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RESUMEN

Treinta cepas de actinomicetes aislados de suelo de jardin fueron caracterizadas por taxonomia
polifasica e identificados molecularmente por secuenciamiento del gen codificante del ARNr
16S, éste Ultimo di6 como resultado nueve especies cercanamente relacionadas a la coleccién
de cultivos, éstas son Streptomyces griseiniger, Streptomyces cangkringensis, Streptomyces
rhizosphaericus, Streptomyces sporoclivatus, Streptomyces malaysiensis, Streptomyces
decoyicus, Streptomyces fildesensis, Streptomyces rhizosphaerihabitans, Streptomyces
spiroverticillatus, obteniendo asi un porcentaje del 30% de diversidad, esta fué corroborada por
la variedad de caracteristicas fenotipicas y genotipicas determinadas. Los grupos fenéticos
mostraron mayor coherencia y homogeneidad a comparacién de los genotipicos, sin embargo
al analizarlos con el arbol filogenético se encuentra relacion entre los resultados. La coleccion
de actinomicetes demostro ser en su mayoria de naturaleza, halofila, neutréfila y mesofila,
ademas de expresar potencial para la degradacion de fuentes de carbono complejas y el uso
de aminoacidos como fuente de carbono y nitrégeno. La importancia de este trabajo radica en
la complementariedad de éstas tres herramientas para la caracterizacion e identificacion de
microorganismos, las cuales prosiguen del aislamiento selectivo, y la consecucion de un perfil
para determinar el potencial biotecnoldgico de los mismos, paso que se deberia seguir en este
trabajo. Se sugiere también la opcién de tomar el anélisis filogenético del 16S como punto de
partida para la caracterizacién de microorganismos, teniendo como base la identificacién
molecular para orientar una perfilacién adecuada de los mismos con pruebas de genotipado y
finalmente fenotipicas para determinar sus condiciones de cultivo y crecimiento con el fin de

identificar su utilidad biotecnolégica.

Palabras clave: Pruebas fenotipicas, tipificacion genética, gen codificante del ARNr 16S, rep-
PCR, BOX, similaridad.
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ABSTRACT

Thirty strains of actinomycetes isolated from garden soil were characterized by polyphasic
taxonomy and identified molecularly by sequencing the coding gene for 16S rRNA, the latter
resulting in nine species closely related to the culture collection, these are Streptomyces
griseiniger, Streptomyces cangkringensis, Streptomyces rhizosphaericus, Streptomyces
sporoclivatus, Streptomyces malaysiensis, Streptomyces decoyicus, Streptomyces fildesensis,
Streptomyces rhizosphaerihabitans, Streptomyces spiroverticillatus, thus obtaining a diversity
percentage of 30%, this was corroborated by the variety of phenotypic and genotypic
characteristics determined. The phenetic groups showed greater coherence and homogeneity
compared to the genotypic ones, however, when analyzing them with the phylogenetic tree,
relationship between the results was found. The collection of actinomycetes proved to be
mostly, halophilic, neutrotolerant and mesophilic, in addition to expressing potential for the
degradation of complex carbon sources and the use of amino acids as a carbon and nitrogen
source. The importance of this work lies in the complementarity of these three tools for the
characterization and identification of microorganisms, which continue from selective isolation,
and the achievement of a profile to determine the biotechnological potential of the same, step
that should be followed in this work. The option of taking the 16S phylogenetic analysis as a
starting point for the characterization of microorganisms is also suggested, having as a basis
the molecular identification to guide an adequate profiling of them with genotyping and finally
phenotypic tests to determine their culture conditions and growth in order to identify its

biotechnological utility.

Key words: Phenotypic tests, genetic typing, coding gene for 16S rRNA, rep-PCR, BOX,

similarity.
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CAPITULO | MARCO TEORICO
1.1 Generalidades
Justificacion

Los microorganismos son extraordinariamente diversos, y tienen un rol sumamente importante
en la produccién de compuestos bioactivos, en la biorremediacion y en las industrias
farmacéuticas, de alimentos y bebidas (Das, Dash, Mangwani Neelam, Chakraborty, & Kumari,
2014). Dentro de éstos, los actinomicetes son bacterias que juegan un rol trascendente en la
industria biotecnolégica gracias a su capacidad metabolica, siendo reconocidos como fuente
significativa de antibioticos y moléculas bioactivas (Nikou, Ramezani, & Seyedmahdi, 2015).
Dentro del campo biotecnoldgico es imprescindible la identificacién del microorganismo. Para
esto la taxonomia numérica provee una vision informativa del mismo (Adegboye & Babalola,
2012). Sin embargo las técnicas convencionales basadas en caracteristicas morfoldgicas,
fisiologicas y bioquimicas no son suficientes para proporcionar un perfil completo del organismo
en estudio (Das et al., 2014). Con el advenimiento de la gendmica, la complejidad del mundo
microbiano se ha convertido en un campo ampliamente entendible, por medio de técnicas de
tipificacion como rep-PCR o la secuenciacién del gen codificante para el ARNr 16s
(Stackebrandt, DeLong, Lory, & Thompson, 2014).

De esta forma los avances en la sistematica microbiana han permitido el desarrollo de una
taxonomia polifasica, cuyo objetivo es generar informacion genotipica y fenotipica del taxon
microbiano (Das et al., 2014).

El presente trabajo pretende caracterizar fenotipica y genotipicamente 30 actinomicetes con
potencial biotecnoldgico, para establecer su ubicacién taxondmica dentro de la clase
Actinobacteria y si estos pertenecen a algunos de los siguientes ordenes: Catenulisporales,
Corynebacteriales, Micromonosporales, Pseudonocardiales, Streptomycetales,
Streptosporangiales.

Este tipo de investigaciones contribuyen al desarrollo del area biotecnolégica en el Ecuador,
incentivando el estudio de la diversidad microbioldgica mediante la unificacién de la taxonomia
tradicional con la tipificacion genética, dando como resultado una herramienta significativa para

la identificacidn y clasificaciéon de microorganismos.



1.2 Antecedentes investigativos
Generalidades de los actinomicetes

El phylum Actinobacteria representa una de las unidades taxondmicas mas amplias dentro de
las 18 lineas actualmente reconocidas dentro del dominio Bacteria. Estan extensamente
distribuidos tanto en ecosistemas terrestres como acuaticos. En el suelo juegan un rol esencial
en la humificacién del mismo y en el reciclado de biomateriales, gracias a su capacidad
degradadora de polimeros recalcitrantes como la quitina, queratina y lignocelulosa (Sharma,
2014).

La clase Actinobacteria se encuentra dentro del phylum con el mismo nombre. Historicamente
estos microorganismos fueron considerados como intermediarios entre hongos y bacterias. Su
nombre por si mismo proviene de la morfologia que presentan sus colonias al ser inoculadas
en agar, las cuales exhiben crecimiento radial, ademas de esta caracteristica comparte con los
hongos su formacion micelial y olor a humedad, mientras que con las bacterias comparte
rasgos fisioldgicos como la estructura de su pared celular en base al peptidoglicano (Sen et al.,
2014). El primer trato taxondémico de las actinobacterias fue realizado por Buchanan en 1917,

quien propuso nombrarlas como el orden Actinomycetales. (Waksman & Henrici, 1943)

Caracteristicas de los actinomicetes

Los actinomicetes son bacterias Gram-positivas, aerdbicas, que presentan ramificaciones
filamentosas o hifas y esporas asexuales (Abdus et al., 2015), contienen alto contenido de G+C
con valores alrededor del 55-77% y estan distribuidos ubicuamente en agua y suelo (Asef &
Gupta, 2014).

Al principio fueron considerados como grupo intermedio entre bacterias y hongos, sin embargo

la naturaleza procariote de la célula los ubica dentro del Dominio Bacteria (Asef & Gupta, 2014).

Los primeros actinomicetes conocidos eran microorganismos patdgenos para el ser humano,
es el caso de los géneros Streptomyces, Nocardia y Actinomadura reportados como agentes
causantes de enfermedades como nocardiosis y mycetoma (Zerizer, Scolat, Raoult,

Dalichaouche, & Boulahrouf, 2013), ademas de Actinomyces bovis causante de actinomicosis



en el ganado vacuno. De éste ultimo se derivo el nombre para describir a éstos

microorganismos (Asef & Gupta, 2014).

Los actinomicetes demuestran haber desarrollado capacidades metabdlicas y fisiolégicas
asociadas con la produccion de diferentes tipos de compuestos bioactivos con actividad anti-
fungica, anticancerigena, inhibidores de patégenos, pigmentos, entre otros (Abdus et al., 2015;
Acharyabhatta et al., 2013), que aseguran su supervivencia en los diferentes habitats en los

que se desarrollan (Sharma, 2014).

Los actinomicetes pueden adaptarse para sobrevivir en ambientes hostiles y oleosos, son
capaces de crecer a elevadas temperaturas y ademas son conocidos como degradadores de
materiales toxicos y polimeros complejos, convirtiendolos en excelentes colaboradores para la

remocion de hidrocarburos contaminantes como el petroleo (Sharma, 2014).

Rol bioldgico de los actinomicetes en el suelo

Las raices de las plantas producen compuestos organicos dentro de la rizosfera de los suelos,
necesarios para el crecimiento microbiano, éstos compuestos varian dependiendo de la
especie de planta y de variables fisicas como humedad y temperatura, representando un nicho
biologico unico de microflora diversa (Varalakshmi, Sekhar, & Charyulu, 2014).

Los actinomicetes son el grupo mas prominente de microorganismos del suelo, éstos difieren
con el tipo y pH del mismo, la localizacion geografica y la condicion climatica (Adegboye &
Babalola, 2012). Es a partir del suelo que estos microorganismos se distribuyen a otros como

el agua y como el aire (Zerizer et al., 2013).

Los actinomicetes son bacterias saprofitas en la rizosfera, que influencian el crecimiento de las
plantas y protegen sus raices en contra de hongos patogenos (Varalakshmi et al., 2014).

Tienen gran utilidad en el ciclo de nutrientes del suelo y como potenciadores del crecimiento
vegetal, mediante la degradacion de moléculas complejas a moléculas de facil asimilacion

(Sreevidya, Gopalakrishnan, Kudapa, & Varshney, 2016).

Los procesos metabdlicos de estos microorganismos en el suelo dan como resultado la
produccion de sustancias volatiles como la geosmina, responsable del caracteristico olor a

‘suelo mojado” (Sharma, 2014).



Produccion de compuestos bioactivos

Los actinomicetes son reconocidos por su diversidad metabdlica, con capacidad biocatalitica y
biocida. El potencial bioactivo de estas bacterias facilita su supervivencia aun en condiciones

ecologicas de riesgo o desfavorables para ellos (Nawani et al., 2013).

De los 23 000 metabolitos secundarios generados por microorganismos, 10 000 son producidos
por los actinomicetes, representando casi el 45% de todos los metabolitos descubiertos
(Sharma, 2014). El género Streptomyces aporta con alrededor del 80% de los productos

naturales sintetizados por los actinomicetes (Varalakshmi et al., 2014).

Los actinomicetes son una destacada fuente de antibiéticos. El primer antibiético obtenido fue
la estreptomicina aislada de Streptomyces en 1945. Entre los antibi6ticos que son producidos
por estos microorganismos se incluyen antraciclinas, péptidos, macrdlidos B-lactdmicos,

actinomicinas y tetraciclinas (Abdus et al., 2015).

Son productores de un amplio rango de enzimas en comparacién con las obtenidas a partir de
animales y plantas, debido a su facilidad de crecimiento, sus requerimientos nutricionales y su
procesamiento downstream. Algunas de las enzimas producidas por los actinomicetes son
proteasas, celulasas, quitinasas, amilasas, xilanasas, lignina peroxidasas, tirosinasas,

estereasas, amidasas, entre otras (Prakash et al., 2013).

Los actinomicetes se encargan de la produccién de sustancias para el control de fitopatégenos
como los géneros Fusarium, Ascochyta y Botrytis (Sreevidya et al., 2016), convirtiéndose en
los sintetizadores mas prometedores de compuestos bioactivos en la industria y el comercio
(Nawani et al., 2013). Un ejemplo es el género Streptomyces, con la produccion de
urauquimicinas, antifungicos miembros de las antimicinas, que inhiben el flujo de electrones en

la cadena respiratoria mitocondrial (Sharma, 2014).

Los actinomicetes también son productores notables de compuestos agroactivos. De hecho el
60% de los insecticidas y herbicidas reportados en los ultimos afios son originarios del género

Streptomyces (Sharma, 2014).



Son capaces de sintetizar compuestos o desarrollar funciones que promueven el crecimiento
de la planta (Plant Growth Promotion-PGP) o que facilitan en la misma la absorcién de
nutrientes del suelo. Estos pueden ser la sintesis de sideroforos, la fijacion de nitrogeno o la

solubilizacion y sintesis de fitohormonas (Sharma, 2014).

Taxonomia

La taxonomia es la ciencia de la clasificacion biolégica cuyo grupo base es la especie. La
informacién taxondmica es esencial para comprender la biodiversidad y las relaciones de los

organismos vivos (Adegboye & Babalola, 2012).

En los procariotas la taxonomia comenzé en el siglo XIX, permitiendo la identificacion de cepas
microbianas provenientes de muestras ambientales o clinicas y clasificandolas inicialmente en
base a sus caracteristicas fenotipicas como su morfologia, requerimientos para su crecimiento
y patogenicidad. De forma posterior se uni6 el estudio de sus propiedades bioquimicas y
fisiologicas, permitiendo la aparicidn de la quimiotaxonomia y la taxonomia numérica

(Ramasamy et al., 2014).

Taxonomia numérica

La taxonomia numérica, algunas veces llamada taxometria, fue desarrollada al final de los afios
cincuenta y en microbiologia tiene el propésito de clasificar cepas individuales de
microorganismos en grupos homogéneos (convencionalmente especies) y la adaptacion de
éstos en géneros o grupos mas grandes (Sneath, 2001). La taxonomia numérica permite la
agrupacion de éstas unidades taxonomicas mediante la evaluacion de la afinidad o similaridad
entre ellas, por medio de métodos numéricos o estadisticos. Este término incluye el trazo de
vinculos (entre los microorganismos en estudio) inferidos a partir de la informacién obtenida
(Sneath & Sokal, 1973).

La afinidad, similaridad o resemblanza, se refiere a los atributos que un organismo posee hoy
en dia sin referencia a como esos atributos aparecieron. Esta es expresada en proporciones

de similitud o diferencia y se denomina relacién fenética (Sneath, 2001).



Los microorganismos a examinar son generalmente cepas individuales, pero estas pueden ser
clasificadas de diversas formas (cepas, especies, géneros) para las cuales no hay un término
en comun, por lo que se las ha denominado Unidades Taxondmicas Operacionales (OTUs)
(Sneath, 2001), y nacen por la necesidad de estudiar un grupo taxondmico manejable. Los

OTUs son los taxones de menor rango empleados en un estudio (Sneath & Sokal, 1973).

Michener y Sokal describieron en 1957 un caracter como una propiedad o caracteristica que

varia de un tipo de organismo a otro (Sneath & Sokal, 1963).

Uno de los problemas mas grandes al inicio de la taxonomia numérica fue fijar la igualdad de
peso para todo caracter a estudiar. De ésta forma se estableci6 el uso de un cédigo binario,
cuya representacion seria 1 para expresar presencia y 0 para expresar ausencia de la
caracteristica en estudio (Sneath, 1957). En practica se utiliza en ocasiones una tercera

categoria para expresar la indeterminacién de un caracter (Sneath & Sokal, 1963).

Para estimar la similaridad entre OTUs se ordena la informacion que servird para taxonomia
numérica en una matriz de la forma n x t (Tabla 1), donde n son los caracteres a estudiar, t
los distintos OTUs a ser agrupados y Xj; es el valor del OTU j para un caracter i. (Sneath &
Sokal, 1973)

Tabla 1. Matriz n x t para el ordenamiento de datos fenotipicos de Unidades Taxonémicas
Operacionales (OTUs)

OTUs
CARACTERES
2 T
X11 X12 X1t
2 X21 X22 Xat
N an Xn2 Xnt

Nota: Adaptado de Sneath & Sokal, (1973)

Para determinar la similaridad existen varios métodos, sin embargo el mas utilizado es el de

los coeficientes de asociacion (Tabla 2), también llamados de similaridad, relacién o
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coincidencia (Sneath & Sokal, 1963). Este coeficiente es una cuantificacion de la similaridad
entre los elementos en las dos columnas de la matriz que representan el estado de los

caracteres para dos OTUs en cuestion (Sneath & Sokal, 1973).

Al comparar los estados de los caracteres por pares de columnas para dos OTUs se establece

una matriz de 2x2 (Figura 1).

OTUj
1 0
OTU k 1 A B a+b
0 C D c+d
a+c b+d

n=a+b+c+d

Figura 1. Matriz 2x2 para la colocacion de caracteristicas entre dos Unidades
Taxondémicas Operacionales (OTUs). Adaptado de Sneath & Sokal,(1973)

Dénde:
a : Es el numero de caracteres para los cuales ambos OTUs codifican 1, es decir coinciden
positivamente.
by ¢: Son el numero de caracteres para los cuales ambos OTUs no coinciden.
d: Es el nimero de caracteres para los cuales ambos OTUs codifican para cero, es decir
coinciden negativamente.
m: Es el numero de coincidencias, es decir a + d.
u: Es el nimero de no coincidencias, es decir b + c.
n: Es la suma de las cuatro frecuencias, dando como total el nimero de caracteristicas a menos
que existan caracteristicas registradas como indeterminadas, es decir m + u.
(Sneath & Sokal, 1973)



Tabla 2. Coeficientes de similaridad utilizados en taxonomia numérica

COEFICIENTES FORMULA
“Jaccard (S s=—0t - ¢
Jaccard (5) /" a+u a+b+c
“Simple m  m a+d
Coincidencia Sem P
m+u n a+b+c+d
(Ssm)
_ (ad —bc)
Yule (Sy) Y7 (ad + bc)
a+d—-b—c
Hamann y=—
a+b+c+d
b+c
Diferencia Total Sy = —————
™~ a+b+c+d
b+c
No Métrica -
NM = 2a+b+c
_ a
Ochial (@a+b)a+o
Rogersy S = a+d
Tanimoto R a+d+2(b+c)
(ad — bc)?
Pearson Sp =
(a@a+b)(a+c)(b+d)(c+d)

Nota: *Coeficientes mas utilizados en taxonomia numérica microbiana.
Adaptado de Austin & Colwell, (1977)

Pruebas para caracterizacion fenotipica de actinomicetes

La caracterizacion taxondmica de actinomicetes es un aspecto muy importante en la busqueda
de metabolitos. Esta ciencia provee una visién informativa del microorganismo (Adegboye &
Babalola, 2012).

En microbiologia la taxonomia numérica implica la examinacién de varias cepas para un gran
numero de caracteristicas morfoldgicas, fisioldgicas y bioquimicas antes de asignar el

organismo de prueba a un grupo basado en opciones compartidas (Sharma, 2014).



Caracterizacion macroscopica

Cuando los actinomicetes son inoculados en un medio de cultivo forman una red de hifas cuyo
crecimiento se produce tanto en la superficie (micelio aéreo) como debajo de la misma (micelio
de sustrato) (Sharma, 2014). La caracterizacion macroscopica 0 en bruto, observa
caracteristicas del microorganismo como cantidad, presencia y color del micelio aéreo o de

sustrato, esporulacion y pigmentos difusibles (Labeda, 1987).

Caracterizacion microscopica

La caracterizacidén microscdpica observa la presencia y modo de esporulacion (Labeda, 1987).
Para este tipo de caracterizacion se utilizan medios estandar que permitan la esporulacion del
actinomicete como por ejemplo: agar extracto de levadura-extracto de malta (ISP2), agar avena
(ISP 3), agar almidon-sales inorganicas (ISP4) o agar glicerol-asparagina (ISP 5) (Shirling &
Gottlieb, 1966).

Esta determina las caracteristicas de la hifa esporulante y de la cadena de esporas, por medio
de microscopia directa. Generalmente se utiliza la técnica del cubre objetos insertado en el

medio de cultivo solidificado (Sharma, 2014).

En cultivos maduros (14-21 semanas) se determina el nimero de esporas al final de la hifa y
se puede establecer como espora individual, en pares, cadenas de 3-10 esporas 0 en cadenas
de mas de 10 esporas. También se describe la forma de la cadena de esporas. En la Tabla 3
se puede observar los distintos tipos de morfologias que pueden presentar las cadenas de
esporas, en algunos casos se puede observar mas de un tipo de morfologia. También es
importante observar caracteristicas como esporangios globulares, esporas flageladas, o
esporas en forma de conidias y la ocurrencia de esclerocios. En la Figura 2 se presentan los
distintos tipos de superficies que pueden ser observadas en las esporas. Si se cuenta con un
microscopio electronico se puede incluir microfotografias de la superficie de la espora (Shirling
& Gottlieb, 1966).



Tabla 3. Tipos de morfologia de las cadenas de esporas

Tipo Simbolo
Recta R
Flexibles F
Bucles abiertos RA
Espirales S

Nota: Adaptado de Shirling & Gottlieb, (1966)

a b
Figura 2. Caracteristicas de los distintos tipos de superficie de las esporas.

Nota: a.Lisa b. Verrugosa c. Espinosa d. Peluda. Adaptado de Shirling & Gottlieb, (1966)

Pruebas fisiologicas

El estudio de las propiedades fisioldgicas se encarga de analizar el crecimiento de los
microorganismos en rangos de pH, temperatura, salinidad, tolerancia a fungicidas o a

antibioticos (Sreevidya et al., 2016).

Se estudia la utilizacién de fuentes de carbono como almiddn, glucosa, glicerol, sacarosa,
maltosa, xilosa, lactosa y arabinosa o el aprovechamiento de fuentes de nitrogeno cémo
sulfatos de amonio, cloruro de amonio, nitrato de potasio, nitrato de sodio, asparagina, caseina,

extracto de levadura o harina de soya (Asef & Gupta, 2014).

Quimiotaxonomia

La composicion de la pared celular en los actinomicetes varia grandemente y tiene una
considerable significancia taxonémica. Esta caracteristica conjuntamente con el patrén total de
azucares en la célula, forman la quimiotaxonomia de microorganismos (Labeda, 1987). Los

tipos de pared celular son establecidos a partir de las tres caracteristicas de la composicion y
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estructura del peptidoglicano (i) isdmero de acido diaminopimélico en la posicién tres de la
cadena lateral tetrapeptidica, (ii) contenido de azucar del peptidoglicano, (iii) presencia de

glicina en puentes interpeptidicos (Sharma, 2014).

Pruebas bioquimicas

La realizacion de pruebas bioquimicas tales como indol, citrato, reduccion de nitratos,
produccion de acido sulfhidrico, ademas del andlisis de la actividad enzimatica extracelular
como catalasa, oxidasa, gelatinasa, caseinasa, produccidn de lipasas, celulasas, o la secrecidn
de sideroforos, son parametros fisiologicos que permiten la identificacion del microorganismo y

su adecuada clasificacion a nivel taxondémico (Asef & Gupta, 2014; Sreevidya et al., 2016).

Sin embargo, la taxonomia tradicional debido a su tamizaje inespecifico provoca dificultad al
momento de identificar cepas productoras de metabolitos secundarios nuevos, debido a que
diferentes cepas de actinomicetes pertenecientes a la misma especie son capaces de producir
metabolitos secundarios diferentes, y metabolitos secundarios idénticos pueden ser producidos
por cepas taxonomicamente distintas. Es por eso que los avances basados en la secuenciacion
son afadidos, proveyendo soluciones eficaces para el establecimiento de relaciones

taxondmicas (Mangamuri, Muvva, Poda, & Kamma, 2012).

Caracterizacion genotipica

Los avances mas influyentes en la taxonomia son a través del estudio de los &cidos nucleicos,
alcanzando una nueva posicion con la introduccion de técnicas de secuenciamiento (Sharma,
2014).

La caracterizacion genotipica se basa en técnicas de extraccion de ADN, amplificacion de
secuencias por medio de PCR (reaccion en cadena de la polimerasa) (Dastager, Pandey, Lee,

Li, & Kim, 2009) y su analisis por electroforesis en gel de agarosa (Sreevidya et al., 2016).
Ademas la secuenciacidn y comparacion del gen amplificado permite generar un analisis de las

relaciones entre los organismos estudiados, por medio de softwares y bancos de informacion

genética (Smaoui et al., 2011).
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Secuenciacion del gen codificante para ARNr 16s

El advenimiento de tecnologias de secuenciacion revelaron la secuencia nucleotidica de
moléculas altamente conservadas como los ARNs ribosomales, permitiendo reflejar las
relaciones genealdgicas de los microorganismos, facilitando asi la clasificacion bacteriana
(Stackebrandt, DeLong, Lory, & Thompson, 2014).

Los estudios fileticos apoyados en la amplificacion y secuenciamiento del gen codificante para
ARNr 16S, permiten la identificacion del microorganismo a nivel de género y especie (Sharma,
2014).

Por razones practicas relacionadas con el contenido informativo y fiable, del gen codificante del
ARNr 16S, este ha sido establecido como una prioridad en la clasificacién de procariotes
(Stackebrandt et al., 2014).

rep - PCR

Existen varios métodos de tipificacion genética (Tabla 4), sin embargo gracias a su sensibilidad
el polimorfismo de elementos repetitivos (rep-PCR) se ha convertido en un método frecuente
para diferenciar especies de bacterias sin la necesidad de conocer de antemano la secuencia

genomica de la especie en estudio (Bezerra, Silva, & Valicente, 2013).

Los cromosomas bacterianos contienen multiples secuencias repetitivas que ocupan regiones
intergénicas dispersas a través del genoma y pueden servir como objetivos genéticos,
permitiendo asi la generacion de un perfil Unico de ADN o fingerprinting individual de cepas

bacterianas (Versalovic, de Bruijn, & Lupski, 1998).

Muchos de estos elementos repetitivos son secuencias conservadas en diversos géneros de
bacterias y por lo tanto permite que un simple set de primers universales sea usado para

generar fingerprintings de una gran variedad de microorganismos (Bezerra et al., 2013).
El proceso de rep-PCR fue introducido por Versalovic en 1991 y requiere fragmentos de ADN

de distintos tamarfios que pueden ser obtenidos por medio de amplificacion por PCR (Figura 3),

siendo complementarios a primers de secuencias repetitivas de oligonucleétidos. Los
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amplicones pueden ser separados por electroforesis en gel de agarosa y constituir el patron de

ADN especifico (fingerprinting) para las cepas individuales (Versalovic et al., 1998).

Tabla 4. Métodos de tipificacion genotipica bacteriana

Método de Tipificacion Definicion
Separacion de fragmentos largos de ADN

aplicando cambios de direccién de corriente
eléctrica.

Electroforesis en gel de campo pulsado
(PFGE)

Basada en los nucleétidos del cromosoma. Usa

Tipificacion multilocus de secuencias . .
secuencias de generalmente siete genes

(MLST)

CONSENso.
Polimorfismo de ADN amplificado Uso de primers arbitrarios para la generacién de
arbitrariamente (RAPD) patrones especificos de especie.

. . Los ADNs plasmidicos son extraidos vy
Anélisis del perfil plasmidico .

separados por electroforesis en gel de agarosa.
Determinacion del orden de las bases

Técnicas de secuenciamiento del ADN . \
nucleotidicas en la molécula de ADN.

Usa primers especificos para éste tipo de
secuencias consenso, generando fingerprintings
bacterianos.

Consenso intergénico repetitivo
Enterobacterial (ERIC)

Secuencias palindromicas extragénicas Usa los elementos repetitivos de ADN para
repetitivas (REP) generar fingerprintings especificos de cepa.

Uso de endonucleasas de restriccion para
Ribotipeado generar fragmentos de ADN, identificados por
Southern blothing.

Polimorfismo de longitud de Fragmentos  Digestion del ADN gendmico total para la
amplificados (AFLP) identificacion de polimorfismos.

Polimorfismo en la longitud de fragmentos Utiliza las variaciones de las secuencias
de restriccion (RFLP) homologas de ADN para caracterizar la bacteria.

Nota: Adaptado de Adzitey, Huda, & Ali,(2013)

El fingerprinting o huella dactilar define cada cromosoma bacteriano sin la necesidad de medir
la expresion de un gen o la funcion de una enzima, ademas refleja distancias variables entre

los sitios de union del primer a las secuencias repetitivas (Versalovic et al., 1998).

Las unidades palindrémicas (PU) o Palindromas repetitivos extragénicos (REP) fueron

descritos por primera vez en los operones de Escherichia coliy Salmonella typhimurium (Cepni
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& Glrel, 2012) y conforman una familia de secuencias repetitivas que consisten en una
repeticion invertida de 35-40 pb. Una segunda familia de elementos repetitivos son los llamados
Unidades Intergénicas Repetitivas (IRU) o Consenso Intergénico Repetitivo Enterobacteriano
(ERIC), con una longitud de 124-127 pb. Ambas familias estan similarmente ubicadas en
regiones no codificantes o probablemente regiones transcritas del cromosoma. Por ultimo el
elemento consenso BOX, basado en primers cuyo objetivo son las secuencias altamente
conservadas de la subunidad BOX A del elemento consenso BOX de Streptococcus
pneumoniae (Rademaker et al., 2000), esta constituido en sentido 5’ - 3’ de tres subunidades,
boxA (59 pb), boxB (45pb) y boxC (50pb) (Bezerra et al., 2013).

La naturaleza palindromica de estos elementos y su capacidad de formar estructuras de bucle
en el ARN transcrito sugiere que tienen una funcion regulatoria asociada con la terminacion
transcripcional, la estabilidad del ARNm y la organizacion cromosomal en bacterias (Cepni &
Giirel, 2012).

pri%%quscl(?)EP Electroforesis

ERIC 0 BOX en gel

Tincion de gel Interpretacion

Figura 3. Etapas del método de tipado molecular rep-PCR. Nota. Adaptado de Olive & Bean,
(1999).

Actualmente la taxonomia de procariotes se basa en las combinaciones polifasicas de

caracteristicas fenotipicas, quimio taxondmicas y gendmicas (Ramasamy et al., 2014).
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1.3 Objetivos
Objetivo General

Identificar mediante taxonomia polifasica la ubicacién de actinomicetes con potencial

biotecnoldgico dentro la clase Actinobacteria

Objetivos Especificos

Caracterizar actinomicetes fenotipicamente
Caracterizar actinomicetes genotipicamente por medio del método de tipificacion rep -PCR

Identificar el género y especie de los actinomicetes representantes de grupos fenéticos

Hipotesis
Hipotesis Nula (Ho)

No existe diversidad biolégica entre los actinomicetes de la coleccién caracterizada, en base al

analisis de sus caracteristicas fenotipicas y genotipicas.

Hipotesis Alternativa (Ho)

Existen al menos dos especies diferentes de actinomicetes en la coleccién caracterizada, en

base al anélisis de sus caracteristicas fenotipicas y genotipicas.

Senalamiento de variables

Caracterizacion fenotipica

Caracterizacién macroscépica y microscopica de los actinomicetes.
Rango de crecimiento de los actinomicetes en base a temperatura, pH y salinidad.
Produccion de enzimas extracelulares.

Utilizacion de aminoacidos como Unica fuente de nitrégeno.

Caracterizacion genotipica

Pruebas de rep-PCR para la obtencién de fingerprintings.

Secuenciamiento de los amplicones del gen codificante para el ARNr 16s.
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CAPITULO Il METODOLOGIA
2.1 Caracterizacion fenotipica
Caracterizacion macroscopica

Se caracterizé una coleccién de 30 actinomicetes obtenidos de suelo de jardin (ANEXO A).
Estos fueron crecidos en agar glucosa extracto de levadura y extracto de malta (GYM) y agar
avena (ANEXO B) e incubados a 26°C durante dos semanas. Se formo grupos de color en
base al color de micelio aéreo, color de micelio de sustrato y pigmento difusible con la ayuda
de las tablas de colores Acrilex y British Standard Specification for colours for identification

coding and special purpuoses (ANEXO D).

Caracterizacion microscopica

La morfologia de la cadena de esporas se observo con la ayuda de cubreobjetos, portaobjetos
y pinzas estériles, en cepas que fueron incubadas durante dos semanas a 26°C en agar GYM
y avena. El cubreobjetos fue insertado en el momento de repicar la cepa y con la ayuda de las
pinzas se coloc6 sobre el portaobjetos, fijandolo con esmalte sin color. Se observé al
microscopio la placa y se identifico el tipo de morfologia de la esporulacién de acuerdo a la

descripcidn de la Tabla 5.

Tabla 5. Tipos de morfologia de esporulacion

simBoLO TIPO DESCRIPCION
. Cadenas de esporas formando espirales abiertas o
S Espiral o
cerradas en el micelio aéreo.
R Rectas Cadenas de esporas rectas, cortas o largas.
Cadenas de esporas en forma de ganchos, espirales
RA Incompletas .
incompletas, u onduladas.
. Estructuras en forma de saco o bolsa que contiene en su
E Esporangios o
interior esporas.
. Esporas individuales aparecen en las hifas del micelio
M Esporas simples

aéreo.
Nota: Adaptado de Vinueza & Rodriguez, (2010)
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Rango de crecimiento en funcion del pH

La determinacion del rango de crecimiento de los actinomicetes en funcion del pH se realizo
usando medio GYM, cuyo pH fue ajustado mediante un sistema de buffers (ANEXO B). Se
inocularon 5 uL de las suspensiones de esporas previamente preparadas, en el medio de
cultivo con valores pH de 3.5; 4.5; 5.5; 6.5; 7.5; 8.6 y 9.6. Las cajas se incubaron a 26 °C
durante 7 dias. El crecimiento se evalué por codigo binario, si existio crecimiento se le asigno
un valor de 1, caso contrario, en ausencia de crecimiento, 0. La clasificacion de los

actinomicetes se realizd en base a la informacién de la Tabla 6.

Tabla 6. Clasificacion de los microorganismos en base al rango de crecimiento en

funcion del pH del medio

pH del medio

35 45 55 65 75 86 9.6
- - - - Aciddfilo
- - - Neutrotolerante

- - Neutrotolerante
Neutrofilo

- - Neutrdfilo
- - - Neutrofilo
+ + Alcalitolerante
+ + Alcalitolerante
+ + Alcalofilo

Clasificacion

+ + +
+ + +
+ 4+ + +

+ + +
L}
1

- - +

1
1
+ + + + + + +

+ + +

Nota: Adaptado de Garzon, (2013

-

Rango de crecimiento en funcion de la salinidad

La determinacion del rango de crecimiento de los actinomicetes en funcién de la salinidad se
realizé en agar GYM. Se inocularon 5 uL de las suspensiones de esporas en el medio de cultivo
con concentraciones de salinidad del 1%, 2%, 5% y 10% (peso/volumen). Las cajas se
incubaron a 26 °C durante 7 dias. EIl crecimiento se evalud por codigo binario, si existio
crecimiento se le designd un valor de 1, caso contrario en ausencia de crecimiento, 0. La

clasificacion de los actinomicetes se realizé en base a la informacion de la Tabla 7.
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Tabla 7. Clasificacion de los microorganismos en base al rango de crecimiento en

funcion de la salinidad del medio

NaCl (%
> 5( J m Clasificacion
+ - - - Halotolerante
+ + + - Haldfilo
+ + + + Halofilo extremo

Nota: Adaptado de Garzon, (2013)
Rango de crecimiento en funcion de la temperatura

La determinacion del rango de crecimiento de los actinomicetes en funcion de la temperatura
se realizd en agar GYM. Se inocularon 5 uL de las suspensiones de esporas en el medio de
cultivo y las cajas se incubaron a temperaturas de 4 °C, 26 °C, 37 °C y 50 °C durante 7 dias.
El crecimiento se evalud por cddigo binario, si existio crecimiento se le designd un valor de 1,
caso contrario en ausencia de crecimiento, 0. La clasificacion de los actinomicetes se realiz6

en base a la informacion de la Tabla 8.

Tabla 8. Clasificacion de los microorganismos en base al rango de crecimiento en

funcion de la temperatura de incubacion

Temperaturas de incubacion °C

26 37 50 Clasificacion
+ - - - Psicrdfilo
+ + - - Psicrétrofo
+ + + - Mesofilo
+ + + + Mesofilo extremo

Nota: Adaptado de Garzon, (2013)

Actividad enzimatica extracelular

Se determind la actividad enzimatica extracelular de los actinomicetes con el uso de un medio
basal (ANEXO B) tomando como fuente de carbono distintos carbohidratos como celulosa,
almidon, quitina y cascarilla, inoculando 5 uL de las suspensiones de esporas en el medio. Las
cajas fueron incubadas a 26 °C durante 7 dias. Se evalu6 la actividad enzimatica por cddigo

binario, con la colocacién de lugol en el medio, observando la presencia o ausencia de un halo
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de hidrdlisis alrededor de las colonias. Si existi6 presencia del halo se le designé un valor de 1,

caso contrario en ausencia de crecimiento, 0.

Aminoéacidos como fuente de nitrégeno y carbono

Se determind el crecimiento de los actinomicetes en un medio basal con distintos aminoacidos
como fuente de nitrégeno y carbono. Los aminoacidos que se utilizaron fueron &cido aspartico,
acido glutamico, alanina, arginina, asparagina, cisteina, fenilalanina, histidina, leucina, lisina,
tirosina, treonina y valina. Se inocularon 5 uL de la suspension de esporas en el medio de
cultivo, las cajas fueron incubadas a 26 °C durante 7 dias. El crecimiento se evalué por codigo
binario, si existio crecimiento se le design6 un valor de 1, caso contrario en ausencia de

crecimiento, 0.

Taxonomia numérica de datos fenotipicos

Los datos obtenidos a partir de taxonomia numérica de datos fenotipicos fueron procesados
con el programa NTSYS, calculando los porcentajes de similaridad con el cogficiente de simple
similaridad (SSM) y éstos fueron utilizados para la construccion del dendrograma mediante el
algoritmo UPGMA (Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mean). Los grupos fenéticos

fueron identificados en base a un corte al 88.6% de similaridad.

2.2 Caracterizacion genotipica

Extraccion de ADN

Para la extraccion de ADN se hizo crecer los cultivos en agar no esporulante (ANEXO B)
durante cuatro dias a 26 °C sobre una membrana de celulosa, para que éstos no se adhirieran
al agar provocando errores en los procesos posteriores. En tubos de microcentrifuga estériles
se colocé alrededor de 0.05 g de perlas de vidrio de diametro < 106 um (Sigma), conjuntamente
con 400 uL de buffer de extraccion (ANEXO B), con palillos estériles se raspo la totalidad del
cultivo crecido sobre la membrana y se coloc6 en el tubo de micro centrifuga sin tocar las perlas
de vidrio, ni mezclar los componentes. Se dejé en congelacidén durante 24 horas. Luego los
tubos se descongelaron a temperatura ambiente y se procedid con la vorterizacion de los
mismos durante 10 minutos, se centrifugaron a maxima velocidad (15000 rpm) por 20 minutos
(a temperatura de refrigeracion). Posteriormente se colocaron 200 uL del sobrenadante
evitando la biomasa y 200 uL de fenol: cloroformo: alcohol isoamilico (25:24:1) (Ambion) en un
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nuevo tubo de microcentrifuga estéril, mezclando uniformemente pero no de forma vigorosa
para evitar la fragmentacion del ADN. Se centrifugd a méxima velocidad durante 15 minutos (a
temperatura de refrigeracion). En un nuevo tubo de microcentrifuga estéril se coloco 150 uL del
sobrenadante y se afiadié 300 uL de etanol al 100% frio (2:1), se centrifugd nuevamente a
maxima velocidad por 20 minutos. De aqui en adelante se procedié al lavado del ADN. Se
descarto el sobrenadante con cuidado de no perder el precipitado y se lavé con 500 uL de
etanol al 70% frio, se centrifugd a velocidad maxima durante 15 minutos. Se repitié este paso
una vez mas. Posteriormente se descartd el sobrenadante y se colocaron los tubos boca abajo
dejandolos secar a temperatura ambiente durante 3 a 4 horas o hasta que el olor a etanol haya
desaparecido. Finalmente se resuspendié el ADN en 40 uL de buffer TE 1X (ANEXO B).

Determinacion de concentracion, pureza e integridad del ADN

Para determinar la concentracion y pureza del ADN extraido, se utilizd un espectrofotometro
UV-Vis Nanodrop 2000 (Thermo Fisher), posteriormente se determiné la integridad del ADN
por medio de electroforesis en gel de agarosa. Se utilizd una solucion al 1% de agarosa en
buffer TBE 0.5 X (ANEXO B), y se afiadi6 a la mezcla Sybersafe 10000X (Invitrogen) a 1 uL
por cada 10 ml de agarosa liquida, se mezcld hasta formar una solucion rosada homogénea y
se vertio en la placa de electroforesis. Después de solidificarse se procedio a colocar la misma
en un tanque de electroforesis con buffer TBE 0.5X. El gel se cargd con 2 uL de Ladder Tracklt
100 bp DNA (Invitrogen), 0.8 uL de loading buffer 10X (Invitrogen) y 4 uL del ADN extraido, se
dejo correr durante 35 minutos a 100 V con una fuente de poder Enduro 300 V (Labnet). Para
la visualizacion se utilizd un fotodocumentador ChemiDoc (BIORAD). Las imagenes fueron
obtenidas en formato TIFF. Se realiz6 nuevamente la extraccion de ADN en aquellas muestras

donde no se visualizd la banda ni se determin6 concentracion por Nanodrop.

rep - PCR

Para la caracterizacién genotipica de las cepas se utilizd el método de tipificacion rep-PCR,

con los primers BOX'y ERIC.

BOX

Para el primer BOX se utilizé el PCR- SuperMix (Invitrogen) en una mezcla descrita de acuerdo

a la Tabla 9 dando un volumen total de 22 uL. La cantidad de cada ingrediente se multiplicé
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por el niumero de muestras. Previo a la mezcla los componentes se vorterizaron, centrifugaron
y se colocaron en un tubo eppendorf de 0.6 ml, toda la reaccion se realizd en frio con la ayuda
de un cubo de congelamiento. La mezcla se dividié para el numero de muestras a amplificar y
se colocd en tubos PCR de 0.2 ml, éstos se vorterizaron, centrifugaron y se colocaron en un
termociclador Multigene Optimax (Labnet). La reaccién de PCR se realiz en base a las

condiciones de la Tabla 10. La concentracion de ADN utilizado fue de 50 ng/uL.

Tabla 9. Mezcla Master con PCR-SuperMix para el primer BOX

INGREDIENTE CANTIDAD
PCR Super Mix 20 uL
BOX A1R1 1uL
ADN 1uL

Tabla 10. Condiciones para BOX-PCR

ETAPAS TEMPERATURA TIEMPO CICLOS
Desnaturalizacion inicial 94 °C 2 min 1
Desnaturalizacion 94 °C 45 seg
Alineamiento 52°C 1 min 15 seg 35
Extension 70°C 8 min
Extension final 72°C 10 min 1
Hold 4°C o0 1

ERIC

Para la realizacidén de rep-PCR con el primer ERIC se procedi6 de la misma forma que con
BOX pero con un volumen total de mezcla master de 25 uL y 0,1 uL de Taq Polimerasa
Recombinante (Invitrogen) colocada en la etapa Hold de 80°C. La mezcla master se realizd de
acuerdo a la descripcion de la Tabla 11, y el proceso de PCR se llevé a cabo de acuerdo a las

condiciones presentadas en la Tabla 12. La concentracion de ADN utilizado fue de 50 ng/uL.

Para la visualizacién de los fingerprintings en base a rep-PCR se utilizo 4 uL de Ladder Tracklt

1 Kb plus DNA (Invitrogen), 18 uL de los amplicones y 2 uL de loading buffer 10X fueron
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cargados en un gel de agarosa de 1.28% con buffer TBE 0.5X. La electroforesis se realizé a
70 V durante cuatro horas. Se visualizd a luz ultravioleta con la ayuda del fotodocumentador

ChemiDoc (BIORAD). Las imagenes fueron obtenidas en formato TIFF.

Tabla 11. Mezcla Master para el primer ERIC

INGREDIENTE CANTIDAD
Agua Ultra Pura Hasta 25 uL
10X Taq Buffer 2,5uL
50 mM MgClz 0,75 uL
12,5mM dNTP’s 0,75 uL
E1 (20 uM) 1uL
E2 (20 uM) 1uL
DMSO 2uL
ADN 1uL

Tabla 12. Condiciones para ERIC-PCR

ETAPA TEMPERATURA TIEMPO  CICLOS

Desnaturalizacion inicial 94 °C 5 min 1
Hold 80°C oo 1
Activacion Taq 94 °C 2 min 1

Desnaturalizacién 94 °C 30 seg
Alineamiento 52°C 30 seg 35

Extension 70 °C 45 seg
Extension Final 72°C 20 min 1
Hold 4°C oo 1

Taxonomia numérica de datos genotipicos

Los datos obtenidos a partir de taxonomia numérica de datos genotipicos fueron procesados
con el programa Geld, calculando los porcentajes de similaridad con el coeficiente de
correlacion de Pearson y éstos fueron utilizados para la construccion del dendrograma
mediante el algoritmo UPGMA (Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mean). Los
grupos genotipicos fueron identificados en base a un corte al 80% de similaridad.
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Amplificacion y secuenciamiento del gen codificante del ARNr 16S

Para la amplificacion y secuenciamiento del gen codificante del ARNr 16S se realiz6 la
extraccion de ADN como se menciona anteriormente con la diferencia de que la resuspension
se realiz6 en 40 uL de agua ultrapura. Las muestras fueron enviadas a Macrogen (USA). La
Tabla 13 muestra los primers utilizados para los procesos de amplificacion y secuenciamiento
de los actinomicetes representantes escogidos. Las condiciones para estos procesos fueron

protocolos propios de la empresa.

Tabla 13. Primers utilizados para procesos del gen codificante del ARNr 16S

PRIMER SECUENCIA PROCESO
1492 R STACGGYTACCTTGTTACGACTT?®
Amplificacién
27TF SAGAGTTTGATCMTGGCTCAY
800R STACCAGGGTATCTAATCC®
Secuenciamiento

518F SCCAGCAGCCGCGGTAATACG*

Identificacion molecular y analisis filogenético

Para el alineamiento y analisis filogenético se procedid a obtener las secuencias completas del
gen codificante del ARNr 16S a partir de las secuencias parciales de cada primer en cada
actinomicete, y se realizd la alineacion de las mismas con secuencias similares hasta obtener
una secuencia consenso de alrededor de 1400 nucledtidos, todo esto con la ayuda del
programa PHYDIT (Chun, 1995, 1999). Aquellos casos en los que funcion6 solo un primer o
solo secciones cortas por cada primer (secuencias parciales entre 750 hasta 1300 nt), no se
tomaron en cuenta para la realizacion del arbol filogenético. La secuencia obtenida fue alineada
manualmente utilizando la opcién “pairwaise alignment” de forma conjunta con la informacion
de su estructura secundaria, con el programa mencionado anteriormente. Se compard con
otras secuencias de géneros relacionados obtenidas de la base de datos del GenBank
mediante la opciéon BLAST-N del National Center for Biotecnology Information (NCBI). Las
distancias evolutivas fueron calculadas por el algoritmo de Jukes & Cantor (Jukes & Cantor,
1969), para de forma posterior construir el arbol filogenético en base al algoritmo de Neighbor
joining (Saitou & Nei, 1987). La congruencia de la topologia del arbol se determiné mediante

analisis de Bootstrap (Felsenstein, 1985) en base a 1000 sets de datos.
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CAPITULO Il RESULTADOS Y DISCUSION
3.1 Anélisis y discusion de los resultados
Caracterizacion fenotipica

El resumen de los resultados obtenidos en la caracterizacion fenotipica se puede visualizar en
la Tabla 25 (ANEXO A).

Caracterizacion macroscopica

La Tabla 14 muestra los cinco grupos de color obtenidos en base a la caracterizacion
macroscopica. De éstos, cuatro grupos fueron conformados por al menos cinco actinomicetes
y sblo un grupo estuvo conformado por un Unico representante. El color predominante en
ambos medios de cultivo fue White. El actinomicete DBV-022 (grupo 5) no presentd micelio
aéreo en agar GYM, mientras que el actinomicete DBV-018 no present6 pigmento difusible en

agar Avena.

Tabla 14.Grupos de color formados a partir de la caracterizacion macroscopica

GRUPO DE

COLOR ID DEL ACTINOMICETE

DBV-001, DBV-005, DBV-006, DBV-007, DBV-011, DBV-012,
DBV-014, DBV-019, DBV-027, DBV-028

2 DBV-002, DBV-009, DBV-010, DBV-015, DBV-023

3 DBV-003, DBV-004, DBV-008, DBV-013, DBV-017

DBV-016, DBV-018, DBV-020, DBV-021, DBV-024, DBV-025,
DBV-026, DBV-029, DBV-030

5 DBV-022
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Caracterizacion microscopica

22 actinomicetes presentaron cadena de esporas en forma de espiral rigida y los actinomicetes

restantes presentaron cadena de esporas en forma RA (Incompleta).

Rango de crecimiento en funcion del pH

La Tabla 15 muestra la clasificacion de los actinomicetes en base a su crecimiento en rango
de pH, determinando asi 26 actinomicetes neutrotolerantes con crecimiento en un rango de pH
de 4.5 a 6.5, de los cuales unicamente el DBV-026 no creci6é a pH 4.5 y cuatro actinomicetes

alcalitolerantes con crecimiento en un rango de pH de 4.5 a 9.6.

Tabla 15. Clasificacion de los actinomicetes en base a su rango de crecimiento en pH

ID DEL pH X
ACTINOMICETE 45 55 65 7,5 86 9,6 CLASIFICACION
DBV - 001 1 1 1 0 0 0 Neutrotolerante
DBV - 002 1 1 1 0 0 0 Neutrotolerante
DBV - 003 1 1 1 0 0 0 Neutrotolerante
DBV - 004 1 1 1 0 0 0 Neutrotolerante
DBV - 005 1 1 1 0 0 0 Neutrotolerante
DBV - 006 1 1 1 0 0 0 Neutrotolerante
DBV - 007 1 1 1 0 0 0 Neutrotolerante
DBV - 008 1 1 1 0 0 0 Neutrotolerante
DBV - 009 1 1 1 1 1 1 Alcalitolerante
DBV -010 1 1 1 0 0 0 Neutrotolerante
DBV - 011 1 1 1 0 0 0 Neutrotolerante
DBV - 012 1 1 1 0 0 0 Neutrotolerante
DBV - 013 1 1 1 0 0 0 Neutrotolerante
DBV -014 1 1 1 0 0 0 Neutrotolerante
DBV -015 1 1 1 0 0 0 Neutrotolerante
DBV -016 1 1 1 0 0 0 Neutrotolerante
DBV -017 1 1 1 0 0 0 Neutrotolerante
DBV -018 1 1 1 0 0 0 Neutrotolerante
DBV -019 1 1 1 0 0 0 Neutrotolerante
DBV - 020 1 1 1 0 0 0 Neutrotolerante
DBV - 021 1 1 1 0 0 0 Neutrotolerante
DBV - 022 1 1 1 1 1 1 Alcalitolerante
DBV - 023 1 1 1 0 0 0 Neutrotolerante
DBV - 024 1 1 1 1 1 1 Alcalitolerante
DBV - 025 1 1 1 1 1 1 Alcalitolerante
DBV - 026 0 1 1 0 0 0 Neutrotolerante
DBV - 027 1 1 1 0 0 0 Neutrotolerante
DBV - 028 1 1 1 0 0 0 Neutrotolerante
DBV - 029 1 1 1 0 0 0 Neutrotolerante
DBV - 030 1 1 1 0 0 0 Neutrotolerante
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Rango de crecimiento en funcién de la salinidad

La Tabla 16 muestra la clasificacion de los actinomicetes en base a su crecimiento en rango
de salinidad, determinando asi 27 actinomicetes haldfilos, dentro de los cuales doce
actinomicetes crecieron hasta una concentracion del 2% y 15 actinomicetes hasta el 5% de
salinidad en el medio. Unicamente tres actinomicetes fueron determinados como

halotolerantes.

Tabla 16. Clasificacion de los actinomicetes en base a su rango de crecimiento en

salinidad
ID DEL SALINIDAD ,
ACTINOMICETE % 2% 5% CLASIFICACION

DBV-001 1 1 0 Haldfilo
DBV-002 1 0 0 Halotolerante
DBV-003 1 1 1 Haldfilo
DBV-004 1 1 1 Halofilo
DBV-005 1 0 0 Halotolerante
DBV-006 1 0 0 Halotolerante
DBV-007 1 1 0 Halofilo
DBV-008 1 1 1 Halofilo
DBV-009 1 1 1 Halofilo
DBV-010 1 1 0 Halofilo
DBV-011 1 1 0 Halofilo
DBV-012 1 1 1 Halofilo
DBV-013 1 1 1 Halofilo
DBV-014 1 1 0 Halofilo
DBV-015 1 1 0 Halofilo
DBV-016 1 1 0 Halofilo
DBV-017 1 1 0 Halofilo
DBV-018 1 1 1 Halofilo
DBV-019 1 1 0 Halofilo
DBV-020 1 1 1 Halofilo
DBV-021 1 1 1 Halofilo
DBV-022 1 1 1 Halofilo
DBV-023 1 1 0 Halofilo
DBV-024 1 1 0 Halofilo
DBV-025 1 1 1 Halofilo
DBV-026 1 1 0 Halofilo
DBV-027 1 1 1 Halofilo
DBV-028 1 1 1 Halofilo
DBV-029 1 1 1 Halofilo
DBV-030 1 1 1 Halofilo

N
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Rango de crecimiento en funcién de la temperatura

Los actinomicetes fueron evaluados a cuatro distintas temperaturas. Ningun actinomicete
presentd crecimiento en las temperaturas de 4 °C y 50 °C, 28 actinomicetes presentaron
crecimiento a 37 °C y todos los actinomicetes presentaron crecimiento a 26°C. Los
actinomicetes DBV-002 y DBV-006 crecieron unicamente a 26°C. La coleccion se determiné

como mesdfila. Los resultados pueden observarse en la Tabla 17.

Tabla 17. Rango de crecimiento de actinomicetes en funcién de la temperatura

ID DEL TEMPERATURA
ACTINOMICETE  4°C 26°C 37°C 50 °C
DBV - 001 0 1 1 0
DBV - 002 0 1 0 0
DBV - 003 0 1 1 0
DBV - 004 0 1 1 0
DBV - 005 0 1 1 0
DBV - 006 0 1 0 0
DBV - 007 0 1 1 0
DBV - 008 0 1 1 0
DBV - 009 0 1 1 0
DBV -010 0 1 1 0
DBV - 011 0 1 1 0
DBV -012 0 1 1 0
DBV -013 0 1 1 0
DBV -014 0 1 1 0
DBV -015 0 1 1 0
DBV -016 0 1 1 0
DBV - 017 0 1 1 0
DBV -018 0 1 1 0
DBV -019 0 1 1 0
DBV - 020 0 1 1 0
DBV - 021 0 1 1 0
DBV - 022 0 1 1 0
DBV - 023 0 1 1 0
DBV - 024 0 1 1 0
DBV - 025 0 1 1 0
DBV - 026 0 1 1 0
DBV - 027 0 1 1 0
DBV - 028 0 1 1 0
DBV - 029 0 1 1 0
DBV - 030 0 1 1 0
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Actividad enzimatica extracelular

En la prueba de actividad enzimatica extracelular todos los actinomicetes tuvieron la capacidad
de degradar celulosa, quitina y cascarilla a excepcion del actinomicete DBV-021 que presentd
actividad enzimatica nula, sin embargo la capacidad de degradar almidén fue observada
unicamente en los actinomicetes DBV-009, DBV-010, DBV-011 y DBV-012. Los resultados se
pueden observar en la Tabla 25 (ANEXO A).

Aminoéacidos como fuente de nitrégeno y carbono

La Tabla 18 muestra que la coleccion de actinomicetes utilizé al menos nueve aminoacidos
para su crecimiento. Ninguno de ellos creci6 en acido aspartico o acido glutamico, dieciocho

crecieron en lisina y dos actinomicetes el DBV-006 y el DBV-026 no crecieron en arginina.

Tabla 18. Crecimiento de actinomicetes con aminoéacidos como fuente de nitrégeno

ID DEL FUENTE DE NITROGENO Y CARBONO
ACTINOMICETE LYS GLU CYS LEU ALA ASN HIS VAL PHE THR TYR ARG ASP

DBV-001 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0
DBV-002 0 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0
DBV-003 0 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0
DBV-004 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0
DBV-005 0 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0
DBV-006 0 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0
DBV-007 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0
DBV-008 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0
DBV-009 0 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0
DBV-010 0 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0
DBV-011 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0
DBV-012 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0
DBV-013 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0
DBV-014 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0
DBV-015 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0
DBV-016 0 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0
DBV-017 0 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0
DBV-018 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0
DBV-019 0 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0
DBV-020 0 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0
DBV-021 0 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0
DBV-022 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0
DBV-023 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0
DBV-024 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0
DBV-025 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0
DBV-026 0 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0
DBV-027 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0
DBV-028 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0
DBV-029 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0
DBV-030 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0
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Taxonomia numérica de datos fenotipicos

En la Figura 4 se observa el dendrograma obtenido a partir del analisis de datos fenotipicos
con un corte al 88.6% de similaridad, a partir de éste se determinaron diez grupos fenéticos
que pueden ser visualizados en la Tabla 19, cinco conformados por un solo miembro, los grupos
restantes se constituyeron por al menos dos individuos. El grupo mas amplio es el grupo dos

con 14 miembros.

Tabla 19. Grupos fenéticos obtenidos a partir del analisis de datos fenotipicos

GRUPO
FENETICO

1 DBV-001, DBV-014, DBV-011, DBV-017

DBV-003, DBV-004, DBV-008, DBV-023, DBV-005, DBV-016,
2 DBV-019, DBV-007, DBV-027, DBV-020, DBV-029, DBV-030,
DBV-018, DBV-028

3 DBV-002, DBV-006

ID DEL ACTINOMICETE

4 DBV-010
5 DBV-012, DBV-013, DBV-015

6 DBV-026
7 DBV-009
8 DBV-022

9 DBV-024, DBV-025
10 DBV-021
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| DBV-001
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| DBV-024
DBV-025
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1.00

0.79 0.84 0.89 0.95
Figura 4. Dendrograma obtenido a partir del analisis de datos fenotipicos con'corte al 88.6% de similaridad mediante el coeficiente de simple similaridad (SSM)

y el algoritmo UPGMA
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Caracterizacion genotipica
Determinacion de concentracion, pureza e integridad del ADN

Enla Figura 5 se observa el ADN extraido de la coleccidn de actinomicetes. La banda de ADN
gendmico se visualiza en la parte superior de cada muestra. Se observd también la presencia
de ARN ribosomal.
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Figura 5. Gel de electroforesis del ADN extraido de la coleccion de actinomicetes por el método de
fenol-cloroformo
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ARNm & ARNt

Figura 6. Posicion de ADN gendmico en el gel de electroforesis

rep- PCR

La Figura 7 muestra el fingerprinting realizado a la coleccion de actinomicetes por el método
de rep-PCR con el primer BOX. Con el primer ERIC no hubo resultados eficientes ni en cantidad
ni en visibilidad de bandas en todas las muestras, por lo que no se tomé en cuenta para la
generacion del analisis genotipico. Mientras que el genotipado con el primer BOX, brindd
bandas en todos los microorganismos, permitiendo observar las posibles relaciones entre los

mismos.

Taxonomia numérica de datos genotipicos

En la Figura 8 se observa el dendrograma obtenido a partir del analisis de datos genotipicos
con un corte al 80% de similaridad. La Tabla 20 muestra los seis grupos genotipicos
identificados, conformados por al menos tres miembros. El grupo cuatro es el mas extenso

constituido por 11 actinomicetes.
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Tabla 20. Grupos genéticos obtenidos a partir del analisis genotipico

GRUPO
GENOTIPICOS ID DEL ACTINOMICETE

1 DBV-018, DBV-004, DBV-003

2 DBV-015, DBV-012, DBV-011

3 DBV-008, DBV-007, DBV-006, DBV-005

4 DBV-030, DBV-029, DBV-025, DBV-021, DBV-023, DBV-020,

DBV-022, DBV-026, DBV-024, DBV-010, DBV-009
5 DBV-017, DBV-016, DBV-002
6 DBV-028, DBV-027, DBV-019, DBV-014, DBV-013, DBV-001

Amplificacion y secuenciamiento del gen codificante del ARNr 16S

La Tabla 21 muestra los codigos de los 25 actinomicetes escogidos para el secuenciamiento

con su respectiva medicion de concentracion de ADN y sus relaciones 260/280 y 260/230.
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Strain Number
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Figura 8. Dendrograma con corte al 80% de similaridad obtenido a partir del fingerprinting por rep-PCR
con el primer BOX mediante el coeficiente de correlacion de Pearson y el algoritmo UPGMA
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Tabla 21. Concentracion de ADN extraido de actinomicetes escogidos para

secuenciamiento

ID ACTINOMICETE CONCENTRACION 260/280 260/230
DBV-001 594,833 1,747 1,100
DBV-002 420,700 1,840 1,077
DBV-004 198,367 1,593 0,690
DBV-005 -0,225 2,880 -0,035
DBV-006 366,667 1,750 0,957
DBV-008 136,300 1,907 1,993
DBV-009 767,900 1,703 0,933
DBV-010 213,733 1,970 1,797
DBV-011 442,867 1,807 1,163
DBV-014 745,133 1,937 1,730
DBV-015 345,267 1,710 0,797
DBV-016 456,900 1,547 0,773
DBV-017 24,300 1,760 1,577
DBV-018 487,967 1,867 1,617
DBV-019 794,567 1,783 1,043
DBV-020 350,100 1,867 1,563
DBV-021 402,233 1,840 1,683
DBV-022 319,100 1,860 1,637
DBV-023 901,433 1,823 1,070
DBV-024 850,433 1,903 1,467
DBV-025 443,833 1,860 1,803
DBV-026 731,233 1,903 1,680
DBV-028 93,567 1,470 0,510
DBV-029 382,367 1,737 1,047
DBV-030 566,200 1,747 1,003
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0.1 substitutions/site

DBV-028
DBV-006
64 | pBV-002
DBV-021
52 | DBV-023
61 | | DBV-022
99 ﬁDBV-OO4
—— Streptomyces griseiniger (AJ391818)
DBV-024

59

100 Streptomyces cangkringensis (AJ391831)

DBV-008
Streptomyces rhizosphaericus (AJ391834)
DBV-030
DBV-029

100

Streptomyces sporoclivatus (NR 041413)

Streptomyces antimycoticus (NR_041080)
100  DBV-016

99

Streptomyces malaysiensis (NR_041410)

—— Streptomyces glebosus (NR_114933)
100

85
77 | DBV-026

DBV-010

Streptomyces decoyicus (NR_112427)

98

DBV-001

—— Streptomyces fildesensis (NR_115761)
DBV-014

100 | pBv-017

DBV-011

96 Streptomyces rhizosphaerihabitans (NR_151948)

Streptomyces siamensis (NR_145592)

Streptomyces spiroverticillatus (NR_041214)

73

Streptomyces sannanensis (NR_041160)
DBV-009

Streptomyces xanthochromogenes (NR_043847)
99 Streptacidiphilus albus DSM 41753 (AF074415)
Kitasatospora arborophila HKI 0189T (AY442267)

Figura 9. Analisis filogenético en base a la secuencia consenso del gen codificante para el

ARNr 16S calculado mediante Neighbor joining (Saitou & Nei, 1987) Nota: Las especies
subrayadas son las pertenecientes al clado de Streptomyces violaceusniger ARNr 16s.
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Identificacion molecular y analisis filogenético

La Figura 9 muestra el analisis filogenético realizado a las cepas de actinomicetes
representantes. En base al mismo se determind que todas éstas se encuentran dentro del
género Streptomyces perteneciente a la familia Streptomycetaceae y al Odrden
Streptomycetales (Goodfellow et al., 2012). Se identificd nueve especies a nivel molecular que
pueden observarse en la Tabla 22 de forma conjunta con el numero de miembros, su
codificaciéon y el grupo de color al que pertenecen. Ademés se muestra el numero de
nucledtidos de la secuencia consenso del gen codificante del ARNr 16S de cada actinomicete,
el numero mayor es del DBV-002 perteneciente a Streptomyces griseiniger y el menor del DBV-
017 perteneciente a Streptomyces fildesensis. La matriz de similitud y diferencia de nucleétidos
y las secuencias consenso de cada actinomicete se pueden observar en las Tablas 26 y 27
respectivamente (ANEXO A).

Tabla 22. Agrupacion de actinomicetes en base a su identificacion molecular

IDENTIFICACION NMERO DE ID DEL GRUPO DE NUMERO DE
MOLECULAR MIEMBROS ACTINOMICETE COLOR NUCLEOTIDOS
DBV-028 1 1455
DBV-006 1 1477
DBV-002 2 1503
Streptomyces griseiniger 7 DBV-021 4 1467
DBV-023 2 1471
DBV-022 5 1465
DBV-004 3 1460
Streptomyces 1 DBV-024 4 1456
cangkringensis
Strepiomyces 1 DBV-008 3 1455
rhizozphaericus
Streptomyces sporoclivatus 2 DBV-030 4 1457
DBV-029 4 1454
Streptomyces malaysiensis 1 DBV-016 4 1451
Streptomyces decoyicus 2 DBV-026 4 1456
DBV-010 2 1458
DBV-001 1 1458
, . DBV-014 1 1454
Streptomyces fildesensis 4 DBV-017 3 1453
DBV-011 1 1458
Streptomyces
rhizosphaerihabitans L DBV-015 2 1462
Streplomyces 1 DBV-009 2 1456
spiroverticillatus
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En la Tabla 23 se presenta la agrupacion de los actinomicetes en base a su identificacion

molecular, comparandolos fotograficamente, visualizando las similitudes y diferencias

macroscopicas entre las cepas dentro del mismo grupo molecular.

Tabla 23. Fotografias de cepas agrupadas en base a su identificacion molecular

DBV-029

IDENTIFICACION
MOLECULAR

Streptomyces

cangkringensis

DBV-030

Streptomyces

rhizosphaericus

Streptomyces

sporoclivatus
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TABLA 23. (Continuacion)

CEPAS

DBV-028

IDENTIFICACION
MOLECULAR

Streptomyces

griseiniger
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TABLA 23. (Continuacion)

DBV-010

DBV-015

IDENTIFICACION
MOLECULAR

DBV-02

Streptomyces

malaysiensis

Streptomyces

decoyicus

Streptomyces

rhizosphaerihabitans
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TABLA 23. (Continuacion)

IDENTIFICACION
MOLECULAR

Streptomyces

spiroverticillatus

Streptomyces

fildesensis

DBV-014 DBV-017
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Interpretacion de resultados

La caracterizacién fenotipica permitié observar las relaciones generales entre los actinomicetes
en base a sus caracteristicas morfolégicas y fisioldgicas mediante el dendrograma generado a
partir de la taxonomia numérica de datos fenotipicos. La diversidad intra-grupo encontrada en
aquellos formados por pocos miembros es baja (grupos 1, 3, 5y 9), mientras que lo contrario
se encontrd en el grupo mas numeroso (grupo 2). Es evidente que mientras mas integrantes
existan en un grupo fenético, la probabilidad de encontrar mayor diversidad se incrementa, tal
como se puede confirmar con los resultados obtenidos en el presente estudio (Williams et al.,
1983). Ademas, factores como la cantidad y composicion del medio de cultivo pueden llegar a
influir en la pigmentacion de esporas y micelio del sustrato (Goodfellow et al., 2012), por lo que
ligeras variaciones en la pigmentacién son mas visibles en grupos numerosos (Stackebrandt et
al., 2014). La gran mayoria de actinomicetes fueron identificados como mesdfilos,
neutrotolerantes y haldfilos, caracteristicas que concuerdan con la descripcion general de
actinomicetes que son aislados de suelos templados (Antony-Babu & Goodfellow, 2008; Ballav,
Kerkar, Thomas, & Augustine, 2015; Tresner, Hayes, & Backus, 1968), ademas de confirmar
su capacidad degradadora de compuestos complejos mediante la generacion de enzimas

extracelulares y de metabolizar aminoacidos como fuente de carbono y nitrégeno.

En la caracterizacién genotipica en base a rep-PCR mediante el primer BOX se pudo
determinar la alta sensibilidad del coeficiente utilizado, ya que Pearson considera tanto la
intensidad de las bandas como la posicion. Esto provoco la separacion de miembros con
caracteristicas fenotipicas similares, en diferentes grupos, debido a que, a pesar de tener el
mismo patron de bandas, la intensidad fue diferente. El ejemplo mas claro puede observarse
con el actinomicete DBV-017 cuyo fingerprinting es muy similar al del grupo genotipico 6, sin
embargo, por la diferencia en la intensidad de sus bandas se lo coloca fuera del mismo.
Ademas, otra situacion que se evidencia es que la cantidad de bandas generadas por el
protocolo en muchos casos no fueron las suficientes para poder formar grupos congruentes o
similares. Es el caso de la cepa DBV-002 que al presentar pocas bandas quedé6 fuera de
comparacién con algun grupo homogéneo, cuando se sugiere que para un fingerprinting
eficiente se trabaje con al menos 20 bandas (Lanoot et al., 2004), situaciones que provocaron

problemas en la construccién del dendrograma y la coherencia de los grupos genotipicos.

En la identificacion molecular se pudo establecer que la coleccion esta cercanamente

relacionada a nueve distintas especies. Si se considera que se trabajé con 30 cepas, el
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porcentaje de especies diferentes encontradas corresponde a practicamente el 30% del total,
demostrando que existe una gran diversidad de actinomicetes con potencial biotecnoldgico,
demostrado por un ensayo preliminar donde se observd la produccion de compuestos
fungicidas y por la presencia de Streptomyces griseiniger, miembro junto con otras 16 especies,
del clado de Streptomyces violaceusniger. Este grupo es conocido por su amplia capacidad de

generar compuestos bioactivos (Sahin, Sazak, Gliven, & Dogramaci, 2010).

En éste estudio, seis de las nueve especies identificadas estan dentro de éste clado.
Considerando que muchas de las especies validamente descritas en el grupo de S.
violaceusniger difieren entre 3 y 41 nt. (al comparar las secuencias casi completas del gen del
ADNr 16S), y que han sido identificadas y separadas Unicamente en base a hibridizacion
ADN:ADN (Goodfellow, Kumar, Labeda, & Sembiring, 2007), podria significar que varios de los
actinomicetes identificados en ésta investigacién, podrian corresponder a especies nuevas
dentro de éste clado. Probablemente seria necesario determinar la intra-relacion entre las
especies validamente descritas y las identificadas ya sea mediante Multilocus Sequence Typing

(MST), secuenciamiento del genoma, o hibridizacién ADN:ADN.

Discusion general del trabajo

La importancia de este trabajo radica en la complementariedad que se encuentra al combinar
la caracterizacidn fenotipica, genotipica y la identificacién molecular, donde el secuenciamiento
del gen codificante del ADNr 16S deberia ser el punto de partida para direccionar la busqueda
de la utilidad biotecnolégica de los microorganismos, ya que este nos permite identificar y
entender el grupo con el que se esta trabajando, de ésta manera se puede orientar las
experimentaciones de forma especifica en base a las especies reconocidas, prosiguiendo con
caracterizaciones como fingerprintings utilizando sets de primers con protocolos
estandarizados que permitan obtener un numero de bandas considerable para obtener
relaciones precisas entre los microorganismos y finalmente con pruebas fenotipicas que
permiten observar las caracteristicas intra-especie e identificar las condiciones de cultivo y

crecimiento para la produccion de compuestos bioactivos Utiles para biotecnologia.

La caracterizacion fenotipica demostrd ser mas congruente que la genotipica al momento de
compararla con el andlisis filogenético, esto se puede corroborar con Streptomyces griseiniger
cuya diversidad se manifestd claramente en cuatro grupos homogéneos (2, 3, 8 y 10), la

presencia de todos los miembros de Streptomyces fildesensis en un solo grupo fenético y la
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diversidad intra-especie al observar la separacion de los actinomicetes DBV-026 y el DBV-010
como individuos Unicos a pesar de pertenecer a la misma especie de acuerdo al analisis
filogenético. Ademas, en esta parte se evidencid que la baja concentracion de esporas en la
solucién stock del DBV-021y DBV-022, probablemente influyé en la separacion de los mismos
como individuos Unicos, mientras que los anélisis posteriores de fingerprinting e identificacion
molecular los confirmaron como parte de grupos homogéneos. La caracterizacion genotipica
demostré tener dos grupos congruentes (3 y 4) cuando se compard con el analisis filogenético,
agrupando a la mayoria de actinomicetes pertenecientes al clado de S. violasceusniger en los
mismos, y determinando que la falta de coherencia en los demas grupos se debe a los errores

antes mencionados.

La gran diversidad determinada en base al andlisis filogenético pudo verse reflejada en los
resultados arrojados por la caracterizacion fenotipica con caracteristicas similares pero no
100% iguales y por la genotipica, con la obtencion de fingerprintings similares o parecidos pero
no iguales. Los errores antes mencionados en ambas caracterizaciones provocaron que entre
las mismas no haya congruencia, sin embargo, los resultados se vuelven coherentes al

compararlos con el andlisis filogenético.

Este trabajo ha permitido obtener una coleccion de actinomicetes altamente caracterizados en
varios niveles, lo que ha posibilitado conocer su diversidad. Se debe tomar en cuenta que las
herramientas de caracterizacién utilizadas son valiosos procesos complementarios al
aislamiento selectivo de microorganismos, y no es recomendado desvincularlos ya que en si
mismas la parte fenotipica y genotipica no son concluyentes, y a pesar de que el gen del 16S
si lo es (identificando la ubicacion taxondémica del microorganismo), necesita de este tipo de
caracterizaciones para poder completar el perfil del mismo, dando en consecucién la
determinacion de su utilidad en el campo biotecnoldgico, paso que deberia seguirse a este

trabajo.
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3.2 Verificacion de hipétesis
Hipotesis
Hipétesis Nula (Ho)

No existe diversidad biologica entre los actinomicetes de la coleccion caracterizada, en base al

analisis de sus caracteristicas fenotipicas y genotipicas.

Hipotesis Alternativa (H1)

Existen al menos dos especies diferentes de actinomicetes en la coleccion caracterizada, en

base al anélisis de sus caracteristicas fenotipicas y genotipicas.

En base a los resultados de diversidad intra-especie encontrada en las caracteristicas
fenotipicas y fingerprintings y la corroboracién de ésta diversidad mediante analisis filogenético
de las especies estudiadas, se acepta la hipdtesis alternativa, afirmando que existen al menos

dos especies diferentes en la coleccion caracterizada.
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CAPITULO IV CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

4.1 Conclusiones

e Por medio de caracterizacion fenotipica se determiné diez grupos fenéticos al 88.6%
de corte de similaridad, los cuales fueron completamente congruentes y homogéneos,
demostrando diversidad genética intra-especie. Unicamente los grupos ocho y diez
vieron influenciada su separacion como miembros Unicos a causa de la concentracion

de esporas en la solucion stock.

¢ Mediante caracterizacion genotipica se determiné seis grupos al 80% de similaridad,
de los cuales dos demostraron ser congruentes, mientras que los demas divergieron a
causa de la cantidad de bandas y/o a la sensibilidad del coeficiente de correlacion de

Pearson.

e Se identificd nueve especies relacionadas cercanamente con la coleccion de
actinomicetes escogidos para secuenciamiento, por medio del anélisis filogenético de
la secuencia consenso del gen codificante para ARNr 16S, éstas son Streptomyces
griseiniger,  Streptomyces  cangkringensis,  Streptomyces  rhizosphaericus,
Streptomyces sporoclivatus, Streptomyces malaysiensis, Streptomyces decoyicus,
Streptomyces  fildesensis,  Streptomyces  rhizosphaerihabitans,  Streptomyces
spiroverticillatus, demostrando un porcentaje alto de diversidad del 30% en la

coleccion.

e En su mayoria la coleccion de actinomicetes es neutréfila, haldfila y mesdfila,
demostrando también capacidad biodegradadora de fuentes de carbono complejas y

asimilacion de aminoacidos como fuente de carbono y nitrégeno
e La caracterizacion fenotipica demostré ser mas congruente que la genotipica en base

a la coherencia y homogeneidad de sus grupos al compararla con el analisis

filogenético del 16S.
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Se corrobord la diversidad de la coleccidn presentada por el andlisis filogenético del
16S mediante la variedad de caracteristicas fenotipicas y la generacion de

fingerprintings similares no iguales, demostrando variabilidad genética intra-especie.

4.2 Recomendaciones

Para la identificacién y caracterizacién de microorganismos tomar como punto de
partida el analisis filogenético del gen codificante para el ARNr 16S y de éste continuar
con las caracterizaciones por fingerprintings y pruebas fenotipicas para tener un
entendimiento méas orientado del microorganismo en base a su identificacion

molecular.

Utilizar mas de un primer para la generacion de fingerprintings y estandarizar
condiciones para la obtencion de bandas necesarias para la obtencién de grupos

congruentes y relaciones mas precisas.

Establecer no solo el rango de crecimiento de microorganismos, sino sus condiciones
dptimas de crecimiento y desarrollo, para optimizar recursos al identificar su potencial

biotecnoldgico.

Desarrollar una caracterizacion fenotipica con alto numero de pruebas morfologicas,
bioquimicas y fisioldégicas para obtener alta discriminacién entre las especies

estudiadas.
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ANEXO A

RESULTADOS



Tabla 24. Origen de cepas de actinomicetes

ID DEL ORIGEN MEDIO DE TEMPERATURA
ACTINOMICETE CULTIVO (°C)
DBV-001 Suelo de jardin - Ambato GYM 6.8 28
DBV-002 Suelo de jardin - Ambato GYM 6.8 28
DBV-003 Suelo de jardin - Ambato GYM 6.8 28
DBV-004 Suelo de jardin - Ambato GYM 6.8 28
DBV-005 Suelo de jardin - Ambato GYM 6.8 28
DBV-006 Suelo de jardin - Ambato GYM 6.8 28
DBV-007 Suelo de jardin - Ambato GYM 6.8 28
DBV-008 Suelo de jardin - Ambato GYM 6.8 28
DBV-009 Suelo de jardin - Ambato GYM 6.8 28
DBV-010 Suelo de jardin - Ambato GYM 6.8 28
DBV-011 Suelo de jardin - Ambato GYM 6.8 28
DBV-012 Suelo de jardin - Ambato GYM 6.8 28
DBV-013 Suelo de jardin - Ambato GYM 6.8 28
DBV-014 Suelo de jardin - Ambato GYM 6.8 28
DBV-015 Suelo de jardin - Ambato GYM 6.8 28
DBV-016 Suelo de jardin - Ambato GYM 6.8 28
DBV-017 Suelo de jardin - Ambato GYM 6.8 28
DBV-018 Suelo de jardin - Ambato GYM 6.8 28
DBV-019 Suelo de jardin - Ambato GYM 6.8 28
DBV-020 Suelo de jardin - Ambato GYM 6.8 28
DBV-021 Suelo de jardin - Ambato GYM 6.8 28
DBV-022 Suelo de jardin - Ambato GYM 6.8 28
DBV-023 Suelo de jardin - Ambato GYM 6.8 28
DBV-024 Suelo de jardin - Ambato GYM 6.8 28
DBV-025 Suelo de jardin - Ambato GYM 6.8 28
DBV-026 Suelo de jardin - Ambato GYM 6.8 28
DBV-027 Suelo de jardin - Ambato GYM 6.8 28
DBV-028 Suelo de jardin - Ambato GYM 6.8 28
DBV-029 Suelo de jardin - Ambato GYM 6.8 28
DBV-030 Suelo de jardin - Ambato GYM 6.8 28
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Tabla 25. Matriz de datos fenotipicos

CARACTERIZACION MACROSCOPICA
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TABLA 25. Matriz de datos fenotipicos (continuacion)
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Tabla 26. Matriz de similitud y diferencia de nucleétidos para la identificacion de la cercania entre actinomicetes secuenciados y especies conocidas

del género Streptomyces
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Streptomyces antimycoticus 0M475 1611455 161469 18/1456 581433 68/1466 48/1430 55/1460 67/1443 5211448 3211475 2011472 571472 2011440 5111472 1411456 14/1450
Streptomyces sporoclivatus 10000 — 1611461 1611475 18/1462 5811437 68/1473 48/1433 55/1464 6711446 5211452 3211479 2011475 57M4T9 2011444 5111475 1411460 14/1454
Streptomyces cangkringensis 98.90 98.90 711482  8/1479  62/1437 69/1469 49/1431 55/1443 64/1425 4911431 37/1458 35/1457 51/1474 23/1423 48/1455 6/1439  6/1433
Streptomyces griseiniger 9891 9892 9953 - 81480  60/1437 68/1483 53/1433 50/1457 6611439 5211445 38/1472 36/1469 5411488 2211437 51/1469 6/1453  4/1447
Streptomyces rhizosphaericus 9876 9877 9946 9946 641437 711470 55/1432 611444 7011426 54/1432 4011459 38/1458 56/1475 2511424 53/1456 81440  8/1434
Kitasatospora arborophila 9595 9596 9569 9582 9555  — 37/1438 4011413 4511424 581407 58/1413 5511437 531436 62/1438 53/1408 4911437 6211417  60/1411
Streptacidiphilus albus 9536 9538 9530 9541 9517 9743 50/1427 581465 6811440 701454 65/1471 6211467 8011489 61/1442 581469 6911470 66/1451
Streptomyces sannanensis 9664 9665 9658 9630 9616 9717 9650 - 171434 48/1428 34/1434 3811435 301434 44/1435 52/1422 2311434 49/1433 49/1432
Streptomyces xanthochromogenes 9623 9624 9619 9595 9578 9684 9604 9881 48/1446  28/1460 3911466 411462 37/1465 58/1441 2211463 56/1464 56/1457
Streptomyces fildesensis 95.36 95.37 95.51 95.41 95.09 95.88 95.28 96.64 96.68 49/1446  55/1447 55/1443 59/1447 75/1438 46/1446 65/1446 63/1446
Streptomyces rhizosphaerihabitans 9641 9642 9658 9640 9623 9590 9519 9763 9808 9661 - 4411454 AT/1450 16/1454 5911440 2211452 49/1460 49/1456
Streptomyces glebosus 9783 9784 9746 9742 9726 9617 9558 9735  97.34 9620 9697 THATT 4911478 4311444 431476 36/1460 36/1454
Streptomyces decoyicus 9803 9803 9760 9755  97.39 9631 9577 9728 9720 9619 9676 9953 5211474 4111440 4611473 351456  35/1450
Streptomyces siamensis 9613 9615 9654 9637 9620 9569 9463 9693 9747 9592 9890 9668 9647  — 68/1441 351476 51/1457 51/1451
Streptomyces malaysiensis 9861 9861 9838 9847 9324 9624 9577 9634 9598 9478 9590 9702 9715 9528 - 5211440 2011444  21/1444
Streptomyces spiroverticillatus 9654 9654 9670 9653 9636 9659 9605 9840 9850 9682 9848 9709 9688 9763 9639 48/1456  48/1450
DBV-002 99.04 99.04 99.58 99.59 99.44 95.62 95.31 96.58 96.17 95.50 96.64 97.53 97.60 96.50 98.61 96.70 2/1460
DBV-004 99.03 99.04 99.58 99.72 99.44 95.75 95.45 96.58 96.16 95.64 96.63 97.52 97.59 96.49 98.55 96.69 99.86
DBV-006 9898 9898 9952 9952 9938 9559 9530 9658 9612 9550 9664 9748 9755 9646 9861 9666 10000 99.86
DBV-008 99.10 99.10 99.79 99.79 99.65 95.80 95.37 96.50 96.14 95.50 96.62 97.58 97.65 96.47 98.61 96.68 99.79 99.79
DBV-010 9813 9814 9748 9744 9727 9616 9572 9734 9725 9627 9684 9952 9986 9648 9723 9689 9773 9773
DBV-016 98.54 98.55 98.25 98.33 98.11 96.10 95.65 96.28 95.86 94.65 95.78 96.89 97.02 95.15 99.93 96.26 98.55 98.48
DBV-028 9882 9883 9937 9938 9923 9538 9509 9636 9593 9529 9641  O7.31  97.37 9627 9840 9647 9979  99.66
DBV-029 10000 10000 9888  98.89 9874 9587 9529 9664 9621 9537 9641 9779 9799 9606 9861 9647  99.04  99.04
DBV-030 100.00  100.00 98.88 98.89 98.74 95.88 95.30 96.64 96.22 95.37 96.42 97.79 98.00 96.06 98.61 96.48 99.04 99.04
DBV-001 9565 9566 9580 9571 9539 9618 9550 9693 9698 9972 9691 9649 9648 9621 9507 9711 9581 9595
DBV-009 9675 9675 9678 9660 9643  97.00 9648  99.02 9911 9675 9828 9759  97.37 9772 9667 9924 9670  96.70
DBV-011 9564 9565 9580 9570 9538 9617 9559 9692 9698 9972 9691 9648 9647 9620 9507 9710 9574 9594
DBV-014 9563 9564 9579 9569 9537 9616 9557 9692 9697 9972 9690 9648 9647 9620 9506 9710 9580  95.94
DBV-015 96.34 96.28 96.44 96.27 96.09 95.90 94.98 97.49 97.74 96.48 99.45 96.70 96.49 98.76 95.77 98.55 96.51 96.50
DBV-017 9563 9564 9579 9569 9537 9616 9557 9692 9697 9972 9690 9648 9647 9620 9506 9710 9580  95.94
DBV-021 99.04 99.04 99.58 99.59 99.44 95.62 95.34 96.58 96.17 95.50 96.64 97.53 97.59 96.50 98.61 96.70 100.00  99.86
DBV-022 99.04 9897 9951 9966 9937 9569 9540 9651 9610 9564 9658 9746 9752 9642 9848 9663  99.80  99.93
DBV-023 9941 9911 9965 9966 9952 9571 9542 9665 9625 9557 9671 9761 9767 9658 9855 9678  99.93  99.93
DBV-024 99.10 99.10 99.79 99.79 99.65 95.80 95.37 96.49 96.14 95.50 96.62 97.58 97.64 96.47 98.61 96.67 99.73 99.79
DBV-026 9813 9814 9748 9743 9727 9616 9571 9734 9725 9627 9683 9952  99.86 9648 9722 9689 9773 9773
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TABLA 26. Matriz de similitud y diferencia de nucledtidos para la

conocidas del género Streptomyces (continuacion)

identificacion de la

cercania entre actinomicetes secuenciados y especies
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Streptomyces antimycoticus 1511467 13/1446 27/1447 21/1443 17/1446 0/1446  0/1448  63/1447 47/1445 63/1445 63/1443 53/1449 63/1443 14/1455 14/1453 13/1461 13/1444 27/1445
Streptomyces sporoclivatus 1511471 13/1449 27/1450 21/1447 17/1449 0/1449 01451  63/1451 47/1448 63/1448 63/1446 54/1453 63/1446 14/1459 15/1457 13/1465 13/1447 27/1448
Streptomyces cangkringensis 7/1450 31428  36/1429 25/1426 9/1428 16/1428 16/1430 60/1430 46/1427 60/1427 60/1425 51/1432 60/1425 6/1438 7/1436  5/1444 31426  36/1427
Streptomyces griseiniger 711464  3/1442  37/1443 24/1440 9/1442  16/1442 16/1444 62/1444 4911441 62/1441 62/1439 54/1446 62/1439 6/1452 51450 511458  3/1440  37/1441
Streptomyces rhizosphaericus 9/1451  5/1429  39/1430 27/1427 11/1429 18/1429 18/1431 66/1431 51/1428 66/1428 66/1426 56/1433 66/1426 8/1439  9/1437 711445 51427  39/1428
Kitasatospora arborophila 63/1428 59/1406 54/1408 55/1411 65/1406 58/1406 58/1408 54/1412 41/1409 54/1409 54/1407 58/1414 54/1407 62/1416 61/1414 61/1422 59/1404 54/1406
Streptacidiphilus albus 69/1468 67/1446 62/1448 63/1449 71/1445 68/1445 68/1448 64/1451 51/1448 64/1451 64/1446 73/1454 64/1446 68/1458 67/1456 67/1462 67/1447 62/1446
Streptomyces sannanensis 4911433  50/1427 38/1430 53/1425 52/1427 48/1427 48/1429 44/1433 14/1431 44/1430 44/1428 36/1435 44/1428 49/1433 50/1433 48/1433 50/1425 38/1428
Streptomyces xanthochromogenes 57/1470 56/1452 40/1455 60/1448 59/1451 55/1451 ©55/1454 44/1457 13/1455 44/1455 44/1452 33/1461 44/1452 56/1463 57/1461 55/1468 56/1451 40/1453
Streptomyces fildesensis 65/1446 65/1446 54/1447 77/1439 68/1445 67/1446 67/1446 411447  A7/1447 411447  4]1447 511447 4/1447  65/1446 63/1446 64/1446 65/1444 54/1446
Streptomyces rhizosphaerihabitans 49/1458 49/1451 46/1454 61/1447 5211450 52/1450 52/1453 45/1457 25/1455 45/1456 45/1452 8/1461 4511452 49/1460 50/1460 48/1458 49/1451 46/1452
Streptomyces glebosus 371471 3511449 7/1452  45/1447 39/1449 32/1449 32/1451 51/1452 3511450 51/1449 51/1447 48/1455 51/1447 36/1459 37/1457 35/1465 35/1447 7/1450
Streptomyces decoyicus 36/1467 34/1445 2/1448  43/1443 38/1445 29/1445 2911447 51/1448 38/1446 51/1445 51/1443 51/1451 51/1443 35/1455 36/1453 34/1461 34/1443 2/1446
Streptomyces siamensis 52/1468 51/1446 51/1449 70/1444 54/1446 57/1446 57/1448 55/1452 33/1450 55/1449 5511447 18/1455 ©55/1447 51/1456 52/1454 50/1462 51/1444 51/1447
Streptomyces malaysiensis 20/1444 20/1441 401442 111444 2311441 20/1441 20/1443 71/1441 481440 71/1440 71/1438 61/1441 71/1438 20/1444 22/1444 2111444 20/1439 40/1440
Streptomyces spiroverticillatus 4911467 48/1445 45/1447 54/1443 51/1445 51/1445 51/1447 421451 11/1448 42/1448 4211446 21/1453 421446 48/1455 49/1453 47/1461 48/1443 45/1445
DBV-002 0/1466  3/1455  33/1456 21/1451 3/1454  14/1454 14/1457 61/1457 48/1454 62/1457 61/1452 51/1460 61/1452 0/1467  3/1465 1/1466  4/1456  33/1454
DBV-004 211460  3/1455  33/1456 22/1451 5/1454  14/1454 14/1457 59/1457 48/1454 59/1454 50/1452 51/1457 59/1452 2/1460  1/1460  1/1460  3/1453  33/1454
DBV-006 - 311455 3311456 21/1451 3/1454  14/1454 14/1457 61/1457 48/1454 61/1454 61/1452 51/1459 61/1452 0/1465  3/1463  2/1471  3/1453  33/1454
DBV-008 99.79 - 34/1455 22/1446 6/1453  13/1454 13/1455 61/1452 46/1452 61/1452 61/1452 51/1452 61/1452 3/1455 3/1455 211455  0/1453  34/1454
DBV-010 97.73 97.66 - 4111447  36/1454 271454 27/1456 50/1454 37/1455 50/1454 50/1453 50/1455 50/1453 33/1456 33/1456 32/1456 34/1453 0/1456
DBV-016 98.55 98.48 97.17 - 24/1446  21/1446 211448 73/1448 501445 73/1445 T3/1443 63/1448 731443 21/1451 23/1451 22/1451 2211444 41/1445
DBV-028 99.79 99.59 97.52 98.34 - 1711453 17/1454  64/1451 51/1451 64/1451 64/1450 54/1451 64/1450 3/1454  5/1454  4/1454  6/1451  36/1452
DBV-029 99.04 99.11 98.14 98.55 98.83 - 0/1454  63/1451 47/1451 63/1451 63/1451 54/1451 63/1451 14/1454 14/1454 13/1454 13/1452 27/1453
DBV-030 99.04 99.11 98.15 98.55 98.83 100.00 - 63/1454 47/1454 63/1454 631452 54/1454 63/1452 14/1457 14/1457 13/1457 13/1453 27/1454
DBV-001 95.81 95.80 96.56 94.96 95.59 95.66 95.67 - 43/1455 0/1455  0/1453  47/1458 0/1453  61/1457 60/1457 60/1457 61/1450 50/1452
DBV-009 96.70 96.83 97.46 96.54 96.49 96.76 96.77 97.04 - 43/1455 43/1453 24/1456 43/1453 48/1454 48/1454 47/1454 46/1450 37/1453
DBV-011 95.80 95.80 96.56 94.95 95.59 95.66 95.67 100.00 97.04 - 0/1453  47/1456 0/1453  61/1456 59/1456 60/1454 61/1453 50/1452
DBV-014 95.80 95.80 96.56 94.94 95.59 95.66 95.66 100.00 97.04 100.00 - 471453 011453  61/1452 59/1452 60/1452 61/1450 50/1452
DBV-015 96.50 96.49 96.56 95.65 96.28 96.28 96.29 96.78 98.35 96.77 96.77 - 47/1453 51/1460 52/1460 50/1459 51/1451 50/1453
DBV-017 95.80 95.80 96.56 94.94 95.59 95.66 95.66 100.00 97.04 100.00  100.00  96.77 - 61/1452 59/1452 60/1452 61/1450 50/1452
DBV-021 100.00 99.79 97.73 98.55 99.79 99.04 99.04 95.81 96.70 95.81 95.80 96.51 95.80 - 3/1465  1/1465  3/1455  33/1454
DBV-022 99.79 99.79 97.73 98.41 99.66 99.04 99.04 95.88 96.70 95.95  95.94 96.44 95.94 99.80 2/1463  3/1455  33/1454
DBV-023 99.86 99.86 97.80 98.48 99.72 99.11 99.11 95.88 96.77 95.87 95.87 96.57 95.87 99.93 99.86 - 201453 321454
DBV-024 99.79 100.00 97.66 98.48 99.59 99.10 99.11 95.79 96.83 95.80 95.79 96.49 95.79 99.79 99.79 99.86 - 34/1453
DBV-026 97.73 97.66 100.00  97.16 97.52 98.14 98.14 96.56 97.45 96.56 96.56 96.56 96.56 97.73 97.73 97.80 97.66 -

61



Tabla 27. Secuencia consenso del gen codificante del ARNr 16S, identificacion molecular y numero de nucleétidos de la secuencia de cada actinomicete

representante secuenciado

CODIGO

SECUENCIA 5" -3’

IDENTIFICACION
MOLECUALR

NUMERO DE
NUCLEOTIDOS

DBV-
001

GCTCAGGACGAACGCTGGCGGCGTGCTTAACACATGCAAGTCGAACGATGAAGCCCTTCGGGGTGGATTAGTGGCGAACGGGTGAGTAAC
ACGTGGGCAATCTGCCCTTCACTCTGGGACAAGCCCTGGAAACGGGGTCTAATACCGGATAACACTCTCCTCCTCCTGGGGGTGGGTTAAA
AGCTCCGGCGGTGAAGGATGAGCCCGCGGCCTATCAGCTTGTTGGTGGGGTAATGGCCTACCAAGGCGACGACGGGTAGCCGGCCTGAG
AGGGCGACCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGAAAGCCTG
ATGCAGCGACGCCGCGTGAGGGATGACGGCCTTCGGGTTGTAAACCTCTTTCAGCAGGGAAGAAGCGCAAGTGACGGTACCTGCAGAAGA
AGCACCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGTGCGAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGAGCTCGTAGGCGG
TCTGTCACGTCGGATGTGAAAGCCCGGGGCTTAACCCCGGGTCTGCATTCGATACGGGCAGACTAGAGTGTGGTAGGGGAGATCGGAATT
CCTGGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGATATCAGGAGGAACACCGGTGGCGAAGGCGGATCTCTGGGCCATTACTGACGCTGAGGAGCGAAA
GCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGTTGGGAACTAGGTGTTGGCGACATTCCACGTCGTCGGTGC
CGCAGCTAACGCATTAAGTTCCCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCAGCGGA
GCATGTGGCTTAATTCGACGCAACGCGAAGAACCTTACCAAGGCTTGACATACACCGGAAAGCCGTAGAGATACGGCCCCCCTTGTGGTCG
GTGTACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCCTGTTCTGTGTTGCCA
GCATGCCCTTCGGGGTGATGGGGACTCACAGGAGACCGCCGGGGTCAACTCGGAGGAAGGTGGGGACGACGTCAAGTCATCATGCCCCT
TATGTCTTGGGCTGCACACGTGCTACAATGGTCGGTACAATGAGCTGCGATACCGCAAGGTGGAGCGAATCTCAAAAAGCCGGCCTCAGTT
CGGATTGGGGTCTGCAACTCGACCCCATGAAGTCGGAGTTGCTAGTAATCGCAGATCAGCATTGCTGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTG
TACACACCGCCCGTCACGTCACGAAAGTCGGTAACACCCGAAGCCGATGGCCCAACCCGCAAGGGAGGGAGTCGTCGAAGGTGGGACTG
GCGATTGGGACGAAGTC

Streptomyces
fildesensis

1458

DBV-
002

ATCAGTCGTAACAAGGTANCCGTAGAGTTTGATCATGGCTCAGGACGAACGCTGGCGGCGTGCTTAACACATGCAAGTCGAACGATGAACCGGTTTCGGC
CGGGGATTAGTGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGGGCAATCTGCCCTGCACTCTGGGACAAGCCCTGGAAACGGGGTCTAATACCGGATATGACGCGTT
CCCGCATGGGATACGCGTGGAAAGCTCCGGCGGTGCAGGATGAGCCCGCGGCCTATCAGCTTGTTGGTGGGGTGATGGCCTACCAAGGCGACGACGGG
TAGCCGGCCTGAGAGGGCGACCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAG
CCTGATGCAGCGACGCCGCGTGAGGGATGACGGCCTTCGGGTTGTAAACCTCTTTCAGCAGGGAAGAAGCGAAAGTGACGGTACCTGCAGAAGAAGCGC
CGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGCGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGAGCTCGTAGGCGGCTTGTCACGTCGGA
TGTGAAAGCCCGGGGCTTAACCCCGGGTCTGCATTCGATACGGGCAGGCTAGAGTTCGGTAGGGGAGATCGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGAAATGCGC
AGATATCAGGAGGAACACCGGTGGCGAAGGCGGATCTCTGGGCCGATACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTG
GTAGTCCACGCCGTAAACGTTGGGAACTAGGTGTGGGCGACATTCCACGTTGTCCGTGCCGCAGCTAACGCATTAAGTTCCCCGCCTGGGGAGTACGGC
CGCAAGGCTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGCGGAGCATGTGGCTTAATTCGACGCAACGCGAAGAACCTTACCAAGGCTTGAC
ATACACCGGAAAACCCTGGAGACAGGGTCCCCCTTGTGGTCGGTGTACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCC
CGCAACGAGCGCAACCCTTGTTCTGTGTTGCCAGCATGCCTTTCGGGGTGATGGGGACTCACAGGAGACTGCCGGGGTCAACTCGGAGGAAGGTGGGGA
CGACGTCAAGTCATCATGCCCCTTATGTCTTGGGCTGCACACGTGCTACAATGGCCGGTACAATGAGCTGCGAAGCCGTGAGGTGGAGCGAATCTCAAAA
AGCCGGTCTCAGTTCGGATTGGGGTCTGCAACTCGACCCCATGAAGTCGGAGTCGCTAGTAATCGCAGATCAGCATTGCTGCGGTGAATACGTTCCCGGG
CCTTGTACACACCGCCCGTCACGTCACGAAAGTCGGTAACACCCGAAGCCGGTGGCCCAACCCTTGTGGAGGGAGCCGTCGAAGGTGGGACTGGCGATT
GGGACGAAGTCGTAACA

Streptomyces
griseiniger

1503

62




cODIGO

SECUENCIA 5" - 3"

IDENTIFICACION
MOLECUALR

NUMERO DE
NUCLEOTIDOS

DBV-
004

GCTCAGGACGAACGCTGGCGGCGTGCTTAACACATGCAAGTCGAACGATGAACCGGTTTCGGCCGGGGATTAGTGGCGAACGGGTGAGTA
ACACGTGGGCAATCTGCCCTGCACTCTGGGACAAGCCCTGGAAACGGGGTCTAATACCGGATATGACGCGTTCCCGCATGGGATACGCGT
GGAAAGCTCCGGCGGTGCAGGATGAGCCCGCGGCCTATCAGCTTGTTGGTGGGGTGATGGCCTACCAAGGCGACGACGGGTAGCCGGCC
TGAGAGGGCGACCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGAAAG
CCTGATGCAGCGACGCCGCGTGAGGGATGACGGCCTTCGGGTTGTAAACCTCTTTCAGCAGGGAAGAAGCGCAAGTGACGGTACCTGCAG
AAGAAGCGCCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGCGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGAGCTCGTAG
GCGGCTTGTCACGTCGGATGTGAAAGCCCGGGGCTTAACCCCGGGTCTGCATTCGATACGGGCAGGCTAGAGTTCGGTAGGGGAGATCG
GAATTCCTGGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGATATCAGGAGGAACACCGGTGGCGAAGGCGGATCTCTGGGCCGATACTGACGCTGAGGAG
CGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGTTGGGAACTAGGTGTGGGCGACATTCCACGTTGTC
CGTGCCGCAGCTAACGCATTAAGTTCCCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCG
GCGGAGCATGTGGCTTAATTCGACGCAACGCGAAGAACCTTACCAAGGCTTGACATACACCGGAAAACCCTGGAGACAGGGTCCCCCTTGT
GGTCGGTGTACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTTCTGTGT
TGCCAGCATGCCTTTCGGGGTGATGGGGACTCACAGGAGACTGCCGGGGTCAACTCGGAGGAAGGTGGGGACGACGTCAAGTCATCATG
CCCCTTATGTCTTGGGCTGCACACGTGCTACAATGGCCGGTACAATGAGCTGCGAAGCCGTGAGGTGGAGCGAATCTCAAAAAGCCGGTCT
CAGTTCGGATTGGGGTCTGCAACTCGACCCCATGAAGTCGGAGTCGCTAGTAATCGCAGATCAGCATTGCTGCGGTGAATACGTTCCCGGG
CCTTGTACACACCGCCCGTCACGTCACGAAAGTCGGTAACACCCGAAGCCGGTGGCCCAACCCTTGTGGAGGGAGCCGTCGAAGGTGGGA
CTGGCGATTGGGACGAAGTC

Streptomyces
griseiniger

1460

DBV-
006

GCTCAGGACGAACGCTGGCGGCGTGCTTAACACATGCAAGTCGAACGATGAACCGGTTTCGGCCGGGGATTAGTGGCGAACGGGTGAGTA
ACACGTGGGCAATCTGCCCTGCACTCTGGGACAAGCCCTGGAAACGGGGTCTAATACCGGATATGACGCGTTCCCGCATGGGATACGCGT
GGAAAGCTCCGGCGGTGCAGGATGAGCCCGCGGCCTATCAGCTTGTTGGTGGGGTGATGGCCTACCAAGGCGACGACGGGTAGCCGGCC
TGAGAGGGCGACCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAG
CCTGATGCAGCGACGCCGCGTGAGGGATGACGGCCTTCGGGTTGTAAACCTCTTTCAGCAGGGAAGAAGCGAAAGTGACGGTACCTGCAG
AAGAAGCGCCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGCGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGAGCTCGTAG
GCGGCTTGTCACGTCGGATGTGAAAGCCCGGGGCTTAACCCCGGGTCTGCATTCGATACGGGCAGGCTAGAGTTCGGTAGGGGAGATCG
GAATTCCTGGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGATATCAGGAGGAACACCGGTGGCGAAGGCGGATCTCTGGGCCGATACTGACGCTGAGGAG
CGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGTTGGGAACTAGGTGTGGGCGACATTCCACGTTGTC
CGTGCCGCAGCTAACGCATTAAGTTCCCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCG
GCGGAGCATGTGGCTTAATTCGACGCAACGCGAAGAACCTTACCAAGGCTTGACATACACCGGAAAACCCTGGAGACAGGGTCCCCCTTGT
GGTCGGTGTACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTTCTGTGT
TGCCAGCATGCCTTTCGGGGTGATGGGGACTCACAGGAGACTGCCGGGGTCAACTCGGAGGAAGGTGGGGACGACGTCAAGTCATCATG
CCCCTTATGTCTTGGGCTGCACACGTGCTACAATGGCCGGTACAATGAGCTGCGAAGCCGTGAGGTGGAGCGAATCTCAAAAAGCCGGTCT
CAGTTCGGATTGGGGTCTGCAACTCGACCCCATGAAGTCGGAGTCGCTAGTAATCGCAGATCAGCATTGCTGCGGTGAATACGTTCCCGGG
CCTTGTACACACCGCCCGTCACGTCACGAAAGTCGGTAACACCCGAAGCCGGTGGCCCAACCCTTGTGGAGGGAGCCGTCGAAGGTGGGA
CTGGCGATTGGGACGAAGTCGTAACAGGGTAGCCGTA

Streptomyces
griseiniger

1477

63




coODIGO

SECUENCIA 5" - 3"

IDENTIFICACION
MOLECUALR

NUMERO DE
NUCLEGTIDO
s

DBV-008

GCTCAGGACGAACGCTGGCGGCGTGCTTAACACATGCAAGTCGAACGATGAACCGGTTTCGGCCGGGGATTAGTGGCGAACGGGT
GAGTAACACGTGGGCAATCTGCCCTGCACTCTGGGACAAGCCCTGGAAACGGGGTCTAATACCGGATACGACGCGTTCCCGCATGG
GATACGCGTGGAAAGCTCCGGCGGTGCAGGATGAGCCCGCGGCCTATCAGCTTGTTGGTGGGGTGATGGCCTACCAAGGCGACGA
CGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGCGACCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATA
TTGCACAATGGGCGAAAGCCTGATGCAGCGACGCCGCGTGAGGGATGACGGCCTTCGGGTTGTAAACCTCTTTCAGCAGGGAAGAA
GCGAAAGTGACGGTACCTGCAGAAGAAGCGCCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGCGCAAGCGTTGTCCG
GAATTATTGGGCGTAAAGAGCTCGTAGGCGGCTTGTCGCGTCGGATGTGAAAGCCCGGGGCTTAACCCCGGGTCTGCATTCGATAC
GGGCAGGCTAGAGTTCGGTAGGGGAGATCGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGATATCAGGAGGAACACCGGTGGCGA
AGGCGGATCTCTGGGCCGATACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGT
AAACGTTGGGAACTAGGTGTGGGCGACATTCCACGTTGTCCGTGCCGCAGCTAACGCATTAAGTTCCCCGCCTGGGGAGTACGGCC
GCAAGGCTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGCGGAGCATGTGGCTTAATTCGACGCAACGCGAAGAACCTTA
CCAAGGCTTGACATACACCGGAAAACCCTGGAGACAGGGTCCCCCTTGTGGTCGGTGTACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTC
GTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTTCTGTGTTGCCAGCATGCCTTTCGGGGTGATGGGGACTC
ACAGGAGACTGCCGGGGTCAACTCGGAGGAAGGTGGGGACGACGTCAAGTCATCATGCCCCTTATGTCTTGGGCTGCACACGTGCT
ACAATGGCCGGTACAATGAGCTGCGAAGCCGTGAGGTGGAGCGAATCTCAAAAAGCCGGTCTCAGTTCGGATTGGGGTCTGCAACT
CGACCCCATGAAGTCGGAGTCGCTAGTAATCGCAGATCAGCATTGCTGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGT
CACGTCACGAAAGTCGGTAACACCCGAAGCCGGTGGCCCAACCCTTGTGGAGGGAGCCGTCGAAGGTGGGACTGGCGATTGGGAC
G

Streptomyces
rhizosphaericus

1455

DBV-009

GCTCAGGACGAACGCTGGCGGCGTGCTTAACACATGCAAGTCGAACGATGAAGCCCTTCGGGGTGGATTAGTGGCGAACGGGTGA
GTAACACGTGGGCAATCTGCCCTTCACTCTGGGACAAGCCCTGGAAACGGGGTCTAATACCGGATAACACTCCTGCCTGCATGGGC
GGGGGTTAAAAGCTCCGGCGGTGAAGGATGAGCCCGCGGCCTATCAGCTTGTTGGTGGGGTAATGGCCTACCAAGGCGACGACGG
GTAGCCGGCCTGAGAGGGCGACCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTG
CACAATGGGCGAAAGCCTGATGCAGCGACGCCGCGTGAGGGATGACGGCCTTCGGGTTGTAAACCTCTTTCAGCAGGGAAGAAGC
GAAAGTGACGGTACCTGCAGAAGAAGCGCCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGCGCAAGCGTTGTCCGGA
ATTATTGGGCGTAAAGAGCTCGTAGGCGGCTTGTCGCGTCGGATGTGAAAGCCCGGGGCTTAACCCCGGGTCTGCATTCGATACGG
GCAGGCTAGAGTGTGGTAGGGGAGATCGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGATATCAGGAGGAACACCGGTGGCGAAG
GCGGATCTCTGGGCCATTACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAA
CGTTGGGAACTAGGTGTTGGCGACATTCCACGTCGTCGGTGCCGCAGCTAACGCATTAAGTTCCCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCA
AGGCTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCAGCGGAGCATGTGGCTTAATTCGACGCAACGCGAAGAACCTTACCA
AGGCTTGACATATACCGGAAACGGCCAGAGATGGTCGCCCCCTTGTGGTCGGTATACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTG
TCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTTCTGTGTTGCCAGCATGCCCTTCGGGGTGATGGGGACTCACA
GGAGACTGCCGGGGTCAACTCGGAGGAAGGTGGGGACGACGTCAAGTCATCATGCCCCTTATGTCTTGGGCTGCACACGTGCTACA
ATGGCCGGTACAATGAGCTGCGATGCCGCGAGGCGGAGCGAATCTCAAAAAGCCGGTCTCAGTTCGGATTGGGGTCTGCAACTCGA
CCCCATGAAGTCGGAGTTGCTAGTAATCGCAGATCAGCATTGCTGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCAC
GTCACGAAAGTCGGTAACACCCGAAGCCGGTGGCCCAACCCCTTGTGGGAGGGAGCTGTCGAAGGTGGGACTGGCGATTGGGACG
AA

Streptomyces
spiroverticllatus

1456

64




coODIGO

SECUENCIA 5" - 3"

IDENTIFICACION
MOLECUALR

NUMERO DE
NUCLEGTIDO
s

DBV-010

GCTCAGGACGAACGCTGGCGGCGTGCTTAACACATGCAAGTCGAACGATGAACCTCCTTCGGGAGGGGATTAGTGGCGAACGGGT
GAGTAACACGTGGGCAATCTGCCCTTCACTCTGGGACAAGCCCTGGAAACGGGGTCTAATACCGGATATGACACACGACCGCATGG
TCTGTGTGTGGAAAGCTCCGGCGGTGAAGGATGAGCCCGCGGCCTATCAGCTTGTTGGTGGGGTGATGGCCTACCAAGGCGACGA
CGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGCGACCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATA
TTGCACAATGGGCGAAAGCCTGATGCAGCGACGCCGCGTGAGGGATGACGGCCTTCGGGTTGTAAACCTCTTTCAGCAGGGAAGAA
GCGAGAGTGACGGTACCTGCAGAAGAAGCGCCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGCGCAAGCGTTGTCCG
GAATTATTGGGCGTAAAGAGCTCGTAGGCGGCTTGTCACGTCGGATGTGAAAGCCCGGGGCTTAACCCCGGGTCTGCATTCGATAC
GGGCAGGCTAGAGTTCGGTAGGGGAGATCGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGATATCAGGAGGAACACCGGTGGCGA
AGGCGGATCTCTGGGCCGATACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGT
AAACGTTGGGAACTAGGTGTGGGCGACATTCCACGTCGTCCGTGCCGCAGCTAACGCATTAAGTTCCCCGCCTGGGGAGTACGGCC
GCAAGGCTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCAGCGGAGCATGTGGCTTAATTCGACGCAACGCGAAGAACCTTA
CCAAGGCTTGACATACACCGGAAACGTCTGGAGACAGGCGCCCCCTTGTGGTCGGTGTACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTC
GTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTTCTGTGTTGCCAGCATGCCCTTCGGGGTGATGGGGACTC
ACAGGAGACTGCCGGGGTCAACTCGGAGGAAGGTGGGGACGACGTCAAGTCATCATGCCCCTTATGTCTTGGGCTGCACACGTGCT
ACAATGGCCGGTACAATGAGCTGCGATACCGCGAGGTGGAGCGAATCTCAAAAAGCCGGTCTCAGTTCGGATTGGGGTCTGCAACT
CGACCCCATGAAGTCGGAGTTGCTAGTAATCGCAGATCAGCATTGCTGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGT
CACGTCACGAAAGTCGGTAACACCCGAAGCCGGTGGCCCAACCCCTTGTGGGAGGGAATCGTCGAAGGTGGGACTGGCGATTGGG
ACGA

Streptomyces
decoyicus

1458

DBV-011

CTGGCTCAGGACGAACGCTGGCGGCGTGCTTAACACATGCAAGTCGAACGATGAAGCCCTTCGGGGTGGATTAGTGGCGAACGGG
TGAGTAACACGTGGGCAATCTGCCCTTCACTCTGGGACAAGCCCTGGAAACGGGGTCTAATACCGGATAACACTCTCCTCCTCCTGG
GGGTGGGTTAAAAGCTCCGGCGGTGAAGGATGAGCCCGCGGCCTATCAGCTTGTTGGTGGGGTAATGGCCTACCAAGGCGACGAC
GGGTAGCCGGCCTGAGAGGGCGACCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATAT
TGCACAATGGGCGAAAGCCTGATGCAGCGACGCCGCGTGAGGGATGACGGCCTTCGGGTTGTAAACCTCTTTCAGCAGGGAAGAA
GCGCAAGTGACGGTACCTGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGTGCGAGCGTTGTCCG
GAATTATTGGGCGTAAAGAGCTCGTAGGCGGTCTGTCACGTCGGATGTGAAAGCCCGGGGCTTAACCCCGGGTCTGCATTCGATAC
GGGCAGACTAGAGTGTGGTAGGGGAGATCGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGATATCAGGAGGAACACCGGTGGCGA
AGGCGGATCTCTGGGCCATTACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGT
AAACGTTGGGAACTAGGTGTTGGCGACATTCCACGTCGTCGGTGCCGCAGCTAACGCATTAAGTTCCCCGCCTGGGGAGTACGGCC
GCAAGGCTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCAGCGGAGCATGTGGCTTAATTCGACGCAACGCGAAGAACCTTA
CCAAGGCTTGACATACACCGGAAAGCCGTAGAGATACGGCCCCCCTTGTGGTCGGTGTACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTC
GTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCCTGTTCTGTGTTGCCAGCATGCCCTTCGGGGTGATGGGGACTC
ACAGGAGACCGCCGGGGTCAACTCGGAGGAAGGTGGGGACGACGTCAAGTCATCATGCCCCTTATGTCTTGGGCTGCACACGTGC
TACAATGGTCGGTACAATGAGCTGCGATACCGCAAGGTGGAGCGAATCTCAAAAAGCCGGCCTCAGTTCGGATTGGGGTCTGCAAC
TCGACCCCATGAAGTCGGAGTTGCTAGTAATCGCAGATCAGCATTGCTGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCG
TCACGTCACGAAAGTCGGTAACACCCGAAGCCGATGGCCCAACCCGCAAGGGAGGGAGTCGTCGAAGGTGGGACTGGCGATTGGG
ACGAA

Streptomyces
fildesensis

1458

65




coODIGO

SECUENCIA 5" - 3"

IDENTIFICACION
MOLECUALR

NUMERO DE
NUCLEGTIDO
s

DBV-014

GCTCAGGACGAACGCTGGCGGCGTGCTTAACACATGCAAGTCGAACGATGAAGCCCTTCGGGGTGGATTAGTGGCGAACGGGTGA
GTAACACGTGGGCAATCTGCCCTTCACTCTGGGACAAGCCCTGGAAACGGGGTCTAATACCGGATAACACTCTCCTCCTCCTGGGG
GTGGGTTAAAAGCTCCGGCGGTGAAGGATGAGCCCGCGGCCTATCAGCTTGTTGGTGGGGTAATGGCCTACCAAGGCGACGACGG
GTAGCCGGCCTGAGAGGGCGACCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTG
CACAATGGGCGAAAGCCTGATGCAGCGACGCCGCGTGAGGGATGACGGCCTTCGGGTTGTAAACCTCTTTCAGCAGGGAAGAAGC
GCAAGTGACGGTACCTGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGTGCGAGCGTTGTCCGGA
ATTATTGGGCGTAAAGAGCTCGTAGGCGGTCTGTCACGTCGGATGTGAAAGCCCGGGGCTTAACCCCGGGTCTGCATTCGATACGG
GCAGACTAGAGTGTGGTAGGGGAGATCGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGATATCAGGAGGAACACCGGTGGCGAAG
GCGGATCTCTGGGCCATTACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAA
CGTTGGGAACTAGGTGTTGGCGACATTCCACGTCGTCGGTGCCGCAGCTAACGCATTAAGTTCCCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCA
AGGCTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCAGCGGAGCATGTGGCTTAATTCGACGCAACGCGAAGAACCTTACCA
AGGCTTGACATACACCGGAAAGCCGTAGAGATACGGCCCCCCTTGTGGTCGGTGTACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTG
TCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCCTGTTCTGTGTTGCCAGCATGCCCTTCGGGGTGATGGGGACTCACA
GGAGACCGCCGGGGTCAACTCGGAGGAAGGTGGGGACGACGTCAAGTCATCATGCCCCTTATGTCTTGGGCTGCACACGTGCTAC
AATGGTCGGTACAATGAGCTGCGATACCGCAAGGTGGAGCGAATCTCAAAAAGCCGGCCTCAGTTCGGATTGGGGTCTGCAACTCG
ACCCCATGAAGTCGGAGTTGCTAGTAATCGCAGATCAGCATTGCTGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCA
CGTCACGAAAGTCGGTAACACCCGAAGCCGATGGCCCAACCCGCAAGGGAGGGAGTCGTCGAAGGTGGGACTGGCGATTGGGAC
G

Streptomyces
fildesensis

1454

DBV-015

GGCTCAGGACGAACGCTGGCGGCGTGCTTAACACATGCAAGTCGAACGATGAAGCCTTTCGGGGTGGATTAGTGGCGAACGGGTG
AGTAACACGTGGGCAATCTGCCCTTCACTCTGGGACAAGCCCTGGAAACGGGGTCTAATACCGGATAACACTCCTGCCTGCATGGG
CGGGGGTTAAAAGCTCCGGCGGTGAAGGATGAGCCCGCGGCCTATCAGCTTGTTGGTGAGGTAGTGGCTCACCAAGGCGACGACG
GGTAGCCGGCCTGAGAGGGCGACCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATT
GCACAATGGGCGAAAGCCTGATGCAGCGACGCCGCGTGAGGGATGACGGCCTTCGGGTTGTAAACCTCTTTCAGCAGGGAAGAAG
CGAAAGTGACGGTACCTGCAGAAGAAGCGCCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGCGCAAGCGTTGTCCGG
AATTATTGGGCGTAAAGAGCTCGTAGGCGGCTTGTCACGTCGGTTGTGAAAGCCCGGGGCTTAACCCCGGGTCTGCAGTCGATACG
GGCAGGCTAGAGTGTGGTAGGGGAGATCGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGATATCAGGAGGAACACCGGTGGCGAA
GGCGGATCTCTGGGCCATTACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTA
AACGGTGGGAACTAGGTGTTGGCGACATTCCACGTCGTCGGTGCCGCAGCTAACGCATTAAGTTCCCCGCCTGGGGAGTACGGCC
GCAAGGCTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCAGCGGAGCATGTGGCTTAATTCGACGCAACGCGAAGAACCTTA
CCAAGGCTTGACATACACCGGAAAGCATTAGAGATAGTGCCCCCCTTGTGGTCGGTGTACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTC
GTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTTCTGTGTTGCCAGCATGCCCTTCGGGGTGATGGGGACTC
ACAGGAGACTGCCGGGGTCAACTCGGAGGAAGGTGGGGACGACGTCAAGTCATCATGCCCCTTATGTCTTGGGCTGCACACGTGCT
ACAATGGCAGGTACAAAGAGCTGCGAAGCCGCGAGGCGGAGCGAATCTCAAAAAGCCTGTCTCAGTTCGGATTGGGGTCTGCAACT
CGACCCCATGAAGTCGGAGTTGCTAGTAATCGCAGATCAGCATTGCTGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGT
CACGTCACGAAAGTCGGTAACACCCGAAGCCGGTGGCCCAACCCCTTGTGGGAGGGAGCTGTCGAAAGTGGGACTGGCGATTGGG
ACGAAGTCGT

Streptomyces
rhizosphaerihabita
ns

1462

66
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DBV-016

TCAGGACGAACGCTGGCGGCGTGCTTAACACATGCAAGTCGAACGATGAACCGGTTTCGGCCGGGGATTAGTGGCGAACGGGTGA
GTAACACGTGGGCAATCTGCCCTGCACTCTGGGACAAGCCCTGGAAACGGGGTCTAATACCGGATATGACGCGTTCCCGCATGGGA
TACGTGTGGAAAGCTCCGGCGGTGCAGGATGAGCCCGCGGCCTATCAGCTTGTTGGTGGGGTGATGGCCTACCAAGGCGACGACG
GGTAGCCGGCCTGAGAGGGCGACCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATT
GCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCGACGCCGCGTGAGGGATGACGGCCTTCGGGTTGTAAACCTCTTTCAGCAGGGAAGAAG
CGTGAGTGACGGTACCTGCAGAAGAAGCGCCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGCGCAAGCGTTGTCCGG
AATTATTGGGCGTAAAGAGCTCGTAGGCGGCTTGTCGCGTCGGATGTGAAAGCCCGGGGCTTAACTCCGGGTCTGCATTCGATACG
GGCAGGCTAGAGTTCGGTAGGGGAGATCGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGATATCAGGAGGAACACCGGTGGCGAA
GGCGGATCTCTGGGCCGATACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTA
AACGTTGGGAACTAGGTGTGGGCGACATTCCACGTTGTCCGTGCCGCAGCTAACGCATTAAGTTCCCCGCCTGGGGAGTACGGCCG
CAAGGCTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGCGGAGCATGTGGCTTAATTCGACGCAACGCGAAGAACCTTAC
CAAGGCTTGACATACATCGGAAACATCCAGAGATGGGTGCCCCCTTGTGGTCGGTGTACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCG
TGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTCCTGTGTTGCCAGCGGGTTATGCCGGGGACTCACAGGAGA
CTGCCGGGGTCAACTCGGAGGAAGGTGGGGACGACGTCAAGTCATCATGCCCCTTATGTCTTGGGCTGCACACGTGCTACAATGGC
CGGTACAATGAGCTGCGAAGCCGTGAGGTGGAGCGAATCTCAAAAAGCCGGTCTCAGTTCGGATTGGGGTCTGCAACTCGACCCCA
TGAAGTCGGAGTCGCTAGTAATCGCAGATCAGCATTGCTGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACGTCAC
GAAAGTCGGTAACACCCGAAGCCGGTGGCCCAACCCTTGTGGAGGGAGCCGTCGAAGGTGGGACTGGCGATTGGGACGAAGTC

Streptomyces
malaysiensis

1451

DBV-017

GCTCAGGACGAACGCTGGCGGCGTGCTTAACACATGCAAGTCGAACGATGAAGCCCTTCGGGGTGGATTAGTGGCGAACGGGTGA
GTAACACGTGGGCAATCTGCCCTTCACTCTGGGACAAGCCCTGGAAACGGGGTCTAATACCGGATAACACTCTCCTCCTCCTGGGG
GTGGGTTAAAAGCTCCGGCGGTGAAGGATGAGCCCGCGGCCTATCAGCTTGTTGGTGGGGTAATGGCCTACCAAGGCGACGACGG
GTAGCCGGCCTGAGAGGGCGACCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTG
CACAATGGGCGAAAGCCTGATGCAGCGACGCCGCGTGAGGGATGACGGCCTTCGGGTTGTAAACCTCTTTCAGCAGGGAAGAAGC
GCAAGTGACGGTACCTGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGTGCGAGCGTTGTCCGGA
ATTATTGGGCGTAAAGAGCTCGTAGGCGGTCTGTCACGTCGGATGTGAAAGCCCGGGGCTTAACCCCGGGTCTGCATTCGATACGG
GCAGACTAGAGTGTGGTAGGGGAGATCGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGATATCAGGAGGAACACCGGTGGCGAAG
GCGGATCTCTGGGCCATTACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAA
CGTTGGGAACTAGGTGTTGGCGACATTCCACGTCGTCGGTGCCGCAGCTAACGCATTAAGTTCCCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCA
AGGCTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCAGCGGAGCATGTGGCTTAATTCGACGCAACGCGAAGAACCTTACCA
AGGCTTGACATACACCGGAAAGCCGTAGAGATACGGCCCCCCTTGTGGTCGGTGTACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTG
TCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCCTGTTCTGTGTTGCCAGCATGCCCTTCGGGGTGATGGGGACTCACA
GGAGACCGCCGGGGTCAACTCGGAGGAAGGTGGGGACGACGTCAAGTCATCATGCCCCTTATGTCTTGGGCTGCACACGTGCTAC
AATGGTCGGTACAATGAGCTGCGATACCGCAAGGTGGAGCGAATCTCAAAAAGCCGGCCTCAGTTCGGATTGGGGTCTGCAACTCG
ACCCCATGAAGTCGGAGTTGCTAGTAATCGCAGATCAGCATTGCTGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCA
CGTCACGAAAGTCGGTAACACCCGAAGCCGATGGCCCAACCCGCAAGGGAGGGAGTCGTCGAAGGTGGGACTGGCGATTGGGAC
G

Streptomyces
fildesensis

1453

67
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DBV-021

TGGCTCAGGACGAACGCTGGCGGCGTGCTTAACACATGCAAGTCGAACGATGAACCGGTTTCGGCCGGGGATTAGTGGCGAACGG
GTGAGTAACACGTGGGCAATCTGCCCTGCACTCTGGGACAAGCCCTGGAAACGGGGTCTAATACCGGATATGACGCGTTCCCGCAT
GGGATACGCGTGGAAAGCTCCGGCGGTGCAGGATGAGCCCGCGGCCTATCAGCTTGTTGGTGGGGTGATGGCCTACCAAGGCGAC
GACGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGCGACCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAA
TATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCGACGCCGCGTGAGGGATGACGGCCTTCGGGTTGTAAACCTCTTTCAGCAGGGAAG
AAGCGAAAGTGACGGTACCTGCAGAAGAAGCGCCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGCGCAAGCGTTGTC
CGGAATTATTGGGCGTAAAGAGCTCGTAGGCGGCTTGTCACGTCGGATGTGAAAGCCCGGGGCTTAACCCCGGGTCTGCATTCGAT
ACGGGCAGGCTAGAGTTCGGTAGGGGAGATCGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGATATCAGGAGGAACACCGGTGGC
GAAGGCGGATCTCTGGGCCGATACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCC
GTAAACGTTGGGAACTAGGTGTGGGCGACATTCCACGTTGTCCGTGCCGCAGCTAACGCATTAAGTTCCCCGCCTGGGGAGTACGG
CCGCAAGGCTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGCGGAGCATGTGGCTTAATTCGACGCAACGCGAAGAACC
TTACCAAGGCTTGACATACACCGGAAAACCCTGGAGACAGGGTCCCCCTTGTGGTCGGTGTACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAG
CTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTTCTGTGTTGCCAGCATGCCTTTCGGGGTGATGGGGA
CTCACAGGAGACTGCCGGGGTCAACTCGGAGGAAGGTGGGGACGACGTCAAGTCATCATGCCCCTTATGTCTTGGGCTGCACACGT
GCTACAATGGCCGGTACAATGAGCTGCGAAGCCGTGAGGTGGAGCGAATCTCAAAAAGCCGGTCTCAGTTCGGATTGGGGTCTGCA
ACTCGACCCCATGAAGTCGGAGTCGCTAGTAATCGCAGATCAGCATTGCTGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCC
CGTCACGTCACGAAAGTCGGTAACACCCGAAGCCGGTGGCCCAACCCTTGTGGAGGGAGCCGTCGAAGGTGGGACTGGCGATTGG
GACGAAGTCGTACA

Streptomyces
griseiniger

1467

DBV-022

TGGCTCAGGACGAACGCTGGCGGCGTGCTTAACACATGCAAGTCGAACGATGAACCGGTTTCGGCCGGGGATTAGTGGCGAACGG
GTGAGTAACACGTGGGCAATCTGCCCTGCACTCTGGGACAAGCCCTGGAAACGGGGTCTAATACCGGATATGACGCGTTCCCGCAT
GGGATACGCGTGGAAAGCTCCGGCGGTGCAGGATGAGCCCGCGGCCTATCAGCTTGTTGGTGGGGTGATGGCCTACCAAGGCGAC
GACGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGCGACCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAA
TATTGCACAATGGGCGAAAGCCTGATGCAGCGACGCCGCGTGAGGGATGACGGCCTTCGGGTTGTAAACCTCTTTCAGCAGGGAAG
AAGCGCAAGTGACGGTACCTGCAGAAGAAGCGCCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGCGCAAGCGTTGTC
CGGAATTATTGGGCGTAAAGAGCTCGTAGGCGGCTTGTCACGTCGGATGTGAAAGCCCGGGGCTTAACCCCGGGTCTGCATTCGAT
ACGGGCAGGCTAGAGTTCGGTAGGGGAGATCGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGATATCAGGAGGAACACCGGTGGC
GAAGGCGGATCTCTGGGCCGATACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCC
GTAAACGTTGGGAACTAGGTGTGGGCGACATTCCACGTTGTCCGTGCCGCAGCTAACGCATTAAGTTCCCCGCCTGGGGAGTACGG
CCGCAAGGCTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGCGGAGCATGTGGCTTAATTCGACGCAACGCGAAGAACC
TTACCAAGGCTTGACATACACCGGAAAACCCTGGAGACAGGGTCCCCCTTGTGGTCGGTGTACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAG
CTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTTCTGTGTTGCCAGCATGCCTTTCGGGGTGATGGGGA
CTCACAGGAGACTGCCGGGGTCAACTCGGAGGAAGGTGGGGACGACGTCAAGTCATCATGCCCCTTATGTCTTGGGCTGCACACGT
GCTACAATGGCCGGTACAATGAGCTGCGAAGCCGTGAGGTGGAGCGAATCTCAAAAAGCCGGTCTCAGTTCGGATTGGGGTCTGCA
ACTCGACCCCATGAAGTCGGAGTCGCTAGTAATCGCAGATCAGCATTGCTGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCC
CGTCACGTCACGAAAGTCGGTAACACCCGAAGCCGGTGGCCCAACCCTTGTGGAGGGAGCCGTCGAAGGTGGGACTGGCGATTGG
GACGAAATCGTA

Streptomyces
griseiniger

1465

68
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DBV-023

GCTCAGGACGAACGCTGGCGGCGTGCTTAACACATGCAAGTCGAACGATGAACCGGTTTCGGCCGGGGATTAGTGGCGAACGGGT
GAGTAACACGTGGGCAATCTGCCCTGCACTCTGGGACAAGCCCTGGAAACGGGGTCTAATACCGGATATGACGCGTTCCCGCATGG
GATACGCGTGGAAAGCTCCGGCGGTGCAGGATGAGCCCGCGGCCTATCAGCTTGTTGGTGGGGTGATGGCCTACCAAGGCGACGA
CGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGCGACCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATA
TTGCACAATGGGCGAAAGCCTGATGCAGCGACGCCGCGTGAGGGATGACGGCCTTCGGGTTGTAAACCTCTTTCAGCAGGGAAGAA
GCGAAAGTGACGGTACCTGCAGAAGAAGCGCCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGCGCAAGCGTTGTCCG
GAATTATTGGGCGTAAAGAGCTCGTAGGCGGCTTGTCACGTCGGATGTGAAAGCCCGGGGCTTAACCCCGGGTCTGCATTCGATAC
GGGCAGGCTAGAGTTCGGTAGGGGAGATCGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGATATCAGGAGGAACACCGGTGGCGA
AGGCGGATCTCTGGGCCGATACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGT
AAACGTTGGGAACTAGGTGTGGGCGACATTCCACGTTGTCCGTGCCGCAGCTAACGCATTAAGTTCCCCGCCTGGGGAGTACGGCC
GCAAGGCTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGCGGAGCATGTGGCTTAATTCGACGCAACGCGAAGAACCTTA
CCAAGGCTTGACATACACCGGAAAACCCTGGAGACAGGGTCCCCCTTGTGGTCGGTGTACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTC
GTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTTCTGTGTTGCCAGCATGCCTTTCGGGGTGATGGGGACTC
ACAGGAGACTGCCGGGGTCAACTCGGAGGAAGGTGGGGACGACGTCAAGTCATCATGCCCCTTATGTCTTGGGCTGCACACGTGCT
ACAATGGCCGGTACAATGAGCTGCGAAGCCGTGAGGTGGAGCGAATCTCAAAAAGCCGGTCTCAGTTCGGATTGGGGTCTGCAACT
CGACCCCATGAAGTCGGAGTCGCTAGTAATCGCAGATCAGCATTGCTGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGT
CACGTCACGAAAGTCGGTAACACCCGAAGCCGGTGGCCCAACCCTTGTGGAGGGAGCCGTCGAAGGTGGGACTGGCGATTGGGAC
GAAGTCGTAACAAGGTA

Streptomyces
griseiniger

1471

DBV-024

CTGGCTCAGGACGAACGCTGGCGGCGTGCTTAACACATGCAAGTCGAACGATGAACCGGTTTCGGCCGGGGATTAGTGGCGAACG
GGTGAGTAACACGTGGGCAATCTGCCCTGCACTCTGGGACAAGCCCTGGAAACGGGGTCTAATACCGGATACGACGCGTTCCCGCA
TGGGATACGCGTGGAAAGCTCCGGCGGTGCAGGATGAGCCCGCGGCCTATCAGCTTGTTGGTGGGGTGATGGCCTACCAAGGCGA
CGACGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGCGACCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGA
ATATTGCACAATGGGCGAAAGCCTGATGCAGCGACGCCGCGTGAGGGATGACGGCCTTCGGGTTGTAAACCTCTTTCAGCAGGGAA
GAAGCGAAAGTGACGGTACCTGCAGAAGAAGCGCCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGCGCAAGCGTTGT
CCGGAATTATTGGGCGTAAAGAGCTCGTAGGCGGCTTGTCGCGTCGGATGTGAAAGCCCGGGGCTTAACCCCGGGTCTGCATTCGA
TACGGGCAGGCTAGAGTTCGGTAGGGGAGATCGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGATATCAGGAGGAACACCGGTGG
CGAAGGCGGATCTCTGGGCCGATACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGC
CGTAAACGTTGGGAACTAGGTGTGGGCGACATTCCACGTTGTCCGTGCCGCAGCTAACGCATTAAGTTCCCCGCCTGGGGAGTACG
GCCGCAAGGCTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGCGGAGCATGTGGCTTAATTCGACGCAACGCGAAGAAC
CTTACCAAGGCTTGACATACACCGGAAAACCCTGGAGACAGGGTCCCCCTTGTGGTCGGTGTACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCA
GCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTTCTGTGTTGCCAGCATGCCTTTCGGGGTGATGGGG
ACTCACAGGAGACTGCCGGGGTCAACTCGGAGGAAGGTGGGGACGACGTCAAGTCATCATGCCCCTTATGTCTTGGGCTGCACACG
TGCTACAATGGCCGGTACAATGAGCTGCGAAGCCGTGAGGTGGAGCGAATCTCAAAAAGCCGGTCTCAGTTCGGATTGGGGTCTGC
AACTCGACCCCATGAAGTCGGAGTCGCTAGTAATCGCAGATCAGCATTGCTGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGC
CCGTCACGTCACGAAAGTCGGTAACACCCGAAGCCGGTGGCCCAACCCTTGTGGAGGGAGCCGTCGAAGGTGGGACTGGCGATTG
GGA

Streptomyces
cangkringensis

1456

69




cODIGO
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DBV-026

GCTCAGGACGAACGCTGGCGGCGTGCTTAACACATGCAAGTCGAACGATGAACCTCCTTCGGGAGGGGATTAGTGGCGAACGGGT
GAGTAACACGTGGGCAATCTGCCCTTCACTCTGGGACAAGCCCTGGAAACGGGGTCTAATACCGGATATGACACACGACCGCATGG
TCTGTGTGTGGAAAGCTCCGGCGGTGAAGGATGAGCCCGCGGCCTATCAGCTTGTTGGTGGGGTGATGGCCTACCAAGGCGACGA
CGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGCGACCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATA
TTGCACAATGGGCGAAAGCCTGATGCAGCGACGCCGCGTGAGGGATGACGGCCTTCGGGTTGTAAACCTCTTTCAGCAGGGAAGAA
GCGAGAGTGACGGTACCTGCAGAAGAAGCGCCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGCGCAAGCGTTGTCCG
GAATTATTGGGCGTAAAGAGCTCGTAGGCGGCTTGTCACGTCGGATGTGAAAGCCCGGGGCTTAACCCCGGGTCTGCATTCGATAC
GGGCAGGCTAGAGTTCGGTAGGGGAGATCGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGATATCAGGAGGAACACCGGTGGCGA
AGGCGGATCTCTGGGCCGATACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGT
AAACGTTGGGAACTAGGTGTGGGCGACATTCCACGTCGTCCGTGCCGCAGCTAACGCATTAAGTTCCCCGCCTGGGGAGTACGGCC
GCAAGGCTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCAGCGGAGCATGTGGCTTAATTCGACGCAACGCGAAGAACCTTA
CCAAGGCTTGACATACACCGGAAACGTCTGGAGACAGGCGCCCCCTTGTGGTCGGTGTACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTC
GTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTTCTGTGTTGCCAGCATGCCCTTCGGGGTGATGGGGACTC
ACAGGAGACTGCCGGGGTCAACTCGGAGGAAGGTGGGGACGACGTCAAGTCATCATGCCCCTTATGTCTTGGGCTGCACACGTGCT
ACAATGGCCGGTACAATGAGCTGCGATACCGCGAGGTGGAGCGAATCTCAAAAAGCCGGTCTCAGTTCGGATTGGGGTCTGCAACT
CGACCCCATGAAGTCGGAGTTGCTAGTAATCGCAGATCAGCATTGCTGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGT

CACGTCACGAAAGTCGGTAACACCCGAAGCCGGTGGCCCAACCCCTTGTGGGAGGGAATCGTCGAAGGTGGGACTGGCGATTGGG
AC

Streptomyces
decoyicus

1456

DBV-028

CTCAGGACGAACGCTGGCGGCGTGCTTAACACATGCAAGTCGAACGATGAACCGGTTTCGGCCGGGGATTAGTGGCGAACGGGTG
AGTAACACGTGGGCAATCTGCCCTGCACTCTGGGACAAGCCCTGGAAACGGGGTCTAATACCGGATATGACGCGTTCCCGCATGGG
ATACGCGTGGAAAGCTCCGGCGGTGCAGGATGAGCCCGCGGCCTATCAGCTTGTTGGTGGGGTGATGGCCTACCAAGGCGACGAC
GGGTAGCCGGCCTGAGAGGGCGACCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATAT
TGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCGACGCCGCGTGAGGGATGACGGCCTTCGGGTTGTAAACCTCTTTCAGCAGGGAAGAA
GCGAAAGTGACGGTACCTGCAGAAGAAGCGCCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGCGCAAGCGTTGTCCG
GAATTATTGGGCGTAAAGAGCTCGTAGGCGGCTTGTCACGTCGGATGTGAAAGCCCGGGGCTTAACCCCGGGTCTGCATTCGATAC
GGGCAGGCTAGAGTTCGGTAGGGGAGATCGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGATATCAGGAGGAACACCGGTGGCGA
AGGCGGATCTCTGGGCCGATACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGT
AAACGTTGGGAACTAGGTGTGGGCGACATTCCACGTTGTCCGTGCCGCAGCTAACGCATTAAGTTCCCCGCCTGGGGAGTACGGCC
GCAAGGCTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGCGGAGCATGTGGCTTAATTCGACGCAACGCGAAGAACCTTA
CCAAGGCTTGACATACACCGGAAAACCCTGGAGACAGGGTCCCCCTTGTGGTCGGTGTACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTC
GTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTTCTGTGTTGCCAGCATGCCTTTCGGGGTGATGGGGACTC
ACAGGAGACTGCCGGGGTCAACTCGGAGGAAGGTGGGGACGACGTCAAGTCATCATGCCCCTTATGTCTTGGGCTGCACACGTGCT
ACAATGGCCGGTACAATGAGCTGCGAAGCCGTGAGGTGGAGCGAATCTCAAAAAGCCGGTCTCAGTTCGGAATGGGGGTCTGCAAC
TCGACCCCATGAAGTCGGAGTCGCTAGTAATCGCAGATCAGCATTGCTGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCG

TCACGTCACGAAAGTCGGTAACACCCGAAGCCGGTGGCCCAACCCTTGTGGAGGGAGCCGTCGAAGGTGGGACTGGCGATGGGAC
GA

Streptomyces
griseiniger

1455

70
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DBV-029

CTCAGGACGAACGCTGGCGGCGTGCTTAACACATGCAAGTCGAACGATGAACCGGTTTCGGCCGGGGATTAGTGGCGAACGGGTG
AGTAACACGTGGGCAATCTGCCCTGCACTCTGGGACAAGCCCTGGAAACGGGGTCTAATACCGGATATGACACGCTCCCGCATGGG
ATGCGTGTGGAAAGCTCCGGCGGTGCAGGATGAGCCCGCGGCCTATCAGCTTGTTGGTGGGGTGATGGCCTACCAAGGCGACGAC
GGGTAGCCGGCCTGAGAGGGCGACCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATAT
TGCACAATGGGCGAAAGCCTGATGCAGCGACGCCGCGTGAGGGATGACGGCCTTCGGGTTGTAAACCTCTTTCAGCAGGGAAGAA
GCGAGAGTGACGGTACCTGCAGAAGAAGCGCCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGCGCAAGCGTTGTCCG
GAATTATTGGGCGTAAAGAGCTCGTAGGCGGCTTGTCGCGTCGGATGTGAAAGCCCGGGGCTTAACTCCGGGTCTGCATTCGATAC
GGGCAGGCTAGAGTTCGGTAGGGGAGATCGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGATATCAGGAGGAACACCGGTGGCGA
AGGCGGATCTCTGGGCCGATACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGT
AAACGTTGGGAACTAGGTGTGGGCGACATTCCACGTCGTCCGCGCCGCAGCTAACGCATTAAGTTCCCCGCCTGGGGAGTACGGC
CGCAAGGCTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGCGGAGCATGTGGCTTAATTCGACGCAACGCGAAGAACCTT
ACCAAGGCTTGACATACACCGGAAACCTCTGGAGACAGGGGCCCCCTTGTGGTCGGTGTACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCT
CGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTTCTGTGTTGCCAGCATGCCTTTCGGGGTGATGGGGACT
CACAGGAGACTGCCGGGGTCAACTCGGAGGAAGGTGGGGACGACGTCAAGTCATCATGCCCCTTATGTCTTGGGCTGCACACGTG
CTACAATGGCCGGTACAATGAGCTGCGAAGCCGTGAGGTGGAGCGAATCTCAAAAAGCCGGTCTCAGTTCGGATTGGGGTCTGCAA
CTCGACCCCATGAAGTCGGAGTCGCTAGTAATCGCAGATCAGCATTGCTGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCC
GTCACGTCACGAAAGTCGGTAACACCCGAAGCCGGTGGCCCAACCCTTGTGGGGGGAGCCGTCGAAGGTGGGACTGGCGATTGGG
ACG

Streptomyces
sporoclivatus

1454

DBV-030

GCTCAGGACGAACGCTGGCGGCGTGCTTAACACATGCAAGTCGAACGATGAACCGGTTTCGGCCGGGGATTAGTGGCGAACGGGT
GAGTAACACGTGGGCAATCTGCCCTGCACTCTGGGACAAGCCCTGGAAACGGGGTCTAATACCGGATATGACACGCTCCCGCATGG
GATGCGTGTGGAAAGCTCCGGCGGTGCAGGATGAGCCCGCGGCCTATCAGCTTGTTGGTGGGGTGATGGCCTACCAAGGCGACGA
CGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGCGACCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATA
TTGCACAATGGGCGAAAGCCTGATGCAGCGACGCCGCGTGAGGGATGACGGCCTTCGGGTTGTAAACCTCTTTCAGCAGGGAAGAA
GCGAGAGTGACGGTACCTGCAGAAGAAGCGCCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGCGCAAGCGTTGTCCG
GAATTATTGGGCGTAAAGAGCTCGTAGGCGGCTTGTCGCGTCGGATGTGAAAGCCCGGGGCTTAACTCCGGGTCTGCATTCGATAC
GGGCAGGCTAGAGTTCGGTAGGGGAGATCGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGATATCAGGAGGAACACCGGTGGCGA
AGGCGGATCTCTGGGCCGATACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGT
AAACGTTGGGAACTAGGTGTGGGCGACATTCCACGTCGTCCGCGCCGCAGCTAACGCATTAAGTTCCCCGCCTGGGGAGTACGGC
CGCAAGGCTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGCGGAGCATGTGGCTTAATTCGACGCAACGCGAAGAACCTT
ACCAAGGCTTGACATACACCGGAAACCTCTGGAGACAGGGGCCCCCTTGTGGTCGGTGTACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCT
CGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTTCTGTGTTGCCAGCATGCCTTTCGGGGTGATGGGGACT
CACAGGAGACTGCCGGGGTCAACTCGGAGGAAGGTGGGGACGACGTCAAGTCATCATGCCCCTTATGTCTTGGGCTGCACACGTG
CTACAATGGCCGGTACAATGAGCTGCGAAGCCGTGAGGTGGAGCGAATCTCAAAAAGCCGGTCTCAGTTCGGATTGGGGTCTGCAA
CTCGACCCCATGAAGTCGGAGTCGCTAGTAATCGCAGATCAGCATTGCTGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCC
GTCACGTCACGAAAGTCGGTAACACCCGAAGCCGGTGGCCCAACCCTTGTGGGGGGAGCCGTCGAAGGTGGGACTGGCGATTGGG
ACGAA

Streptomyces
sporoclivatus

1457

71
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MEDIOS DE CULTIVO Y SOLUCIONES
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MEDIOS DE CULTIVO

AGAR GLUCOSA EXTRACTO DE LEVADURA EXTRACTO MALTA (GYM)

Extracto de malta (g)
Extracto de levadura (g)
Glucosa (g)
Carbonato de calcio (g)

Agar (g)
Volumen agua destilada (ml)

AGAR AVENA
Avena (g)
Sales traza (g)
Agar (9)
Volumen agua de llave (ml)
*pH=6.8
MEDIO BASAL

Fuente de nitrégeno (g)
Fuente de carbono (g)
K2HPO:s (g)
Sales traza (ml)

Agar (g)
Volumen agua destilada (ml)

AGAR NO ESPORULANTE

Almidén soluble (g)
Casaminoacidos (g)
Extracto de levadura (g)

Agar (9)
Volumen agua destilada (ml)

10
10
4
2
15
1000

20

15
1000

0,5

15
1000

20
20

15
1000



SOLUCIONES

SISTEMA DE BUFFERS ACIDO CIiTRICO Y FOSFATO DIBASICO DE SODIO

pH Acido Citrico 0,1 M (ml)

Fosfato dibasico de Sodio

(NazHPO4) 0,2 M (ml)
2,6 89,10 10,90
3,0 79,45 20,55
3,5 69,75 30,25
4,0 61,45 38,55
4,5 54,57 45,43
5,0 48,50 51,50
55 43,13 56,87
6,0 36,85 63,15
6,5 29,04 70,96
7,0 17,65 82,35
7,5 7,62 92,38

*Solucion con volumen de 100 ml

SISTEMA DE BUFFERS GLICINA E HIDROXIDO DE SODIO

REACTIVO CONCENTRACION pH 8.6 pH 9.6
Glicina 02M 50 ml 50 ml
Hidréxido de Sodio 02M 4 ml 224 ml

Diluir en 200 ml de agua destilada cada buffer
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BUFFERS PARA BIOLOGIA MOLECULAR
Realizar y esterilizar soluciones stock de EDTA 0.5 M, Glucosa 0.5 M, Tris-HCI 0.25 M

BUFFER DE EXTRACCION
REACTIVO CONCENTRACION
EDTA (pH8) 10 mM
Glucosa 50 mM
Tris-HCI (pH8) 25 mM

A partir de los stocks obtener el buffer con las concentraciones presentadas en la tabla

anterior al volumen deseado.

BUFFER TE 1X

REACTIVO CONCENTRACION
EDTA (pH8) 10 mM
Tris-HCI (pH8) 25 mM

A partir de los stocks obtener el buffer con las concentraciones presentadas en la tabla

anterior al volumen deseado.

BUFFER TBE 5X
REACTIVO CANTIDAD
Tris base 279
Acido Bérico 13.75g

Disolver en un volumen de agua destilada conocido, afiadir 10 ml de EDTA 0.5 M pH8, aforar

a 500 ml y esterilizar. Realizar una dilucién 1/10 para obtener Buffer TBE 0.5
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ANEXO C

FOTOGRAFIAS



CARACTERIZACION MACROSCOPICA

CRECIMIENTO DE ACTINOMICETES EN AGAR GYM

DBV-009 DBV-022 DBV-026

CRECIMIENTO DE ACTINOMICETES EN AGAR AVENA

DBV-009 DBV-022 DBV-026

CARACTERIZACION MICROSCOPICA

CADENA EN ESPIRAL COMPACTA (DBV-013)  CADENA RA (INCOMPLETA (DBV-018)
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RANGO DE CRECIMIENO EN FUNCION DEL pH
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RANGO DE CRECIMIENO EN FUNCION DE LA TEMPERATURA

4°C

CASCARILLA CELULOSA QUITINA

AMINOACIDOS COMO FUENTE DE NITROGENO Y CARBONO

ACIDO ASPARTICO ARGININA TIROSINA
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LEUCINA

LISINA
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CRECIMIENTO DE ACTINOMICETES EN AGAR NO ESPORULANTE
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ANEXO D

TABLAS DE COLORES



TABLA DE COLORES ACRILEX

Mates — Ref.: 04140, 041255 y 04106
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TABLA DE COLORES BRITISH STANDARD SPECIFICATION OF COLORS FOR IDENTIFICATION
CODING AND SPECIAL PURPOSES

172 Pale roundel blue

112 Arctic blue 101 Sky blue

103 Peacock blue

104 Azure blue 109 Middle blue 113 Deep Saxe blue

110 Roundel blue

105 Oxford blue

106 Royal blue
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216 Eau-de-Nil 210 Sky

217 Sea green

280 Verdigris green 283 Aircraft grey green

267 Deep chrome green 225 Light Brunswick green 285M NATO green

220 Olive green 241 (641) Dark green

298 Olive drab

226 Middle Brunswick green 223 Middle bronze green

227 Deep Brunswick green 224 Deep bronze green
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310 Primrose 367 Manilla

365 Vellum 353 Deep cream 369 Biscuit

352 Pale cream

..
]
o

384 Light strow

389 Camouflage beige 388 Beige 3568 Light buff

361 Light stone

320 (410) Light brown

337 (437) Very dark drab 499 Service brown



447 Salmon pink

414 Golden brown

411 Middle brown

436M Dark camouflage brown

412 Dark brown

445 Venetian red

454 Pale roundel red

542 Ruby

541 Maroon

797 Light violet



796 Dark violet

108 Aircraft blue 166 French blue 175 Light French blue 107 Strong blue

228 Emerald green 262 Bold green 221 Brilliant green 218 Grass green

309 Canary yellow 363 Bold yellow 355 Lemon 356 Golden yellow

568 (368) Apricot 557 Light orange

592 International orange 593 Rail red

6537 Signal red 564 Bold red 539 Currant red 538 Cherry



