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Resumen y Abstract %

Resumen

Los manglares responden a factores biéticos y abitticos, como la salinidad variable y el
estrés antropogénico (por ejemplo, la contaminacién por desechos urbanos). Esos factores
también pueden afectar a las poblaciones de microorganismos e incluso a la relativa
abundancia de genes que intervienen en las respuestas biolégicas. Esta investigacion
tenia por objeto identificar los genes asociados con la resistencia y la biosintesis de los
compuestos antimicrobianos en los suelos de manglares sometidos a salinidades
contrastantes. ElI ADN total se extrajo de muestras de suelo rizosférico de tres areas con
diferentes salinidades en un manglar contaminado con aguas residuales en la
desembocadura del rio Rancheria (La Guajira, Colombia) para su secuenciamiento
mediante Illumina HiSeq 2500. El analisis de la diversidad funcional y taxonémica revel6
un dominio de 51 familias y 182 géneros de actinobacterias. Las vias de biosintesis mas
comunes fueron para la estreptomicina y los monobactamicos. Fue posible asociar 43
genes relacionados con la sintesis de compuestos antimicrobianos, y la abundancia de 24
de ellos se vio considerablemente influida por la salinidad. El aumento de la concentracion
de sal influyé en las vias metabdlicas y en la abundancia diferencial de los genes
asociados con la sintesis de compuestos antimicrobianos (por ejemplo, rfbB / rffG, INO1 /
ISYNAL, rfbA / rffH, sat / met3, asd, lysC, proA, aspB, fabG). Ademas, de los 29 genes
implicados en la resistencia intrinseca a los antibiéticos, 16 estaban influidos
significativamente por la salinidad (por ejemplo, aacA, oleC4, oleC5, vgb, acrB / mexB /
adeJ / smeE / mtrD / cmeB, bpeF, mexF). Se concluye que los mecanismos de tolerancia
y adaptabilidad a las condiciones de estrés salino favorecerian la sintesis de compuestos

antimicrobianos en los manglares sujetos a contaminacion por aguas residuales.

Palabras clave: ecologia microbiana, metabolitos secundarios, resistencia a antibiéticos,

ambientes costeros aridos.
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Metagenomic characterization of genes associated with the synthesis and
resistance of antimicrobial compounds in mangrove soils.

Abstract

Mangroves respond to biotic and abiotic factors, such as variable salinity and
anthropogenic stress (e.g., pollution from urban waste). Such factors may also affect
populations of microorganisms and even the relative abundance of genes involved in
biological responses. This research aimed to identify genes associated with resistance and
biosynthesis of antimicrobial compounds in mangrove soils subjected to contrasting
salinities. Total DNA was extracted from rhizospheric soil samples from three areas with
different salinities in a wastewater contaminated mangrove at the Rancheria River's mouth
(La Guajira, Colombia) for sequencing using lllumina HiSeq 2500. Functional and
taxonomic diversity analysis revealed a domain of 51 families and 182 genera of
actinobacteria. The most common biosynthesis pathways were for streptomycin and
monobactamics. It was possible to associate 43 genes associated with the synthesis of
antimicrobial compounds, and the abundance of 24 of them was significantly influenced by
salinity. The increase in salt concentration influenced the metabolic pathways and the
differential abundance of genes associated with the synthesis of antimicrobial compounds
(e.g., rfbB / rffG, INO1 / ISYNAL, rfbA / rffH, sat / met3, asd, lysC, proA, aspB, fabG). In
addition, out of 29 genes involved in intrinsic antibiotic resistance, 16 were significantly
influenced by salinity (e.g. aacA, oleC4, oleC5, vgb, acrB / mexB / adeJ / smeE / mtrD /
cmeB, bpeF, mexF). It is concluded that the mechanisms of tolerance and adaptability to
the conditions of saline stress would favor the synthesis of antimicrobial compounds in

mangroves subject to contamination by wastewater.

Keywords: Microbial ecology, secondary metabolites, antibiotics resistance, arid coastal

environments.
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Introduccioén

Los manglares son humedales intermareales, que se forman a lo largo de las lineas
costeras de las zonas tropicales y subtropicales en gran parte del mundo (Bryan-Brown et
al., 2020). Son esenciales para el ciclo global del carbono y tienen un importante valor
economico para los seres humanos (Bouillon et al., 2008). Nagelkerken et al. (2008) y
Polidoro et al. (2010) se refieren a ellos como puntos calientes de biodiversidad, pero
también desempefian un papel protector y funcional significativo en el equilibrio ecol6gico
de los biomas costeros (Nathan et al., 2020). También brindan servicios ecosistémicos,
entre ellos: la prevencion de la erosion de las playas (Koch et al., 2009), la proteccion de
las comunidades costeras de eventos meteorol6gicos extremos (Ouyang et al., 2018;
Hochard et al., 2019), un considerable almacenamiento de cantidades de carbono, y su
contribucién para mitigar el cambio climéatico global, entre otros (Atwood et al., 2017). Pese
a esto, estdn amenazados diversos procesos, tales como: el aumento del nivel de mar
(Schuerch et al., 2018; Saintilan et al., 2020) o procesos antropogénicos, que incluyen la
deforestacion (Alongi, 2002; Duke, 2007) y la contaminacion quimica con productos toxicos
procedentes de las aguas residuales continentales. Entre estos productos cabe mencionar
los metales traza, los hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAP), los contaminantes
organicos persistentes (COP), los productos farmacéuticos y de cuidado personal (PPCP),
y los compuestos disruptores endocrinos (EDC) (Lewis et al., 2011; Bayen, 2012). A su
vez, Ouyang y Guo (2016) sostienen que tales productos pueden ser eliminados,
principalmente, por la erosion de las mareas, la asimilacién de las plantas y el metabolismo

microbiano.

En los suelos de manglares existe una alta diversidad microbiana, que es fundamental
para la productividad, la conservacion y la recuperacion de dichos ecosistemas (Dos
Santos et al., 2011). Estos microorganismos se enriquecen durante los procesos de
sucesion natural (Chen et al., 2016) y juegan un papel vital en la regulacion de los ciclos

biogeoquimicos de los ecosistemas costeros (Alongi, 1988). También favorecen la
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metanogénesis y los procesos redox, como la desnitrificacion, la fijacion de nitrégeno, la
oxidacion de hidrégeno y la reduccion de sulfato en los sedimentos ricos en carbono
organico en condiciones anaerobicas (Krishnan y Bharathi, 2009; Ramirez-Flandes et al.,
2019). Estas comunidades de microorganismos estdn sometidas a condiciones
ambientales tales como la salinidad alta y el estado anaeroébico fluctuante, relacionados
con la proximidad al mar y la variacion de las mareas (Ferreira et al., 2010); asi como a

tensores antrépicos y a fuentes limitadas de nutrientes.

Las condiciones y tensores antes mencionados generan una fuerte presion de seleccion,
gue tiene como resultado evolutivo cambios en los patrones ecoldgicos, taxonémicos y
funcionales de las comunidades microbianas y, ademas, modificaciones a su distribucién
y respuesta adaptativa en las areas donde la contaminacion es persistente (Rigonato et
al., 2018). Para ello, utilizan diferentes estrategias de supervivencia, como la degradacién
de contaminantes mediante codificacion de enzimas o la produccién de metabolitos
secundarios bioactivos y/o compuestos antimicrobianos. A su vez, los metabolitos y los
compuestos inhiben algunas otras comunidades circundantes, favorecen la supervivencia
de los manglares y les proporcionan una ventaja selectiva para obtener nutrientes y
colonizar espacios (Sengupta et al., 2015; Mullis et al., 2019; Khan y Rao, 2019). Mann
(2001) y Sangkanu et al. (2017) han informado sobre el interés farmacéutico que hay para
comprender la biosintesis de estos compuestos, que pueden tener actividad enzimética
antitumoral e inmunosupresora 0 un potencial terapéutico, como compuestos
antimicrobianos (Strohl, 2004; Passari et al., 2018).

La secuenciacion de nueva generacion ha permitido caracterizar la diversidad funcional
microbiana del manglar y mostrar un alto porcentaje de actinobacterias (Udwary et al.,
2007; Andreote et al., 2012; Sengupta et al., 2015). En China, Japon e india han sido
registradas patentes de antibidticos provenientes de sus manglares y se ha propuesto a
las actinobacterias como fuente prometedora y productiva de nuevos compuestos
bioactivos (Zheng et al., 2000; Boudemagh et al., 2005; Arumugam et al., 2011). Los
compuestos producidos por estas bacterias podrian controlar otros microorganismos, tales
como Vibrio cholerae, Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa e incluso
patégenos resistentes a antibiéticos (ARG) de importancia médica (Sengupta et al., 2015).

Entre los compuestos mas conocidos se encuentran los péptidos no ribosémicos (NRPS)
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con potencial antitumoral, antioxidante y antimicrobiano (Rajivgandhi et al., 2018; Tan et
al.,, 2019) y otras estructuras quimicas, como policétidos, macrélidos, indoles,
aminoglucdsidos y terpenos, que son una fuente de metabolitos secundarios bioactivos
importantes para usos medicos, agricolas y veterinarios (Dalisay et al., 2013; Law et al.,
2019). Al mismo tiempo pueden presentar abundancias relativamente altas de ARG para
contrarrestar el efecto biocida de los mismos NRPS (Ghaderpour et al., 2015). Sin
embargo, el conocimiento de la distribucién de actinobacterias segun la salinidad, junto
con la abundancia de compuestos bioactivos y ARG en sedimentos del manglar, es
limitado.

Por otra parte, las bacterias con resistencia extendida a multiples antibiéticos son cada vez
mas frecuentes y podrian causar una crisis de salud global ante el inminente aumento de
infecciones no tratables, cuya aparicion es mas acelerada que el desarrollo de nuevos
medicamentos (Blair et al., 2015). Las condiciones abidticas de salinidad y polucion
ambiental podrian condicionar los microbiomas y generar reservorios de ARG en fuentes
ambientales (Ben et al., 2019); adicionalmente, la presion selectiva de los antibioticos
también podria ser una de las razones para el desarrollo de la resistencia a los
antimicrobianos en entornos naturales y extremos (Walsh y Duffy, 2013). Algunos residuos
de agentes antibacterianos pueden afectar a los microorganismos sedimentarios,
promover la emergencia de fenotipos multirresistentes a un amplio espectro de antibidticos
(Tendencia y De la Pefia, 2002) y también ser propagados entre microorganismos por
transferencia horizontal de genes (HGT; Summers, 2006). Los microorganismos de suelo
de manglar pueden adquirir multirresistencia a diferentes antibiéticos y, por lo tanto,
albergar ARG con una diversidad genética considerable. De otra manera poseen genes de
biosintesis para desarrollar nuevos compuestos antimicrobianos (Jalal et al., 2010). En
manglares han sido identificadas bacterias con resistencia a mdultiples antibioticos,
incluyendo B-lactdmicos, glucopéptidos, sulfafurazol, aminoglucésidos, macrolidos,
tetraciclina, aminocumarinas, lincosamidas y NRPS, frecuentemente mediado por la

expresion de bombas de eflujo (Cabral et al., 2016; Imchen et al., 2018).

El presente estudio describe el perfil metagenémico de tres suelos manglaricos con
salinidades contrastantes en un sitio contaminado con aguas residuales en la
desembocadura del rio Rancheria, en la ciudad de Riohacha, Colombia. El objetivo

principal de este estudio fue caracterizar la abundancia y la diversidad de genes asociados
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a la biosintesis y resistencia de compuestos antimicrobianos en un suelo rizosférico de un
manglar semiarido en salinidades contrastantes. La descripcion esta basada en el analisis
del ADN total obtenido de suelo rizosférico y secuenciado con la metodologia de escopeta
mediante la plataforma Illumina HiSeq. Para examinar los cambios en la estructura de las
comunidades de actinobacterias en funcion de la salinidad, se hipotetiz6 que la salinidad y
la polucion podrian ser determinantes en la dinamica ecoldgica de los microorganismos
del suelo del manglar, asi como de los procesos metabdlicos diferenciales y la produccién

de metabolitos secundarios bioactivos como respuesta a dicha presion selectiva.



1.Materiales y metodos

1.1 Sitios de muestreo

Se seleccionaron tres sitios con salinidades contrastantes en suelos del manglar en la
desembocadura del rio Rancheria del denominado brazo Riito, al NE del municipio
Riohacha, capital del departamento de La Guajira, Colombia. Los sitios de muestreo
corresponden a un manglar semiarido, que sufre un impacto antropogénico constante,
debido a su proximidad a un muelle vehicular y la desembocadura de las aguas residuales
de la ciudad de Riohacha. Tiene precipitaciéon promedio de 50,7 mm-a?, temperatura
promedio anual de 28,2°C (maximo 33,3 y minimo 24,1°C), brillo solar promedio anual de
7,5 h e irradiacion global horizontal de 5,25 kW-hm?2d?! (IDEAM, 2015). Las muestras
fueron recolectadas en: i) 11°33°08,4"N/72°5359,6"W, baja salinidad intersticial (2,8 ppt),
identificado como 3L, ii) 11°33711,4"N/72°54°03,5"W, salinidad intermedia (14,6 ppt),
identificado como 2M vy iii) 11°33°09,05"N/72°54°01,4"W, salinidad alta (61,5 ppt) e

identificado como 4H (figura 1).
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Figura 1: Mapa de ubicacion de los sitios de recoleccion de suelo rizosférico de Avicennia
germinans en la desembocadura del rio Rancheria en la Guajira (El Riito).

Google Earth

1.2 Recoleccion de muestras

Tres muestras de suelo rizosférico del mangle halotolerante Avicennia germinans L. fueron
colectadas en cada uno de los tres sitios de muestreo: en total nueve muestras biolégicas
sensu Vanegas et al. (2019). Avicennia germinans fue seleccionada por ser dominante en
este manglar (Polania et al., 2006). Se midié la conductividad eléctrica (CE) del agua
intersticial del suelo como indicador de la salinidad, que se distribuye en los manglares
riberefios o fronterizos, de acuerdo con la mezcla del agua de mar con la del rio (Mitsch et
al., 2009). Los puntos de salinidad més altos estan influenciados por la marea alta, pues
alli se sedimentan las sales, mientras que los de menor salinidad lo estan principalmente
en contacto estrecho con el rio. Fueron clasificados como: salinidad alta: (grupo High) 4A,
4By 4C (23,2% de sal, EC 38,64 mS:cm); salinidad baja: (grupo Low) 3A, 3By 3C (2,8%
de sal, EC 5,27 mS.cm™) y salinidad media: (grupo Medium) 2A, 2B y 2C (14,61% de sal
EC 20,136 mS.cm™).
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Las &reas de muestreo estaban aproximadamente a 400 m del litoral y espaciadas a 95y
58 m entre si. De cada punto de muestreo se tomaron tres plantas de A. germinans de
alrededor de 0,6 m de altura y a < 1 m de distancia entre si, luego fue tomado el suelo
adherido a las raices secundarias resultante de agitar vigorosamente las plantas; las raices
no superaron los 0,5 m de profundidad. El suelo rizosférico de cada planta se deposité en
tubos de centrifuga de 50 mL y se transfirié al laboratorio en hielo seco. Mas tarde, se

congelo a -80°C hasta su procesamiento.

1.3 Parametros fisicoquimicos

Las propiedades fisicoquimicas del suelo se determinaron para cada una de las muestras
de acuerdo con protocolos estandarizados (Horwitz, 2010). El pH y la conductividad
eléctrica (CE) del suelo se midieron en una relacién suelo:agua de 1:1 (p/v; sensu Rhoades
et al., 1989) y el contenido de carbono organico (OC) con el método de Walkley-Black
(Walkley y Black, 1934); los contenidos de iones intercambiables de Ca, K, Mg y Na se
determinaron por extraccion de acetato de amonio (1N, pH 7). La capacidad total de
intercambio catiénico se determind midiendo el desplazamiento de NH.* debido al
intercambio de NaCl (1 M) y la capacidad de intercambio cationico efectivo (CICE)
mediante la suma de &cidos y bases intercambiables. La disponibilidad de P se midi6
colorimétricamente a partir de 1 g de suelo mediante la reaccion con molibdato de amonio
(método de Bray II; sensu Bray y Kurtz, 1945) y el contenido de S se determiné mediante
extraccion con fosfato monocalcico. Los iones metalicos (Cu, Fe, Mn y Zn) se midieron
mediante extraccién con &cido dietilentriaminopentaacético (DTPA) y el boro con fosfato
monobasico (azometina-H). El contenido de nitrégeno total (TN) se midié con el método
semimicro Kjeldahl, y los niveles de NHs" y NOs™ por extraccion con KCI 2N y destilacion
con MgO y aleacion de Devarda (Bremner y Keeney, 1965). Finalmente, las cantidades de
arcilla, limo y arena se determinaron por la técnica de Bouyoucos (1962), empapando el

suelo en una solucién de Calgon al 5%.

1.4 Extraccion y secuenciamiento de ADN

El ADN total de las muestras de suelo fue extraido utilizando el kit de aislamiento

PowerLyzer® PowerSoil® (QIAGEN company, Hilden, Alemania) segun protocolos del
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fabricante. La concentracion del ADN se verificd fluorométricamente utilizando el kit de
ensayo dsDNA HS Qubit® (Life Technologies, CA) y la integridad se verifico en gel de
agarosa al 0,8%; se seleccionaron las muestras con menor barrido, mayor intensidad de
la banda de alto peso molecular y una concentracion > 20 ng/ml. Para obtener los
metagenomas se obtuvieron 50 uL de ADN gendmico en concentraciones promedio de 40
ng/uL para su secuenciamiento mediante la metodologia de escopeta con la plataforma
lllumina Hiseq2500 2x150 pb paired-end (lllumina, CA, USA).

1.5 Analisis bioinformatico

La calidad de las secuencias se realiz6 con FastQC v0.11.2 (Andrews, 2015), seguido de
un filtro y control de calidad de un puntaje de phred <20 con el software TRIMMOMATIC
v0.36, utilizando los parametros de LEADING: 15, TRAILING: 15, SLIDING WINDOW: 4:20
y MINDLEN: 100 (Bolger et al., 2014, Mufioz-Garcia et al., 2019). Posterior a la limpieza
de ADN no bacteriano y adaptadores, las secuencias fueron alineadas con el software
DIAMOND V0.9 (Buchfink et al., 2015) en la base de datos de proteinas no redundantes
del NCBI con los parametros BLASTx de un 80% de identidad y un e-valor de 10-5 (Altschul
et al., 1997). Estas secuencias fueron seleccionadas para las anotaciones taxondémicas y
funcionales en términos de Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes -KEGG
(https://www.genome.jp/kegg/) con MEGANS de acuerdo a los parametros min-support:25,
min-score:80, top-percent:10 y Max Expected:105. Una vez realizadas las anotaciones se
identificaron los genes asociados a sintesis y resistencia de compuestos antimicrobianos,
mecanismos de resistencia, biosintesis de metabolitos secundarios y terpenoides teniendo
en cuenta las pathways y orthology en KEGG. Los genes funcionales fueron
correlacionados con las abundancias de los géneros bacterianos detectados en el manglar
mediante una busqueda en NCBI de los genomas de bacterias registradas con los genes

de interés.

1.6 Analisis estadistico

Las diferencias en la composicion de las actinobacterias de acuerdo con la salinidad fueron

examinadas mediante la correlacion de Spearman y andlisis de factores multiples (De


https://www.genome.jp/kegg/
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Tayrac et al., 2009). Los recuentos de OTU se normalizaron de acuerdo con el método de
escala de suma total (Paulson et al., 2013). Luego se usaron los paquetes R vegan y
metagenomeSeq para los analisis de diversidad y obtencion de los indices de Shannon y
Simpson en funcibn de sus abundancias. Las diferencias estadisticas entre las
abundancias de los genes asociados a la sintesis de compuestos antimicrobianos, los ARG
y la diversidad de actinobacterias en los diferentes puntos de muestreo con salinidades
contrastantes fueron evaluados mediante andlisis de varianzas ANOVA con el paquete
estadistico XLSTAT de Excel. Cuando no se cumplieron los supuestos de normalidad y
homogeneidad de la varianza, se aplic la prueba no paramétrica de Kruskal Wallis en R
(version 3.5.3, R Core Team, 2015) y se verific6 con la herramienta en linea de

MicrobiomeAnalyst (https://www.microbiomeanalyst.ca/; Chong et al., 2020). Las

diferencias se consideraron significativas para valores con porcentaje de intervalo de
confianza del 95% (p <0,05). Los analisis de correlacion se realizaron en R v.3.5.3 con el
paquete Corrplot; también se realizaron andlisis de componentes principales (PCA) para
describir la variabilidad de los genes asociados a la sintesis y resistencia de compuestos
antimicrobianos en funcion de las variables de salinidad y pardmetros fisicoquimicos en R
v.3.5.3 (paquete Psych) y el software STAMP v.2.1.3.


https://www.microbiomeanalyst.ca/

2.Resultados

2.1 Salinidad versus abundancia de
actinobacterias

El andlisis del metagenoma indicé que, en promedio, 96,2% de lecturas corresponden a
bacterias, 2,8% a arqueas y 1,0% a material genético eucariota, viral o sin clasificar. De
las lecturas bacterianas se recuperaron 32 filos, donde los ocho mas abundantes
representaron 92,4% de diversidad bacteriana total. El perfil taxonémico en los sitios de
muestreo indicoé una predominancia de proteobacterias y actinobacterias con 55,3 y 9,8%,
respectivamente, seguido por bacteroidetes (7,3%), planctomycetes (6,5%) y chloroflexi
(4,4%, fig. 2 Ay B, tab. S2).

Las actinobacterias fueron representadas por siete Ordenes, principalmente:
actinomycetales (68,5%), acidimicrobiales (13,5%), nitriliruptorales (5,8%) vy
solirubrobacterales (5,5%), con mayores recuentos en la salinidad intermedia. Las
acidimicrobiales, nitriliruptorales y rubrobacterales presentaron diferencias significativas
entre salinidades (fig. 2C, tab. S3). Se detectaron 51 familias de actinobacterias
representadas, principalmente, por Acidimicrobiaceae (13,5%), Streptomycetaceae
(11,1%), Mycobacteriaceae (9,8%), Pseudonocardiaceae (8,3%), y Nitriliruptoraceae
(5,8%; fig. 2D) con diferencias significativas en abundancias entre salinidades en 22
familias (tab. S4). Se identificaron 182 géneros, de los cuales 51 tuvieron abundancias
significativamente diferentes. Los géneros mas representativos fueron llumatobacter
(11,9%), Streptomyces (9,7%), Mycobacterium (9,7%), Nitriliruptor (5,8%) y Nocardioides
(3,1%; fig. 2E, tab. S5). Todos los taxones fueron detectados en los tres puntos de
muestreo; los indices de diversidad alfa de Shannon y Simpson muestran un aumento en
la uniformidad de la riqueza bacteriana y una disminucion no significativa en diversidad de
las comunidades en 4H (4,0 y 24,1 respectivamente) con respecto a 2M (3,8 y 20,9) y 3L
(3,7y 16,3).
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Figura 2: Perfiles taxondmicos de las bacterias identificadas en los sitios de recoleccién de suelo
rizosférico en la desembocadura del rio Rancheria en la Guajira, Colombia (en noviembre de 2015).
(a) Diagrama de barras apiladas de la abundancia relativa de filos de bacterias; se destacan los 20
taxones mas abundantes. (b) Abundancias de los filos de bacterias mas destacados. (c) Abundancia
de los ordenes de actinobacterias mas destacados. (d) Abundancia de las familias de
actinobacterias mas destacadas. (e) Abundancia de los géneros de actinobacterias mas
destacados. Se muestran siete taxones mas abundantes de cada categoria taxondmica. Salinidad:
4H, alta; 2M, media y 3L, baja.
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2.2 Salinidad versus genes asociados a

biosintesis de compuestos antimicrobianos

Se obtuvieron 16.509 lecturas asociadas a la biosintesis de metabolitos secundarios, con
un recuento promedio por cada muestra de 917 (maximo 1.040 y minimo 747), y 22 vias
metabodlicas. Respecto al metabolismo de terpenoides y policétidos, se obtuvieron
1.311.809 lecturas crudas, con un recuento promedio por muestra de 72.878 (max.
101.570 y min. 34.101), y 68 vias metabdlicas. Se identificaron 43 genes asociados a 11
vias metabdlicas de la biosintesis de compuestos antimicrobianos (tab. 1 y 2). Nueve de
las 11 vias metabdlicas y 24 de los 43 genes estuvieron influenciados significativamente
por la salinidad; anicamente las de biosintesis de antibidticos de enediyne y tetraciclina,
gue fueron las menos abundantes, no lo estuvieron. Seis vias estuvieron influenciadas por
la salinidad alta (biosintesis de estreptomicina, monobactamicos, carbapenem, penicilina,
cefalosporina, enedynes y metabolitos secundarios - sin clasificar), tres por la salinidad
media (biosintesis de prodigiosina, heomicina, kanamicina y gentamicina y tetraciclina), y
dos por la salinidad baja (biosintesis del grupo de antibidticos de vancomicina y

novobiocina) (tab. 1).

Tabla 1: Vias metabdlicas de produccién de antibiéticos y sus recuentos en bacterias
identificadas en suelos rizosféricos a salinidades contrastantes en la desembocadura
del rio Rancheria en la Guajira, Colombia (noviembre de 2015). Salinidad: 4H, alta; 2M,

media y 3L, baja. Significancias: ***: p <0,001; ** p <0,01; * p <0,05. Las vias metabdlicas

gue no tienen diferencias significativas estdn marcadas con (-).

. o P Genes
- Vla_ ) . Lecturas por salinidad % valor FDR on
metabolica/biosintesis lecturas
3L 2M 4H (21G) KEGG
Estreptomicina 165,98 | 174,40 | 190,45 29,46 0,041 | 10/18
Monobactamicos 165,09 @ 166,23 | 171,65 27,92 . 0,008 | 11/28
Grupo de antibidticos de | g4 37 | 7715 | ggo5 | 14,25 0,008 1/29

vancomicina
Prodigiosina 75,88 77,98 77,07 12,82 ok 0,006 | 3/20
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Tabla 1: (continuacion).

- P
metabélicZ;giosintesis ecturas por salinidad Iectoﬁ)ras valor FDR Gzr;]es
3L 2M 4H KEGG
Carbapenem 34.10 | 37.39 44.34 6.43 * 0.008 | 2/19
Novobiocina 35,77 | 31,32 34,88 5,66 . 0,016 | 7/30
Metabolitos secundarios 11,47 12,62 14,79 2,16 0,020 | 2/20
Penicilina y cefalosporina 4,40 4,66 5,78 0,82 * 0,073 5/15
gg&gﬁ:gﬁa kanamicinay | 55 | 153 1,08 0,21 » 0,002 1/57
Antibiéticos de enediyne 1,05 1,48 1,94 0,20 2/73
Tetraciclina 0,06 0,16 0,12 0,02 ©) ©) 1/17

Las vias metabdlicas mas abundantes fueron la biosintesis de estreptomicina (29,5% de
las lecturas) y monobactamicos (27,9%), seguidas por la vancomicina (14,3%) vy la
prodigiosina (12,8%). Respecto a los genes asociados a compuestos antimicrobianos, en
general fueron mas abundantes en las salinidades altas; los mas prevalentes fueron rfbB,
rffG (K01710, biosintesis de estreptomicina y vancomicina) con el 11,61% de lecturas,
seguidos de fabG y OAR1 (K00059, produccién de la prodigiosina) con 7,1%; sat y met3
(K0O0958) y asd (K00133) importantes en la sintesis de los monobactamicos con 5,4% y
5,1% respectivamente y INO1, ISYNAL (biosintética de estreptomicina) con el 5,5% de las
lecturas. Todos los genes mas abundantes en cada una de las nueve vias estuvieron
influenciados por la salinidad (tab. 2). Los genes de biosintesis de compuestos
antimicrobianos fueron correlacionados con las abundancias de los géneros bacterianos

detectados en el manglar (tab. 3y S6).
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Tabla 2: Genes encontrados en las diferentes vias metabdlicas de biosintesis de
antibidticos en bacterias identificadas en suelos rizosféricos bajo salinidades
contrastantes en la desembocadura del rio Rancheria en la Guajira, Colombia
(noviembre de 2015) y sus respectivas abundancias. Salinidades: alta: 4H, media: 2M,
baja: 3L. Significancias: ***: p <0,001; **: p <0,01; *: p <0,05. Genes sin diferencias
estadisticamente significativas segun la salinidad marcados con (-).

Biosintesis/genes iééjci;%o 3L 2M 4H Iectoﬁjras vz;;)r

Estreptomicina

rfbB, rffG; [EC:4.2.1.46] K01710 63,51 | 63,96 | 77,11 11,61 **
INO1, ISYNAL,; [EC:5.5.1.4] K01858 25,68 | 34,57 37,2 5,53 *kk
rfbA, rffH; [EC:2.7.7.24] K00973 25,28 | 25,95 | 29,91 4,61 e
pgm; [EC:5.4.2.2] K01835 | 21,40 21,83 19,31 3,55 )
pmm-pgm; [EC:5.4.2.8 5.4.2.2] K15778 | 11,26 953 | 8,86 1,68 )
IMPA, suhB; [EC:3.1.3.25] K01092 8,09 7,27 7,99 1,33 ()
rfbC, rmIC; [EC:5.1.3.13] K01790 4,81 5,20 4,93 0,85 ()
iolG; [EC:1.1.1.18 1.1.1.369] K00010 3,14 3,24 3,02 0,53 ()
glk; [EC:2.7.1.2] K00845 1,26 | 153 | 1,08 0,22 )
rfbD, rmID; [EC:1.1.1.133] K00067 1,54 1,33 1,05 0,22 ()
Monobactamicos

sat, met3; [EC:2.7.7.4] K00958 23,58 | 31,52 40,4 5,42 ok
asd; [EC:1.2.1.11] K00133 30,04 28,5 31,7 5,12 **
lysC; [EC:2.7.2.4] K00928 24,51 26,5 28,94 4,54 rrx
cysD; [EC:2.7.7.4] K00957 27,03 | 22,63 | 183 3,86 ok
dapA; [EC:4.3.3.7] K01714 | 20,27 | 20,41 @ 20,35 3,46 )
cysNC; [EC:2.7.7.4 2.7.1.25] K00955 19,68 | 17,78 12,6 2,84 rrx
dapB; [EC:1.17.1.8] K00215 8,27 7,39 8,93 1,40 *

cysN; [EC:2.7.7.4] K00956 7,55 7,17 5,79 1,16 o
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Tabla 2: (Continuacién).

Biosintesis/genes C}f;ci%) 3L 2M 4H Iectoﬁ)ras v;;)r
Monobactamicos
thrA; [EC:2.7.2.41.1.1.3] K12524 2,23 2,56 2,29 0,40 ()
lysAC; [EC:4.1.1.20 2.7.2.4] K12526 1,14 | 102 @ 158 0,21 ()
mbtH, nocl K05375 0,79 0,75 0,74 0,13 ()
Carbapenem
proA; [EC:1.2.1.41] K00147 | 2551 | 28,13 @ 352 5,04 ok
proB; [EC:2.7.2.11] K00931 8,59 9,25 9,15 1,53 *
Novobiocina
aspB; [EC:2.6.1.1] K00812 | 16,87 | 1573 | 198 2,97 **
hisC; [EC:2.6.1.9] K00817 867 | 860 | 7,32 1,40 )
tyrC; [EC:1.3.1.43 1.3.1.12] K00220 593 | 448 | 449 0,85 )
tyrA2; [EC:1.3.1.12] K04517 1,01 | 0,99 @ 162 0,21 *
yhdR; [EC:2.6.1.1] K11358 1,8 0,83 0,9 0,20 *
tyrB; [EC:2.6.1.57] K00832 1,24 | 045 @ 024 0,11
aspC; [EC:2.6.1.1] K00813 0,25 0,24 0,53 0,06 **
Metabolitos secundarios
acpP K02078 114 12,55 14,8 2,20 il
E?ilgt.aln?El,] ptE; [EC:1.14.13.170 | 18091 008 & 006 003 @ 001 )
Penicilina y cefalosporina
pac; [EC:3.5.1.11] K01434 298 351 473 0,64
cah; [EC:3.1.1.41] K01060 044 | 046 0,22 0,06 )
cefD; [EC:5.1.1.17] K04127 0,59 0,43 0,72 0,10 ()
penP; [EC:3.5.2.6] K17836 0,26 0,19 0,11 0,03 *
PENDE; [EC:2.3.1.164] K10852 0,15 0,07 0,01 0,01 *x
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Tabla 2: (Continuacién).

Biosintesis/genes iééjci;%) 3L 2M 4H Iectoﬁ)ras v::;)r
Neomicina, kanamicina y gentamicina
glk; [EC:2.7.1.2] K00845 1,26 | 153 | 1,08 0,22 )
Prodigiosina
fabG, OAR1; [EC:1.1.1.100] K00059 38,67 | 42,27 | 43,36 7,06 **
fabl; [EC:1.3.1.9 1.3.1.10] K00208 29,4 | 29,83 | 28,67 4,99 ()
fabD; [EC:2.3.1.39] K00645 7,81 5,88 5,04 1,06 **
Grupo de antibiéticos de vancomicina
rfbB, rffG; [EC:4.2.1.46] K01710 63,51 | 63,96 | 77,11 11,61 **
Antibidticos de enedina
sch: mdpE, ncsE, kedE, calE8, K15314 38 476 413 0,72 )
pksE;
igggg: caIEr;],dSIEleOiO. nesEl0.  kis315s | 035 | 119 | 113 | 015 )
Tetraciclina
ctcP, cts4, prnC; [EC:1.14.19.49 K14257 012 0.41 076 0,07 )

1.14.19]

El andlisis de componentes principales (PCA) agrupo los genes asociados a la sintesis de

metabolitos secundarios con una variabilidad del 77,0% (fig. 3A). Es posible distinguir tres

agrupaciones de genes de acuerdo con la salinidad. Los genes asociados a la sintesis de

terpenoides presentaron una variabilidad del 67,7%, lo que muestra que aun se pueden

agrupar de acuerdo con la salinidad, a pesar de su mayor dispersion (fig. 3B).

PCA explicé el 69,1% de la variabilidad. Sin embargo, los genes estan mas dispersos,

especialmente los de las salinidades medias y no es posible distinguir agrupaciones de

acuerdo con dicha variable (fig. 3C).
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Figura 3: Andlisis de componentes principales (PCA) en STAMP v.2.1.3. de genes
provenientes de suelo rizosférico en la desembocadura del rio Rancheria en la Guajira,
Colombia (noviembre de 2015), asociados a: (a) sintesis de metabolitos secundarios. (b)
sintesis de terpenoides. (c) resistencia antimicrobiana; bajo regimenes de salinidades alta

(High), media (Medium) y baja (Low).

=aHgh ==alow == Mid == high ==l = Md == High =alov = Mid

31) 38) 30
0010 A 2010

A 004
6 & 0005

)

o0

o
=
S

& 0000

o

0.000

PC2 (24.
PC2 (21.0%)

PC2 (12.8%)
=

0005

o
=3
>

-0.005

0010 oo

0010 0 002

0015 0
0 i) a
5
0015 004

202 08 000 001 002 o0 201 000 001 F7 e 0w 002 ot
PC1 (642%) PC1 (437%) PC1 (48.1%)

Tabla 3: Genomas detectados en NCBI con el gen de interés y géneros pronosticados
con mayor abundancia (con gen de interés) provenientes de suelo rizosférico en tres
salinidades contrastantes en la desembocadura del rio Rancheria en la Guajira,
Colombia (noviembre de 2015). Entre paréntesis se muestran las abundancias relativas

detectadas en el manglar.

#de Presente en . . .
Gen . Numero de géneros con mayor abundancia
genomas | # de géneros
rfbB 3605 117
0, 0,
fbA 3292 105 llumatobacter (11,8%), Streptomyces (9,9%)

Mycobacterium (9,7%)

cysD 2416 84
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Tabla 3: (Continuacién).

Namero Presente en
Gen de . Nimero de géneros con mayor abundancia
# de géneros
genomas
asd 1913 14
Streptomyces (9,9%), Mycobacterium (9,7%),
Rhodococcus (1,0)
INO1 35
4
Mycobacterium (9,7%), Rubrobacter (2,1%), Arthrobacter
sat 667
(0,9%)
lysC 552 Corynebacterium (0,7%)
1
rffG 189 Actinomadura (1,2%)

2.3 Salinidad versus abundancia de ARG

Se identificaron 33 genes asociados a la resistencia de antibiticos (ARG); 16 con
diferencias significativas segun la salinidad (nj). Los genes mas abundantes fueron acrB,
mexB, adeJ, smeE, mtrD, cmeB (K18138), asociados a la resistencia a multiples farmacos
mediante activacién de bombas de eflujo MexAB-OprM, con abundancias entre 29,3 (3A)
y 43,4 lecturas (2B), seguidos por mexF (K18299), implicado en la multirresistencia
mediante bomba de eflujo MexEF-OprN (2,66;2A - 5,20;3B); vgb (K18235). Su mecanismo
de inactivacion esta asociado a la resistencia a los macrolidos (0,88;2A - 4,10;4B); cusR,
copR, silR (KO7665), que causa la represion de la porina OprD y, de esta manera, la
resistencia aimipenemy bpeF (K18902), involucrado en la resistencia a multiples farmacos
mediante la bomba de eflujo BpeEF-OprC (0,88;2A - 3,56;4C) (fig. 4A, tab. 4).

Se detectaron seis mecanismos de resistencia asociados a la resistencia de diez
compuestos antimicrobianos (fig. 4 B y C). El mecanismo de resistencia con mayor
prevalencia incluyé bombas de eflujo (54%), asociadas al transporte de proteinas de

resistencia de los transportadores MFS y ABC. Nueve de estas bombas presentaron
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diferencias significativas en las abundancias. Estas bombas de eflujo se relacionaron con
los siguientes genes: tetV y cmr (transportadores MFS de la familia DHA3), asociados a la
resistencia a la tetraciclina y los macrolidos respectivamente; tetA (transportador MFS de
la familia DHAL) esta asociado al eflujo de la tetraciclina en un proceso dependiente de
energia, que disminuye la acumulacién del antibiético en la célula. Los genes ole C4y C5
hacen parte del sistema de transporte de oleandomicina y permeasas, y ofrecen resistencia
a los macrolidos v la tetraciclina respectivamente; bacA, ofrece multirresistencia mediante
la catalisis de la desfosforilacion del difosfato de undecaprenil (UPP); abcA codifica para
la proteina transportadora ABC y estd asociada al eflujo de los betalactamicos; mexK,
asociado a la bomba de eflujo MexJK-OprM y ofrece multirresistencia; y tolC, establece un
canal de membrana exterior necesario para el funcionamiento de varios sistemas de eflujo

involucrados en la exportacién de antibiéticos y otros compuestos toxicos de las células.

Otros mecanismos de resistencia, como la alteracion del target mediado por N-
Acetiltransferasas y O-Fosfotransferasas (ocho genes - 23%), presentaron tres genes con
abundancias estadisticamente diferentes. El gen aaCA, involucrado en la resistencia a los
aminoglucésidos 4,6-disustituidos por la la fosforilacion de la regiébn C-terminal de la
guinasa codificada; y van RAc y SAc, que provocan la sustitucién de los residuos
terminales D-ala-D-ala por D-ala-D-lac, disminuyen la afinidad por la vancomicina. En
menor proporcion se detectaron otros mecanismos, que incluyen la inactivacion por liasas
y transferasas (dos genes - 6%); ambos genes con diferencias significativas en sus
abundancias. Aqui se incluyen los genes vgb y vat, asociados a la resistencia de los
macroélidos; seguido por la reduccion de la permeabilidad por la represion de la porina OprD
(dos genes: cusS y cusR - 6%), ambos con diferencias significativas y asociados a la
resistencia a los betalactdmicos e imipenem. Otros mecanismos fueron la proteccion
ribosomal (target protection) y el B-lactamasas system (1 gen - 3% cada uno) (fig. 4C, tab.
4).
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Figura 4. Perfiles de genes de resistencia a antibiéticos (ARG) provenientes de suelos
rizosféricos bajo salinidades contrastantes en la desembocadura del rio Rancheria en la
Guajira, Colombia (noviembre de 2015). (a) Abundancia relativa de ARG segun la
salinidad. Salinidad: 4H, alta, 2M, media y 3L, baja, se muestran los 16 genes que
mostraron diferencias estadisticas significativas (b) Mecanismos de resistencia asociados
a los ARG identificados (c) Antibidticos resistidos por los ARG detectados en los sitios de

muestreo.
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Tabla 4: ARG identificados, sus mecanismos y tipos de resistencia y abundancias en
salinidades contrastantes en suelos suelos rizosféricos en tres salinidades contrastantes
en la desembocadura del rio Rancheria en la Guajira, Colombia (noviembre de 2015).
Salinidades: alta: 4H, media: 2M, baja: 3L. Significancias: ***: p <0,001; **: p <0,01; *: p

<0,05. Genes sin diferencias significativas segun salinidad marcados con (-).

Caédigo Mecanismo y tipo de . . % -
KEGG Genes resistencia Resistencia a aH oM 8L lecturas valor
acrB, mexB, | e,y pump MexAB-
K18138 adeJ, smeE, OprM 40,8 | 37,8 | 35,5 57,37
mtrD, cmeB pr
K18902 | bpeF (E)fgrucx pump BpeEF- | Multidrug 492 | 525 510 7,68 “)
K18299 | mexF Efflux pump MexEF- 435 435 360 6,18
OprM
Reduced permeability.
cusR, ; - Beta-Lactam
K07665 COpR, SilR repression of porin imipenem 518 | 3,17 | 3,71 6,06
OpI’D Fokok
K18235 | vgb Inactivation Macrolide 3,63 | 242 | 1,41 3,75
Cationic
K07660 phoP Target alteration antimicrobial 1,84 | 1,49 1,52 2,44
peptide
acrA, mexA, B
K03585 | adel, smeD, (E)ﬁ'“,\jl‘ pump MexAB 144 | 128 1,92 2733 ]
mtrC, cmeA pr Q)
TC.MATE, Multidrug
SLCA47A, Efflux pump (multidrug
K03327 norM, mdtK, | and Toxin Extrusion) 0,86 | 0,80 | 1,26 1,47
dinF
Beta-Lactam
Efflux pump AcrEF- Cationic
K12340 | tolC TolC, MAtEF-TolC antimicrobial 0,54 | 0,62 | 1,28 1,23 i
peptide
K08223 | fsr Efflux pump (drug Fosmidomycin | 0,61 | 0,90 | 0,87 1,20
transporters)
KO8167 | gacA Multidrug resistance, |~ ioione | 076 | 0,90 | 0,61 1,14 )
efflux pump QacA ! ! ' '
K08641 | vanX Target alteration (D- | Vanco- 071 062 060 097
Ala-D-Lac type) mycina
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Tabla 4: (Continuacién).

Cédigo Mecanismo y tipo de . . % -
KEGG Genes resistencia Resistencia a aH oM 8L lecturas valor
Efflux pump (Multidrug
K07552 bcr, tcaB resistance protein Phenicol 0,53 | 0,58 | 0,54 0,83 )
Transporters)
Efflux pump
(Antimicrobial peptide
K02471 bacA transport system ATP- | Multidrug 0,15 | 0,55 | 0,92 0,81
binding/permease
protein) Fohk
Efflux pump (Transport
K18232 oleC4 system ATP-binding Macrolide 0,14 | 0,88 | 0,39 0,71
protein)
K03395 | aac3-l Target alteration (N- Aminoglycoside | 0,25 | 0,49 0,47 061
Acetyltransferases) ’ ’ ’
oprM,
emhC, ttgC, | Efflux pump MexJK-
K18139 | cusC, adeK, | OprM, MexXY-OprM, Multidrug 0,35 | 0,28 | 0,38 0,51 )
smeF, mtrE, | MexAB-OprM
cmeC, gesC
K18220 | tetM, tetO gzggeitpmtec"”g Tetracyclina | 0,20 | 0,45 | 0,30 0,48
cusS Reduced permeability, | Beta-
K07644 T repression of porin Lactam,imipen | 0,52 | 0,14 @ 0,26 0,46 **
cops, sils o
prD em
K18234 vat Inactivation 0,14 | 0,30 | 0,41 0,43 *
Macrolide
Efflux pump (MFS
K18833 cmr transporter, DHA3 family, 0,01 | 0,27 | 0,48 0,38 *k
multidrug efflux protein)
Target alteration (N- ) )
K00662 aacC Acetyltransferases) Aminoglycoside | 0,18 | 0,32 | 0,25 0,38 )
Efflux pump (MFS
transporter, DHA1 family, .
K08151 | tetA tetracycline resistance Tetracyclina | 0,20 | 0,19 | 0,34 0,37 *
protein)
K18303 | mexK gg'r““jl‘p“mp MexJK- ' Multidrug 0,09 030 033 0,36 xx
K04343 strB Target alteration (O- Aminoglycoside 0,21 | 0,31 | 0,13 0,33 )

Phosphotransferases)
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Tabla 4: (Continuacién).

Caédigo Mecanismo y tipo de . . % -
KEGG Genes resistencia Resistencia a aH oM 8L lecturas valor
abcA Efflux pump (Multidrug
K18104 b A' resistance, efflux pump 0,32 | 0,14 | 0,18 0,32 *
mr AbcA)
Beta-Lactam
K17836 penP Bla system 0,11 | 0,19 | 0,26 0,28
Q]
K18901 | bpeE (E)fgrucx pump BpeEF-— 1\ itidrug 0,06 016 023 023
Target alteration (N- . .
K00663 aacA Acetyltransferase) Aminoglycoside | 0,06 | 0,24 | 0,07 0,19
K18351 | vanSAc 0,00 | 0,15 | 0,16 *k
Target alteration (D- o
1 Ala-D-Lac type) Vancomiycine 0,16
K18352 vanRAc 0,02 | 0,24 | 0,15
K18215 tetV Efflux pump genes 0,01 | 0,09 | 0,13 0,12
1 *
Efflux pump (transport Tetracyclina
K18233 oleC5 system permease 0,02 H 0,11 | 0,04 0,09

protein)

2.4 Genes de biosintesis y resistencia
antimicrobiana versus variables fisicoquimicas

El PCA entre los genes de biosintesis y resistencia antimicrobiana con diferencias

estadisticas entre salinidades y los parametros fisicoquimicos explicaron en 70,4 y 72,0%,

respectivamente, la variacion (fig. 5 A y B). Los genes de compuestos antimicrobianos

cysN, yhdR, tyrB, penP, fabD, PENDE, cysD, cysNC, asd, dapB,aspB y aspC presentaron

correlacion positiva asociada a la salinidad (i.e. EC, Na, Ky ECEC) o pH. Por el contrario,

se correlacionaron negativamente con P, Cu, OC, TC, Mn, Fe y Zn. Lo opuesto ocurrié con
rfbA/rffH, lysC, proA, proB, acpP, pac rfbB/rffG, tyrA2, fabG/OAR1, INO1/ISYNAl y

sat/met3, que correlacionaron positivamente con P, Cu, OC, TC, Mn, Fe y Zn, pero

negativamente con pH, EC, Na, Ky ECEC (fig. 6).
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Figura 5: Analisis de componentes principales de genes identificados y pardmetros
fisicoquimicos medidos en el suelo rizosférico en la desembocadura del rio Rancheria en
la Guajira, Colombia (noviembre de 2015). (a) genes de biosintesis de compuestos

antimicrobianos. (b) genes de resistencia antimicrobiana.
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Los genes asociados con la resistencia a antibidticos (cusS/copS/silS y cusR/copR/silR)
presentaron correlacion positiva estrecha con Cu, P y Mn, pero negativa con pH, EC y Na;
oleC5, aacA y oleC4 se correlacionaron positivamente con ECEC, pH, EC y Na, pero
negativamente con Zn, Fe, Mn, Cu y P; tetA y tolC revelaron correlacién positiva con Cu,
OC, TC, Mn, Fe y ZN, pero negativa con K, ECEC, S, Ca, Mg, Na, pH y EC. Los genes
cmr, vat, tetV, bacA, vanSAc y vanRAc estuvieron correlacionados positivamente con OC,
TC y Fe, pero negativamente con K, ECEC S, Ca, Mg, pH, EC y Na (fig. 7).
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Figura 6: Matriz de correlacion de Spearman de los parametros fisicoquimicos y los genes
de biosintesis de compuestos antimicrobianos identificados en el suelo rizosférico en la
desembocadura del rio Rancheria en la Guajira, Colombia (noviembre de 2015). (ECEC:
capacidad de intercambio cationico efectivo; CE: conductividad eléctrica). El color
representa una correlacion positiva (azul) o negativa (rojo), y el tamafio de los puntos la

fuerza de la correlacion.
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Figura 7: Matriz de correlacion de Spearman de los parametros fisicoquimicos y los ARG
identificados en el suelo rizosférico en la desembocadura del rio Rancheria en la Guajira,
Colombia (noviembre de 2015). (ECEC: capacidad de intercambio catiénico efectivo; CE:
conductividad eléctrica). El color representa una correlacién positiva (azul) o negativa
(roja), y el tamafio de los puntos la fuerza de la correlacion.
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3.Discusion

La secuenciacion de escopeta del metagenoma completo de un manglar semiarido en el
rio Rancheria mostré que la salinidad es uno de los factores mas influyentes sobre la
estructura y composicion de las actinobacterias, y la abundancia de genes asociados a
sintesis o resistencia de compuestos antimicrobianos. Otros factores fisicoquimicos como
pH y los iones de Cu, Ca, Mg, Mn, Fe, Py S (fig. 6 y 7) contribuyeron a las diferencias
observadas. En general, a medida que la salinidad aumentaba, las abundancias de filos
bacterianos disminuian. Como se esperaba, Proteobacteria fue el filo dominante en las tres
zonas de muestreo, pues suele ser el mas abundante en comunidades aisladas de suelos
(Spain et al., 2009). Sin embargo, su abundancia relativa disminuyé 2,5 veces desde la
salinidad baja (5,614 recuentos) hasta la alta (2,213 recuentos; fig. 2B, tab. S2).
Actinobacteria fue el segundo filo mas abundante; su valor relativo en el suelo disminuyé
también notablemente conforme la salinidad aumenté, pero sin un efecto perceptible en la
salinidad intermedia. Otros grupos con abundancias importantes fueron bacteroidetes,
planctomycetes, firmicutos y chloroflexi, y también disminuyeron inversamente a la
salinidad. Jiang et al. (2010) detectaron miembros actinobacterianos en una amplia gama
de salinidades (desde agua dulce hasta saturacion de NaCl) y sugirieron que la salinidad
y otras variables relacionadas influyen significativamente en la distribucion de tales

comunidades.

Torres et al. (2019) encontré que firmicutos y chloroflexi se enriquecen en suelos
contaminados, por lo que su abundancia puede estar mas favorecida por este factor que
por la salinidad. Los bacteroidetes son patdgenos clinicos asociados a infecciones
anaerobicas (Wexel, 2007) y su abundancia podria estar relacionada con la interferencia
humana. En un articulo en proceso el grupo de investigadores compara las estructuras de
las comunidades microbianas y su produccion de compuestos bioactivos entre un manglar
contaminado y uno pristino, con la intencion de hallar grupos eventualmente favorecidos

por la contaminacion con aguas residuales. Estos filos han sido dominantes en
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ecosistemas salinos (Paul et al.,, 2016; Haldar y Nazareth, 2018; Zhao et al., 2019;
Chakraborty et al., 2020); sin embargo, los resultados sugieren que la salinidad puede

afectar negativamente sus abundancias relativas.

Las proteobacterias suelen ser el flo mas abundante en el medio ambiente, debido a su
gran diversidad morfoldgica, fisiolégica y metabdlica (Kersters et al., 2006). No obstante,
este estudio se centrd en las actinobacterias, pues no solo participan de procesos como el
reciclaje de materiales, importantes en una gran cantidad de habitats, también son las
responsables de la produccién de casi la mitad de los metabolitos secundarios descritos
(Berdy, 2005; Ul Hassan et al., 2017; Escobar et al., 2020), incluyendo > 10.000 antibi6ticos
(Kekuda et al., 2010). Estas actinobacterias se enfrentan a un ambiente dinamico de alta
tension en el manglar del rio Rancheria debido al deterioro significativo por pérdida de
hébitat, eutrofizacién y contaminacion organica e inorganica, y unas condiciones de hipoxia
y salinidades contrastantes (Vélez y Polania, 2007). Los resultados de esta investigacion
validan la hipétesis de que este deterioro y las condiciones contrastantes de salinidad
pueden favorecer que las actinobacterias produzcan compuestos antimicrobianos como

estrategia de supervivencia.

En general, las actinobacterias fueron més abundantes en el suelo de salinidad intermedia,
lo que puede deberse a la tolerancia moderada ofrecida por la formacion de esporas,
zoosporas 0 propagulos especializados como respuesta a la desecacién, el calor, la
salinidad y las presiones hidrostaticas elevadas (Goodfellow y Williams, 1983). El orden
mas abundante fue actinomicetales y cuatro (Mycobacteriaceae, Pseudonocardia-
ceae, Streptomycetaceae y Nocardioidaceae) de las seis familias mas destacadas
pertenecen a este grupo. Posiblemente esta dominancia sea auspiciada por los periodos
de inundacion, ya que una gran parte de los actinomicetales pueden ser tanto aerobios
como anaerobios facultativos (Goodfellow y Williams, 1983). Respecto a la abundancia de
géneros, correspondieron a las familias mas abundantes. Se detectaron géneros
productores de compuestos antimicrobianos, como Actinomadura, Acinoplanes, Amycola-
topsis, Marinispora, Micromonospora, Nocardiopsis, Saccharopolyspora, Salinispora,
Streptomyces y Verrucosispora (Thatoi et al.,, 2013). Particularmente, Streptomyces
present6 mayor abundancia en el suelo de salinidad media y ha sido descrito como fuente

de varios medicamentos, como la vancomicina (Kemung et al., 2018). Si bien, varios de
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estos géneros no tuvieron una significancia estadistica (p > 0,05, tab. S5), fueron mas
abundantes en la salinidad media, por lo que no descartamos que sea un factor influyente
sobre la estructura diferencial de las comunidades de actinobacterias.

La salinidad influyé sobre las abundancias de genes asociados con la sintesis de
compuestos antimicrobianos. Se detectaron 11 vias metabdlicas asociadas con dicha
sintesis (tab. 1); las nueve de ellas mas abundantes fueron influenciadas positivamente
por la salinidad alta. Esto concuerda con Huang et al. (2011), que se refiere al efecto
positivo en microorganismos de ecosistemas marinos sobre el crecimiento y la produccion
de metabolitos secundarios. También, como ocurri6é en esta investigacion y en Andreote et
al. (2012); Fraser et al. (2018) y Rietz y Haynes (2003), el aumento en la salinidad ha sido
correlacionado con el de grupos taxondmicos bacterianos productores de compuestos

antimicrobianos y metabolitos secundarios.

La estreptomicina es un antibiético del grupo de los aminoglucésidos que inhibe la sintesis
proteica de la subunidad 30s del ribosoma y su via metabdlica de sintesis fue la mas
abundante (29,5%); representada principalmente por los genes rfbB/rffG. Estos genes
también estan asociados a la sintesis de la vancomicina (11,61%), INO1/ISYNA1 (5,53%)
y rfbA/rffH (4,61%) y presentaron abundancias significativas en el suelo de salinidad alta
aungue, curiosamente, una correlacion negativa con Na y CE (tab. 2). Los genes rfbB y
rfbA fueron predichos en géneros de actinobacterias con altas abundancias como
llumatobacter (11,9 % de abundancia relativa) y Streptomyces (1,0%). llumatobacter ha
sido aislada de sedimentos marinos con valores entre 0 y 5% de NaCl (Matsumoto et al.,
2009), frecuente en costas marinas bajo influencia humana contrastante (Duran et al.,
2015), asociado a la resistencia a sulfonamida (Huang et al., 2017) y simbionte de
cangrejos marinos (Zhang et al., 2016). No se ha registrado aln que produzca sustancias

antimicrobianas y, sin embargo, podria constituir una nueva fuente de antibioticos.

Los genes rfbA y rfbB también hacen parte de la via biosintética bacteriana de la ramosa,
un monosacarido integral del lipopolisacarido, a su vez un componente mayoritario de la
membrana externa de bacterias gram-negativas (Eidels y Osborn, 1971). La produccion de
ramosa por parte de estas bacterias, pertenecientes a un sinnimero de grupos, podria
explicar parte de su abundancia. Por otra parte, INO1/ISYNA1 hacen parte del

metabolismo del inositol fosfato, implicado en la tolerancia a la salinidad (Nelson et al.,
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1998). Seguidamente a la sintesis de estreptomicina, la via metabdlica mas abundante fue
la de monobactamicos (27,9%), grupo que inhibe la formacién de la pared celular en
bacterias gram-negativas, que ha sido aislado naturalmente de Chromobacterium spp
(Wells et al., 1982). Este trabajo hall6 cinco especies con bajos recuentos: C.
haemolyticum, C. piscinae, C. subtsugae, C. vaccinii y C. violaceum (esta ultima produce
aztreonam). Los genes mas representativos de la biosintesis de los monobactamicos
fueron sat/met3 (K00958), intermediarios en el metabolismo de los aminoacidos glicina,
serina y treonina e involucrados en el metabolismo del azufre y registrados por Cabral et
al. (2016) en ambientes hipersalinos (concentraciones > 20% de NaCl). Los resultados
sugieren gque su abundancia esta influenciada positivamente por la salinidad alta. No
obstante, los andlisis de correlacion y de componentes principales apuntan a una
correlacion negativa con los pardmetros asociados a la salinidad como EC y Na, pero
positiva con Zn, Mn, Fe, Cu, P y OC. Esta aparente contradiccion podria resolverse
parcialmente porque la abundancia de sat/met3 podria estar relacionada con la absorcién
de algunos micronutrientes, como Fe y Zn y la reduccion de sulfato a sulfito por
adeniltransferasas (Sat) (Pinnell y Turner, 2019). Estos iones fueron abundantes en el
suelo y exhibieron una correlacion positiva en el PCA (Figura 6), mas que por la salinidad

elevada, lo que, a su vez, podria interpretarse como una respuesta adaptativa.

Campbell et al. (2020) encontré que los genes involucrados en el metabolismo del azufre
se transcriben abundantemente dentro de los metatranscriptomas de tapetes microbianos
hipersalinos; observaron que su abundancia responde a condiciones de bajos nutrientes
para facilitar la absorcion de acidos grasos, P, Fe y N del medio ambiente, asi como con
mecanismos de proteccion contra condiciones de salinidad elevada. Lo contrario ocurrid
con cysD, que estuvo influenciado principalmente por la salinidad baja. Las vias de sintesis
de antibiéticos de importancia farmacologica, como la penicilina, cefalosporina,

kanamicina, gentamicina y tetraciclina, fueron detectadas en bajas concentraciones.

Los genes de biosintesis de compuestos antimicrobianos mas abundantes fueron rfbB
(11,6%) y rfbA (4,6%), que han sido registrados en el genoma de > tres mil géneros
bacterianos del NCBI, incluyendo 117 y 105 en el delta del Rancheria, respectivamente,
entre ellos llumatobacter, Streptomyces y Mycobacterium (tab. 3). El gen rfbB patrticipa en

la biosintesis de la estreptomicina y la vancomicina, codifica dTDP-D-glucosa 4,6-
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deshidratasa (E.C. 4.2.1.46), que cataliza la conversion de dTDP-D-glucosa en dTDP-4-
ceto-6-desoxi-D-glucosa. El gen rfbA interviene en la biosintesis de la estreptomicina (tab.
2) y es responsable de la conversion de glucosa-1-fosfato en dTDP-D-glucosa. Estas
enzimas han sido purificadas en varias bacterias productoras de antibiéticos (Romana et
al., 1991). El gen cysD presentd la cuarta mayor abundancia de lecturas (3,9%), codifica
una enzima que cataliza la primera reaccion en la biosintesis de cisteina (a partir de sulfato
en la biosintesis de monobactamicos; Malo y Loughlin, 1990) y fue hallado en el genoma
de 84 géneros de este estudio. En general, los genes de mayor abundancia fueron hallados
en los géneros mas comunes, en parte por su participacion en otras funciones del

metabolismo secundario bacteriano.

Genes asociados a la resistencia a compuestos antimicrobianos fueron menos abundantes
en la desembocadura del rio Rancheria que los asociados a su sintesis, aunque
Chakraborty et al. (2020) reconocen correlaciones evolutivas y de origen entre ellas y el
ingreso de aguas residuales no tratadas que favorecen los niveles elevados de ARG en el
medio ambiente (Karkman et al., 2018). Este trabajo hall6 33 anotaciones KEGG, 16 de
éstas influenciadas significativamente por la salinidad (tab. 4). El mecanismo prevalente
fue el de las bombas de eflujo de genes. Nueve de las 19 anotaciones asociadas a este
mecanismo presentaron significancia estadistica (tetV, cmr, tetA, oleC4, oleC5, bacA,
abcA/bmrA, mexK, tolC). Este mecanismo esta involucrado en la multirresistencia,
principalmente, a tetraciclina, macrélidos y betalactamicos. Capdeville et al. (2019)
menciona que estas bombas han sido detectadas en manglares y otros ecosistemas

marinos.

La alteracion del blanco (‘target alteration’) fue otro mecanismo prominente; los genes
vanRAc (K18352) y vanSAc (K18351) fueron los mas abundantes y estan asociados a la
resistencia a la vancomicina. La vancomicina bloguea el entrecruzamiento entre los
intermedios de peptidoglicano y se une a los extremos D-Ala-D-Ala de los precursores de
la pared celular bacteriana. Los genes vanR y vanS codifican un sistema de transduccion
de sefiales de dos componentes que median la induccion transcripcional de los genes
ortélogos codificadores de enzimas, y reprograman la biosintesis de peptidoglucanos, de
manera que los precursores de la pared celular terminan en D-Ala-D-Lac en lugar de D-
Ala-D-Ala (Hong et al., 2004).
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Los genes cusR, copR, silR (KO7665), que reducen la permeabilidad de la membrana
mediante represion de la porina OprD y, por tanto, resisten los betalactdmicos e imipenem,
representaron las mayores abundancias, con diferencias significativas en la salinidad alta.
Estos genes han sido los mas abundantes donde hay aguas residuales (Fan et al., 2018),
hacen parte de sistemas que regulan la exportacion de cobre (en respuesta a su
disponibilidad y la del oxigeno; e.g. Outten et al., 2001) y confirman su correlacion positiva
con Cu (i.e. analisis de correlacion y el PCA; fig. 5y 7). El gen vgb (K18235) fue el segundo
mas representativo, el mas abundante en salinidad alta, codifica una hidrolasa que inactiva
los componentes B de la familia de la virginiamicina y causa su resistencia (Allignet et al.,
1988). Su et al. (2011) sugiere que la expresion de genes de resistencia antimicrobiana,
como vgb, podria mejorar la tolerancia a tensores ambientales (v.gr. anegamiento). El gen
tolC (K12340) fue el tercero mas prevalente y, a diferencia de los anteriores, su mayor

abundancia se present6 en salinidad baja.

Este gen ofrece nodulacion de resistencia a betalactamicos y péptidos catidnicos
antimicrobianos (CAMP) mediante bombas de eflujo en la membrana externa (Bleuel et al.,
2005). Esto sugiere que los niveles medidos en la desembocadura del rio Rancheria
responden a tension ambiental ocasionada, a su vez, por presencia de disolventes
organicos (Aono et al., 1998). El gen tolC se correlacioné negativamente con CE y Na

relacionados, a su vez, directamente con la salinidad (fig. 7).



4.Conclusiones

La salinidad es uno de los principales factores reguladores, en concomitancia con
otras variables medioambientales, de la abundancia de los genes asociados a la
sintesis de compuestos antimicrobianos y, en menor medida, a los ARG en la
comunidad microbiana del manglar de la desembocadura del rio Rancheria.

Las principales rutas asociadas a la produccién de sustancias antimicrobianas
fueron la de la estreptomicina (rfbB, rffG, INO1, ISYNAL, rfbA, rffH y pgm), la de los
monobactamicos (sat, met3, asd, lysC, cysD y dapA), la de carbapenem (proA y
proB) y la de la novobiocina (aspB y hisC).

La abundancia de nueve rutas y la mayoria de los genes identificados como
integrantes de la sintesis de compuestos antimicrobianos estuvieron mediados por
la salinidad. Esta diversidad de rutas y genes ofrece un escenario potencial para
buscar compuestos bioactivos de utilidad farmacéutica. Asi mismo, representa una
base para facilitar la comprension de los mecanismos de resistencia antimicrobiana
en manglares &ridos y sometidos a contaminacion urbana de la Guajira.

Los genes asociados a la resistencia a compuestos antimicrobianos fueron menos
abundantes en el suelo del manglar de la desembocadura del rio Rancheria que
aquellos involucrados con su sintesis.

Predominaron las bombas de eflujo y la resistencia a multidrogas, beta-lactamicos,
imipenem y macrolidos, con diversos genes influenciados por salinidad (i.e., aacA,
oleC4, oleC5, vgb, acrB/mexB/adeJ/smeE/mtrD/cmeB, bpeF, mexF). Por lo tanto,
la salinidad es un factor abittico clave en la estructura de las comunidades
microbianas en los suelos del manglar de la desembocadura del rio Rancheria.
No se puede descartar que la diversidad metabdlica encontrada en el manglar de
la desembocadura del rio Rancheria pueda estar asociada con variables no
evaluadas en este trabajo. En particular se recomienda a futuros investigadores

revisar, entre otras, las condiciones fluctuantes de oxigeno, el anegamiento y la
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presencia de compuestos xenobibticos entre los componentes de las aguas

residuales que regularmente llegan a este ecosistema.
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A. Anexo: Tablas suplementarias

Tabla S1: Resumen de secuenciamiento de las muestras de suelos del manglar en sitios
con salinidades contrastantes (alta: 4H, media: 2M, baja: 3L) en el delta del rio Rancheria,
Colombia (noviembre de 2015). Secuenciacién de escopeta en plataforma llumina
Hiseq2500(% PF: 100)

. % of raw | % Perfect % One % of >= Mean
MuIeDstra Index (M\l(alaeé?es) # Lecturas clusters Index Msgtajtsch nggs %ucil:tey
per lane Reads (Index) (PF) (PF)
2A CGATGT 4.701 31.130,27 10,48 97,36 2,64 92,89 37,00
2B TGACCA 4.689 31.055,19 10,45 98,93 1,07 92,95 37,01
2C ACAGTG 4973 32.932,184 11,08 97,52 2,48 94,01 37,35
3A GCCAAT 5.281 34.975,99 11,77 98,88 1,12 94,94 37,66
3B CAGATC 5.116 33.881,72 11,40 98,56 1,44 93,99 37,36
3C CTTGTA 5.492 36.373,77 12,24 99,03 0,97 94,70 37,59
4A AGTCAA 4.778 31.642,73 10,65 98,81 1,19 93,99 37,34
4B AGTTCC 4.770 31.590,18 10,63 98,97 1,03 94,34 37,47

4C ATGTCA 4.613 30.548,48 10,28 98,44 1,56 92,94 37,00
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Tabla S2: Abundancia de filos de actinobacterias identificadas en sitios con salinidades
contrastantes (alta: 4H, media: 2M, baja: 3L) en el delta del rio Rancheria, Colombia (noviembre
de 2015). Significancias: ***; p <0,001; **: p <0,01; *: p <0,05). Filos sin diferencias significativas

segun salinidad marcados con (-).

Filo 4H 2M 3L Leci/ljras vaFI>or
Proteobacteria | 2,2138 | 3,2207 | 5,6136 | 55,33 | )
Actinobacteria 0,2457 0,8075 0,8192 9,77 oxk
Bacteroidetes 0,3474  0,3786 0,8236 7,28 *
Planctomycetes 0,2672 0,3976 0,6153 6,49
Chloroflexi 0,1581 0,2705 0,4164 4,36 ©
Verrucomicrobia 0,1322 0,2091 0,2948 3,19
Firmicutes 0,1505 0,1508 0,3792 3,18 ok
Cyanobacteria 0,0966 0,1104 0,1907 1,95
Nitrospirae 0,0928 0,0688 0,1513 1,52
Gemmatimonadetes 0,0406 0,0448 0,0904 0,87
Deinococcus-Thermus 0,0247 0,0357 0,0561 0,58 *
Spirochaetes 0,0256 0,0287 0,0517 0,54
Ighavibacteriae 0,0118 0,0189 0,0494 0,41
Chlamydiae 0,0075 0,0161 0,0164 0,23 .
Chlorobi 0,0099 0,0110 0,0201 0,20
Armatimonadetes 0,0056 0,0070 0,0130 0,13 *
Aquificae 0,0053 0,0055 0,0096 o
Nitrospinae 0,0061 0,0052 0,0103 0,10
Synergistetes 0,0045 0,0057 0,0095 *x

Deferribacteres 0,0035 0,0044 0,0079 0,08 )
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Tabla S2: (Continuacion).
Filo 4H oM 3L % P
Lecturas | valor
Thermotogae 0,0030 0,0036 0,0061 0,06 **
Thermodesulfobacteria 0,0026 0,0029 0,0050 0,05 *
Chrysiogenetes 0,0016 0,0020 0,0036 0,04
)
Lentisphaerae 0,0014 0,0019 0,0033 0,03
Fibrobacteres 0,0011 0,0024 *
0,0012
Fusobacteria 0,0010 0,0023 0,02
Tenericutes 0,0006 0,0009 0,0015
()
Dictyoglomi 0,0005 0,0011
0,0005
Elusimicrobia 0,0007 0,0014
0,01
Caldiserica 0,0003 0,0004 0,0006 *
Cloacimonetes 0,0004 0,0005 0,0008 b
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Tabla S3: Abundancia de oOrdenes de Actinobacterias identificadas en sitios con
salinidades contrastantes en el delta del rio Rancheria, Colombia (noviembre de 2015).
Salinidades: alta: 4H, media: 2M, baja: 3L. Significancias: ***: p <0,001; **: p <0,01; *: p
<0,05. Ordenes sin diferencias significativas segun salinidad marcados con (-).

%

Ordenes 4H 2M 3L Lecturas P valor  FDR
Actinomycetales 0,0457 @ 0,0934 @ 0,0617 68,52 ) 0,0001
Acidimicrobiales 0,0062 0,0164 0,0169 13,48 * 0,1121
Nitriliruptorales 0,0025 @ 0,0093 0,0053 5,82 i 0,0005
Solirubrobacterales 0,0037 @ 0,0070 @ 0,0053 5,46 ) 0,0001
Rubrobacterales 0,0022 0,0023 0,0016 2,09 ok 0,0005
Coriobacteriales 0,0004 0,0004 0,0004 0,40 0,8924

()
Bifidobacteriales 0,0002 0,0002 0,0002 0,19 0,9281
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Tabla S4: Abundancia de familias de actinobacterias identificadas en sitios con
salinidades contrastantes (4H: alta; 2M: media; 3L: baja; noviembre de 2015). Valor p: ***

<0,001; ** <0,01; * <0,05. Diferencias no significativas marcadas con (-).

Familia yrv Sa"zn'\'/ldad o Reog) s Va'gres FDR
Acidimicrobiaceae 6,23x10°  1,64x102 1,69x107? 13,48 rkx 1,90x103
Streptomycetaceae 7,41x10°  1,65x102? 8,72x103 11,14 ) 1,34x10?
Mycobacteriaceae 6,12x103 1,20x102  1,06x10%2 9,79 * 8,02x102
Pseudonocardiaceae 6,38x10% 1,08x102 7,03x10°3 8,25 ) 2,10x101
Nitriliruptoraceae 2,45x10% 9,34x10% 5,26x103 5,82 *x 3,24x102
Nocardioidaceae 2,10x10% 8,77x10° 5,38x1073 5,55 Fkk 1,90x103
Micromonosporaceae 2,46x103%  7,09x103 4,17x103 4,68 *x 2,92x102
Nocardiaceae 2,83x103  4,14x10% 2,89x103 3,36 * 7,45x102
Frankiaceae 2,48x10%  3,01x103 2,25x10% 2,64 N 1,97x102
Intrasporangiaceae 1,25x10°  2,85x10°  2,77x10°% 2,35 1,82x102
Rubrobacteraceae 2,22x103%  2,29x10%  1,63x103 2,09 *xk 1,90x10°3
Streptosporangiaceae 1,56x10°  2,78x10°  1,72x10° 2,07 ) 2,19x101
Microbacteriaceae 1,34x103  2,51x103 2,18x10%3 2,06 *rk 7,10x103
Solirubrobacteraceae 1,33x103  2,57x10®  2,04x10% 2,03 2,83x101
Conexibacteraceae 1,27x10°  2,56x103 1,88x10° 1,95 0 3,78x101
Thermomonosporaceae 1,36x10°%  2,29x10°  1,27x10° 1,68 *x 3,01x102
Geodermatophilaceae 1,24x10%  2,12x10% 1,28x10% 1,59 2,83x10!
Jiangellaceae 6,00x10* 3,10x10° 7,28x10* 1,51 ) 2,65x101
Micrococcaceae 1,11x10°  1,93x103 1,29x10° 1,48 7,90x101
Nocardiopsaceae 1,33x10°  1,98x10° 9,84x10* 1,47 * 2,00x104
Gordoniaceae 7,14x10*  1,12x10° = 8,47x10* 0,92 9,55x101
Cellulomonadaceae 506x104  1,15x10° 7,68x10¢ 0,83 O ogxao
Corynebacteriaceae 6,58x10*  9,09x10“  7,07x10* 0,78 8,24x101
Patulibacteraceae 5,61x10* 9,84x10*  7,18x10* 0,77 9,55x101
Demequinaceae 212x10%  8,63x104 1,15x10° 0,76 0 4,00x10
Propionibacteriaceae 5,10x10* 7,71x10* 5,89x10* 0,64 7,42x101
Glycomycetaceae 3,69x10*  1,07x10°  4,05x10* 0,63 . 1,09x101
Actinomycetaceae 4,36x10* 5,21x10“4 4,00x10* 0,46 3,30x10%2

Promicromonosporacea 2,10x10%* 5,77x10% 5,06x10* 0,44 i 1,40%x102
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Table S4: (Continuacion).

Salinidad

Familia yrv o o Reog) s Va'gres FDR
Coriobacteriaceae 4,00x10% 3,97x10* 3,63x10* 0,40 * 6,67x10?
Sporichthyaceae 2,51x10*  4,46x10“ 3,82x10* 0,37 *kk 5,60x103
Actinopolysporaceae 2,17x10* 5,47x10“  2,99x10* 0,36 ) 4,41x101
Nakamurellaceae 2,04x10* 3,80x10*  3,02x10* 0,30 * 3,30x102
Cryptosporangiaceae 1,84x104  4,17x10*  2,42x10* 0,29 ) 6,22x101
Catenulisporaceae 2,29x10*  2,97x10“4  1,98x10* 0,25 *x 2,49x102
Dermatophilaceae 177x10% | 2,72x10%  2,39x10* o3 ) 1,80x101
Acidothermaceae 1,79x10*  3,13x10* 1,95x104 0,23 N 2,92x1072
Dermacoccaceae 1,50x10*  2,65x10*  2,25x10* 0,22 3,24x10?
Bifidobacteriaceae 1,77x10*  2,21x10* 1,69x10* 0,19 2,19x101
Dermabacteraceae 1,49x10* 2,35x10* 1,50x10* 0,18 4,54x101
Brevibacteriaceae 1,30x104  2,25x10*  1,37x10* 0,17 3,34x101
Actinospicaceae 8,88x10° 2,18x10* 1,30x10* 0,15 3,92x101
Beutenbergiaceae 8,37x10°  1,79x10*  9,01x10° 0,12 ) 3,50x101
Dietziaceae 7,90x10°  1,03x10“4  8,10x10° 0,09 1,80x101
Tsukamurellaceae 6,59x10° 9,32x10°  6,18x10° 0,08 1,54x10?
Ruaniaceae 4,28x10°  8,96x10° 6,72x10° 4,50x101
Kineosporiaceae 4,05x105  9,10x10°  6,28x10° 007 5,23x10°!
Segniliparaceae 4,02x10°  6,30x10°  3,98x10° 0,05 * 1,01x10?
Jonesiaceae 2,99x10° 5,02x10°  3,46x10° 3,07x101
Sanguibacteraceae 3,07x10°  4,60x10°  3,58x10° 0.04 ) 9,51x101
Williamsiaceae 2,45x10°  2,78x10°  1,76x10° 0,02 2,19x101
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Tabla S5: Abundancia de géneros de actinobacterias identificados en sitios con

salinidades contrastantes (alta: 4H, media: 2M, baja: 3L) en el delta del rio Rancheria,
Colombia (noviembre de 2015). Significancias: ***: p <0,001; **: p <0,01; *: p <0,05).
Géneros sin diferencias significativas segun salinidad marcados con (-).

Salinidad
Género . % Lecturas | Pvalor FDR
4H 2M 3L
llumatobacter 00051 | 00141  0,0156 11,85 *  0,0037
Streptomyces 0,0067 0,0148 0,0078 10,00 0,0288
Mycobacterium 0,0061 0,0118 0,0105 9,70 ©) 0,0167
Nitriliruptor 0,0025 0,0093 0,0053 5,82 * 0,0079
Nocardioides 0,0010 0,0049 0,0033 3,14 () 0,0004
Frankia 0,0025 0,0023 2,64 0,0012
Pseudonocardia 0,0021 0.0030 0,0019 2,34 ** 0,0012
Nocardia 0,0018 0,0026 0,0018 2,10 * 0,0111
Rubrobacter 0,0022 0,0023 0,0016 2,09 ** 10,0005
Solirubrobacter 0.0026 0,0020 2,03 0,0509
Conexibacter 0,0013 ' 0,0019 1,95 0,0640
Amycolatopsis 0,0025 0,0016 1,82 “) 0,0726
Jiangella 0,0006 0,0031 0,0007 1,51 0,0193
Actinoplanes 0,0008 0,0020 0,0013 1,40 0,0652
Actinomadura 0,0010 0,0016 0,0009 1,20 ok 0,0006
Rhodococcus 0,0009 0,0014 1,06 * 0,0159
Nocardiopsis 0,0010 0,0014 0,0007 1,04 ) 0,0002
Microbacterium 0,0006 0,0013 0,0012 1,03 ok 0,0006
Gordonia 0.0007 0,0011 0,0009 0,92 0,0769
Arthrobacter ' 0,0012 0,0008 0,91 0,0677
Saccharomonospora 0,0006 0,0011 0,0007 0,84 ©) 0,0632
Marmaoricola 0,0002 0,0014 0,0004
Blastococcus 0,0007 0,0006 0.80 ek 0,0011
Patulibacter 0,0006 0,0010 00007 0,77 () 00775
Micromonospora 0,0003 0,0012 0,0007 0,76 ek 0,0011
Salinispora 0,0004 0,0011  0.0007 0,73 * 0,0028
Acidithrix 0,0005 0,0010 0,0006 0.72 0 0,0314
Corynebacterium 0,0006 0,0008 0,0007 0,0648
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Tabla S5: (Continuacion).

Salinidad
Género . % Lecturas @ Pvalor | FDR
4H 2M 3L
Cellulomonas 00004 00009 | 0,0006 0,67 10,0332
Demequina 0,0002 0,0007 0,0009 0,63 0 0,0002
Actinopolymorpha 0,0003 0,0010 0.0005 0,62 0,0873
Streptacidiphilus 0,0005 0.0007 ’ 0,59 0,0553
Intrasporangium ' 0,0007 0,58 *x 0,0036
. 0,0003
Kribbella 0,0009 0,55 0 0,0178
Streptosporangium 0,0008 0,54 0,0314
Nonomuraea 0,51 * 0,0057
. 0,0004
Saccharothrix 0,0297
. : 0,0004 0,50
Microbispora 0,0007 0,0332
Acidimicrobium 0,49 0 0,0549
Dactylosporangium 0,0003 0,47 0,0388
Saccharopolyspora 0,0006 0,45 0,0961
Glycomyces 0,0002 0,0008 0,0002 0.42 0,0178
Ferrimicrobium 0,0006 0,0003 ' * 0,0106
Tetrasphaera 0,0003 0.0005 0,0005 0,40 “) 0,0185
Sporichthya ' 0,0004 0,37 * 0,0019
Actinopolyspora 0,0395
. . 0,0006 0,36
Catelliglobosispora 0,0003 ) 0,0518
. 0,0002
Kitasatospora 0,33 0,0825
Knoellia 0,0004 0,0004 0.32 . 0,0070
Kutzneria 0,0003 ’ 0,0079
Hamadaea 0,0001 0,0005 0,31 ) 0,0193
0,0003
Nakamurella 0,30 * 0,0106
Thermomonospora 0,0772
: 0,0004
Cryptosporangium 0,0002 0,0002 0.29 0,0556
Herbidospora ' () 0,0419
- . 0,0003
Propionibacterium 0,0624
. 0,0003
Actinomyces 0,0003 0,28 0,0205
Thermocrispum 0.0002 0,0004 0,0002 0,27 ** 0,0055
Lechevalieria ' 0,0003 0,26 ) 0,0509
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Tabla S5: (Continuacion).
Salinidad
Género . % Lecturas | Pvalor FDR
4H 2M 3L
Actinokineospora ' ' 0,0002 ' 0,0652
) ) 0,0002 0,0003 0,26 )
Kibdelosporangium 0,0003 0,0481
Aeromicrobium 0,0001 0,0004 0,0002 0,25 *x 0,0019
Catenulispora 0,25 0,0025
Acidothermus 0,0002 0,24 ** 10,0031
Microtetraspora 0,0003 “) 0,0845
. . 0,0002 0,23
Actinocatenispora 0,0001 * 0,0079
Kocuria 0,0002 “) 0,0168
Verrucosispora 0,0004 0,22 * 0,0090
Phycicoccus 0,0002 0,0004 * 0,0006
. . 0,0001
Ornithinimicrobium 0,0196
0,0003 0,21 “)
Modestobacter 0,0002 0,0825
Smaragdicoccus 0,0002 rxk 0,0005
Allosalinactinospora 0,0003 0,0001 0,20 0,0118
. 0,0002 *
Thermobispora 0,0104
. 0,0002 0,0002
Actinomycetospora 0,19 *x 0,0018
Spirillospora 0,0001 0,0772
Serinicoccus 0,0003 0,0002 0,18 0,0782
Longispora 0,0726
Brevibacterium 0,0481
: 0,17 Q)
Geodermatophilus 0,0652
Stackebrandtia 0,16 0,0556
Actinospica 0,0611
. 0,0001 0,0001
Brachybacterium 015 0,0332
Microlunatus 0,0002 ’ * 0,0123
Bifidobacterium 0,0338
Leifsonia 0,0518
. 0,14 )
Sciscionella 0,0449
Isoptericola 0,0297
Pimelobacter 0,0002 *x 0,0015
Lysinimicrobium 4,00x10° 0,0001 0,13 0 0,0004
Leucobacter 0,0951
- 0,0001 0,0002 0,0001
Thermobifida * 0,0118




52 Caracterizacidbn metagenémica de genes asociados a la sintesis y
resistencia de compuestos antimicrobianos en suelos de manglar

Tabla S5: (Continuacion).

Salinidad
Género . % Lecturas @ Pvalor | FDR
4H 2M 3L
Allokutzneria ' ' () 00314
. 0,0001 0,12

Beutenbergia 0,0002 " 0,0071
Promicromonospora 4,00x10° 0,0013
Nesterenkonia 0,0001 0,11 0,1000
Terrabacter 4,00x10° 0 0,0185
Janibacter 0,0001 0,0481
Streptomonospora 0.10 0,0708
Amycolicicoccus 0,0002 ’ * 0,0135

. 0,0001
Glaciibacter 0,0717
Mobilicoccus () 0,0332
Dietzia 0,0193

. 0,09

Xylanimonas rork 0,0011

. 4,00x10°
Luteipulveratus *x 0,0012
Actinoalloteichus 0,0418
Prauserella 0,0001 “) 0,0408
Actinosynnema 0,08 0,0749

0,0001
Terracoccus 3,00x10° ** 0,0034
Tsukamurella 0,0001 * 0,0139
Actinotalea 4,00x10° 0 0,0825
Citricoccus 0,0001 0,0652
— . 0,0001

Cellulosimicrobium * 0,0118

. 4,00x10°
Ruania 0,0652
Granulicoccus 0,0001 0,07 0,0418
Kineococcus 4,00x10°5 0,0668
Lentzea 0,0632
Kineosphaera 0,0001 0,0343
Demetria ) 0,0237
Arsenicicoccus 4,00x10° 0,0518
Propionicicella 0,0648
Actinobaculum 0,06 0,0180

. 0,0001
Tomitella 0,0603
Collinsella 0,0343
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Tabla S5: (Continuacion).
Salinidad
Género . % Lecturas @ P valor | FDR
4H 2M 3L
Curtobacterium | 4,00x105 10,0314
. 0,0001
Cryobacterium 0,0001 0,0717
Olsenella 4,00x10° 0 0,0183
Austwickia 3,00x10°5 0,0338
Clavibacter 0,0001 0,0726
Kytococcus 0,0001 0,05 0,0473
Segniliparus 4,00x10° * 0,0139
. 4,00x10°
Sinomonas * 0,0652
Haloglycomyces 3,00x10% i 0,0018
Aestuariimicrobium 3,00x10° 0,0001 0,0176
Pseudoclavibacter 0,0940
. 4,00x105 4,00x105
Slackia “) 0,0758
. 4,00x10°
Oerskovia 0,0001 0,0508
. 3,00x10°
Rothia 0,0001 0,0797
Hoyosella 0,0001 4,00x10° | 3,00x10° * 0,0031
Jonesia 3,00x10° 0,0001 0,0408
Atopobium 4,00x10° 4,00x10° 0.04 0,0648
Sanguibacter 0,0001 4,00x10° ' 0,0984
Gryllotalpicola ) 0,0652
3,00x10° 4,00x10°
Tessaracoccus 3,00x10° 0,0772
Mobiluncus 3,00x10° 0,0481
. 4,00x10°
Paraoerskovia 0,0769
Humibacter 2,00x10° 0,0001 * 0,0135
. 3,00x10°
Micrococcus 0 0,0797
Eggerthella 0,0652
3,00x105 2,00x105
Trueperella 4,00x10° * 0,0070
Agrococcus 2,00x10% 3,00x10% ) 0,0829
Enterorhabdus 2,00x10° 0,03 xkk 0,0011
3,00x105
Gardnerella 2,00x10°% ) 0,0538
Dermatophilus *x 0,0036
Gulosibacter 3,00x10"° | 3,00x10° 0,0167
. 2,00x105
Herbiconiux 2,00x10°% ) 0,1000
Williamsia 0,02 0,0314
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Tabla S5: (Continuacion).

Salinidad

Género . % Lecturas @ Pvalor | FDR
4H 2M 3L

Cryptobacterium ' ' 2,00x105 | 2,00x10°5 10,0807
Enorma 2,00x10°5 3,00x105 | 1,00x10° 0,0424
Gordonibacter 2,00x10° | 3,00x10° 0,0776
Timonella 1,00x10-° 0,0786
Agreia 2,00x10° () 0,0734
Varibaculum 2,00x10° 0,0640
Yaniella 2,00x10° 2,00x10° 0,0772
Senegalimassilia 0,0731
Salinibacterium 0,02 0,0717

1,00x10-° 3,00x10°
Dermacoccus 0,0338
Arcanobacterium 2,00x10° 1,00x10-° * 0,0097
Adlercreutzia 2,00x10° 0,0549
Mycetocola 0,0518

_ 1,00x10° ¢)

Acaricomes 0,0984
Flaviflexus 1,00x105 0,0343

: 2,00x10°
Rathayibacter 2,00x10° * 0,0118
Turicella 0 0,0726
Asanoa 0,0577
Coriobacterium 2,00x10° * 0,0103
Cryocola 0,00 0,0970
Frigoribacterium 1,00x10° 1,00x105 0,0632

. . 1,00x10-° 0,01
Propionimicrobium 2,00x10% ) 0,0794
Dermabacter 2,00x10° 0,0343
1,00x10°

Tropheryma 1,00x10° 0,0712
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Tabla S6: Géneros de actinobacterias y principales genes identificados en sitios con

salinidades contrastantes en el delta del rio Rancheria, Colombia (noviembre de 2015).

Género

acpD asd aspB cysD fabG INO1

proA proB

sat

Acidimicrobium
Acidothermus
Actinoalloteichus
Actinobaculum
Actinomadura
Actinomyces
Actinoplanes
Actinopolymorpha
Actinopolyspora
Actinosynnema
Actinotalea
Adlercreutzia
Aeromicrobium
Agrococcus
Agromyces
Allokutzneria
Amycolatopsis
Arcanobacterium
Arsenicicoccus
Arthrobacter
Austwickia
Beutenbergia
Bifidobacterium
Blastococcus
Brachybacterium
Brevibacterium
Catenulispora
Cellulomonas
Cellulosimicrobium

Citricoccus

X
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Tabla S6: (Continuacion).

Género

acpD asd aspB cysD fabG INO1

Gen

lysC pac proA proB rfbA rfbB rffG sat

Clavibacter

Collinsella

Conexibacter X
Coriobacterium

Corynebacterium X X
Cryobacterium

Cryptobacterium

Curtobacterium

Dermabacter

Dermacoccus

Dermatophilus

Dietzia X
Eggerthella

Flaviflexus

Frankia X
Frigoribacterium

Gardnerella

Gardnerella

Geodermatophilus

Gordonia

Gordonibacter

Gryllotalpicola

Herbiconiux

Hoyosella

Humibacter

llumatobacter

Intrasporangium

Isoptericola X
Janibacter

Jiangella

Jonesia

Kibdelosporangium

X

X
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Tabla S6: (Continuacion).

Género

acpD asd aspB cysD fabG INO1

sat

Kitasatospora

Kocuria X
Kribbella

Kutzneria

Kytococcus

Leifsonia

Lentzea

Leucobacter
Luteipulveratus
Marmoricola
Microbacterium
Micrococcus X
Microlunatus
Micromonospora X
Mobilicoccus

Mobiluncus

Modestobacter

Mycetocola

Mycobacterium X X
Nakamurella
Nesterenkonia X
Nocardia

Nocardioides

Nocardiopsis

Nonomuraea

Oerskovia

Olsenella

Ornithinimicrobium
Paraoerskovia
Phycicoccus

Pimelobacter

Prauserella

Propionibacterium

X
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Tabla S6: (Continuacion).

Género

Gen

acpD asd aspB cysD fabG INO1 lysC pac

proA proB

rfbA

rfbB

rffG

sat

Pseudonocardia
Rathayibacter
Rhodococcus
Rothia

Ruania
Rubrobacter
Saccharomonospora
Saccharopolyspora
Saccharothrix
Salinibacterium
Salinispora
Sanguibacter
Segniliparus
Serinicoccus
Sinomonas
Slackia
Stackebrandtia
Streptacidiphilus
Streptomonospora
Streptomyces
Streptosporangium
Tessaracoccus
Tetrasphaera
Thermobifida
Thermobispora
Thermomonospora
Tomitella
Tropheryma
Trueperella
Tsukamurella
Verrucosispora

Xylanimonas

X
X

X X X X




