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Resumen

Las cuevas vienen siendo estudiadas desde diversos puntos de vistas: ambiental, geolégico,
geoquimico, microbiolégico, turistico, etc. Sin embargo, las cuevas y otros ambientes
subterrdneos han sido poco explorados desde el punto de vista biotecnolégico, aunque
representan nichos ecolégicos indispensables que podrian ofrecer nuevas moléculas
de interés para la medicina y la farmacologia. Se han investigado las bacterias de
diversas cuevas de la Peninsula Ibérica, asi como de las Islas Canarias para comprobar su
bioactividad. Entre ellas, han mostrado un interesante potencial antimicrobiano algunas
de las bacterias aisladas de la Cueva de Altamira. Los andlisis in vitro e in silico mostraron
la inhibicion de bacterias patégenas Gram- positivas, Gram-negativas y hongos. El interés
de esta investigacion se apoya en la conocida resistencia de las bacterias patégenas a
los antimicrobianos, lo que se ha convertido en un problema mundial en las Ultimas
décadas. Nuestros datos muestran la presencia de bacterias productoras de compuestos
antimicrobianos en ambientes subterrdneos; y el estudio de sus genomas indicarian la
existencia de genes implicados en la sintesis de nuevos compuestos.

Palabras clave: Cueva de Altamira, compuestos antimicrobianos, Crossiella,
Pseudomonas, prediccion de genes.

Caves as a biotechnological resource
Abstract

The caves have been studied from various points of view: environmental, geological,
geochemical, microbiological, tourist, etc. However, caves and other subterranean
environments have been little explored from a biotechnological point of view, although
they represent essential ecological niches that could offer new molecules of interest for
medicine and pharmacology. Bacteria from various caves from the Iberian Peninsula,
as well as the Canary Islands, have been investigated to verify their bioactivity. Among
them, some of the bacteria isolated from the Altamira Cave have shown an interesting
antimicrobial potential. In vitro and in silico analyses showed inhibition of Gram-positive
and Gram-negative pathogenic bacteria, and fungi. The interest of this research is based
on the known resistance of pathogenic bacteria to antimicrobials, which has become a
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global problem in recent decades. Our data show the presence of bacteria that produce
antimicrobial compounds in subterranean environments and the study of their genome
would indicate the existence of genes involved in the synthesis of new compounds.

Keywords: Altamira Cave, antimicrobial compounds, Crossiella, Pseudomonas, gene
prediction

Introduccion

Las cuevas son lugares de notable interés geolégico, ecolégico y cultural, con diversos
compartimentos que difieren en su composicion fisica, quimica y microbiana. La
colonizacién microbiana en cuevas es un proceso complejo y dindmico que esta
controlado por factores ambientales y fisicoquimicos (temperatura, CO,, disponibilidad
de nutrientes, iluminacion, etc.). Las cuevas también son reservorios de biodiversidad
y cada afio se descubren varias decenas de nuevas especies de bacterias. El estudio del
metabolismo de esas nuevas especies de bacterias constituye una linea de trabajo de
particular interés, por cuanto las bacterias sintetizan y excretan metabolitos, de potencial
utilidad en biotecnologia, entre los que se encuentran enzimas, antibiéticos y otros
compuestos bioactivos o antimicrobianos.

La busqueda de nuevos antibidticos es un tema de investigacion que data de los afios
40 del pasado siglo. Waksman y colaboradores (Schatz et al., 1944) fueron pioneros en
la investigacion de las bacterias aisladas del suelo como productoras de compuestos
antimicrobianos (CAs). Una década después, la investigacion se centré en la busqueda de
CAs en organismos marinos (Bergmann et al., 1955). En la actualidad, se han identificado
un numero considerable de CAs a partir de microorganismos terrestres y acuaticos
(Rangseekaew y Pathom-aree, 2019; Sharma y Thakur, 2020; McCauley et al., 2020).

El subsuelo y los ambientes subterraneos son habitats relativamente poco estudiados,
y la exploracion de cuevas como fuente de CAs es relativamente reciente. Groth et
al. (1999) sugirieron que las cuevas parecian ser un nicho prometedor para encontrar
actinobacterias que produjeran nuevos CAs. Esta hipotesis se confirmé unos afios mas
tarde con el descubrimiento de un grupo de cervimicinas producidas por la bacteria
Streptomyces tendae, aislada de la Grotta dei Cervi en Italia (Groth et al. 2001; Herold et
al. 2005).

En general, la mayoria de las cuevas existentes en el planeta estan inexploradas o rara
vez son visitadas por humanos. En estas se podrian aislar taxones nuevos o raros de
bacterias (Rangseekaew y Pathom-aree, 2019). Esto también se extiende a las cuevas
turisticas andaluzas y con un elevado nimero de visitantes (Calaforra y Berrocal, 2008) o
del norte de Espana (Groth et al. 1999).

Gohain et al. (2020) publicaron una lista de especies de actinobacterias que produjeron
mas de 60 CAs diferentes, y Zada et al. (2021) aportaron una lista de 20 CAs sintetizados
por bacterias de cuevas, de las cuales 12 fueron producidos por especies de Streptomyces,
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seis por especies de Paenibacillus y una por Bacillus licheniformis y Nonomuraea specus.
Estos datos indican la importancia de las bacterias de cuevas como productoras de CAs.

La Organizacién Mundial de la Salud ha alertado sobre la necesidad de encontrar nuevos
antibidticos eficaces frente a las bacterias multirresistentes (WHO, 2017). En los ultimos
afos, se ha observado un creciente interés en los CAs producidos por microorganismos
que habitan en cuevas (Nakaew et al., 2009; Yasir, 2018; Wiseschart et al., 2019; Paun
et al., 2021). La gran mayoria de los articulos publicados por estos y otros autores
fueron trabajos descriptivos sobre el aislamiento de cepas de bacterias de cuevas que se
examinaron para determinar sus propiedades antimicrobianas frente a otros patégenos,
pero sin llegar a identificar quimicamente los CAs implicados en el proceso.

Una forma de contrarrestar la falta de estudios sobre los CAs es caracterizar el genoma
bacteriano de las bacterias aisladas de cuevas a través de la prediccion de genes y
anotaciones funcionales. Esto permite centrarse en bacterias con grupos de genes de
interés. En el estudio efectuado sobre distintas cuevas espafiolas se han encontrado
especies de bacterias interesantes que animan a seqguir esta linea de investigacién, por
las perspectivas que abre para la industria farmacolégica y la medicina.

Materiales y métodos
Muestreo, aislamiento e identificacion de bacterias

Para este estudio se muestrearon algunas cuevas de la Peninsula Ibérica y cuevas volcanicas
canarias, cuya localizacion se detalla en la figura 1. Se tomaron muestras de espeleotemas,
biopeliculas, y sedimentos y se depositaron en tubos estériles, manteniéndose a 5 °C hasta
su llegada al laboratorio. Posteriormente, fueron inmediatamente procesadas mediante
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Figura 1. Cuevas muestreadas en Espafia en busqueda de compuestos antimicrobianos (CAs). Se estudiaron
siete cuevas de cuatro comunidades autonomas. El numero total de cepas estudiadas por region se
representa en color azul. Los circulos representan el numero de cepas ensayadas (circulo externo) y las
cepas con propiedades antimicrobianas (circulo interno).
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suspension en solucidn salina e inoculaciéon en un medio de tripticasa-soja-agar (TSA) para
aislar las bacterias. Los cultivos se incubaron a 28 °C durante varias semanas para permitir
el crecimiento de cepas de crecimiento lento.

Las muestras de aire de las cuevas se recolectaron utilizando un muestreador Surface
Air System de gran volumen (Duo SAS, modelo Super 360, International pBIl, Milan,
Italia). Las muestras se tomaron por duplicado y el volumen de aire filtrado se fijo en
100 L (Dominguez -Moiiino et al., 2021a). El medio de cultivo fue TSA, y las placas se
incubaron a 28 °C. Se aislaron colonias morfolégicamente diferentes. La identificacién
bacteriana se llevd a cabo mediante la secuenciacién del gen del ARN ribosomal (ARNr)
16S (Dominguez-Mofiino et al.,, 2021a). La identificacién de taxones relacionados
filogenéticamente se determiné mediante el algoritmo de alineacion global, utilizando
la base de datos EzBioCloud (Yoon et al., 2017). El nUmero de cepas analizadas de cada
cueva y la actividad frente a bacterias patdégenas se muestran en las figuras 2 y 3.

Ensayos de inhibicion de bacterias y hongos

Para poder determinar la capacidad antimicrobiana de las bacterias ensayadas, se
propuso un ensayo inicial para el cribado inicial de bacterias con bioactividad basado
en una adaptacion del método “Oxford cup”. Las cepas estudiadas fueron cultivadas en
placas de agar nutritivo (NA) con 2% de glicerol e incubadas un minimo de 24 horas, a
30 °C, dependiendo del crecimiento de cada bacteria. Una vez crecidas, se recogieron
secciones de 0,4 cm con un sacabocado y se depositaron en una placa de cultivo de
TSA, con cada una de las bacterias patégenas incluidas en el cultivo. En resumen, el
método siguid los siguientes pasos: Cada bacteria patégena fue cultivada en 7 mL de
caldo tripticasa-soja a 30 °Cy 180 rpm entre 18-24 horas, hasta alcanzar un crecimiento
del cultivo igual al estdndar n° 2 de McFarland. Este cultivo se aifadié a un volumen de
30 mL de TSA, esterilizado a una temperatura cercana a la solidificacion del medio (45-50
°C). Una vez las placas se solidificaron, se depositaron las secciones de 0,4 cm de biomasa
de los cultivos de las bacterias a ensayar y se cultivaron durante 24 horas a 30 °C. Las
bacterias que presentaron actividad inhibiendo el crecimiento de las patégenas, fueron
seleccionadas para un ensayo posterior en medio liquido.

Las cepas se cultivaron en frascos con 150 mL de caldo nutritivo con 2% de glicerol (v/v),
a 30 °Cy 180 rpm, ya que el glicerol como fuente de carbono promueve la sintesis de
antibidticos en actinomicetos (Jonsbu et al., 2002; Saudagar y Singhal, 2007). Después
de la incubacién, los cultivos se filtraron a través de un filtro de policarbonato con un
tamafno de poro de 0,22 um y los extractos se analizaron para determinar su actividad
antibacteriana. Las bacterias patdgenas utilizadas en esta prueba fueron Bacillus cereus
CECT 148, Staphylococcus aureus CECT 4630, Escherichia coli DSM 105182, Pseudomonas
aeruginosa CECT 110 y Acinetobacter baumannii DSM 30007. Ademas, se agreg6 a la
prueba una bacteria ambiental, Arthrobacter sp., por su baja resistencia antimicrobiana.
Se prepararon suspensiones de bacterias patégenas en solucion salina estéril al 0,9 %
(p/v) y se ajustaron a 0,5 unidades McFarland utilizando un densitometro DEN-1B (BioSan
SIA, Riga, Latvia). El ensayo inhibitorio se llevé a cabo por duplicado en un dispositivo
de microplacas SPECTROstar Nano (BMG Labtech, Ortenberg, Alemania). Las microplacas
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se sometieron a agitacién orbital a 500 rpm, a 30 °C durante 24 horas y los datos se
registraron cada 30 minutos.

El ensayo de inhibicién del crecimiento fungico se llevé a cabo en un cultivo sélido de
agar nutritivo-glicerol, una metodologia similar a la utilizada por Kerr (1999). La biomasa
de las cepas Cross-1y Cross-2 se esparcioé sobre agar en forma de zigzag y se incubé a 30 °C
durante 24 horas, antes de la inoculacién de las especies fungicas. Una vez inoculados los
hongos, las placas se incubaron a 25 °C durante 28 dias. Las especies de hongos utilizadas
en este ensayo se aislaron previamente de cuevas e incluyeron Aspergillus versicolor,
Penicillium chrysogenum, Cladosporium cladosporioides, Fusarium solani y Ochroconis
lascauxensis (Martin-Sanchez et al., 2012; Dominguez-Moifino et al. 2021b; Sanchez-
Moral et al. 2021).

Analisis gendmico

El ADN extraido para el estudio del genoma completo de las bacterias fue secuenciado
por Macrogen Inc. (Seul, Corea del Sur) para lecturas cortas (lllumina 150 PE), utilizando
un secuenciador NovaSeq 6000 (lllumina, EE.UU.) y TruSeq DNA PCR-free para la
construccion de bibliotecas. El ensamblaje de novo se realizé con SPAdes (Prjibelski et al.,
2020), utilizando las lecturas sin procesar. La comparacion del genoma por pares se llevé
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Figura 2. Numero de cepas estudiadas por cueva y numero de cepas productoras de compuestos
antimicrobianos (CA:s).
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a cabo utilizando la herramienta web JSpeciesWS (Richter et al., 2016). Se implemento
la busqueda de correlacion Tetra (TCS) para buscar los genomas mas cercanos, que se
acoplaron junto con las cepas Cross-1 y Cross-2 para calcular la identidad promedio
de nucleétidos con los algoritmos BLAST (ANIb) y MUMmer (ANIm). La caracterizacion
funcional de los genes se obtuvo utilizando Prokka (Seemann, 2014) y antiSMASH
6.0 en modo “estricto” y activadas todas las funciones adicionales para la extraccion
automatizada del genoma del metabolismo secundario (Blin et al., 2021). Los grupos de
genes previstos incluidos en el metabolismo secundario se anotaron con la base de datos
UniProtKB utilizando BLAST.

Los numeros de acceso GenBank/EMBL/DDBJ secuencias del gen 16S rRNA de las cepas de
Crossiella, Cross-1 'y Cross-2 fueron ON669108 y ON669109, respectivamente. Los datos
de secuenciacion generados en este estudio se depositaron en el Centro Nacional de
Informaciéon Biotecnolégica (NCBI) con el nimero de ID de BioProyecto PRINA769239. El
proyecto de genoma completo se depositdé en DDBJ/ENA/GenBank con los numeros de
acceso JALMDJ000000000 y JALMDKO00000000, para Crossiella, cepas Cross-1y Cross-2,
respectivamente.

Resultados y discusion

Se han muestreado cuevas karsticas en la Peninsula Ibérica, asi como cuevas volcanicas en
las Islas Canarias (figura 1). Los diferentes muestreos arrojaron un total de 1047 bacterias,
gque se ensayaron para comprobar su actividad antimicrobiana (tabla 1). El nimero de
bacterias productoras de CAs fue notable, no solo en las cuevas de la Peninsula Ibérica, sino
también en cuevas volcanicas ubicadas en las Islas Canarias (figura 1). Estos datos sugieren
el interés por explorar las cuevas karsticas y volcanicas en busca de CAs.

Cepas Cepas
Origen esayades  positivas [%] 1 2 3 4 5 B
Sedimentos 663 151 {22.57) 119 a7 128 26 3l iz
Alre 378 27 (7.14) B 3 23 1 2 ]
_Total (%) 1047 178(27.00) 127 102 152 27 53 M

Tabla 1. Bacterias de cuevas productoras de compuestos antimicrobianos (CAs) frente a bacterias
patogenas.1: Bacillus cereus CECT 148; 2: Staphylococcus aureus CECT 4630; 3: Arthrobacter sp. LR384284;
4: Pseudomonas aeruginosa CECT 110; 5: Escherichia coli DSM 105182, 6: Acinetobacter baumannii DSM
300007.

La Cueva de Altamira

Altamira, la cueva espafiola arqueolégicamente mas famosa, fue descubierta en 1868
y contiene arte rupestre atribuido al Paleolitico Superior. Las primeras excavaciones de
principios del siglo XX en Altamira, asi como posteriores trabajos de consolidaciéon por
el derrumbe de los bloques de roca del techo, la instalacién de iluminacién artificial y
las visitas masivas, alteraron el ecosistema original y deterioraron las pinturas. De hecho,
en 1973 se registraron hasta 175.000 visitantes. Como consecuencia, la cueva tuvo que
ser clausurada en 1977, reabierta en 1982 y clausurada de nuevo en 2002, debido a la
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Figura 3. Numero de cepas con actividad antimicrobiana frente a las distintas bacterias patdgenas.

contaminacion de la Sala de Policromos y sus pinturas por microorganismos fototréficos
(cianobacterias y algas) (Saiz-Jiménez et al., 2011).

De los numerosos estudios efectuados en la Cueva de Altamira, muchos de ellos recogidos por
Sanchez-Moral (2014) en su monografia, el hallazgo mas intrigante fue la ausencia de hongos
en las paredes de la cueva, a pesar de la alta concentracién de esporas de hongos medidas
en el aire, que ascendié a 390 UFC/m3 en la Sala de Policromos (Garcia- Antén et al., 2014).
Esto se atribuyo6 a las actinobacterias que proliferan en sus paredes, como Actinomadura,
Amycolatopsis, Nocardia, Micromonospora, Rhodococcus y Streptomyces (Groth et al., 1999;
Sanchez-Moral et al., 2014), que producen CAs con propiedades antifingicas. La mayoria
de estas bacterias se aislaron de colonias blancas distribuidas por toda la cueva. Por lo
tanto, la ausencia de hongos en las paredes de la Cueva de Altamira no fue sorprendente,
y la conclusién fue que el microbioma original de la cueva protegia a Altamira de una re-
colonizacién por hongos procedentes del exterior y transportados por el aire.

De todas las bacterias aisladas en las distintas cuevas con propiedades antimicrobianas se
seleccionaron dos cepas de Crossiella (Cross-1y Cross-2), procedentes de la Cueva de Altamira,
para su posterior andlisis. Estas cepas presentaron una destacada capacidad para inhibir el
crecimiento de todas las bacterias patégenas ensayadas, asi como de los hongos utilizados.

Una vez se observo la capacidad de ambas cepas de Crossiella para producir CAs, se procedié
a su identificacién taxonémica, inicialmente a través de la amplificacién y secuenciacién del
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ANIb
1 2 3 4 5 6 7 8
ANIm
99.97 93.13 71.11 70.73 71.19 79.84 72.07
1 100
99.99 94.23 83.60 83.31 83.53 85.91 83.93
99.99 93.07 71.19 70.66 71.20 79.84 72.08
2 100
99.99 94.23 83.59 83.30 83.52 85.91 83.91
92.81 92.81 71.14 70.75 71.15 79.51 72.20
3 100
94.23 94.23 83.59 83.23 83.53 85.70 83.91
71.43 71.42 71.52 75.25 75.61 71.18 72.00
4 100
83.60 83.59 83.59 84.35 84.83 83.43 84.00
71.27 71.27 71.31 75.81 74.78 71.11 71.89
5 100
83.31 83.31 83.23 84.34 84.17 83.14 83.67
71.17 71.16 71.20 75.41 74.07 71.27 71.48
6 100
83.52 83.52 83.53 84.85 84.17 83.59 83.85
80.51 80.52 80.21 71.28 70.82 71.47 72.47
7 100
85.90 85.90 85.70 83.42 83.14 83.59 83.99
70.02 72.03 72.10 71.76 71.27 71.51 72.00
8 100
83.93 83.92 83.91 84.00 83.66 83.85 83.99

Tabla 2. Comparacion de genomas por pares de las cepas Cross-1 y Cross-2 con las especies
filogenéticamente mds cercanas mediante la Identidad de Nucledtidos Promedio utilizando los algortimos
BLAST (ANIb) y Mummer (ANIm).1: Cepa Cross-1; 2: Cepa Cross-2; 3: Crossiella cryophila DSM 44230T; 4:
Amycolatopsis nigrescens CSC17Ta- 90T; 5: Amycolatopsis cihanbeyliensis DSM 45679T; 6: Amycolatopsis
magusensis DSM 45510T; 7: Crossiella equi NRRL B-24104T 8: Kutzneria albida DSM 43870T.

gen ARN ribosémico 16S, y posterior alineamiento de la secuencia con las de las bacterias
mas cercanas disponibles en la base de datos. Se identifico a Crossiella cryophila como la
especie mas cercana, con un 99,70% de similitud, seguida de Crossiella equi, con un 98,87 %
de similitud. Crossiella cryophila, originalmente descrita como Nocardiopsis mutabilis
subespecie cryophilis, es la especie tipo del género Crossiella. Es una bacteria productora
del antibiético dopsisamina, capaz de inhibir tanto bacterias Gram-positivas como Gram-
negativas, a excepcion de Pseudomonas y Serratia (Takahashi et al., 1986). Los resultados
in vivo, para determinar la capacidad de inhibicion de bacterias patégenas y hongos por
parte de las cepas Cross-1y Cross- 2, parecian indicar una discrepancia entre la bioactividad
del antibiotico sintetizado por C. cryophila y la capacidad para inhibir la bacteria patégena
Pseudomonas aeruginosa por las dos cepas en estudio. De este modo, los andlisis in silico
basados en la secuenciacion de los genomas completos, y posterior analisis funcional,
permitié averiguar la relacion filogenética entre Cross-1y Cross-2 y las especies mas cercanas,
asi como indagar en los rutas metabolicas de estas cepas e intentar determinar aquellos
mecanismos genéticos previsiblemente involucrados en la sintesis de CAs.
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Tras la secuenciacion del ADN de Cross-1 y Cross-2, los datos crudos se pretrataron,
eliminando adaptadoresy lecturas de baja calidad. Los genomas ensamblados presentaron
un tamano de 10.680.392 y 10.681.678 de pares de bases, respectivamente, con un
contenido GC del 70,4% en ambas cepas. Posteriormente, a través de la comparacion
de los genomas por pares con la herramienta JSpecies, se confirmé a C. cryophila como
la especie mas cercana a las cepas Cross- 1y Cross-2 (tabla 2). Los valores calculados
con los algoritmos ANIb y ANIm se situaron por encima del umbral de 95%, indicando
que los genomas de las bacterias Cross-1y Cross-2 pertenecian a dos cepas de la misma
especie. Del mismo modo, los valores por debajo del 95% con respecto a las bacterias
comparadas, indicarian que los genomas de Cross-1y Cross-2 pertenecen a una especie
distinta a aquellas filogenéticamente mas cercanasy ya descritas.

La produccion de metabolitos secundarios sucede durante la fase estacionaria de
crecimiento de las bacterias (Ruiz et al., 2010). Por ello, la herramienta antiSMASH lleva
a cabo una prediccion, mediante la mineria de datos genémicos, de clUsteres de genes
susceptibles de participar en el metabolismo secundario para la sintesis de compuestos
bioactivos. Asi, se utilizaron los genomas de las cepas de estudio, Cross-1 y Cross-2,
junto con el genoma de la especie mas cercana, C. cryophila, para identificar y comparar
los diferentes mecanismos involucrados en la produccion de metabolitos secundarios.
Se predijeron un total de 50 regiones, en ambos genomas de Cross- 1 y Cross-2, que
presentaron hasta 61 clUsteres de genes susceptibles de participar en la sintesis
metabolitos con diferente origen y funciéon, mientras que en el caso de C. cryophila,
se identificaron 44 regiones del genoma en las que se predijeron hasta 59 clusteres de
genes. A pesar de los clUsteres similares generados por Cross-1 y Cross-2 con respecto
a C. cryophila, se observaron variaciones en nimero y tipos. Con respecto a terpenos,
en C. cryophila se predijeron hasta 13 clusteres de genes, mientras que en las cepas de
estudio se identificaron 10. Los terpenoides son las moléculas mas abundantes y diversas
de la naturaleza, con actividades bioldgicas tan dispares como las vitaminas o agentes
antitumorales (Helfrich et al.,, 2019). Otros compuestos abundantes en las cepas de
Crossiella analizadas fueron lantipéptidos, péptidos no ribosomales (NRPS), y derivados
de la actividad de las enzimas policétidos sintasas (PKS). Los lantipéptidos con actividad
antimicrobiana son denominados lantibioticos, y tienen actividad fundamentalmente
frente a bacterias Gram-positivas (Repka et al., 2017). Por su parte, los compuestos
derivados de las enzimas NRPS y PKS son sobradamente reconocidos por su importancia
en farmacologia (Singh et al., 2017). En el caso de los lantipéptidos, en Cross-1y Cross-2
se predijeron 11 clusteres de genes, mientras que en C. cryophila se identificaron ocho.
Tanto las cepas de estudio como la especie tipo presentaron siete clisteres susceptibles
de clasificarse como NRPS, mientras que con respecto a los policétidos sintasas, se
observaron 10 PKS en Cross-1 y Cross-2 y 11 en C. cryophila. Entre otros metabolitos
con menor abundancia, destacaron cuatro lasso péptidos, un sactipéptido y un furano
que se predijeron en las cepas en estudio, pero no se identificaron en la especie tipo de
Crossiella. Gracias a los avances en las tecnologias de secuenciacién de genomas, los lasso
péptidos y sactipéptidos se presentan en los Gltimos afios como productos atractivos para
la industria farmacéutica, debido a su prometedor potencial en la lucha contra distintas
enfermedades (Cheng y Hua, 2020; Chen et al., 2021). En total se identificaron hasta 15
clusteres de genes en Cross-1y Cross-2 que no se observaron en C. cryophila, entre los
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que se encontraban tres lantipéptidos, dos NRPS y cuatro PKS, aparte de los compuestos
mencionados anteriormente.

Los andlisis taxonémicos y de prediccion de metabolitos secundarios definen a las
cepas de Crossiella Cross-1 y Cross-2 como dos bacterias con un prometedor potencial
biotecnoldgico, con compuestos bioactivos diferenciables, frente a C. cryophila, la
especie tipo del género Crossiella y mas cercana a las cepas de estudio. La prediccion de
metabolitos novedosos como lasso péptidos y sactipéptidos y la disposicion para realizar
estudios basados en la mineria de datos, podria conducir al descubrimiento de nuevas
moléculas Utiles en la lucha de patégenos y otras enfermedades infecciosas.
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