAGGACGAACGCTGGCGGCGTGCTTAACACATGCAAGTCGAACGATGAAGCCTTCGGGTGGATTAGTGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGG
GCAATCTGCCCTTCACTCTGGGACAAGCCCTGGAAACGGGGTCTAATACCGGATAACACTTACCTCCTCCTGGGGGTTGGTTAAAAGCTCCGGCGG
TGAAGGATGAGCCCGCGGCCTATCAGCTTGTTGGTGGGGTAATGGCCTACCAAGGCGACGACGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGCGACCGGCCACAC
TGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGAAAGCCTGATGCAGCGACGCCGCGTGAGGG
ATGACGGCCTTCGGGTTGTAAACCTCTTTCAGCAGGGAAGAAGCGCAAGTGACGGTACCTGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTACGTGCCAGCAGC
CGCGGTAATACGTAGGGTGCGAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGAGCTCGTAGGCGGTCTGTCACGTCGGATGTGAAAGCCCGGGGCTT
AACCCCGGGTCTGCATTCGATACGGGCAGACTAGAGTGTGGTAGGGGAGATCGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGATATCAGGAGGA
ACACCGGTGGCGAAGGCGGATCTCTGGGCCATTACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGC
CGTAAACGTTGGGAACTAGGTGTTGGCGACATTCCACGTCGTCGGTGCCGCAGCTAACGCATTAAGTTCCCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGC
TAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCAGCGGAGCATGTGGCTTAATTCGACGCAACGCGAAGAACCTTACCAAGGCTTGACATAC
ACCGGAAAGCCGTAGAGATACGGCCCCCCTTGTGGTCGGTGTACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCC
CGCAACGAGCGCAACCCCTGTTCTGTGTTGCCAGCATGCCCTTCGGGGTGATGGGGACTCACAGGAGACCGCCGGGGTCAACTCGGAGGAAGGTG
GGGACGACGTCAAGTCATCATGCCCCTTATGTCTTGGGCTGCACACGTGCTACAATGGTCGGTACAATGAGCTGCGATACCGCAAGGTGGAGCGAA
TCTCAAAAAGCCGGCCTCAGTTCGGATTGGGGTCTGCAACTCGACCCCATGAAGTCGGAGTTGCTAGTAATCGCAGATCAGCATTGCTGCGGTGAA
TACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACGTCACGAAAGTCGGTAACACCCGAAGCCGATGGCCCAACCCGCAAGGGAGGGAGTCGTCGA
AGGTGGGACTGGCGATTGGGACGAAGTCGTAA

Streptomyces
fildesensis
(DQ408297)

1437

DE-055

GGCTCAGGACGAACGCTGGCGGCGTGCTTAACACATGCAAGTCGAACGATGAAGCCTTCGGGTGGATTAGTGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGG
GCAATCTGCCCTTCACTCTGGGACAAGCCCTGGAAACGGGGTCTAATACCGGATAACACTTACCTCCTCCTGGGGGTTGGTTAAAAGCTCCGGCGG
TGAAGGATGAGCCCGCGGCCTATCAGCTTGTTGGTGGGGTAATGGCCTACCAAGGCGACGACGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGCGACCGGCCACAC
TGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGAAAGCCTGATGCAGCGACGCCGCGTGAGGG
ATGACGGCCTTCGGGTTGTAAACCTCTTTCAGCAGGGAAGAAGCGCAAGTGACGGTACCTGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTACGTGCCAGCAGC
CGCGGTAATACGTAGGGTGCGAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGAGCTCGTAGGCGGTCTGTCACGTCGGATGTGAAAGCCCGGGGCTT
AACCCCGGGTCTGCATTCGATACGGGCAGACTAGAGTGTGGTAGGGGAGATCGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGATATCAGGAGGA
ACACCGGTGGCGAAGGCGGATCTCTGGGCCATTACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGC
CGTAAACGTTGGGAACTAGGTGTTGGCGACATTCCACGTCGTCGGTGCCGCAGCTAACGCATTAAGTTCCCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGC
TAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCAGCGGAGCATGTGGCTTAATTCGACGCAACGCGAAGAACCTTACCAAGGCTTGACATAC
ACCGGAAAGCCGTAGAGATACGGCCCCCCTTGTGGTCGGTGTACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCC
CGCAACGAGCGCAACCCCTGTTCTGTGTTGCCAGCATGCCCTTCGGGGTGATGGGGACTCACAGGAGACCGCCGGGGTCAACTCGGAGGAAGGTG
GGGACGACGTCAAGTCATCATGCCCCTTATGTCTTGGGCTGCACACGTGCTACAATGGTCGGTACAATGAGCTGCGATACCGCAAGGTGGAGCGAA
TCTCAAAAAGCCGGCCTCAGTTCGGATTGGGGTCTGCAACTCGACCCCATGAAGTCGGAGTTGCTAGTAATCGCAGATCAGCATTGCTGCGGTGAA
TACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACGTCACGAAAGTCGGTAACACCCGAAGCCGATGGCCCAACCCGCAAGGGAGGGAGTCGTCGA
AGGTGGGACTGGCGATTGGGACGAAGTCGTAA

Streptomyces
fildesensis
(DQ408297)

1437

86



Tabla D8. (Continuacion)

JD--014

GCTCAGGACGAACGCTGGCGGCGTGCTTAACACATGCAAGTCGAACGATGAAGCCCTTCGGGGTGGATTAGTGGCGAACGGGTGAGTAACACGTG
GGCAATCTGCCCTTCACTCTGGGACAAGCCCTGGAAACGGGGTCTAATACCGGATAACACTCTCCTCCTCCTGGGGGTGGGTTAAAAGCTCCGGCG
GTGAAGGATGAGCCCGCGGCCTATCAGCTTGTTGGTGGGGTAATGGCCTACCAAGGCGACGACGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGCGACCGGCCACA
CTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGAAAGCCTGATGCAGCGACGCCGCGTGAGG
GATGACGGCCTTCGGGTTGTAAACCTCTTTCAGCAGGGAAGAAGCGCAAGTGACGGTACCTGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTACGTGCCAGCAG
CCGCGGTAATACGTAGGGTGCGAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGAGCTCGTAGGCGGTCTGTCACGTCGGATGTGAAAGCCCGGGGCTT
AACCCCGGGTCTGCATTCGATACGGGCAGACTAGAGTGTGGTAGGGGAGATCGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGATATCAGGAGGA
ACACCGGTGGCGAAGGCGGATCTCTGGGCCATTACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGC
CGTAAACGTTGGGAACTAGGTGTTGGCGACATTCCACGTCGTCGGTGCCGCAGCTAACGCATTAAGTTCCCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGC
TAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCAGCGGAGCATGTGGCTTAATTCGACGCAACGCGAAGAACCTTACCAAGGCTTGACATAC
ACCGGAAAGCCGTAGAGATACGGCCCCCCTTGTGGTCGGTGTACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCC
CGCAACGAGCGCAACCCCTGTTCTGTGTTGCCAGCATGCCCTTCGGGGTGATGGGGACTCACAGGAGACCGCCGGGGTCAACTCGGAGGAAGGTG
GGGACGACGTCAAGTCATCATGCCCCTTATGTCTTGGGCTGCACACGTGCTACAATGGTCGGTACAATGAGCTGCGATACCGCAAGGTGGAGCGAA
TCTCAAAAAGCCGGCCTCAGTTCGGATTGGGGTCTGCAACTCGACCCCATGAAGTCGGAGTTGCTAGTAATCGCAGATCAGCATTGCTGCGGTGAA
TACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACGTCACGAAAGTCGGTAACACCCGAAGCCGATGGCCCAACCCGCAAGGGAGGGAGTCGTCGA
AGGTGGGACTGGCGATTGGGACGAAGTCGTAA

Streptomyces
fildesensis
(DQ408297)

1439

JD-032

CTCAGGACGAACGCTGGCGGCGTGCTTAACACATGCAAGTCGAACGATGAAGCCCTTCGGGGTGGATTAGTGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGG
GCAATCTGCCCTTCACTCTGGGACAAGCCCTGGAAACGGGGTCTAATACCGGATAACACTCTCCTCCTCCTGGGGGTGGGTTAAAAGCTCCGGCGG
TGAAGGATGAGCCCGCGGCCTATCAGCTTGTTGGTGGGGTAATGGCCTACCAAGGCGACGACGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGCGACCGGCCACAC
TGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGAAAGCCTGATGCAGCGACGCCGCGTGAGGG
ATGACGGCCTTCGGGTTGTAAACCTCTTTCAGCAGGGAAGAAGCGCAAGTGACGGTACCTGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTACGTGCCAGCAGC
CGCGGTAATACGTAGGGTGCGAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGAGCTCGTAGGCGGTCTGTCACGTCGGATGTGAAAGCCCGGGGCTT
AACCCCGGGTCTGCATTCGATACGGGCAGACTAGAGTGTGGTAGGGGAGATCGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGATATCAGGAGGA
ACACCGGTGGCGAAGGCGGATCTCTGGGCCATTACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGC
CGTAAACGTTGGGAACTAGGTGTTGGCGACATTCCACGTCGTCGGTGCCGCAGCTAACGCATTAAGTTCCCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGC
TAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCAGCGGAGCATGTGGCTTAATTCGACGCAACGCGAAGAACCTTACCAAGGCTTGACATAC
ACCGGAAAGCCGTAGAGATACGGCCCCCCTTGTGGTCGGTGTACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCC
CGCAACGAGCGCAACCCCTGTTCTGTGTTGCCAGCATGCCCTTCGGGGTGATGGGGACTCACAGGAGACCGCCGGGGTCAACTCGGAGGAAGGTG
GGGACGACGTCAAGTCATCATGCCCCTTATGTCTTGGGCTGCACACGTGCTACAATGGTCGGTACAATGAGCTGCGATACCGCAAGGTGGAGCGAA
TCTCAAAAAGCCGGCCTCAGTTCGGATTGGGGTCTGCAACTCGACCCCATGAAGTCGGAGTTGCTAGTAATCGCAGATCAGCATTGCTGCGGTGAA
TACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACGTCACGAAAGTCGGTAACACCCGAAGCCGATGGCCCAACCCGCAAGGGAGGGAGTCGTCNA
AGGTGGGACTGGCGATGGGACGAAGTCGTAA

Streptomyces
fildesensis
(DQ408297)

1437

87



Tabla D8. (Continuacion)

JD-038

CTCAGGACGAACGCTGGCGGCGTGCTTAACACATGCAAGTCGAACGATGAAGCCCTTCGGGGTGGATTAGTGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGG
GCAATCTGCCCTTCACTCTGGGACAAGCCCTGGAAACGGGGTCTAATACCGGATAACACTCTCCTCCTCCTGGGGGTGGGTTAAAAGCTCCGGCGG
TGAAGGATGAGCCCGCGGCCTATCAGCTTGTTGGTGGGGTAATGGCCTACCAAGGCGACGACGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGCGACCGGCCACAC
TGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGAAAGCCTGATGCAGCGACGCCGCGTGAGGG
ATGACGGCCTTCGGGTTGTAAACCTCTTTCAGCAGGGAAGAAGCGCAAGTGACGGTACCTGCAGAAGGAAGCACCGGCTAACTACGTGCCAGCAG
CCGCGGTAATACGTAGGGTGCGAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGAGCTCGTAGGCGGTCTGTCACGTCGGATGTGAAAGCCCGGGGCTT
AACCCCGGGTCTGCATTCGATACGGGCAGACTAGAGTGTGGTAGGGGAGATCGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGATATCAGGAGGA
ACACCGGTGGCGAAGGCGGATCTCTGGGCCATTACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGC
CGTAAACGTTGGGAACTAGGTGTTGGCGACATTCCACGTCGTCGGTGCCGCAGCTAACGCATTAAGTTCCCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGC
TAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCAGCGGAGCATGTGGCTTAATTCGACGCAACGCGAAGAACCTTACCAAGGCTTGACATAC
ACCGGAAAGCCGTAGAGATACGGCCCCCCTTGTGGTCGGTGTACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCC
CGCAACGAGCGCAACCCCTGTTCTGTGTTGCCAGCATGCCCTTCGGGGTGATGGGGACTCACAGGAGACCGCCGGGGTCAACTCGGAGGAAGGTG
GGGACGACGTCAAGTCATCATGCCCCTTATGTCTTGGGCTGCACACGTGCTACAATGGTCGGTACAATGAGCTGCGATACCGCAAGGTGGAGCGAA
TCTCAAAAAGCCGGCCTCAGTTCGGATTGGGGTCTGCAACTCGACCCCATGAAGTCGGAGTTGCTAGTAATCGCAGATCAGCATTGCTGCGGTGAA
TACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACGTCACGAAAGTCGGTAACACCCGAAGCCGATGGCCCAACCCGCAAGGGAGGGAGTCGTCCA
AGGTGGGACTGGCGATTGGGACGAAGTCGTAA

Streptomyces
fildesensis
(DQ408297)

1439

JV-005

GCTCAGGACGAACGCTGGCGGCGTGCTTAACACATGCAAGTCGAACGATGAAGCCCTTCGGGGTGGATTAGTGGCGAACGGGTGAGTAACACGTG
GGCAATCTGCCCTTCACTCTGGGACAAGCCCTGGAAACGGGGTCTAATACCGGATAACACTCTCCTCCTCCTGGGGGTGGGTTAAAAGCTCCGGCG
GTGAAGGATGAGCCCGCGGCCTATCAGCTTGTTGGTGGGGTAATGGCCTACCAAGGCGACGACGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGCGACCGGCCACA
CTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGAAAGCCTGATGCAGCGACGCCGCGTGAGG
GATGACGGCCTTCGGGTTGTAAACCTCTTTCAGCAGGGAAGAAGCGCAAGTGACGGTACCTGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTACGTGCCAGCAG
CCGCGGTAATACGTAGGGTGCGAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGAGCTCGTAGGCGGTCTGTCACGTCGGATGTGAAAGCCCGGGGCTT
AACCCCGGGTCTGCATTCGATACGGGCAGACTAGAGTGTGGTAGGGGAGATCGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGATATCAGGAGGA
ACACCGGTGGCGAAGGCGGATCTCTGGGCCATTACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGC
CGTAAACGTTGGGAACTAGGTGTTGGCGACATTCCACGTCGTCGGTGCCGCAGCTAACGCATTAAGTTCCCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGC
TAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCAGCGGAGCATGTGGCTTAATTCGACGCAACGCGAAGAACCTTACCAAGGCTTGACATAC
ACCGGAAAGCCGTAGAGATACGGCCCCCCTTGTGGTCGGTGTACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCC
CGCAACGAGCGCAACCCCTGTTCTGTGTTGCCAGCATGCCCTTCGGGGTGATGGGGACTCACAGGAGACCGCCGGGGTCAACTCGGAGGAAGGTG
GGGACGACGTCAAGTCATCATGCCCCTTATGTCTTGGGCTGCACACGTGCTACAATGGTCGGTACAATGAGCTGCGATACCGCAAGGTGGAGCGAA
TCTCAAAAAGCCGGCCTCAGTTCGGATTGGGGTCTGCAACTCGACCCCATGAAGTCGGAGTTGCTAGTAATCGCAGATCAGCATTGCTGCGGTGAA
TACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACGTCACGAAAGTCGGTAACACCCGAAGCCGATGGCCCAACCCGCAAGGGAGGGAGTCGTCGA
AGGTGGGACTGGCGATTGGGACGAAGTCGTAA

Streptomyces
fildesensis
(DQ408297)

1439

88



Tabla D8. (Continuacion)

JV-011

GCTCAGGACGAACGCTGGCGGCGTGCTTAACACATGCAAGTCGAACGATGAAGCCCTTCGGGGTGGATTAGTGGCGAACGGGTGAGTAACACGTG
GGCAATCTGCCCTTCACTCTGGGACAAGCCCTGGAAACGGGGTCTAATACCGGATAACACTCTCCTCCTCCTGGGGGTGGGTTAAAAGCTCCGGCG
GTGAAGGATGAGCCCGCGGCCTATCAGCTTGTTGGTGGGGTAATGGCCTACCAAGGCGACGACGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGCGACCGGCCACA
CTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGAAAGCCTGATGCAGCGACGCCGCGTGAGG
GATGACGGCCTTCGGGTTGTAAACCTCTTTCAGCAGGGAAGAAGCGCAAGTGACGGTACCTGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTACGTGCCAGCAG
CCGCGGTAATACGTAGGGTGCGAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGAGCTCGTAGGCGGTCTGTCACGTCGGATGTGAAAGCCCGGGGCTT
AACCCCGGGTCTGCATTCGATACGGGCAGACTAGAGTGTGGTAGGGGAGATCGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGATATCAGGAGGA
ACACCGGTGGCGAAGGCGGATCTCTGGGCCATTACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGC
CGTAAACGTTGGGAACTAGGTGTTGGCGACATTCCACGTCGTCGGTGCCGCAGCTAACGCATTAAGTTCCCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGC
TAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCAGCGGAGCATGTGGCTTAATTCGACGCAACGCGAAGAACCTTACCAAGGCTTGACATAC
ACCGGAAAGCCGTAGAGATACGGCCCCCCTTGTGGTCGGTGTACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCC
CGCAACGAGCGCAACCCCTGTTCTGTGTTGCCAGCATGCCCTTCGGGGTGATGGGGACTCACAGGAGACCGCCGGGGTCAACTCGGAGGAAGGTG
GGGACGACGTCAAGTCATCATGCCCCTTATGTCTTGGGCTGCACACGTGCTACAATGGTCGGTACAATGAGCTGCGATACCGCAAGGTGGAGCGAA
TCTCAAAAAGCCGGCCTCAGTTCGGATTGGGGTCTGCAACTCGACCCCATGAAGTCGGAGTTGCTAGTAATCGCAGATCAGCATTGCTGCGGTGAA
TACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACGTCACGAAAGTCGGTAACACCCGAAGCCGATGGCCCAACCCGCAAGGGAGGGAGTCGTCGA
AGGTGGGACTGGCGATTGGGACGAAGTCGTAA

Streptomyces
fildesensis
(DQ408297)

1439

DE-085

GCTCAGGACGAACGCTGGCGGCGTGCTTAACACATGCAAGTCGAACGATGAAGCCTTCGGGTGGATTAGTGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGGG
CAATCTGCCCTGCACTCTGGGACAAGCCCTGGAAACGGGGTCTAATACCGGATGACACTGTTCCCCTCATGGGGGATGGTTGAAAGCTCCGGCGGT
GCAGGATGAGCCCGCGGCCTATCAGCTTGTTGGTGGGGTAATGGCCTACCAAGGCGACGACGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGCGACCGGCCACACT
GGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGAAAGCCTGATGCAGCGACGCCGCGTGAGGGA
TGACGGCCTTCGGGTTGTAAACCTCTTTCAGCAGGGAAGAAGCGAAAGTGACGGTACCTGCAGAAGAAGCGCCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCC
GCGGTAATACGTAGGGCGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGAGCTCGTAGGCGGTCTGTCACGTCGGGTGTGAAAGCCCGGGGCTTA
ACCCCGGGTCTGCATTCGATACGGGCAGACTAGAGTGTGGTAGGGGAGATCGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGATATCAGGAGGAA
CACCGGTGGCGAAGGCGGATCTCTGGGCCATTACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCC
GTAAACGTTGGGAACTAGGTGTTGGCGACATTCCACGTCGTCGGTGCCGCAGCTAACGCATTAAGTTCCCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCT
AAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCAGCGGAGCATGTGGCTTAATTCGACGCAACGCGAAGAACCTTACCAAGGCTTGACATACA
CCGGAAAGCATCAGAGATGGTGCCCCCCTTGTGGTCGGTGTACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCC
GCAACGAGCGCAACCCTTGTTCTGTGTTGCCAGCATGCCCTTCGGGGTGATGGGGACTCACAGGAGACCGCCGGGGTCAACTCGGAGGAAGGTGG
GGACGACGTCAAGTCATCATGCCCCTTATGTCTTGGGCTGCACACGTGCTACAATGGCCGGTACAATGAGCTGCGATACCGCAAGGTGGAGCGAAT
CTCAAAAAGCCGGTCTCAGTTCGGATTGGGGTCTGCAACTCGACCCCATGAAGTCGGAGTTGCTAGTAATCGCAGATCAGCATTGCTGCGGTGAAT
ACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACGTCACGAAAGTCGGTAACACCCGAAGCCGGTGGCCCAACCCCTTGTGGGAGGGAGCTGTCGA
AGGTGGGACTGGCGATTGGGACGAAGTCGTAA

Streptomyces
niveus
(NR_115784)

1433

89



Tabla D8. (Continuacion)

JD-044

GGCTCAGGACGAACGCTGGCGGCGTGCTTAACACATGCAAGTCGAACGATGAAGCCTTTCGGGGTGGATTAGTGGCGAACGGGTGAGTAACACGT
GGGCAATCTGCCCTTCACTCTGGGACAAGCCCTGGAAACGGGGTCTAATACCGGATAACACTCCTGCCTGCATGGGCGGGGGTTAAAAGCTCCGGC
GGTGAAGGATGAGCCCGCGGCCTATCAGCTTGTTGGTGAGGTAGTGGCTCACCAAGGCGACGACGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGCGACCGGCCAC
ACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGAAAGCCTGATGCAGCGACGCCGCGTGAG
GGATGACGGCCTTCGGGTTGTAAACCTCTTTCAGCAGGGAAGAAGCGAAAGTGACGGTACCTGCAGAAGAAGCGCCGGCTAACTACGTGCCAGCA
GCCGCGGTAATACGTAGGGCGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGAGCTCGTAGGCGGCTTGTCACGTCGGTTGTGAAAGCCCGGGGC
TTAACCCCGGGTCTGCAGTCGATACGGGCAGGCTAGAGTGTGGTAGGGGAGATCGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGATATCAGGAG
GAACACCGGTGGCGAAGGCGGATCTCTGGGCCATTACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCAC
GCCGTAAACGGTGGGAACTAGGTGTTGGCGACATTCCACGTCGTCGGTGCCGCAGCTAACGCATTAAGTTCCCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAA
GGCTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCAGCGGAGCATGTGGCTTAATTCGACGCAACGCGAAGAACCTTACCAAGGCTTGACA
TACACCGGAAAGCATTAGAGATAGTGCCCCCCTTGTGGTCGGTGTACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAG
TCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTTCTGTGTTGCCAGCATGCCCTTCGGGGTGATGGGGACTCACAGGAGACTGCCGGGGTCAACTCGGAGGAAG
GTGGGGACGACGTCAAGTCATCATGCCCCTTATGTCTTGGGCTGCACACGTGCTACAATGGCAGGTACAAAGAGCTGCGAAGCCGCGAGGCGGAG
CGAATCTCAAAAAGCCTGTCTCAGTTCGGATTGGGGTCTGCAACTCGACCCCATGAAGTCGGAGTTGCTAGTAATCGCAGATCAGCATTGCTGCGG
TGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACGTCACGAAAGTCGGTAACACCCGAAGCCGGTGGCCCAACCCCTTGTGGGAGGGAGCTG
TCGAAGGTGGGACTGGCGATTGGGACGAAGTCGTAA

Streptomyces
rhizophaerihab
itans
(NR_151948)

1444

JD-027

CTCAGGACGAACGCTGGCGGCGTGCTTAACACATGCAAGTCGAACGATGAAGCCCTTCGGGGTGGATTAGTGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGG
GCAATCTGCCCTTCACTCTGGGACAAGCCCTGGAAACGGGGTCTAATACCGGATAACACTCCTGCCTGCATGGGCGGGGGTTAAAAGCTCCGGCGG
TGAAGGATGAGCCCGCGGCCTATCAGCTTGTTGGTGGGGTAATGGCCTACCAAGGCGACGACGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGCGACCGGCCACAC
TGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGAAAGCCTGATGCAGCGACGCCGCGTGAGGG
ATGACGGCCTTCGGGTTGTAAACCTCTTTCAGCAGGGAAGAAGCGAAAGTGACGGTACCTGCAGAAGAAGCGCCGGCTAACTACGTGCCAGCAGC
CGCGGTAATACGTAGGGCGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGAGCTCGTAGGCGGCTTGTCGCGTCGGATGTGAAAGCCCGGGGCTT
AACCCCGGGTCTGCATTCGATACGGGCAGGCTAGAGTGTGGTAGGGGAGATCGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGATATCAGGAGGA
ACACCGGTGGCGAAGGCGGATCTCTGGGCCATTACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGC
CGTAAACGTTGGGAACTAGGTGTTGGCGACATTCCACGTCGTCGGTGCCGCAGCTAACGCATTAAGTTCCCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGC
TAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCAGCGGAGCATGTGGCTTAATTCGACGCAACGCGAAGAACCTTACCAAGGCTTGACATAT
ACCGGAAACGGCCAGAGATGGTCGCCCCCTTGTGGTCGGTATACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCC
CGCAACGAGCGCAACCCTTGTTCTGTGTTGCCAGCATGCCCTTCGGGGTGATGGGGACTCACAGGAGACTGCCGGGGTCAACTCGGAGGAAGGTG
GGGACGACGTCAAGTCATCATGCCCCTTATGTCTTGGGCTGCACACGTGCTACAATGGCCGGTACAATGAGCTGCGATGCCGCGAGGCGGAGCGA
ATCTCAAAAAGCCGGTCTCAGTTCGGATTGGGGTCTGCAACTCGACCCCATGAAGTCGGAGTTGCTAGTAATCGCAGATCAGCATTGCTGCGGTGA
ATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACGTCACGAAAGTCGGTAACACCCGAAGCCGGTGGCCCAACCCCTTGTGGGAGGGAGCTGTCG
AAGGTGGGACTGGCGATTGGGACGAAGTCGTAA

Streptomyces
wistariopsis
(LC102485)
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Tabla D8. (Continuacion)

DE-067

GGCTCAGGACGAACGCTGGCGGCGTGCTTAACACATGCAAGTCGAGCGGTAAGGCCCTTCGGGGTACACGAGCGGCGAACGGGTGAGTAACACGT
GGGTGATCTGCCTCGCACTTCGGGATAAGCCTGGGAAACTGGGTCTAATACCGGATATGACCAACGATCGCATGGTTGTTGGTGGAAAGATTTATC
GGTGCGAGATGGGCCCGCGGCCTATCAGCTTGTTGGTGGGGTAACGGCCTACCAAGGCGACGACGGGTAGCCGACCTGAGAGGGTGACCGGCCAC
ACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGGAAGCCTGATGCAGCGACGCCGCGTGAG
GGATGACGGCCTTCGGGTTGTAAACCTCTTTCGACTCCGACGAAGCGAAAGTGACGGTAGGGGTAGAAGAAGCACCGGCCAACTACGTGCCAGCA
GCCGCGGTAATACGTAGGGTGCGAGCGTTGTCCGGAATTACTGGGCGTAAAGAGCTTGTAGGCGGTTTGTCGCGTCTTCTGTGAAAACTTGGGGCT
CAACCTTAAGCTTGCAGGCGATACGGGCAGACTAGAGTACTTCAGGGGAGACTGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGATATCAGGAGG
AACACCGGTGGCGAAGGCGGGTCTCTGGGAAGTAACTGACGCTGAGAAGCGAAAGCGTGGGTAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCAC
GCCGTAAACGGTGGGTACTAGGTGTGGGTTTCCTTCCACGGGATCCGTGCCGTAGCTAACGCATTAAGTACCCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAG
GCTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGCGGAGCATGTGGATTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTGGGTTTGACAT
ACACCGGAAACCTGCAGAGATGTAGGCCCCCTTGTGGTCGGTGTACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGT
CCCGCAACGAGCGCAACCCTTATCTTATGTTGCCAGCGCGTAATGGCGGGGACTCGTGAGAGACTGCCGGGGTCAACTCGGAGGAAGGTGGGGAC
GACGTCAAGTCATCATGCCCCTTATGTCCAGGGCTTCACACATGCTACAATGGCCGGTACAGAGGGCTGCGATACCGTGAGGTGGAGCGAATCCCT
TAAAGCCGGTCTCAGTTCGGATCGGGGTCTGCAACTCGACCCCGTGAAGTTGGAGTCGCTAGTAATCGCAGATCAGCAACGCTGCGGTGAATACGT
TCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACGTCATGAAAGTCGGTAACACCCGAAGCCGGTGGCCTAACCCCTTGTGGGAGGGAGCCGTCGAAGGT
GGGATTGGCGATTGGGACGAAGTCGTAA

Nocardia
grenadensis
(NR_117107)

1429

91



Anexo E. Figuras
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Figura E2. Amplificacion de patrones de fingerprinting de actinomicetes por el método de rep—PCR
utilizando el primer BOX A1R1
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olofo|o]o

olaofo|o]o
g{ofo|o|0)o)0|0

ofofo|C|0)0)j0|0

ofo
g{ofo|0|0)o)0|0

olofo|o]o
g{ofo|0|0)o)0|0
olofo|0

ofofo
o{ofo|0|0|0)j0|0

g{ofofolo|0
olofo|o]o
ofofo|C|0)0)j0|0
g{ofo|Q|0)0)0|0

o
g{ofo|Q|0)0)0|0

g{ofofo|o)0
g{ofofolo|0|0
oo
o{ofo|o]0
olofo|o]0
ofofo|o
o{ofo|0|0|0)j0|0

g{ofo|0|0)o)0|0

ofo

Cadigos

0

51
043

ATD-01E (00
JD-032

DE-036
BCE-014
DE-037

TvV-022

D

TD-004

D013

D-014

BCL-027
V-011
TV-008
TD-020
Tv-021
JD-038
DE-026
DE-01
JD-046
DE-076
DE-040
DE-044
DE-064
TV-042
TD-03%
DE-041
TD-048
ATD-011
BCE-030
DE-060
DE-038
TV-010
AT-LO
DE-002
DE-020
TV-026
D-044
DG-161
DE-074
DE-067
DE-021
DE-00%
DE-061
DE-084
TV-027
DE-03%
DE-027
TV-038
DE-011
DE-08
DE-013
JD-027
DE-068
DE-022
DE-0
DE-04
BCL-01
DE-080
DE-042

TV-00

DE-04%

DE-07%
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* No determinado (ND): Cepas a las que no fue posible evaluar la caracteristica fisioldgica correspondiente.




Tabla F2. Grupos de color de cepas de actinomicetes

Color
Micelio aéreo  Micelio de Caodigos
sustrato
BCL-027, Jv-011, JVv-008, JD-020,
(L?Ji2?1;4Bllg))Wﬂ I(\E/_)Iil:}gon JV-005, JD-014, ATL-050, DEO51,
g BCLO15
DE-015, JD-046, DE-076, DE-040,
DE-044, JVv-025, DE-064, JV-042,
Blanco I(jé?}flO) JD-039, DE-041, JD-048, DE-045,
Brown BCE-014, JD-043, Jv-021, JD-038, -
DE-026, ATD-011, BCE-030, JD- > ’
032, DE-060, DE-038, JV-010 '
(361) (541) DE-025, DE-002, DE-020, ATD-018
Light stone Maroon ,
(320-410)
(361) Light JV-026, DE-055
Light stone
Brown
(389) e
Blanco Camouflage JD-044, DG-161 ’ Wf‘
beige ,,;é
(369) (367) DE-074, DE-067, DE-021, DE-009, \
Biscuit Manilla  DE-039, DE-027, DE-011
(358) ]
Blanco Light buff DE-085
(367) (369) ]
Manilla Biscuit DE-061
(361) ] )
Blanco Light stone JD-025, DE-084
(361) (369) ]
Light stone Biscuit V=027
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Tabla F2. (Continuacién)

(353)
Deep cream

(361)
Light stone

(389)
Camouflage
beige

Blanco

(358)
Light buff

Blanco

(367)
Manilla

(369)
Biscuit

(529)
Marfil

(389)
Camouflage
beige

Blanco

(353)
Deep cream

(367)
Manilla

(320-410)
Light
Brown

(353)
Deep cream

(361)
Light stone

(384)
Ligth straw

(367)
Manilla

(353)
Deep cream

(353)
Deep cream

(353)
Deep cream

(361)
Light stone

JD-004

JD-013

DE-013

DE-049

JS-025

JD-027

DE-068

DE-022

DE-080, JV-038

DE-042, DE-037

JVv-022
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Tabla F2. (Continuacion)

(568) (369)

Apricot Biscuit DE-036
(361) (384) i
Light stone Light straw DE-079

Tabla F3. Morfologia de la cadena de esporas

Cddigo Morfologia de la cadena de esporas  Codigo  Morfologia de la cadena de esporas
BCL-027 Recta corta DE-021 Recta corta
JVv-011 Flexous DE-009 Recta corta
JV-008 Incompleta DE-061 Esporangios
JD-020 Incompleta JD-025 Recta corta
JV-005 Flexous DE-084 Esporas simples
JV-021 Recta larga JV-027 Recta corta
JD-038 Esporas simples JD-004 Recta corta
DE-026 Esporas simples JD-013 Esporas simples
DE-015 Incompleta DE-039 Recta larga
JD-046 Flexous DE-027 Recta corta
DE-076 Incompleta JV-038 Incompleta
DE-040 Incompleta DE-011 Recta corta
DE-044 Recta larga DE-085 Recta corta
JV-025 Recta larga DE-013 Recta larga
DE-064 Recta larga JS-025 Esporas simples
JV-042 Recta corta JD-027 Incompleta
JD-039 Esporas simples DE-068 Recta corta
DE-041 Recta corta DE-022 Esporas simples
JD-048 Incompleta DE-051 Incompleta
ATD-011 Recta larga DE-045 Flexous
BCE-030 Recta larga BCL-015 Flexous
DE-060 Recta larga DE-080 Incompleta
DE-038 Recta larga JD-014 Flexous
JV-010 Recta corta DE-042 Recta corta
ATL-050 Recta larga ATD-018 Recta corta
DE-025 Recta larga JD-043 Recta larga
DE-002 Recta corta JD-032 Flexous
DE-020 Recta corta DE-036 Recta corta
JV-026 Esporas simples BCE-014 Recta larga
DE-055 Flexous DE-037 Recta corta
JD-044 Recta larga JV-022 Recta corta
DG-161 Esporas simples DE-049 Flexous
DE-074 Recta larga DE-079 Recta larga
DE-067 Incompleta
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Tabla F4. Clasificacion de actinomicetes de acuerdo al rango de crecimiento en

funcién de la temperatura

Temperatura (°C)

Cddigos 2 20 26 37 50 Clasificacién
BCL-027 0 1 1 1 0 Mesofilo
JV-011 0 1 1 1 0 Mesofilo
JV-008 0 1 1 1 0 Mesofilo
JD-020 0 1 1 1 0 Mesofilo
JV-005 0 1 1 1 0 Mesofilo
JV-021 0 1 1 1 0 Mesofilo
JD-038 0 1 1 1 0 Mesofilo
DE-026 0 1 1 1 0 Mesofilo
DE-015 0 1 1 1 0 Mesofilo
JD-046 0 1 1 1 0 Mesofilo
DE-076 0 1 1 1 0 Mesofilo
DE-040 0 1 1 1 0 Mesofilo
DE-044 0 1 1 1 0 Mesofilo
JV-025 0 1 1 1 0 Mesofilo
DE-064 0 1 1 0 0 Psicrétrofo
JV-042 0 1 1 0 0 Psicrétrofo
JD-039 0 1 1 0 0 Psicrétrofo
DE-041 0 1 1 0 0 Psicrétrofo
JD-048 0 1 1 0 0 Psicrétrofo
ATD-011 0 1 1 0 0 Psicrétrofo
BCE-030 0 1 1 1 0 Mesofilo
DE-060 0 1 1 0 0 Psicrétrofo
DE-038 0 1 1 0 0 Psicrétrofo
JV-010 0 1 1 0 0 Psicrétrofo
ATL-050 0 1 1 0 0 Psicrotrofo
DE-025 0 1 1 0 0 Psicrétrofo
DE-002 0 1 1 0 0 Psicrotrofo
DE-020 0 1 1 1 0 Mesofilo
JV-026 0 1 1 1 0 Mesofilo
DEO055 0 1 1 1 0 Mesofilo
JD-044 0 1 1 1 0 Mesofilo
DG-161 0 1 1 1 0 Mesofilo
DE-074 0 1 1 1 0 Mesofilo
DE-067 0 1 1 1 0 Mesofilo
DE-021 0 1 1 1 0 Mesofilo
DE-009 0 1 1 1 0 Mesofilo
DE-061 0 1 1 1 0 Mesofilo
JD-025 0 1 1 1 0 Mesofilo
DE-084 0 1 1 1 0 Mesofilo
JV-027 0 1 1 1 0 Mesofilo
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Tabla F4. (Continuacién)

JD-004
JD-013
DE-039
DE-027
JV-038
DE-011
DE-085
DE-013
JS-025
JD-027
DE-068
DE-022
DE-051
DE-045
BCL-015
DE-080
JD-014
DE-042
ATD-018
JD-043
JD-032
DE-036
BCE-014
DE-037
JV-022

DE-049
DE-079

%%OOOOOOOOOI—‘OOOI—‘HOOOOOI—‘OOOO

P OO R ORRPRPRPRERRPRPRPREPRPRERRERERERERELRLPR}R

ND

P ORORRPRRPRREPRPRPREPRPREPRREPRREPREPRRREPRIRERIERLRESR

ND
ND

P ORPRORRPRORRPRRPRRPREPRPREPRREPREPRRERRIRERIERLRESR

ND
ND

OO OO OO OO0 O0OO0OO0ODO0OO0DO0OO0ODO0O0O0OODOO0OOO0O OO o Oo oo

Mesofilo
Mesofilo
Mesofilo
Mesofilo
Mesofilo
Mesofilo
Mesofilo
Mesofilo
Mesofilo
Mesofilo

Mesofilo extremo

Mesofilo extremo
Mesofilo
Mesofilo
Mesofilo

Mesofilo extremo
Mesofilo
Mesofilo

Psicrétrofo

Mesofilo
Meséfilo

No determinado
Meséfilo

No determinado
Meséfilo

No determinado
No determinado
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Tabla F5. Clasificacion de actinomicetes de acuerdo al rango de crecimiento en

funcién del pH

Cédigo R g'; Y Clasificacion
BCL-027 1 1 1 0 0 Neutrotolerante
JV-011 1 1 1 0 0 Neutrotolerante
JV-008 1 1 1 0 0 Neutrotolerante
JD-020 1 1 1 0 0 Neutrotolerante
JV-005 1 1 1 0 0 Neutrotolerante
JV-021 1 1 1 0 0 Neutrotolerante
JD-038 1 1 0 0 0 Acidofilo
DE-026 1 1 1 0 0 Neutrotolerante
DE-015 1 1 0 0 0 Aciddfilo
JD-046 1 1 0 0 0 Aciddfilo
DE-076 1 1 0 0 0 Acidofilo
DE-040 1 1 1 0 0 Neutrotolerante
DE-044 1 1 0 0 0 Aciddfilo
JV-025 1 1 1 0 0 Neutrotolerante
DE-064 1 1 0 0 0 Acidofilo
JV-042 1 1 1 0 0 Neutrotolerante
JD-039 1 1 1 0 0 Neutrotolerante
DE-041 1 1 1 0 0 Neutrotolerante
JD048 1 1 1 0 0 No determinado
ATD-011 1 1 1 0 0 No determinado
BCE-030 1 1 1 0 0 Neutrotolerante
DE-060 1 1 1 0 0 Neutrotolerante
DE-038 1 1 0 0 0 Acidofilo
JV-010 1 1 1 0 0 Neutrotolerante
ATL-050 1 1 1 0 0 Neutrotolerante
DE-025 1 1 1 0 0 Neutrotolerante
DE-002 1 1 1 0 0 Neutrotolerante
DE-020 1 1 1 0 0 No determinado
JV-026 1 1 0 0 0 Acidofilo
DE-055 1 1 1 0 0 Neutrotolerante
JD-044 1 1 1 1 0 Neutrotolerante
DG-161 1 1 1 1 0 Neutrotolerante
DE-074 1 1 1 1 0 Neutrotolerante
DE-067 1 1 1 1 0 Neutrotolerante
DE-021 1 1 1 0 0 Neutrotolerante
DE-009 1 1 1 0 0 Neutrotolerante
DE-061 1 1 1 0 0 Neutrotolerante
JD-025 1 1 0 0 0 Aciddfilo
DE-084 1 1 1 0 0 Neutrotolerante
JV-027 1 1 1 0 0 Neutrotolerante
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Tabla F5. (Continuacion)

JD-004 1 1 1 1 0 Neutrotolerante
JD-013 1 1 1 1 0 Neutrotolerante
DE-039 1 1 1 1 0 Neutrotolerante
DE-027 1 1 1 0 0 Neutrotolerante
JV-038 1 1 1 1 1 Neutrotolerante
DE-011 1 1 1 0 0 Neutrotolerante
DE-085 0 1 1 1 0 Neutrotolerante
DE-013 1 1 1 1 0 Neutrotolerante
JS-025 1 1 1 0 0 Neutrotolerante
JD-027 1 1 1 0 0 Neutrotolerante
DE-068 1 1 1 1 0 Neutrotolerante
DE-022 1 1 1 0 0 Neutrotolerante
DE-051 1 1 1 0 0 Neutrotolerante
DE-045 1 1 1 0 0 Neutrotolerante
BCL-015 1 1 1 0 0 Neutrotolerante
DE-080 1 1 1 1 0 Neutrotolerante
JD-014 1 1 1 0 0 Neutrotolerante
DE-042 1 1 0 0 0 Aciddfilo

ATD-018 1 1 1 1 0 Neutrotolerante
JD-043 1 1 1 0 0 Neutrotolerante
JD-032 1 1 1 0 0 Neutrotolerante
DE-036 0 0 0 0 0 No determinado
BCE-014 1 1 1 1 0 Neutrotolerante
DE-037 0 0 0 0 0 No determinado
JV-022 1 1 1 1 0 Neutrotolerante
DE-049 ND ND ND ND ND No determinado
DE-079 ND ND ND ND ND No determinado
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Tabla F6. Clasificacion de actinomicetes de acuerdo al rango de crecimiento en

funcion de la NaCl

Cadigo 1 SSaImldad O/zo 15 Clasificacion
BCL-027 1 0 0 0 Hal6filo débil
JV-011 1 0 0 0 Hal6filo débil
JV-008 1 0 0 0 Hald6filo débil
JD-020 1 0 0 0 Halofilo débil
JV-005 1 0 0 0 Halofilo débil
JV-021 1 0 0 0 Halofilo débil
JD-038 1 0 0 0 Halofilo débil
DE-026 1 0 0 0 Hal6filo débil
DE-015 1 0 0 0 Halofilo débil
JD-046 1 0 0 0 Hal6filo débil
DE-076 1 0 0 0 Haléfilo débil
DE-040 1 0 0 0 Hald6filo débil
DE-044 1 0 0 0 Halofilo débil
JV-025 1 1 0 0 Haldfilo
DE-064 1 0 0 0 Halofilo débil
JV-042 1 0 0 0 Halofilo débil
JD-039 1 0 0 0 Hal6filo débil
DE-041 1 0 0 0 Hal6filo débil
JD-048 1 0 0 0 Hal6filo débil
ATD-011 1 0 0 0 No tolerante
BCE-030 1 0 0 0 Halofilo débil
DE-060 1 0 0 0 Hald6filo débil
DE-038 1 0 0 0 Halofilo débil
JV-010 1 0 0 0 Halofilo débil
ATL-050 1 0 0 0 Halofilo débil
DE-025 1 0 0 0 Hal6filo débil
DE-002 1 0 0 0 Hal6filo débil
DE-020 1 0 0 0 Hal6filo débil
JV-026 1 0 0 0 Haléfilo débil
DE-055 1 0 0 0 Haléfilo débil
JD-044 1 0 0 0 Hald6filo débil
DG-161 1 1 0 0 Haléfilo
DE-074 1 0 0 0 Halofilo débil
DE-067 1 1 0 0 Haldfilo
DE-021 1 0 0 0 Hal6filo débil
DE-009 1 0 0 0 Hal6filo débil
DE-061 1 0 0 0 Hal6filo débil
JD-025 1 0 0 0 Hal6filo débil

107



Tabla F6. (Continuacién)

DE-084
JV-027
JD-004
JD-013
DE-039
DE-027
JV-038
DE-011

DE-085
DE-013
JS-025
JD-027
DE-068
DE-022
DE-051
DE-045
BCL-015
DE-080
JD-014
DE-042
ATD-018
JD-043
JD-032
DE-036
BCE-014
DE-037
JVv-022
DE-049

DE-079

1

P O R OR PP RPREPRRPEPPRPRRRERRRPRRRERRRRRRPRE PR

z Z
O ©

P O P OO0OPFRPF OPFPFOPFPF OO0OOOFR,r PFPFOOPFP, OPFPr OO oo o o

z Z
O O

O O O OO OO OO kP OO 0000000 OFr OO0 oo o o

zZ 2
O O

O O O O O O O OO OO O O OO0 O OO0 OOL OO o oo o o o

Hal6filo débil
Hal6filo débil
Halofilo débil
Halofilo débil
Halofilo débil
Halofilo débil
Halofilo extremo
Halofilo débil
Halofilo
Halofilo débil
Halofilo débil
Halofilo
Halofilo
Hal6filo débil
Hal6filo débil
Hal6filo débil
Halofilo débil
Haldéfilo extremo
Halofilo débil
Halofilo
Halofilo débil
Halofilo
Hal6filo débil
No determinado
Haldfilo
No determinado
Halofilo
No determinado

No determinado
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Tabla F7. Clasificacion de actinomicetes de acuerdo al rango de crecimiento utilizando

aminoacidos como fuente de carbono y nitrégeno

Aminoéacidos como fuente de carbono y nitrégeno

euluele[IuaS
'uIuOal |
eulberedsy

BUITeA

oo1wen|b
opRyY

euIuR]Y

0211edse
opRvy

'UISOII|
euluIbIy
BUIONST
eulpnsiH
'UIAISID

BUISIT

Cadigo

1
0
1
0
0
0
1
1
1
0
1
1
1
1
0
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
0
1
1

BCL-027
JVv-011
JV-008
JD-020
JV-005
JVv-021
JD-038
DE-026
DE-015
JD-046
DE-076
DE-040
DE-044
JV-025
DE-064
JV-042
JD-039
DE-041
JD-048

ATD-011

1

BCE-030
DE-060
DE-038
JV-010

ATL-050
DE-025
DE-002
DE-020
JV-026
DE-055
JD-044
DG-161
DE-074
DE-067
DE-021

1
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Tabla F7. (Continuacion)

DE-009
DE-061
JD-025
DE-084
JV-027
JD-004
JD-013
DE-039
DE-027
JV-038
DE-011
DE-085
DE-013
JS-025

JD-027

0
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
0
1
0
1

DE-068
DE-022
DE-051
DE-045

1

BCL-015
DE-080
JD-014

DE-042

1

ATD-018
JD-043
JD-032
DEO036

1

BCE-014
DE-037
JV-022

ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND

DE-049
DE-079

ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND
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Tabla F8. Clasificacion de actinomicetes de acuerdo al rango de crecimiento utilizando

aminoacidos como fuente Unica de nitrogeno

Aminoacidos como fuente Unica de nitrogeno

eulUR[R|IUSS
euluoal |
euiberedsy

BUlBA
021WeIn|o
opIY

euIueR]Y

021edse
opRvy

'UISOII
euluby
BUION9T
euIpnsiH
'UIBISID

BUISIT

Cddigo

—

—

—

—

1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
ND
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
0
1
1

BCL-027
JVv-011
JV-008
JD-020
JV-005
JVv-021
JD-038
DE-026
DE-015
JD-046
DE-076
DE-040
DE-044
JV-025
DE-064
JV-042
JD-039
DE-041
JD-048

ATD-011

1

BCE-030
DE-060
DE-038
JV-010

1

ATL-050
DE-025
DE-002
DE-020
JV-026
DE-055
JD-044
DG-161
DE-074
DE-067
DE-021
DE-009
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Tabla F8. (Continuacion)

DE-061
JD-025
DE-084
JVv-027
JD-004
JD-013
DE-039
DE-027
JV-038
DE-011
DE-085
DE-013
JS-025

JD-027

1
1
1
1
1
1
1
0
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
0
1
0

1
ND ND ND ND ND ND ND

ND ND ND ND ND ND ND

DE-068
DE-022
DE-051
DE-045

1

BCL-015
DE-080
JD-014

DE-042

ATD-018
JD-043
JD-032

DE-036

BCE-014
DE-037
JVv-022

ND ND ND ND ND ND
ND ND ND ND ND ND

DE-049
DE-079
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Anexo G. Tabla British Standard specification of colors for identification coding

and special purposes

101 03 104 105 106 107 108 109

110 112 113 166

Sky Blue Peacock Azure Blue  Oxford Blue Royal Blue  Strong Blue  Aircraft Blue Middle Blue Roundel Arctic Blue  Deep Saxe  French Blue
Blug Blus

172 175 216 217 218 220 221 223 224 225 226
Pale Roundel Light French Sky Eau De Nil Sea Green Grass Green Olive Green  Brilliant Mid Bronze  Deep Bronze Light Brun-  Mid Brun-
Blue Blue Green Green Green swick Green  swick Green
227 228 262 284 298 309 310
Deep Brun-  Emerald Bold Green i i Spruce NATO Green Olive Drab  Canary Primrose
swick Green  Green Green Green Green Yellow

315 320 352 353 355 356 358 361 363 365 366
Grapefruit Light Brown  Very Dark Pale Cream  Deep Cream Lemon Golden Light Buff Light Stone  Bold Yellow  Vellum Light Beige
367 369 380 384 388 389 411 412 414 420 Dark 436 445
Manilla Biscuit Camouflage  Light Straw ~ Beige Camouflage  Middle Dark Brown  Golden Camouflage Dark Camou- Venetian
Desert Sand Beige Brown Brown Desert Sand  flage Brown Red
447 453 439 537 538 539 541 542 557 564 568
Salmon Pink  Shell Pink Pale Roundel Service Signal Red  Cherry Currant Red  Maroon Ruby Light Orange Bold Red Apricot
Red Brown
592 593 21 627 629 630 631 632 B37 638 642 676
International  Rail Red Light Aircraft Dark Camou- French Grey Light Grey Dark Admi-  Medium Sea Dark Sea Night Light Weath-
Orange Gi flage Gey ralty Grey Grey Grey erwork Grey

Grey
694 796

677 692 697
Dark Weath- Smoke Grey Aircraft Grey Dove Grey  Light Admi-  Dark Violet  Light Violet

erwork Grey rality Grey
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Anexo H. Fotografias

Aislamiento selectivo de actinomicetes mediante DDC

Agar AAC (pH 5,5) Agar AAC (pH 6,5)
Sobrenadante S3 en la dilucion 1/10 Sobrenadante S3 en la dilucion 1/10

Agar CRA (pH 5,5)
Sobrenadante S; en la dilucion 1/10

Aislamiento selectivo de actinomicetes mediante el método tradicional

Agar AAC dilucion 1/10 Agar CRA dilucion 1/10

Purificacion en estria compuesta de actinomicetes

BCE-014 purificado en Agar GYM ATL-016 purificado en Agar GYM
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Caracterizacion microscopica de actinomicetes en medio GYM

BCE-030 (Flexous) DE-009 (Cadena recta corta)

JV-022 (Eporas individuales) DE-040 (Cadena incompleta)
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