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ABSTRACT 

 
The Ojo de Liebre Lagoon Complex Biosphere Reserve, is an essential habitat for migratory 
species such as the gray whale and various birds. This unique hypersaline environment is 
underexplored concerning its microbial diversity, particularly regarding actinobacteria, which 
are among the most prolific sources of bioactive compounds found in marine ecosystems. 
12 genomes of actinobacteria isolated from marine sediments of Laguna Ojo de Liebre 
(LOL) in B.C.S., Mexico. were analyzed. The genomes were classified into 3 genera; 
Actinomadura, Nocardiopsis and Micromonospora. Genomic mining revealed the presence 
of 314 Biosynthetic Gene Groups (BGCs) associated with secondary metabolism. The main 
BGCs categories found were terpenes, type I polyketides (T1PKS), non-ribosomal peptide 
synthetases (NRPS) and ribosomally synthesized post-translationally modified peptides 
(RiPPS). In addition, the patterns of Gene Cluster Families (GCFs) were observed, obtaining 
common categories among the genomes. Only 4 GCFs were assigned with production to 
known compounds (<1%). No GCFs were assigned to pathways responsible to produce 
known compounds, implying that the detected clusters could be responsible to produce 
several novel compounds. Also, the phylogenomic analysis suggests the presence of five 
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potential new actinobacteria species belonging to the genera Micromonospora and 
Nocardiopsis. Overall, the genomes of actinobacteria isolated from LOL sediments showed 
unknown secondary metabolites, highlighting their biotechnological potential in the 
production of uncharacterized compounds. 
 
Keywords: phylogenomics, genome mining, secondary metabolites, biosynthetic gene 
clusters, gene cluster family. 
 

RESUMEN  
 
La Reserva de la Biósfera Complejo Lagunar Ojo de Liebre, es un hábitat esencial para 
especies migratorias como la ballena gris y diversas aves. Este único entorno hipersalino 
está subexplorado en cuanto a su diversidad microbiana, especialmente en lo que respecta 
a las actinobacterias, que son una de las fuentes más prolíficas de compuestos bioactivos 
encontrados en los ecosistemas marinos. En esta investigación se analizaron 12 genomas 
de actinobacterias aisladas de sedimento marino de la Laguna Ojo de Liebre (LOL) en 
B.C.S., México. Los genomas se clasificaron en 3 géneros; Actinomadura, Nocardiopsis y 
Micromonospora. La minería genómica reveló la presencia de 314 Grupos de Genes 
Biosintéticos (BGCs, por sus siglas en inglés) asociados al metabolismo secundario. Las 
principales categorías de BGCs encontradas fueron terpenos, policétidos tipo I (T1PKS), 
péptido sintetasas no ribosomal (NRPS) y péptidos modificados postraduccionalmente y 
sintetizados ribosomalmente (RiPPS). Además, se observaron los patrones de Familias de 
Grupos de Genes (GCFs por sus siglas en inglés), obteniendo categorías comunes entre 
los genomas y solamente 4 GCFs se asignaron a la producción de compuestos conocidos 
(<1%). Ningún GCF se asignó a rutas responsables de la producción de compuestos 
conocidos, lo que implica que las agrupaciones detectadas podrían ser responsables de la 
producción de nuevos compuestos. La información filogenómica generada sugiere la 
presencia de cinco cepas candidatas a nuevas especies de actinobacteria del género 
Micromonospora y Nocardiopsis. Los genomas de las actinobacterias aisladas de los 
sedimentos de LOL mostraron metabolitos secundarios desconocidos, lo que resalta su 
potencial biotecnológico en la producción de compuestos no caracterizados. 
 
Palabras clave: filogenómica, minería genómica, metabolitos secundarios, grupo de genes 
biosintéticos, familia de grupos de genes. 
 
 
1. INTRODUCCIÓN 
 
El filo Actinomycetota es uno de los grupos más abundantes y diversos de bacterias Gram 
positivas en nuestro planeta (He et al., 2023; Barka et al., 2016). Está conformado 
generalmente por especies aerobias, y algunos géneros presentan la capacidad de formar 
esporas (Barka et al., 2016; Li et al., 2016; Silva et al. 2022). Actinomycetota caracteriza 
por presentar genomas de <0.5 hasta 15.0 Mbp con alto contenido de G+C (Seshadri et al., 
2022). El género Streptomyces ha sido muy estudiado y por ello, Hui y colaboradores (2021) 
han clasificado a las actinobacterias en dos subgrupos, aquellas que pertenecen al género 
Streptomyces y aquellas que no pertenecen a este género, y que se denominan  
“actinobacterias raras” (Hui et al., 2021). Estas últimas, a pesar de ser poco estudiadas y 
su baja frecuencia de aislamiento con respecto a Streptomyces, han cobrado importancia 
en el estudio de la producción de compuestos bioactivos como: antibióticos (ej. 
actinomicina, kanamicina, estreptomicina, cloranfenicol), antitumorales (doxorubicina y 
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daunorubicina), antifúngicos (kitamicina), bioherbicidas (spinosad), antiparasitarios 
(avermectina) y agentes inmunosupresivos (rapamicina) (Barka et al., 2016; Weber et al., 
2015). En particular, aquellas bacterias aisladas de ambientes extremos, las cuales se han 
asociado con la producción de una variedad de actividades biológicas (Hu et al., 2020). La 
secuenciación de ácidos nucleicos puede fortalecer la investigación de las capacidades 
metabólicas de las actinobacterias de ambientes extremos, no sólo con el propósito de 
caracterizarlas para su identificación taxonómica, sino para conocer a los genes 
responsables de la producción de metabolitos secundarios (MS) (Garavito et al., 2017; van 
Bergeijk et al., 2020).  
 
A casi 3 décadas de completar la secuenciación del primer genoma bacteriano, se han 
secuenciado y publicado en NCBI más de 330 millones de borradores y genomas completos 
de bacterias y arqueas (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/refseq/statistics/). En el grupo de las 
actinobacterias hay 58 mil genomas que se encuentran disponibles en bases de datos 
públicas, de los cuales destacan los géneros Streptomyces, Mycobacterium, 
Micromonospora y Actinoplanes. Sin embargo, el filo Actinomycetota se encuentra 
representado por menos del 10% del total de genomas publicados en bases de datos (ej. 
NCBI y GOLD) a la fecha (Kalkreuter et al., 2020; Mukherjee et al., 2023; Seshadri et al., 
2022; Zhang et al., 2020), lo que representa una valiosa oportunidad para enfocar esfuerzos 
en la secuenciación y análisis de genomas de actinobacterias que contribuyan al 
conocimiento del metabolismo secundario.  
 
Una de las principales ventajas que tiene la secuenciación completa de genomas es contar 
con todos los genes para poder realizar análisis filogenómicos más confiables para la 
clasificación taxonómica. Esto contrasta con el uso de solo un par de genes ribosomales o 
de copia única, como por ejemplo, 16s/23s ARNr, gyrB,  dnaA; que se han utilizado para la 
identificación y clasificación a nivel de género (Nouiou et al., 2018). La tasa de evolución 
individual no ha permitido en ocasiones diferenciar filogenéticamente entre especies 
cercanas (Lalucat et al., 2020). El análisis Multilocus de Secuencia (MLSA) involucra el uso 
simultáneo de múltiples genes constitutivos y ha sido una alternativa más confiable para la 
caracterización taxonómica a nivel de especie (Adamek et al., 2018; Alanjary et al., 2019; 
Lalucat et al., 2020). Es por ello que el empleo del genoma completo en la construcción de 
filogenias permite una visión más completa y precisa de la evolución de los organismos 
(Chun et al., 2018; Kim et al., 2022). En este contexto es posible realizar análisis 
taxonómicos robustos para determinar las similitudes en genomas completos como: la 
identidad de nucleótidos promedio (ANI) y la hibridación digital ADN-ADN (dDDH) (Muller 
and Epstein, 2012; Raina et al., 2019). Se ha hecho una transición natural hacia el uso de 
este tipo de herramientas bioinformáticas, debido a que son capaces de hacer predicciones 
más rápidas y precisas en comparación con técnicas como la hibridización que es un 
método laborioso y que requiere de equipos especializados y de mayor costo (ej. >95% de 
ANI corresponde al 70% de DDH) (Goris et al., 2007; Muller and Epstein, 2012). Es por ello 
que diversos grupos de investigación han utilizado análisis filogenómicos para la 
delimitación de nuevas especies bacterianas (Chun et al., 2018; Millán-Aguiñaga et al., 
2017; Parks et al., 2021). 
 
Otra ventaja de disponer del genoma completo de un microorganismo es la capacidad de 
explorar la diversidad de genes funcionales. Por ejemplo, la minería genómica permite la 
identificación de grupos de genes biosintéticos (Biosynthetic Gene Clusters, BGCs), lo que 
resulta fundamental para predecir la presencia de metabolitos secundarios (MS) con 
potencial biotecnológico (van Bergeijk et al., 2020). Los BGCs se encuentran organizados 
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en grupos de genes que se encuentran agrupados en los genomas de los microorganismos, 
los cuales codifican la maquinaria enzimática necesaria para la síntesis de MS. 
Comúnmente los BGCs se clasifican en función de la clase de compuestos que producen 
como: policétidos sintasas (PKS), sintetasas peptídicas no ribosómicas (NRPS), péptidos 
sintetizados ribosomalmente y modificados postraduccionalmente (RiPPs), terpenos, 
sacáridos, etc. (Arulprakasam and Dharumadurai, 2021; Naughton et al., 2017; Medema et 
al., 2014; Wang et al., 2023). 
 
Dos de las herramientas bioinformáticas más empleadas en la minería genómica de 
microorganismos son antiSMASH y BiG-SCAPE, las cuales se han empleado en la 
identificación de una gran cantidad de nuevos compuestos con actividad antibacteriana, 
antitumoral, antiinflamatoria, fungicida y antiviral (Manikkam et al., 2019; Zhang et al., 2020). 
Así mismo, existe la necesidad de caracterizar los BGCs con el fin de evaluar la diversidad 
y los mecanismos que llevan a su diversificación (Dat et al., 2022; Siro et al., 2022). Una 
opción es agrupar rutas biosintéticas que produzcan compuestos similares en familias de 
grupos de genes (Gene Cluster Family, GCF) mediante redes de similitud que permitan 
conducir a la priorización de nuevos BGCs (Adamek et al., 2018; Navarro-Muñoz et al., 
2020). De esta manera se busca evitar el redescubrimiento de MS en especies de 
actinobacterias ya conocidas. 
 
La producción de MS en actinobacterias se ha visto relacionada a varios factores, pero 
principalmente con el ambiente que colonizan. Los ambientes pueden tener diferentes 
condiciones, incluyendo aquellas que se consideran extremas o poco favorables para la 
sobrevivencia (altas o bajas temperaturas, salinidad, alcalinidad, etc.) como ocurre en 
lagunas hipersalinas, desiertos, regiones polares y las profundidades del océano (Hui et al., 
2021; Millán-Aguiñaga et al., 2019; Shivlata and Satyanarayana, 2015; Soldatou et al., 
2021). El interés por el descubrimiento de metabolitos secundarios novedosos ha llevado a 
un enfoque creciente en el aislamiento e identificación de actinobacterias raras de 
ambientes extremos (Hui et al., 2021; Jagannathan et al., 2021; Millán-Aguiñaga et al., 
2019; Shivlata y Satyanarayana, 2015; Soldatou et al., 2021), las cuales han desarrollado 
adaptaciones únicas que han resultado en su capacidad de producir nuevos metabolitos 
secundarios (Qin et al., 2019), como la diketopiperazina con actividad antibacteriana aislada 
de Nocardiopsis sp. SCA30 y las angluciclinas kumemicinones A-G de Actinomadura sp. 
KD439, ambas provenientes de sedimentos marinos en India (Siddharth et al., 2021; Zhang 
et al., 2019; Zhang et al., 2021). 
 
En México existen estudios que relacionan el aislamiento de actinobacterias raras de 
ambientes extremos e inexplorados con el perfil del metabolismo secundario y su potencial 
biotecnológico (Cardoso-Martínez et al., 2015; Torres-Beltrán et al., 2012; Zamora-Quintero 
et al., 2022). Trabajos como el de Fernández-López et al. en 2022 realizados en las 
profundidades del Golfo de México, lograron identificar más de 2000 secuencias de genes 
candidatos PKS I en metagenomas que incluyen diferentes filos (entre ellos Actinobacteria); 
sugiriendo que los sedimentos marinos de esta región son una fuente rica y diversa de este 
tipo de genes que podrían ser explorados en la búsqueda de nuevas rutas que codifican a 
nuevos MS. Zamora-Quintero et al. (2022) a partir de muestras de sedimento de la laguna 
hipersalina Ojo de Liebre en México identificó distintos géneros de actinobacterias, 
incluyendo Actinomadura, Nocardiopsis, Micromonospora, Plantactisnospora y 
Streptomyces. En particular, los géneros Micromonospora y Actinomadura presentaron 
actividad anticancerígena que revela el potencial de posibles nuevas rutas biosintéticas. 
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Por lo que el presente trabajo, se enfoca en el análisis filogenómico y de minería genómica 
de 12 genomas aislados de dicho estudio que presentaron actividad anticancerígena. 
2. METODOLOGÍA 
 
2.1. Selección de cepas de actinobacterias, extracción de ADN y secuenciación 
 
Del estudio de Zamora et al., 2022, se seleccionaron 12 cepas de actinobacterias con 
actividad anticancerígena para su secuenciación genómica. La extracción se realizó 
utilizando el método de fenol-cloroformo utilizado en Ziemert et al., 2014. El ADN extraído 
se envió al Centro Genómico de la Universidad de California, San Diego (IGM-UCSD) para 
su secuenciación utilizando la plataforma Illumina HiSeq 4000 (2x100 pb).  
 
2.2. Análisis bioinformático de los genomas de actinobacterias 
 
La calidad de las secuencias de los 12 genomas fue analizada mediante el programa 
FastQC (http://www.bioinformatics.bbsrc.ac.uk/projects/fastqc). Las lecturas de mala 
calidad y los adaptadores fueron removidos utilizando el programa BBDuk, utilizando las 
modificaciones de calidad de Phred igual a 20, un número de kmers igual a 23 y un mínimo 
de 11 kmers, con un máximo de 1 desajuste (Bushnell, 2014). El ensamble de novo fue 
realizado utilizando Shovill (Seemann, 2017) y su calidad fue verificada con el programa 
CheckM (Parks et al., 2015). La anotación funcional se hizo con el programa Prokka 
(mincontiglen= 200) (Seemann, 2019). 
 
2.3. Análisis filogenómico 
 
Para la asignación taxonómica de los genomas se realizaron diferentes aproximaciones: se 
realizó una clasificación utilizando la Genome Taxonomy Database (GTDB), a través del 
GTDB toolkit (GTDB-tk) v1.7.0 (Chaumeil et al., 2019). Se empleó la base de datos 
EZBiocloud (Yoon et al., 2017) para identificar las cepas tipo que han sido descritas y que 
cuentan con mayor porcentaje de similitud basado en el gen ribosomal 16S rARN. En esta 
selección se incluyeron 229 cepas tipo y de los genomas se extrajo el gen 16S ARNr 
utilizando el programa Barnnap (Seemann, 2014). Posteriormente se generó un 
alineamiento con las secuencias extraídas utilizando el programa MAFFT (Katoh et al., 
2013) y el árbol filogenético se generó utilizando el método máxima verosimilitud con el 
programa iQtree v1.6.12 (Minh et al., 2020), utilizando 1000 réplicas y el parámetro 
ModelFinder (Kalyaanamoorthy et al., 2017) para conocer el mejor modelo de sustitución 
nucleotídica (GTR+F+R8). Otra aproximación fue realizar un análisis multilocus de 
secuencia (MLSA) basado en la concatenación de 100 genes conservados utilizando el 
programa AutoMLST (Alanjary et al., 2019). Para hacer la selección de los genomas de 
referencia para el MLSA, se consideraron dos criterios: 1) la similitud con base en el árbol 
filogenético del gen 16S ARNr y de GTDB-tk y 2) disponibilidad del genoma completo en 
las bases de datos. Se incluyeron un total de 52 genomas (39 genomas de cepa tipo con 
mayor similitud, 12 genomas de estudio y grupo externo). Se utilizó el programa IQtree 
v1.6.12 (Minh et al., 2020) para generar el árbol filogenético utilizando el método de máxima 
verosimilitud con 1000 réplicas y el mejor modelo de sustitución fue utilizado con base en 
ModelFinder (TVM+F+R10). 
 
La última aproximación fue utilizar el índice promedio de nucleótidos (ANI) e Hibridación 
digital DNA-DNA (dDDH). El ANI se calculó utilizando el programa en línea de comandos 
FastANI (Jain et al., 2018), mientras que la hibridación digital DNA-DNA fue calculada con 
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la herramienta GGDC (http://ggdc.dsmz.de) utilizando el método BLAST+ (Meier-Kolthoff et 
al., 2013). 
 
2.4. Minería genómica 
 
Para predecir los BGCs en los 12 genomas se realizó un análisis de minería genómica 
utilizando el programa Antibiotics and Secondary Metabolite Analysis Shell (antiSMASH) 
versión 6.0 (Blin et al., 2021). Se incluyeron los parámetros extendidos de MIBiG cluster 
comparison, Cluster Pfam analysis y ClusterBlast, que permiten identificar BGCs similares 
y comparar los BGCs con las bases de datos de Pfam (Mistry et al., 2021), MIBiG (Terlouw 
et al., 2023) y antiSMASH (Blin et al., 2021).  
 
Para evitar una sobre estimación en el número de BGCs, se realizó una revisión manual de 
los resultados de antiSMASH. Cuando no fue posible la asignación de clases de BGCs se 
realizaron los siguientes pasos: 1) se revisó que los BGCs no se encontraran fragmentados, 
2) se buscó que los genes centrales se encontraran presentes en los BGCs para cada clase, 
3) para los BGCs que no fueron asignados a una clase específica, se utilizó un criterio de 
similitud >50% para clasificarlos y 4) aquellos BGCs que no cumplieron con los criterios 
anteriores fueron asignados en la categoría de “Otros”. Además, se consideraron BGCs 
únicos a aquellos que pertenecen a una clase específica pero no presentaron relación con 
la predicción de moléculas reportadas en la base de datos de antiSMASH. Con los 
resultados obtenidos se construyó una matriz de presencia de BGCs por genoma y se 
visualizó utilizando el programa Circos (Krzywinski, et al., 2009). 
 
2.5. Comparación de rutas biosintéticas 
 
El agrupamiento en familias de BGCs entre los genomas se llevó a cabo utilizando el 
programa BiG-SCAPE, con el modo de alineación del subcluster común más largo (glocal) 
(Navarro-Muñoz et al., 2020). Las GCFs se ordenaron en una matriz de ausencia/presencia 
para visualizar los patrones de distribución, utilizando la paquetería ggplot2 (Wickham, 
2016) en Rstudio (Racine, 2012). 
 
2.6. Números de acceso 
 
Las secuencias de los genomas se encuentran depositadas en NCBI con la siguiente 
información de proyecto BioProjectID PRJNA1161731, con los números de acceso de 
SAMN43789094 a SAMN43789105. 
 
 
3. RESULTADOS 
 
En el presente estudio se analizaron 12 genomas de actinobacterias aisladas de sedimento 
marino de la Laguna Ojo de Liebre (LOL) en B.C.S., México. Los tamaños de los genomas 
oscilaron entre 6.1 a 9.2 Mbp, los contigs entre 134 a 445 y con porcentaje de completitud 
mayor al 98.95%. El porcentaje de GC estuvo en un rango de 64 a 72%, con un rango de 
genes de codificación (CDS) entre 5680 a 8638 (Tabla 1). 
 
Tabla 1. Características generales de los 12 genomas de actinobacterias aisladas de 
sedimento marino. 

http://ggdc.dsmz.de/


 
 

Carreón-Gaxiola et al. / Mexican Journal of Biotechnology 2025, 10(1):1-35 
7 

 

Table 1. General characteristics of the 12 actinobacterial genomes isolated from marine 
sediments. 

ID-genomas Género Contigs 
 

%GC 
 

Genes CDS 
Tamaño 

de 
genoma 

(Mb) 

Completitud 
(%) 

LOL-011 Actinomadura 445 64 8638 8505 9.2 
100 

LOL-016 Actinomadura 229 70 8621 8488 9.2 
100 

LOL-012 Nocardiopsis 159 70 4699 4610 5.1 
100 

LOL-024 Micromonospora 244 69 5712 5620 6.1 
100 

LOL-025 Micromonospora 169 72 6370 6222 7.2 
100 

LOL-013 Micromonospora 136 70 5680 5551 6.2 
99.47 

LOL-014 Micromonospora 134 69 5735 5599 6.2 
99.47 

LOL-015 Micromonospora 248 69 5856 5717 6.3 
99.47 

LOL-021 Micromonospora 201 68 6220 6128 6.8 
98.95 

LOL-023 Micromonospora 233 69 6305 6155 6.8 99.47 
LOL-027 Micromonospora 164 69 5730 5571 6.2 99.47 
LOL-028 Micromonospora 177 69 5715 5555 6.2 99.47 

 
 
3.1. Identificación filogenética de los genomas 
 
Los resultados de la identificación filogenética con el análisis del gen 16S rRNA, mostraron 
que los 12 genomas se agrupan con 3 géneros: Actinomadura (2 genomas), Nocardiopsis 
(1 genoma) y Micromonospora (9 genomas), con un alto porcentaje de similitud (>99%) 
respecto a las cepas tipo más cercanas. Particularmente, los genomas afiliados al género 
Micromonospora mostraron similitudes del 99.93% en el gen 16S ARNr con 
Micromonospora spongicola S3-1, 99.72% con Micromonospora phaseoli CGMCC y 
99.79% Micromonospora citrea DSM. En el caso de los genomas afiliados al género 
Actinomadura tuvieron un porcentaje de similitud del 99.93% con Actinomadura cremea 
JCM, y para el género Nocardiopsis se mostró un porcentaje de similitud del 99.73% con 
Nocardiopsis fildesensis GW9-2. El árbol filogenético del gen 16S ARNr agrupó los 9 
genomas de Micromonospora en 3 distintos clados; donde los genomas de LOL-013, LOL-
014, LOL-015, LOL-021, LOL-023, LOL-027 y LOL-028 forman un clado entre ellas y se 
agrupan con los genomas más cercanos de M. spongicola, M. caldifontis y M. 
zhanjiangensis. Por otro lado, LOL-024 se encuentra en un clado con M. phaseoli y 
agrupada con M. qiuiae; mientras que el genoma de LOL-25 se encuentra en un clado con 
M. chaiyaphumensis y M. citrea. Los genomas de Actinomadura LOL-011 y LOL-016 se 
encuentran formando un clado entre ellas agrupadas con la cepa A. cremea, mientras que 
el genoma de Nocardiopsis LOL-012 se encuentra formando un clado con N. fildesensis y 
N. algeriensis (Fig. S1). Cabe mencionar que los resultados obtenidos por GTDB-tk también 
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clasifican a 9 de los genomas como cercanos al género Micromonospora, 1 genoma al 
género Nocardiopsis y 2 genomas al género Spirillospora, es por ello que se agregó este 
género en los árboles filogenéticos para futuras comparaciones con el género 
Actinomadura.  
 
Utilizando la aproximación de análisis multilocus en los genomas, se obtuvo un árbol 
filogenético con topología similar al gen 16S ARNr pero con mayor valor de soporte en los 
clados de los genomas de estudio (soporte de 100%) (Fig. 1, Fig. S1). Se observa la división 
en 3 subclados (a, b y c) en el género Micromonospora. El subclado “a” está conformado 
por 7 genomas (LOL-013, 014, 015, 021,023, 027 y 028) con el genoma de referencia más 
cercano M. pattaloongensis. Los clados “b” y “c” se encontraron constituidos por un genoma 
cada uno, siendo los genomas de referencia más cercanos M. phaseoli (LOL-024; subclado 
b) y M. echinosfusca (LOL-025; subclado c), respectivamente (Fig. 1). Por otro lado, los 
genomas del grupo de las Actinomadura formaron un clado agrupado con el genoma de 
referencia A. cremea con un valor de soporte de 100%, mientras que el genoma 
perteneciente al género Nocardiopsis se encontró formando un clado con el genoma de 
referencia Nocardiopsis sp. CNT-312 agrupadas con el genoma de referencia Nocardiopsis 
lucentensis (Fig. 1) con un valor de soporte de 100%. 
 
En cuanto a la aproximación filogenómica de la métrica ANI se observó que para el género 
Micromonospora los valores oscilaron entre 80% a 93%, por debajo del valor de corte de 
delimitación de especies (95%). En particular el clado “a” de los genomas de 
Micromonospora se observa una separación de tres especies basado en valor de corte por 
debajo del 95% de ANI comparado con los genomas de cepa tipo más cercanas; esto 
también se observa para el clado “b” y “c”, con valores de ANI por debajo del 95% 
comparado con los genomas más cercanos (Fig. 2). En comparación, los valores ANI para 
los géneros Nocardiopsis y Actinomadura se encontraron igual o por encima del valor de 
corte entre un 95% a 97%, respectivamente (Tabla S1). La aproximación de dDDH digital 
mostró valores por debajo del valor de corte (70%), que corresponde a la delimitación de 
especies en los genomas de Micromonospora y Nocardiopsis con valores de 27.64% y 
61.30%, respectivamente. En el caso del género Actinomadura mayores al 70% con 
respecto al genoma más cercano (Tabla S1). 
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Fig. 1. Árbol filogenético de máxima verosimilitud basado en 100 genes constitutivos 
utilizando la herramienta autoMLST. Los clados se encuentran coloreado por su respectivo 
código de color: Grupo externo (amarillo), Nocardiopsis (morado), Actinomadura (rojo), 
Spirillospora albida (azul) y Micromonospora (verde). Se muestra definido el conjunto de 
subclados de Micromonospora (a, b y c). Los rombos negros (♦) indican los valores de 
soporte al 100%, los cuadrados (□) indican valores de soporte de 80-99% y los círculos (○) 
indican valores de soporte de 70-79%. Los colores de la barra derecha indican los hábitats 
de origen de los genomas; café (suelo), gris (sedimento), rojo (clínico), naranja (animal), 
verde (planta) y azul (acuático). 
 
Fig. 1. Maximum likelihood phylogenetic tree constructed with the autoMLST tool. Clades 
are colored by their respective color: outgroup/yellow, Nocardiopsis/purple, 
Actinomaruda/red, Spirillospora albida/blue, and Micromonospora/green. Black diamonds 
(♦) indicate 100% bootstrap support values, squares (□) indicate bootstrap support values 
of 80-99% and circles (○) indicate bootstrap support values of 70-79%.  The colors on the 
right bar indicate the habitats of origin of the genomes; brown/soil, gray/sediment, 
red/clinical sample, orange/animal, green/plant and blue/aquatic. 
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Fig. 2. Mapa de calor de las comparaciones de los valores por arriba del 90% de ANI de los 
genomas En ambos ejes se utiliza el árbol MLSA para visualizar las comparaciones. En el 
árbol se muestra el clado de Nocardiopsis de color morado, Actinomadura en rojo y 
Micromonospora en verde. En círculos rojos se muestran los genomas de estudio.  
 
Fig. 2. Heatmap of ANI values above 90% between the MLSA phylogeny genomes 
comparison. In the phylogenetic tree the Nocardiopsis Clade is shown in purple, 
Actinomadura in red and Micromonospora in green. In red circles the genomes from this 
study are marked. 
 
3.2. Minería genómica de rutas de genes biosintéticos 

Los análisis de antiSMASH mostraron la presencia de un total de 314 BGCs en los 12 
genomas de estudio. Para los genomas del género Micromonospora se identificaron un 
máximo de 30 BGCs (LOL-025), para los genomas del género Actinomadura se 
identificaron 29 BGCs (LOL-011 y LOL-016) y para el género Nocardiopsis 22 BGCs. 
Además, de acuerdo con la longitud de la región de los BGCs identificados se estimó que 
hasta un 8.9% de los genomas evaluados se encuentra asociado al metabolismo 
secundario. Se observó que los géneros que presentaron mayor número de clases de BGCs 
fueron Actinomadura y Micromonospora, con 13 y 12 clases respectivamente. 
 
Las principales clases de BGCs compartidas entre genomas corresponden a: terpenos, 
policétidos tipo I (T1PKS), péptidos sintetizados no ribosomalmente (NRPS) y péptidos 
modificados postraduccionalmente y sintetizados ribosomalmente (RiPPS); así como los 
terpenos, T1PKS, NRPS, RiPPs-like y terpenos fueron los de mayor abundancia entre los 
genomas con un promedio de tres BGCs para cada clase (Fig. 3). En particular, el genoma 
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de Micromonospora LOL-025 contó con la mayor cantidad de BGCs (12) relacionados con 
la categoría de NRPS (Fig. 3). Además, la categoría T1PKS se observó en 11 de los 
genomas analizados, solo LOL-024 no contó con ningún BGC de esta categoría. Por otro 
lado, las categorías con menor abundancia de BGCs fueron: Rantipéptidos, Furano, 
Tioamitido, Tiopéptido, Aminoglucósido (amglyccycl) y Lasso péptido (Fig. 4). 
Particularmente, la categoría de Amglycccycl y Thiopeptide-LAP solo se encontraron 
presentes en genomas del género Micromonospora y en el caso de los genomas del género 
Actinomadura se observaron únicamente Thioamitides y Cofactor-Redox. Cabe mencionar 
que la categoría de Lassopéptido fue compartida entre los géneros de Actinomadura y 
Nocardiopsis; mientras que las categorías de Rantipeptido y Furano contaron con un solo 
BGC en Micromonospora (LOL-021) y Nocardiopsis, respectivamente.  
 

 
Fig. 3. Diversidad de BGC en los 12 genomas de estudio, ordenado por mayor abundancia 
de ruta metabólica. El color de los listones representa el tipo de ruta metabólica y la anchura 
representa el número de BGC de cada ruta metabólica. 
 
Fig. 3. BGC diversity of the 12 genomes ordered by the highest metabolic pathway 
abundance in the 12 actinomycete strains. The color of the bands represents the type of 
metabolic pathway and the width represents the number of BGCs in each metabolic pathway 
in each genome. 
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Fig. 4. Diversidad de BGC en los 12 genomas de estudio, ordenado por menor abundancia. 
El color de los listones representa el tipo de ruta metabólica y la anchura representa el 
número de BGC de cada ruta metabólica. 
 
Fig. 4. BGC diversity of the 12 genomes ordered by the lowest abundance. The color of the 
bands represents the type of metabolic pathway and the width represents the number of 
BGCs in each metabolic pathway. 
 
Respecto a los resultados de redes de similitud utilizando BiG-SCAPE mostraron la 
agrupación de los BGCs en GCFs en donde se identificaron un total de 1074 entre todos 
los genomas analizados del árbol MLSA (235 GCF entre los 12 genomas). Se dividieron en 
8 diferentes categorías: híbridos de PKS-NRP (65), NRPS (260), PKS (139), Terpenos 
(113), RiPPs (151), PKSI (150), Sacáridos (27) y otros (169). La categoría NRPS fue la que 
mostró la mayoría (80%) de GFCs identificados entre los géneros. En cuanto a los GCFs 
formados entre géneros, no se observó la formación de ninguna familia. Sin embargo, entre 
genomas del mismo género sí se observaron agrupaciones. En particular, el género 
Micromonospora mostró la mayor agrupación de familias entre los BGCs analizados, 
correspondiente a un 6.7% del total de GCFs observadas. Por su parte, para el genoma 
LOL-028, perteneciente al subclado “a” de Micromonospora, se observó que todos sus 
BGCs formaron GCFs exclusivamente con los genomas de este subclado, lo que resalta la 
similitud y especificidad genética existente dentro de este subclado.  
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En general, se identificaron 3 GCF con coincidencias en la base de datos de MIBiG dentro 
las categorías de Otros y Otros-PKS. Específicamente, el GCF de la categoría de Otros se 
encontró integrado por los genomas LOL-024, LOL-025, M. chersina y M. sediminaris con 
relación al BGC de Desferrioxamine E de Streptomyces sp. (ID38640) (Sosio et al., 2018). 
En la clase de Otros-PKS se encontró un GCF conformado únicamente por LOL-023 
relacionado al BGC de Saquayamaycin Z aislado de Micromonospora sp. Tu 6368 (Erb et 
al., 2009). Los genomas de LOL-023 y LOL-025 se encontraron relacionados con un GCF 
431 (Awakawa et al., 2011) y agrupado con otras 11 especies de Micromonospora (M. 
auratinigra, M. inositola, M. olivasterospora, M. rhizosphaerae, M. halophytica, M. coxensis, 
M. marina, M. echinaurantiaca, M. yangpuensis, M.polyrhachis, M. pisi). 
 
Para los genomas de Actinomadura LOL-011 y LOL-016, todos sus BGCs formaron 
únicamente GCFs entre ellos; particularmente en la categoría de Híbridos de NRPS-PKS 
se encontró una coincidencia en las bases de datos con el compuesto Maduropeptin 
formando un GCF con la cepa de referencia Actinomadura madurae. Por su parte, en el 
genoma Nocardiopsis LOL-012, ningún GCF tuvo relación de similitud con lo conocido en 
las bases de datos, ni tampoco tuvo GCF compartidos con otros géneros. A pesar de esto, 
formó familias principalmente con el genoma de referencia Nocardiopsis sp. CNT-312, con 
el que compartió 13 familias, en las categorías de NRPS (4), RiPPS (3), PKSI (2), Terpeno 
(1) y Otras (3). Además, solamente compartió un GCF en la categoría de “Otros” con los 
genomas de referencia N. dassonvillei, N. aegyptia, N. sp. NRRL B-16309, N. lucentensis y 
N. sp. CNT-312. 
 
En cuanto a la comparación de los patrones de distribución de los GCFs entre genomas de 
cada uno de los géneros (Fig. 5), se utilizó la distribución de filogenia del árbol de MLSA. 
Particularmente, se observó que los genomas del subclado “a” tuvieron la formación de un 
GFC en la categoría de Terpenos, exceptuando a LOL-023. Particularmente, en este 
subclado el genoma LOL-023 al igual que M. pattaloongensis no contaron con GCF en la 
categoría Otros-PKS. De manera similar, LOL-014 y LOL-013 no presentaron ningún GCF 
relacionado con la clase de Sacáridos. Con respecto al subclado “b” se observaron los 
contrastes en los patrones de distribución. Específicamente, se observó que LOL-024 
carece de GCF en la categoría de PKSI. Cabe señalar que LOL-024 presenta GCFs 
exclusivos en comparación con M. phaseoli, específicamente en las clases de Sacáridos 
(1) y RiPPs (7). También, en el subclado “c” se observaron discrepancias, por ejemplo 
únicamente en la clase RiPPs, LOL-025 exhibió la presencia de 3 GCFs que no se 
encontraban en su homólogo más cercano, M. echinofusca.  

 
Con relación al clado de Actinomadura, los patrones de distribución de GCF fueron iguales 
entre LOL-011 y LOL-016, compartiendo todos sus GCFs (32). Mientras que respecto a su 
homólogo más cercano (A. cremea), solo comparte 15 GCF. Los patrones de distribución 
en los genomas de Nocardiopsis no formaron un GCF relacionado con la clase Sacáridos, 
excepto N. dassonvillei. Mientras que los genomas de Nocardiopsis. sp. NRRL B.16309, 
Nocardiopsis. sp CNT-312 y LOL-012 no contaron con GCFs de las clases Híbridos 
PKS/NRPS. Asimismo, el genoma LOL-012 contó con un GCF en la clase Otros PKS que 
su homólogo más cercano Nocardiopsis. sp CNT-312. 
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Adicionalmente, se comparó entre GCFs de los géneros con respecto a otros genomas 
presentes en el estudio. Se observó la presencia de tres grupos, cada uno representativo 
de un género específico. Puntualmente, en el género Nocardiopsis, se determinó que con 
la especie filogenéticamente más cercana comparte un 13% de GCF, marcando la máxima 
correlación en este grupo. En el caso del género Actinomadura, se destacó una asociación 
completa entre los genomas LOL-011 y LOL-016, alcanzando un 100% de coincidencia en 
sus GCFs. Adicionalmente, ambos genomas compartieron GCFs con el genoma A. cremea 
en un 32%. 

 

 
Fig. 5. Presencia/ausencia de GCFs en los géneros Micromonospora, Actinomadura, 
Nocardiopsis. Las columnas en la matriz corresponden a la clase dadas por BiGSCAPE y 
las filas a los genomas organizados con base en filogenia de MSLA. La ausencia de cada 
clase se muestra en blanco y la presencia de cada clase se encuentra coloreada de acuerdo 
con el código de color que se muestra en la imagen 
 
Fig. 5. Presence/absence of GCFs in the genera Micromonospora, Actinomadura, 
Nocardiopsis. The columns in the matrix correspond to the class given by BiGSCAPE and 
the rows to the genomes organized based on MSLA phylogeny. The absence of each class 
is shown in white, and the presence of each class is colored according to the color key 
shown. 
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Fig. 6. Mapa de calor de comparaciones de GCFs entre géneros de actinobacterias. Los 
genomas están ordenados en ambos ejes de acuerdo con el orden del árbol MLSA. La 
escala de 1-100 representa el porcentaje de GCFs compartidos. En donde las 
comparaciones son igual a 0 se muestran en gris. 
 
Fig. 6. Heat map image of GCF comparisons between actinobacterial genera. Genomes are 
sorted on both axes according to MLSA order. The scale of 1-100 represents the percentage 
of shared GCFs. Where comparisons are equal to 0 they are shown in gray. 
 
Con respecto al género Micromonospora, se observó que el porcentaje de GCFs 
compartidos fue superior al 50% entre los genomas más cercanos (LOL-015, LOL-014, 
LOL-028, LOL-027 y LOL-013). Sin embargo, al incorporar al análisis a LOL-021, un 
genoma más distante con respecto al grupo anteriormente mencionado, el porcentaje se 
redujo a un 36% de GCF compartidos y al agregar a LOL-023 el porcentaje también se 
redujo a un 21% de GCF compartidos. Además, la comparación del subclado “a” con 
respecto al genoma de referencia filogenéticamente más cercano de M. pattaloongensis, 
solamente se compartieron un 3% de GCF. Por otro lado, el subclado “b” y “c” compartieron 
entre ellas un 13%, y con sus genomas de referencia más cercanos M. phaseoli y M. 
echinofusca un 26% y un 30%, respectivamente. Lo anterior sugiere que existe una cierta 
diversidad genética en la que entre mayor sea la distancia filogenética que existe entre 
genomas, comparten menos GCF. Por lo que, esto enriquece nuestra comprensión de las 
relaciones genómicas dentro de los géneros estudiados, ofreciendo una visión detallada de 
las similitudes y posibles diferencias funcionales entre los genomas.  
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4. DISCUSIÓN 
 
La secuenciación y análisis de genomas se ha convertido en una herramienta de gran uso 
para la clasificación taxonómica y filogenética de bacterias, para poder comprender las 
relaciones evolutivas y su diversidad genética. García-López et al. (2019) y Lalucat et al. 
(2020) resaltan la importancia de estas clasificaciones para aclarar las relaciones 
taxonómicas y reorganizar las especies dentro de los géneros utilizando genomas. 
Específicamente, estas clasificaciones resultan cruciales para asignaciones taxonómicas 
precisas, siendo particularmente relevantes en el caso del descubrimiento de nuevas 
especies bacterianas (von Meijenfeldt et al., 2019). En este estudio el análisis inicial de 
identificación del gen 16S ARNr y los análisis filogenómicos demostraron ser herramientas 
útiles durante la clasificación taxonómica y filogenética de los genomas de este estudio, 
utilizando las cepas tipo más cercanas filogenéticamente en el gen 16S ARNr. Por ejemplo, 
esto permitió la diferenciación de los genomas LOL-011 y LOL-016 entre los géneros 
Spirillospora y Actinomadura, que anteriormente se ha reportado la estrecha relación que 
existe entre ellos. Por lo que estudios genómicos son necesarios para aclarar este tipo de 
relaciones (Nouioui et al., 2018; Zhang et al., 2001) y resultan esenciales para una 
comunicación efectiva de los resultados científicos, y también contribuyen de manera 
significativa a la robustez y claridad del marco taxonómico en la investigación bacteriana 
(Parks et al., 2019). 
 
Estudios del gen 16S ARNr han puesto en evidencia las limitaciones de este método en la 
designación a nivel de especies debido a su alto grado de conservación; a pesar de este 
grado de similitud, diferenciaciones nucleotídicas del gen 16S rARN han revelado, que una 
sola base en regiones variables puede revelar nuevas especies (Cho et al., 2020; Mateo-
Estrada et al., 2019; Millán-Aguiñaga et al., 2017). Por lo que es necesario utilizar análisis 
complementarios como multilocus, ANI, y dDDH para determinar a mayor precisión la 
identificación de actinobacterias, así como otras bacterias (Baig et al., 2021; Mohamad 
Naim et al., 2022). Por ejemplo, anteriormente se consideraba 98.7% de similitud en el gen 
16S ARN, como valor de corte para delimitar especies (Stackebrandt and Eberts, 2006). 
Actualmente, esta regla se ha modificado y no es aplicable a todos los géneros (ej. 
Salinispora, Micromonospora y Bacillus), ya que basta con cambios de un solo nucleótido 
en su secuencia para asignar nuevas especies (Román-Ponce et al., 2020; Pinto-Almeida 
et al., 2021; Said Hassane et al., 2020). En los 12 genomas de este estudio se tuvieron 
valores >99% de similitud en el gen 16S ARNr, por lo que análisis complementarios como 
el MLSA aunadas a métricas como ANI y dDDH, resultaron esenciales para realizar una 
correcta delimitación de las especies (Alanjary et al., 2019; Lalucat et al., 2020). Los 
genomas de estudio sugieren con base en los análisis de MLSA, ANI y dDDH (ANI <80% y 
dDDH ~21%) que los 9 genomas de Micromonospora, pueden representar 5 cepas 
candidatas a nuevas especies. Por lo que sugerimos es necesario realizar análisis 
fenotípicos detallados incluyendo evaluaciones quimiotaxonómicas y fisiológicas, además 
de una reconstrucción filogenética del núcleo de los genomas y para poder concluir si en 
efecto se pudieran proponer nuevas especies.  
 
En el caso de los genomas de Actinomadura y Nocardiopsis, éstos se encontraron por 
encima de los valores de corte de ANI y dDDH en la delimitación de las especies con 
respecto a sus genomas de referencia más cercanos de Actinomadura cremea 
(Preobrazhenskaia et al., 1975) y Nocardiopsis luncentensis (Yassin et al., 1993). Se logró 
confirmar mediante los resultados filogenómicos que ambos genomas del género 
Actinomadura se agrupan con la especie Actinomadura cremea, lo que se asignó 
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previamente por Zamora et al. (2022) utilizando solo el gen 16S ARNr. En lo que respecta 
al genoma afiliado al género Nocardiopsis, los resultados de ANI (>95%) mostraron que la 
cepa Nocardiopsis. sp CNT-312 (Schorn et al., 2016) fue la especie más cercana 
filogenéticamente al nivel jerárquico de especie; sin embargo, el análisis de dDDH con un 
valor de 61.30, sugiere delimitarla como nueva especie. Este tipo de resultados, donde los 
valores de corte de dDDH y ANI están por debajo o se encuentra muy cercano del valor 
límite, ha sido reportado en recientes estudios en genomas de actinobacterias como 
Micromonospora y Rhodococcus (Abdel-Mageed et al., 2021; Riesco et al., 2018; Thomson 
et al., 2020). Es importante hacer mención que las diferencias reportadas en los índices 
también se pueden deber al método utilizado para su cálculo. Por lo que se debe de tomar 
en consideración este tipo de diferencias a la hora de reportar una posible diferenciación 
genética entre genomas a nivel de especie. Además, dada la amplia diversidad genética y 
evolutiva de las bacterias, se recomienda considerar la historia evolutiva de los taxones 
(Palmers et al., 2020; Riesco et al., 2018; Thomson et al., 2020). Debido a lo antes 
mencionado y a los resultados filogenéticos de este estudio, sería adecuado realizar más 
estudios entre el genoma de Nocardiopsis sp. (LOL-012) y Nocardiopsis sp. (CNT-312).  
 
Con minería genómica fue posible obtener los perfiles genómicos asociados a metabolismo 
secundario  que nos permite predecir el tipo de compuesto que las cepas de estudio podrían 
tener la capacidad de producir y que además pudieran tener propiedades bioactivas 
(Gregory et al., 2019). Para el género Micromonospora se han reportado una gran 
diversidad BGCs. Por ejemplo, recientemente Yang et al. (2021) para cepas de 
Micromonospora aisladas de una esponja marina (Craniella sp.) reportaron un total de 22 
BGCs en la cepa M. craniellae LHW63014T, en comparación al máximo de 30 BGCs 
observados en este estudio para el mismo género. Se ha observado que las bacterias 
simbiontes tienen un tamaño de genoma reducido debido a que han modificado 
principalmente sus rutas metabólicas para complementar algunas particularidades de la 
ecología y fisiología del huésped, lo que podría explicar la diferencia entre los genomas de 
este estudio (Moran and Wernegreen, 2000; Rio et al., 2003). Por otra parte, el número de 
BGCs en los géneros Actinomadura y Nocardiopsis observados es mayor al reportado en 
aislados de ambientes distintos al marino donde el número tiende a ser menor i.e. 
ambientes terrestres (Tarantini et al., 2021; Xu et al., 2018). Esto en gran medida se puede 
deber a diferentes factores como el tamaño del genoma, transferencia horizontal, contenido 
de BGC y especificidad de BGCs (Seshadri et al., 2022). Las actinobacterias marinas 
tienden a tener una mayor diversidad y número de BGCs en comparación con las terrestres 
(Li et al., 2023; Silva et al., 2017), esto podría deberse a la competencia por recursos en 
ambientes marinos que impulsa la evolución de una mayor variedad de productos naturales 
para la defensa y la comunicación intermicrobiana (Liu and Kakeya, 2020; Tuttle et al., 2019; 
van der Lee and Medema, 2016). Esto es relevante para comprender la biología y ecología 
detrás de la producción de metabolitos secundarios aún en especies del mismo género, y 
por lo tanto los factores que promueven su producción y su potencial para desarrollar 
nuevos fármacos (van Bergeijk et al., 2020). 
 
Una de las categorías de metabolismo secundario observadas con mayor abundancia fue 
la de los terpenos, la cual se encontró presente en todos los genomas de este estudio. La 
mayoría de los terpenos observados se encuentran relacionados a los genomas de 
Micromonospora; coincidiendo con lo reportado por Carro et al. (2018) donde reportan que 
la mayoría de los BGCs presentes son terpenos (82 BGCs) en 40 genomas de 
Micromonospora aisladas de diferentes ambientes. Sin embargo, en este estudio no 
observamos similitud con alguna familia o compuesto específico. Se conoce que los 
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terpenos tienen diversas funciones, entre ellas la formación de pigmentos en bacterias (Xie 
and Elsheikh, 2021). La pigmentación observada en las colonias de bacterias en nuestro 
estudio proporciona información relevante sobre las características fenotípicas de las cepas 
(Caruso et al. 2022; Gomes et al. 2022). La variación en la intensidad y el color de las 
pigmentaciones puede indicar la producción de metabolitos específicos o la adaptación a 
ciertos ambientes. Por ejemplo, las colonias con una pigmentación intensa rojo-amarillo 
podrían sugerir la presencia de carotenoides, compuestos conocidos por sus propiedades 
antioxidantes (Aruldass et al., 2018; Dawoud et al., 2020; El-Tarabily et al., 2021). Además, 
la pigmentación oscura en algunas colonias podría indicar la producción de compuestos 
como melanina, que a menudo están relacionados con la protección contra el estrés 
ambiental (Pavan et al., 2019). Estos hallazgos concuerdan con observaciones previas en 
otros estudios que han identificado la relación entre la pigmentación y la adaptación de las 
bacterias a su entorno (Dieser et al., 2010; Fong et al., 2001; Singh et al., 2017). Uno de los 
carotenoides más estudiados es la astaxantina, un pigmento rojo reportado en bacterias 
marinas (Liu et al., 2020) y que se ha reportado que cuenta con una fuerte actividad 
antioxidante (neutralizando las especies reactivas de oxígeno (ROS)), antiinflamatoria y 
antiapoptótica (Asker et al., 2018; Brotosudarmo et al., 2020; Hassan et al., 2021). En el 
contexto de la producción de carotenoides en actinobacterias marinas, Sandmann (2021) 
destaca la notable diversidad de carotenoides sintetizados por este grupo, incluyendo 
aquellos con una longitud de cadena C50, grupos terminales aromáticos y ceto-
carotenoides. De igual manera, subraya la capacidad de las actinobacterias marinas para 
sintetizar carotenoides con estructuras químicas variadas (e.g. pigmentos), lo cual puede 
influir en sus propiedades biológicas y potenciales aplicaciones. Sin embargo, para las 
cepas aisladas de LOL aún existe un amplio espacio para la exploración y caracterización 
de los terpenos que potencialmente pueden producir y respecto a su función en la célula y 
en el ecosistema marino. 
 
Los PKS y NRPS fueron las siguientes dos clases de grupos de genes biosintéticos que 
fueron observados con mayor abundancia en los genomas de este estudio. Este tipo de 
clases se han reportado asociados a una gran cantidad de los antibióticos y antifúngicos 
conocidos (Cragg and Newman, 2013). Se han reportado recientemente la presencia de 
estas clases de BGCs, en particular PKS-I y NRPS, con diferentes actividades en los 
géneros Streptomyces, Micrococcus, Brachybacterium, Micromonospora y 
Saccharomonospora aislados de diferentes hábitats, entre ellos ambientes marinos e 
hipersalinos (Shayesteh et al., 2020; Anggelina et al., 2021; Ramírez-Durán et al., 2021). 
En particular, este estudio sugiere que las actinobacterias marinas tienen la capacidad de 
sintetizar biosintéticamente clústeres de PKS y NRPS, lo que implica un potencial para la 
producción de nuevos compuestos bioactivos. Se debe tener en cuenta que, aunque los 
compuestos producidos pueden no mostrar actividad directa contra otras bacterias, en el 
medio ambiente pueden presentar propiedades biológicas alternativas de beneficio para las 
células que los producen. Por ejemplo, al examinar los genomas del género 
Micromonospora, identificamos que los genomas LOL-024 y LOL-025 presentan grupos de 
PKS tipo-III, pertenecientes a la producción de Alkyl-O-dihydro geranyl methoxy 
hydroquinona; un tipo de lípido fenólico prenilado que se cree por otros tipos de 
alkylquinonas que pueda estar relacionado con la rigidez de la membrana celular. Además 
de otros BGCs de Sideróforos como la desferrioxamina E y moléculas osmoprotectores 
como ectoína y N-acetilglutaminilglutamina amida (NAGGN).  
 
En particular, la presencia de ectoína en todos los genomas del género Actinomadura y 
Nocardiopsis confirman lo reportado por Arulpraskasam y Dharumadurai (2021), en donde 
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señalan que el grupo de genes de síntesis de la ectoína se encuentra conservado en todos 
los géneros de actinobacterias, excepto en el género Micromonospora, lo cual se confirma 
en este estudio. Es importante mencionar que se ha reportado que la ausencia de ectoína 
se ha correlacionado con la presencia de NAGGN en Micromonospora, como también lo 
observamos. Los genes de ectoína y NAGGN tienen una función osmoprotectora, la cual 
es importante para contrarrestar y mantener el equilibrio osmótico en su entorno 
(Arulpraskasam and Dharumadurai, 2021; Abdel-Mageed et al., 2021). Con base en lo 
anterior, consideramos que la presencia de estos grupos de genes en los genomas de 
cepas LOL juegan un papel clave en la síntesis de compuestos osmoprotectores, que 
resultan relevantes en ambientes con altas salinidades como la Laguna Ojo de Liebre.  
 
A pesar de la abundancia de GCFs detectados en la formación de redes de similitud, resultó 
que su porcentaje de homología fue significativamente bajo, registrando menos del 1% en 
comparación con aquellos ya documentados en las bases de datos de referencia. Esto 
sugiere que las actinobacterias cuyos GCFs exhiben bajos niveles de homología con 
aquellos conocidos poseen un potencial elevado para la producción de compuestos 
novedosos con actividad biológica (Hifnawy et al., 2020; Soldatou et al., 2021). Cabe 
mencionar que las cepas de este estudio han reportado actividad biológica contra diferentes 
líneas celulares de cáncer (Zamora et al., 2022), y los análisis de masas de estos extractos 
revelaron una escasa similitud con las masas de compuestos previamente consignados en 
la literatura científica (Zamora et al., 2022). Estos resultados fortalecen la hipótesis de que 
las actinobacterias con GCFs poco homólogos ofrecen un reservorio prometedor para la 
identificación de nuevos compuestos bioactivos. 
 
Los dos genomas del género Actinomadura que se analizaron es este estudio (LOL-011 y 
LOL-016) tuvieron entre ellos un 100% de similitud en sus patrones de distribución de GCF; 
así como alta similitud con el genoma de referencia más cercano (A. cremea). Estos análisis 
apoyan la afiliación quimiotaxonómica de nuestras cepas a esta misma especie. Una familia 
de genes ya estudiada y conocida que estos genomas poseen es la del híbrido de PKS-
NRP, que produce el compuesto Maduropeptina. Este compuesto fue inicialmente aislado 
de la cepa A. madurae ATCC 39144 y descrito por Van Lanen et al. en 2007, y pertenece 
a la familia de antibióticos antitumorales de la enedina. Su estructura incluye una proteína 
transportadora (MDP) y un cromóforo, propuesto que se compone de cuatro enzimas: 
MdpB, MdpB1, MdpB2 y MdpB3 (Ling et al., 2010). Debido al alto grado de similitud con 
esta ruta metabólica en nuestros genomas, podemos inferir que también la especie A. 
cremea, tiene el potencial de producir dicho compuesto; lo que sugiere que las cepas 
correspondientes a los genomas estudiados tienen el potencial de producir al menos un 
compuesto con propiedades antibióticas y antitumorales.  
 
Por otra parte, los patrones de distribución del genoma LOL-012 con respecto a su genoma 
filogenéticamente más cercano, Nocardiopsis sp CNT-312, presentaron cinco diferencias 
en categorías como RiPPs, PKSI, Terpenos y Otros lo que representa que comparten un 
54% en sus comparaciones de GCFs. Lo cual nos puede indicar un valor alto de similitud y 
apoya la hipótesis de que representan la misma especie. Sin embargo, a pesar de tener 
altos niveles de similitud con respecto a los GCFs observados, será necesario realizar más 
estudios para considerar clasificar como una nueva especie. El potencial del genoma de 
Nocardiopsis LOL-012 reveló grupos de genes relacionados con la producción de 
compuestos con propiedades antimicrobianas, dado que este género ha sido reconocido 
por su capacidad sobresaliente en la producción de tales compuestos (Bennur et al., 2015).  
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5. CONCLUSIÓN  
 
El análisis genómico realizado permitió evaluar las relaciones filogenéticas y el potencial 
biosintético de las cepas de actinobacterias aisladas de los sedimentos de la Laguna Ojo 
de Liebre. La combinación de herramientas como la comparación de las secuencias del gen 
16S ARNr, junto con los análisis de MLSA, ANI y dDDH, facilitó una identificación robusta 
y, en algunos casos, permitió proponer nuevas especies, como resultó con las cepas del 
género Micromonospora. Además, la minería genómica reveló una notable diversidad de 
genes biosintéticos, particularmente aquellos relacionados con la producción de terpenos, 
PKS y NRPS, lo que sugiere un considerable potencial de estas actinobacterias para la 
síntesis de compuestos bioactivos con aplicaciones biotecnológicas, especialmente 
terapéuticas. Los resultados de este estudio refuerzan la idea de que las actinobacterias 
provenientes de ambientes extremos, como la Laguna Ojo de Liebre, representan una 
fuente prometedora de metabolitos. Sin embargo, se resalta la necesidad de realizar 
estudios fenotípicos adicionales que permitan confirmar la delimitación de especies y 
explorar con mayor profundidad el potencial de estas bacterias en el desarrollo de nuevos 
fármacos. 
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MATERIAL SUPLEMENTARIO 

Tabla S1. Delimitación de las especies de las 12 actinobacterias por gen 16S RNAr, ANI y dDDH 
Table S1. Species delimitation of the 12 actinobacteria by 16S rRNA, ANI and dDDH gene. 
 Gen 16S RNAr ANI dDDH 

Muestra Género Especie % Género Especie % Género Especie % 

LOL-12 Nocardiopsis fildesensis* 99.73% Nocardiopsis sp. CNT312 95.16 Nocardiopsis sp. CNT312 61.30 

LOL-11 Actinomadura cremea 99.93% Actinomadura cremea 97.26 Actinomadura cremea 76.70 

LOL-16 Actinomadura cremea 99.93% Actinomadura cremea 97.27 Actinomadura cremea 76.60 

LOL-24 Micromonospora phaseoli 99.72% Micromonospora phaseoli 92.18 Micromonospora phaseoli 46.90 

LOL-25 Micromonospora citrea 99.79% Micromonospora echinofusca 93.43 Micromonospora echinofusca 50.50 

LOL-13 Micromonospora spongicola* 99.93% Micromonospora pattaloongensis 80.56 Micromonospora pattaloongensis 21.60 

LOL-14 Micromonospora spongicola* 99.93% Micromonospora pattaloongensis 80.51 Micromonospora pattaloongensis 21.60 

LOL-15 Micromonospora spongicola* 99.93% Micromonospora pattaloongensis 80.61 Micromonospora pattaloongensis 21.60 

LOL-21 Micromonospora spongicola* 99.93% Micromonospora halophytica 80.52 Micromonospora halophytica 21.50 

LOL-23 Micromonospora spongicola* 99.51% Micromonospora deserti 80.29 Micromonospora deserti 21.80 

LOL-27 Micromonospora spongicola* 99.93% Micromonospora pattaloongensis 80.54 Micromonospora pattaloongensis 21.60 

LOL-28 Micromonospora spongicola* 99.93% Micromonospora pattaloongensis 80.59 Micromonospora pattaloongensis 21.70 

*Secuencias de genomas completos que no se encuentran en las bases de datos. % = Porcentaje de similitud
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Fig. S2. Árbol filogenético de máxima verosimilitud basado en el análisis del 16S 
ARNr con 229 cepas tipo generado con 1000 iteraciones. Los rombos negros indican 
los valores de soporte de las ramas 100%, los cuadrados sin relleno indican valores 
de soporte de ramas de 80-99% y los circulos sin relleno indican valores de soporte 
de ramas de 50-79%. En color morado se muestran las bacterias del género 
Nocardiopsis, en color rojo las bacterias del género Actinomadura y en color azul las 
bacterias del género Spirillospora, en color verde las bacterias del género 
Micromonospora y en color amarillo se muestra el grupo externo Streptomyces 
coelicolor. 
 
Fig. S2. Maximum likelihood phylogenetic tree based on 16S rRNA analysis with 229 
type strains generated with 1000 iterations. Black diamonds indicate 100% branch 
support values, unfilled squares indicate branch support values of 80-99% and unfilled 
circles indicate branch support values of 50-79%. Bacteria of the genus Nocardiopsis 
are shown in purple, bacteria of the genus Actinomadura are shown in red, bacteria of 
the genus Spirillospora are shown in blue, bacteria of the genus Micromonospora are 
shown in green and the outgroup Streptomyces coelicolor is shown in yellow. 


