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RESUMEN

Las actinobacterias estan presentes en el suelo y representan una alta porcion de la
microbiota del medio, principalmente de la rizosfera jugando un papel importante en las
comunidades microbianas asociadas a plantas. Algunos géneros predominan como
saprofitos, mientras que otros son endofitos, simbiontes benéficos o incluso patdgenos de
plantas y animales, y son ampliamente reconocidos por su potencial en control biolégico.

La diversidad del filo es amplia e incluye especies benéficas, viviendo como microbiota en
animales y personas; pero también especies patdgenas. Mycobacterium tuberculosis esta
presente en 2 mil millones de personas en el mundo y es el agente causal de la tuberculosis,
matando millones de personas cada afio. Streptomyces causa “costra” en plantas y se conoce
por su habilidad para causar necrosis y lesiones en cultivos de tubérculos econdmicamente
importantes como la papa. Nocardia puede ser oportunista infectando a personas

inmunocomprometidas causando infecciones como la nocardiasis y el actinomicetoma.

Por otro lado, las actinobacterias tienen un claro potencial como fuente de nuevos
antibiéticos, antifingicos, agentes anticancerigenos y otros metabolitos secundarios que
podrian ser utilizados en medicina humana y animal; son degradadores de hidrocarburos y
pueden ser usados para el control biolégico de plagas en cultivos y como promotores de

crecimiento en plantas.

Con el rapido desarrollo en los campos de gendmica, biologia sintética, ecologia y aunado al
requerimiento de nuevos compuestos antimicrobianos para combatir la resistencia
antimicrobiana, la biologia de Actinobacteria es ampliamente dinamica y se estan realizando

importantes estudios en este campo.

En el proyecto actual se estudiaron actinobacterias de origen clinico, utilizando técnicas de
biologia molecular y herramientas bioinforméticas para buscar en las cepas de estudio uno o
mas sistemas biosintéticos, tales como PKS (policétido sintasa) y NRPS (policétidos sintetasa

no ribosomales), que nos permiten predecir la produccion de metabolitos secundarios con



actividad farmacologica y se evalué su actividad antimicrobiana contra cepas de algunas

bacterias multirresistentes.

1.INTRODUCCION

1.1 ACTINOBACTERIAS

Los actinomicetos o actualmente llamadas actinobacterias son microorganismos procariotes
Gram positivos, que pertenecen al dominio Bacteria y al filo Actinobacteria, incluye 6 clases,

46 ordenes, 79 familias y 425 géneros (1).

1.1.1 Composicion celular y clasificacion guimiotaxonémica

El filo Actinobacteria esta delimitado con base en su posicion en el arbol filogenético del 16S
rRNA; pero actualmente se han usado marcadores genéticos como los “house keeping” o
genes de mantenimiento como rpoB y ssgB propios de cada género que permite discriminar

entre géneros muy similares (2).

Gracias al desarrollo en biologia molecular ha sido posible el descubrimiento de nuevas
especies o el correcto reacomodo de especies mal clasificadas; esto ha permitido un mejor
conocimiento de la biologia de cada especie, sus aspectos patogénicos, epidemiologia, un

mejor diagndéstico y tratamiento en clinica, aplicaciones en biotecnologia y mas.

Las actinobacterias fueron considerados pertenecientes al grupo de los hongos, debido a que
algunos presentan crecimiento filamentoso y producen micelio con esporulacion, sin
embargo, por eso se les nombré en un principio como actinomicetos, pero la comparacion
con los hongos es solo superficial; ya que las células de las actinobacterias son delgadas con
un cromosoma que esta organizado en un nucleo procariote, una pared celular de
peptidoglicano y las células son susceptibles a antibiéticos (3), a diferencia de las células

eucariotas.



Las actinobacterias crecen por la extension de su pared celular desde un extremo y asi

generan la formacion de hifas como se ejemplifica en la Figura 1.
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Figura 1. Ciclo de vida de algunos géneros de actinobacterias (4).

Son mesdfilas, con un crecimiento 6ptimo de 25° a 30°C, y su crecimiento es favorecido
cuando hay baja humedad. Crecen a pH entre 6 a 9, con un maximo de crecimiento alrededor
de la neutralidad. Forman el 20% de la microbiota del suelo en primavera y mas del 30% en
otofio porque hay mayor residuo de materia organica disponible en esa época del afio, y

durante el invierno reducen su concentracion hasta 13% del total de la microbiota (4).

Las principales caracteristicas usadas para su taxonomia a nivel de género y especie son
morfologia microscoépica y quimiotaxonomia (la composicion de su pared celular, el contenido

y variedades de azUcares, composicion de fosfolipidos y tipo de menaquinonas).

Las actinobacterias exhiben una amplia variedad de caracteristicas morfoldgicas,
diferenciadas por la presencia o ausencia de un micelio aéreo, la forma del micelio, el color
del micelio, la produccion o difusién de pigmentos melanoides y la estructura y apariencia de
sus esporas. La morfologia de las colonias es diversa incluyendo formas cocoides
(Micrococcus), rodococoides (Arthrobacter), asi como fragmentacién de hifas (Nocardia) y
formas permanentes de micelio ramificado o hifas (Streptomyces o Frankia). Son productores

de pigmentos melanoides, polimeros con diversas estructuras moleculares negras o cafés y
5



son formadas por la polimerizacion oxidativa de compuestos fendlicos o inddlicos. Las
actinobacterias producen pigmentos los cuales pude ser rojos, amarillos, naranjas rosados,
café, verde-café, azul o negros, dependiendo de las cepas, el medio usado y la edad del
cultivo (5).

La informacién de la arquitectura quimica del peptidoglicano de la pared celular es valiosa
para la clasificacion de las actinobacterias porque facilita la discriminacién entre grupos de
actinobacterias a nivel de género; incluyendo la identificacion de aminoacidos en posicion 3
de la cadena lateral del tetrapéptido por la presencia o ausencia de glicina en los puentes
peptidicos, y la cantidad de azucar en el peptidoglicano. La presencia o ausencia de isomeros
opticos especificos en el aminoacido no proteinico quiral del &cido 2,6-diamino-pimélico
(DAP) es otra caracteristica importante quimiotaxondmica de la pared celular de las bacterias
Gram positivas: el peptidoglicano de actinobacterias contiene LL- o DL- (meso)-DAP,
dependiendo del género. Considerando los isomeros de DAP y la presencia o ausencia de
otros aminoacidos y (amino) azucares, se identifican 8 distintos quimiotipos de pared celular
actinobacterial (tabla 1)(6).

COMPONENTES DE LOS TIPOS DE PARED CELULAR DE
ACTINOBACTERIAS

Tipo Principales Género de Algunas
de caracteristicas Actinobacteria especies de
pared importancia
celular clinica
I LL-DAP, glicina, sin Arachnia, S.somaliensis
azucares. Nocardioides,

Pimelobacter,

Streptomyces.
I meso-DAP, glicina, Actinomyces,
azucares arabinosa y Actinoplanes,

xilosa. Micromonospora,

Ampulariella,etc.




meso-DAP, azlcar
madurosa (3-O-metil-

D-galactosa).

Actinomadura,
Dermatpphylus,
Frankia, etc.

A.madurae

A.pelletieri

Meso-DAP, azlicares

arabinosa y galactosa.

Microspolyspora,

Nocardioformes

N.asteroides
N.brasiliensis
N.otitidiscaviarum
M.tuberculosis
R.equi

R.rhodocrous

Sin DAP, aminoacidos

lisina y ornitina.

Actinomyces

Vi

Sin DAP, puede 0 no
contener amino&cido
acido aspartico, azucar

galactosa.

Actinomyces,
Microbacterium,
Oerskovia,

Aracnobacterium

A.bovis
0.
xanthineolytica

Vil

Sin DAP, aminoacidos
acido diaminobutirico,
glicina y puede o no

contener lisina.

Agromyces,

Clavibacter

Vil

Sin DAP, aminoacido

ornitina

Aureobacterium,
Curtobacterium,

Cellulomonas

Tabla 1. Componentes de la pared celular de las actinobacterias y ejemplos de géneros y
especies de estos quimiotipos (6)

Los patrones de acidos grasos celulares son también indicadores quimiotaxondémicos para la
identificacion de géneros de actinobacterias. El rango de longitud de la cadena de &cidos
grasos va desde 2 (C2) hasta 90 (Coo) atomos de carbono, pero sélo aquellos entre 10-24 son
de particular valor taxondmico. Las quinonas isoprenoides son otro tipo de caracteristicas
taxon6micas, se encuentran envolviendo la célula de las actinobacterias. Las menaquinonas
ciclicas son caracteristicas de miembros del género Nocardia (6). Otra clasificacion de las

actinobacterias ha sido con base en los fosfolipidos. Finalmente, la composicion de azucares

es también importante en quimiotaxonomia clasificandolos de la siguiente manera (7):




Tipo A comprende especies que contienen en su pared celular arabinosa y galactosa

Tipo B contienen en la pared celular madurosa (3-O-metil-D-galactosa)

Tipo C son aquellos que no se diagnostican con azucares

Tipo D contienen en su pared celular arabinosa y xilosa

Tipo E contienen en su pared celular galactosa y ramnosa

PERFIL QUIMIOTAXONOMICO
Género de las | Longitud Tipo Tipo de fosfolipido Tipo de
actinobacterias | de menaquinona azucar
cadena (mk)
de acidos
grasos
Nocardia C 16:.0 MK -8(H2) Fosfatidiletanolamina | Tipo A
C 18:.0 MK -9(H2) Fosfatidilinositol
C 181 menaquinonas | Fosfatidilmondsido
ciclicas
Actinomadura MK -9(Ha4) Fosfatidilglicerol
MK -9(Hs) Fosfatidilinositol
Streptomyces C 16:0is0 | MK -9(He) Difosfatidilglicerol Tipo C
C17.0 MK -9(Hs) Fosfatidiletanolamina
C17:.0 Fosfatidilinositol
anteiso Mandsido
Rhodococcus 10-metil MK -8(H2) Difosfatidilglicerol
ramificado Fosfatidiletanolamina
Fosfatidilinositol-
dimandosidos

Tabla 2. Ejemplos de caracteristicas quimiotaxonémicas de géneros delas actinobacterias
de importancia médica (6)

1.1.2 Actinobacterias de importancia médica y biotecnoldgica



Nocardia

El género Nocardia es una bacteria aerobia que se encuentra comunmente en el suelo y el
agua. Tiene 119 especies identificadas de los cuales, al menos 40 son patégenas. Aunque
se encuentra en todos los ambientes; es el género de actinobacteria con mas reportes como
patébgeno, causante de infecciones oportunistas en pacientes inmunocomprometidos
principalmente. Las infecciones por Nocardia son inducidas a través de inhalacion o
inoculacién percutanea de fuentes ambientales, pero también se han reportado trasmisiones

nocosomiales (8).

El microorganismo puede esparcirse por el cerebro, rifiones, articulaciones, hueso, tejido
blando y ojos, causando diseminacion de nocardiosis en humanos y animales. Aunque las
especies de Nocardia son raras se reportan entre el 1 y el 2% de abscesos cerebrales.
Ademas, la velocidad de mortalidad por abscesos cerebrales asociados con Nocardia son

sustancialmente muy elevados (31%) (9).

En las Ultimas dos décadas, las infecciones por esta bacteria han aumentado, convirtiéndose
en enfermedades emergentes entre humanos y animales domésticos alrededor del mundo,
ya sea porque los métodos de aislamiento e identificacion molecular han mejorado, y
actualmente se sabe diagnosticar con mayor precision; o también porque ha habido un
crecimiento en la poblacién inmunocomprometida (9). En 2015, Emecy y Denning realizaron
un estudio de la distribucién global de actinomicetoma, reportaron 19,494 casos a nivel

mundial, de los cuales, en México hubieron 4,155 casos.

Las especies de Nocardia comprometen las funciones del sistema inmunoldégico, la infeccién
ha sido asociada a mayores casos en pacientes con trasplantes de médula, uso de esteroides
por tiempo prolongado, enfermedades del tejido conectivo, infecciones con virus de
inmunodeficiencia humana (VIH), infecciones pulmonares obstructivas crénicas, alcoholismo,

cirrosis, vasculitis sistémica, colitis ulcerativa y fallas renales (11).

La mayoria de las infecciones nocardiales han sido atribuidas a N. nova, N. brasiliensis, N.

farcinica, N. cyriacigeorgica y N. abscessuss. (12, 13).



Figura 2. Foto colonial de (a) N.cyriacigeorgica y (b) N.brasiliensis Se observa que las
colonias son diferentes dependiendo de la especie.

Este género produce importantes moléculas bioactivas. Vera-Cabrera y colaboradores (2013)
analizé el genoma de Nocardia brasiliensis HUJEG-1 obteniendo como resultado que esta
cepa posee aproximadamente 30 genes que codifican NRPS. Dos genes codifican para la
sintesis de un compuesto similar a la piroverdina, el pigmento verde tipico de Pseudomonas
aeruginosa. N. brasiliensis HUJEG-1 codifica para 20 genes de PKS; y codifica un policétido
sintasa que es altamente homologa (80%) a una proteina de Streptomyces venezuelae
involucrada en la sintesis de jadomicina, un antibiotico policétido. También codifica para 4
terpenos, y otros genes de biosintesis de antibidticos que estan presentes en el genoma de
N. brasiliensis HUJEG-1 incluyen aquellos involucrados en la sintesis de eritromicina,
higromicina, puromicina, saframicina, estreptomicina y tetracenomicina. Dicha cepa utiliza
aproximadamente una cuarta parte de su genoma para sintetizar metabolitos secundarios
(2.157.079 pb).

N.brasiliensis, N.cyriacigeorgica y N.farcinica son las especies que mas se han estudiado y
comparado con base en sus genes biosintéticos, por lo que valdria la pena seguir buscando
los sistemas PKS y NRPS en otras especies para observar su diversidad genética y de

produccion de moléculas bioactivas en el amplio género de Nocardia.

Rhodococcus

Es un grupo de microorganismos cuyos miembros estan estrechamente relacionados con
Nocardia. Especies de Rhodococcus incluyen simbiontes como R. rhodnii (15); y patdgenos
de animales como R. equi (16), de plantas como R. fascinans (17) y de humanos como R.

rhodochrous (6). R. equi es la especie que mas actia como patdgeno pulmonar en caballos
10



jovenes y en personas infectadas con VIH. Rhodococcus también se ha reportado en
personas con alguna condicion inmunosuprimida como infeccion por VIH, cancer, lupus

eritematoso sistematico, enfermedad de Crohn, y otros (16).

Es un organismo con versatilidad catabdlica remarcable, porque ellos contienen genes que
codifican enzimas que pueden degradar compuestos organicos y xenobidticos. Ademas de
su potencial de remediacion, ellos tienen sistemas biosintéticos PKS y NRPS que producen
metabolitos con potencial industrial, como carotenoides, bisurfactantes y agentes para bio-
floculacion, y especies como R.rhodochrous pueden sintetizar productos comerciales como
la acrilamida (18). Rhodococcus ha sido bien estudiado y puede seguir sorprendiéndonos con

su capacidad de produccion.

Figura 3. Foto macroscépica y microscopica de R.rhodochrous.

Streptomyces

Este género ha recibido particular atencion por tres principales motivos; primero, se encuentra
en abundancia en el suelo y juega un importante rol en el ciclo del carbono, puede hidrolizar
un amplio rango de polisacaridos (celulosa, quitina y xilano) y otras macromoléculas
naturales, esta accion es por la produccion de diversas exoenzimas hidroliticas; segundo, el
género exhibe amplia extension filogenética, representado por mas de 500 especies
identificadas; y tercero, producen una diversidad de metabolitos secundarios bioactivos, asi,
son los mas interesantes para la industria y la medicina (19). Las actinobacterias producen
aproximadamente la tercera parte de todos los antibiéticos conocidos, la mayoria de los
cuales son producidos por estreptomicetos. Por ello, estos microorganismos son muy

importantes en la batalla contra patogenos multirresistentes emergentes (20).

Cuando la secuencia del genoma de S.coelicolor fue publicado se observo que tiene un gran

potencial para producir metabolitos secundarios, ya que fueron identificados 18 cluters
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genéticos biosintéticos para producirlos, incluyendo uno que surgié para la produccion de
antibioticos policétidos cripticos (Cpk). Algunas cepas de Streptomyces albergan mas de 50
clusters genéticos para metabolitos secundarios (21, 22). Esto ha sugerido una extensiva
investigacion en gendmica aplicada en los antibidticos cripticos, silenciosos o dormidos y

métodos para la activacion de su biosintesis (23).

CARACTERISTICAS DEL GENOMA DE S.coelicolor
Caracteristicas del cromosoma Propiedades
Longitud total 8,667,507pb
Contenido de G+C 72.12%
Densidad de codificacion 88.9%
Genes codificantes 7,825
Clusters de metabolitos secundarios 18

Tabla 3. Caracteristicas del cromosoma de S.coelicolor (21).

Las especies S.pelletieri, S.griseus, S.lanatus y S.albus son patdgenas, aislados de pacientes
inmunocomprometidos, principalmente con alguna patologia pulmonar (24), aunque este
género tiene mayor relevancia biotecnologica, debe conocerse su patogenia para

diagnosticar y dar tratamiento eficaz.

Actinomadura

Este género tiene importancia en patogenia principalmente por especies como A. madurae y
A.pelletieri que son agentes etioldgicos de actinomicetoma y que se distinguen por provocar
lesiones graves que llegan hasta los tendones y huesos debido a su alta capacidad
proteinolitica. Las infecciones por A. madurae y por A. pelletieri son comunes en paises como

Venezuela, México, Brasil, India y Sudan (25,26).

El género Actinomadura es responsable de la produccion de metabolitos secundarios como
muestran algunos estudios. El genoma de Actinomadura sp. K4S16 contiene 4 clusters para
PKS, 2 clusters para PKS Il y 3 clusters para NRPS, entre los genes que codifican para un
PKS se encontr6 el gen tlpks para la sintesis de nomicina (27). La cepa rara Actinomadura
sp. KC191, es productora del metabolito secundario llamado actinomadurol que ha
presentado actividad inhibitoria contra B.subtilis, S.aureus, K. rhizophila, P. hauseri y

12



S.enterica (28). Actinomadura tiene potencial para el aislamiento de nuevos productos

naturales, pues se sabe que su genoma codifica para diversos sistemas biosintéticos.

1.2 GENETICA MICROBIANA

En las dltimas dos décadas, la microbiologia se ha desarrollado rapidamente, con los estudios
sobre las propiedades genéticas de los microorganismos, se desarrollaron nuevos campos
en biologia molecular, ingenieria genética y gendmica. Estas subdisciplinas moleculares han
revolucionado las ciencias de la vida y han engendrado nuevas generaciones de
herramientas experimentales con las que atacar los problemas méas complejos de la biologia
(29).

Muchos de los avances en microbiologia estan impulsados por la genémica, que es el mapeo,
la secuenciacion y el andlisis de los genomas (ver figura 4). Los nuevos métodos de
secuenciacion de ADN y la mejora en herramientas bioinformaticas han generado grandes

cantidades de datos gendmicos que pueden servir para resolver problemas en diversas

areas.
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Figura 4. Ejemplo de como a traves de los afios hay mas secuencias de bacterias y arqueas
depositadas en la base de datos del GenBank (30).

Anos

13



La biologia molecular ha generado varias subdisciplinas de gran especificidad, como la
genomica, la transcriptémica, la protedmica y la metaboldémica, que exploran los patrones de

expresion de ADN, las proteinas y las rutas metabolicas, respectivamente.

La unidad funcional de la informacion genética es el gen, y todas las formas de vida, incluidos
los microorganismos, contienen genes. Fisicamente, los genes estan localizados en los
cromosomas 0 en otras grandes moléculas conocidas colectivamente como elementos
genéticos. Estos elementos constituyen la dotacion total de informacion genética, o genoma,
de una célula o un virus. Si queremos entender como funcionan los microorganismos,

debemos entender como codifican la informacion los genes (29).

La informacién genética en las células esta integrada en los acidos nucleicos: ADN y ARN.
El ADN contiene el patrén genético de la célula, mientras que el ARN es una molécula
intermediaria que convierte este patron en secuencias definidas de aminoécidos y luego en
proteinas. La informacion genética reside en la secuencia de mondmeros que constituyen los
acidos nucleicos, que son macromoléculas de informacién. La secuencia genémica de un
organismo nos ofrece importantes pistas acerca de cémo funciona dicho organismo y de su
historia evolutiva; y no s6lo comprende la secuenciacion completa del ADN y la identificacion
de todos los genes, también estudia la expresién de estos. Los avances en esta area
dependen en gran medida de las mejoras en las tecnologias moleculares y el poder de la
informéatica. Los principales avances incluyen la automatizacion de la secuenciacion del ADN,
la miniaturizacion de las técnicas analiticas, asi como el desarrollo de potentes métodos

informaticos para el analisis de los genomas (29).

El término secuenciacidén se refiere a determinar el orden preciso de las subunidades de
nucledtidos, ya sea en el ADN o ARN. La tecnologia de secuenciaciébn ha avanzado
rapidamente, por ejemplo, el coste de la secuenciacion de 1 megabase (Mb) de ADN ha
disminuido, desde el 2001 a 2011 es 10,000 veces mas barato. Una vez completados la
secuenciacion y el ensamblaje, el siguiente paso es el registro o anotacion del genoma, la
conversion de los datos iniciales de la secuencia en una lista de los genes y otras secuencias
funcionales presentes en el genoma; para ello utilizamos la bioinformatica para almacenar y

analizar las secuencias y estructuras de los acidos nucleicos y de las proteinas (31).
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Después de la secuenciacion, el ensamblado y la anotacion, se puede usar la gendmica
comparativa para comparar los genomas en cuanto a su tamafo, su organizacion y su
contenido génico. En el sitio web Microbes Online (http://www.microbesonline.org) se pueden
visualizar mas de 4,000 genomas microbianos; ademas de entender como funcionan los
genes y coémo interaccionan los organismos con el ambiente. Adem4s, la gendmica
comparativa pone de manifiesto relaciones evolutivas entre organismos. La reconstruccion
de las relaciones evolutivas ayuda a distinguir entre caracteristicas primitivas y caracteristicas

derivadas, y puede resolver ambigtiedades en los arboles filogenéticos (32).

En el futuro, la secuenciacién de muestras metagendmicas de pacientes podria revolucionar
la medicina en términos de velocidad y precisidon para encontrar patdgenos y su tratamiento.
El gen 16S rRNA es usado ampliamente porque esta presente en al menos una copia en
cada genoma bacteriano, sus regiones conservadas permiten la identificacion simple de
muestras, y su secuencia proporciona informacion confiable sobre la familia bacteriana, el
género o la especie en la mayoria de los casos, porque incluso dentro de una especie, puede

haber un alto grado de variacion genética (30).

1.3 SISTEMAS BIOSINTETICOS

Cuando las técnicas de manipulacion de ADN fueron desarrollandose, la enzimologia fue
comprendiéndose mas, los genes biosintéticos fueron secuenciados y los ingenieros
informaticos fueron construyendo los pasos bioquimicos que predecian las estructuras

enzimaticas.

Los sistemas biosintéticos son un conjunto de genes que codifican a estructuras quimicas
que al unirse forman una molécula con probable actividad bioldgica, estas moléculas no son

necesarias para el crecimiento celular por lo que se les llaman metabolitos secundarios.

La secuenciacion del genoma de S. avermitilis reveld que codifica para 29 metabolitos
secundarios, incluyendo 8 péptidos producidos por sistemas sintetasa de péptidos no
ribosomales (NRPS) y 11 policétidos producidos por sistemas de policétido sintasa (PKS)

(21). El genoma de Saccharopolyspora erythraea codifica para 25 metabolitos secundarios,
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incluyendo 7 péptidos no ribosomales y 11 policétidos, ésta especie es la responsable del
antibidtico eritromicina, uno de los mas utilizados en clinica (33, 34). El genoma de
Salinospora tropica codifica para 17 metabolitos secundarios algunos con propiedades
anticancerigenas u otra actividad usada en salud humana (35, 36). EI genoma de
Rhodococcus sp. RHAL codifica para 24 potenciales péptidos no ribosomales y 7 policétidos;
sus caracteristicas biosintéticas han permitido que los rodococos sean utilizados como
agentes de bioremediacion (37, 38). Estos datos establecieron que las rutas bioquimicas
dependen de funciones especificas de las enzimas y que existen complejos enzimaticos

multifuncionales que llevan a cabo etapas o pasos ordenados.

Ahora se sabe que menos del 10% de los “cluster” gendémicos de metabolitos secundarios o
cluster de genes biosintéticos (BGC) son expresados y el resto de ellos requieren condiciones
especiales 0 manipulaciones genéticas para expresar sus productos. Se estima que las
actinobacterias mas dotados tienen la capacidad de producir alrededor de 30-50 metabolitos

secundarios por ejemplo, Streptomyces rapamycinicus codifica para 48 BGC 39).

Las actinobacterias tienen genomas mas largos que los de otras bacterias, y se considera
que de este genoma entre el 5-10% se encuentra relacionado con la produccion de

metabolitos secundarios (40).

1.3.1 Sistemas NRPS

Los sistemas de sintetasa de péptidos no ribosomales (NRPS) son compuestos por un grupo
de genes que codifican para médulos con mdultiples actividades enziméticas. Cada modulo
esta formado por 1,000-1,100 aminoacidos de largo y estdn compuestos por dominios

responsables de la incorporacién de una unidad monomérica del péptido (41).
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MODULOS
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Figura 5. Modulos que comprende a los sistemas NRPS: contienen tres dominios
basicos(C, Ay PCP), y en algunos casos dominios auxiliares (Te, E, M, Cy y OX).

Dominios

Los mdédulos contienen cuatro dominios cataliticos basicos (42):
El dominio de adenilacion (A), formado por 550 amino&cidos aproximadamente, es
responsable del reconocimiento y activacion de un aminoacido como sustrato, lo activa

convirtiéndolo en un aminoacil-adenilato mediante hidrolizacién del ATP.

o o
® ®©
Mg 2t
g oo+ ATP ‘_Pﬁ._’ ki O -AMP
1
R1 R1

Aminoacido Aminoacil-adenilato
Figura 6. Reaccion 1.

El dominio de la proteina trasportadora peptidil (PCP) o dominio de tiolacién (T), formado por
80-100 aminoacidos, se encuentra unido covalentemente a un cofactor de 4 fosfopanteteina
(4°'PP) que contiene un residuo de serina, el dominio PCP une la serina al aminoacido

activado mediante la enzima 4’PP-transferasa;

® I i
N ®
H, W/U\o AMP + SH —, HN S
R1 @

I &

Aminoacil-adenilato  cofactor 4°pP Aminoacil-adenilato
con serina Aminoacil-adeniiato
con serina unida
(peptidil-S-PCP)
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Figura 7. Reaccion 2.

El dominio de condensacion (C), formado por 450 amino&cidos aproximadamente, cataliza la
formacién de uniones del péptido, es decir, forma la unién entre un peptidil-S-PCP de un

modulo con el peptidil-S-PCP del modulo siguiente con uniones C-N.

o
r .. 3 0 R2
N H.NY ;
i s 4+ 3 \‘/u\s — 5 HN S
N
R1 @ R1 5 -H:0 [~ d
R1 o

Peptidil-S-PCP Peptidil-5-PCP Péptido
Figura 8. Reaccion 3.

Algunos sistemas bacterianos tienen un cuarto dominio, el dominio de terminacion-
tioesterasa (Te), formado por 250 aminoacidos aproximadamente, su funcién es la liberacion
del péptido biosintetizado mediante el rompimiento de las uniones tioéster del ultimo modulo,

y da forma lineal, ciclica o ramificada al producto.

o) R2 0 R2
+ + -
H,N S H,N 0 SH
N N +
I s R : o
R1 0 R1 0

+H:0

Péptido Péptido liberado

Figura 9. Reaccion 4.

En algunos casos, un médulo podria incorporar dominios auxiliares adicionales en los NRPS
gue llevan a cabo modificaciones mediante glicosiltransferasas, halogenasas y oxigenasas,

tales como.

El dominio de epimerizacion (E), de aproximadamente 400 aminoacidos, el cual cambia un

L-aminoacido en un D-aminoacido cambiando la union del tioéster del aminoacido;
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R 1 Racemizacion R;z
Peptidil-S-PCP Peptidil-S-PCP
L-aminoacido D-aminoacido

Figura 10. Reaccion 5.

Dominio de ciclizaciéon (Cy), su funcion es incorporar un residuo de cisteina, serina o treonina
en el dominio C, este dominio es el responsable de la formacion de anillos heterociclicos,
oxazolinas y tiazolinas, se encuentra unido al dominio-C;

El dominio de oxidacion (Ox) consta de 250 aminoacidos y esta asociado al dominio-Cy,
ayuda en la formacién de anillos usando como cofactor al flavin-mononucleétido (FMN), los

dos dominios forman anillos aromaticos.

Enlaces simples Enlaces dobles

i v
0 s 0
\

P - ] é

Gura 11. Reaccion 6.

El nimero de dominios descubiertos en los sistemas NRPS ha ido aumentando gracias a los

tantos estudios realizados, y los antes mencionados son algunos de los conocidos.

Existen tres tipos de NRPS que dependen del tipo de biosintesis que producen:
NRPS tipo A lineal. EI nUmero y secuencia de los modulos es co-lineal al nUmero y orden de

los aminodcidos en el péptido.
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Figura 12. Biosintesis lineal de la vancomicinaLos genes (CepA, CepB y CepC) hechos por
modulos (flechas) que contienen médulos (A, PCP, C, E y Te) sintetiza una porcién del
producto final (43).

NRPS tipo B iterativo. Los mddulos y dominios son usados mas de una vez para sintetizar
el péptido, lo cual, consiste de varias secuencias.

EA EB
[ A Y 4 1 Rs R" O
NYmO
(c]A IPCPl CcJA .QMTIPCPIPCPIC | OX R’
(EA+EB)x 3 R*~N N-R';
—_

2; i

o R" R*

3 3-

Figura 13. Biosintesis iterativa de la micotoxina eniatina; la sintesis de cada estructura
primaria se lleva a cabo tres veces para crear el metabolito (43).

?

NRPS tipo C no lineal. Genera péptidos en los cuales la secuencia de los aminoacidos no

esta correlacionada al acomodo de los médulos.

A A
[ ') L Y)

VIbE VIbB VibH VibF
Allpce] [c| [ev]ey[a]cper]c | v
/ W
2 l ; o VibB+2(Vibb+VibF)+VibH v‘/ﬂ}m
H D =~ ; o o;—:(w
U '™ oy "’:]Y\/‘\’\/\’ 'a®
™ ¢ e

OH

Figura 14. Biosintesis no lineal del sideroforo vibriobactina. Se pueden repetir los procesos
al azar para formar el producto final (43).
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Algunos metabolitos biosintetizados por sistemas NRPS se pueden ver en la siguiente tabla.

Metabolito Microorganismo Tipo de Actividad del
productor microorganismo metabolito
Holomicina Streptomyces Actinobacteria Antibiético (44)
clavuligerus
Salinosporamida Salinispora Actinobacteria Antitumoral
K pacifica marina (45)
Retimicina A Salinispora Actinobacteria Antitumoral
arenicola marina (45)
Varias especies
. - del género . . D
Actinomicina g Actinobacteria Antibidtico vy
Streptomyces y .
antitumoral
(46)
Anfomicina Streptomyces Actinobacteria Antibidtico (47)
canus
Daptomicina Streptomyces Actinobacteria Antibidtico (48)
roseosporus

Tabla 4. Ejemplos de metabolitos secundarios creados por el sistema NRPS, el
microorganismo que lo produce y el uso que se le da al producto.

1.3.2 Sistemas PKS
Los sistemas de policétido sintasa (PKS) son sistemas multifuncionales expresados por un
grupo de genes que al igual que NRPS codifican para modulos con multiples actividades

enzimaticas.

Estos productos se producen utilizando acetato o propionato Unicamente como sustrato y

mediante condensacidon-descarboxilacion de acidos carboxilicos por las policétido sintasas.
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Los PKS forman tres grupos dependiendo de su secuencia, estructura primaria y mecanismo
catalitico (49):

ElI PKS tipo | tiene un mecanismo similar a la sintesis de acidos grasos (FAS) y es responsable
de la produccién de una gran cantidad de metabolitos; en hongos los dominios se pueden
usar repetidamente para sintetizar el policétido, mientras que en bacterias cada modulo se
usa una sola vez.

El PKS tipo Il es responsable de producir compuestos aromaticos bacterianos y fungicos,
contiene enzimas que forman homodimeros y su Unico sitio activo cataliza la union de
sustrato, la elongacion de la cadena y la ciclacion de las reacciones para formar los
policétidos.

El PKS tipo Il se han encontrado principalmente en plantas, aunque también estan presentes
en bacterias e incluso en hongos, las enzimas que participan en la biosintesis de metabolitos

tienen mayor diversidad funcional.

En una analogia estructural y funcional, los médulos del sistema PKS contienen cuatro
dominios bases cataliticos (50):

MODULOS
!’ | — | | |
OOE OO ©®E®
SH SH SH
Figura 15. Cada médulo que comprenden la formacion de policétidos contienen tres

dominios basicos(C, Ay PCP) y el dominio de liberacion(Te), y en algunos casos pueden
contener dominios auxiliares (KR, DH y ER) (50).

Dominios

el dominio acil-transferasa (AT) formado por cerca de 350 aminoacidos cuya funcién es
seleccionar y activar el sustrato convirtiéndolo a malonil o metilmalonil-CoA,;

el dominio ACP es la proteina transportadora de acilos, esta formada por 80-100
aminoacidos, su funcion es similar al dominio PCP del sistema NRPS, la cual sirve para

comenzar la elongacion de la cadena del policétido;
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Figura 16. Reaccion 7.

el dominio cetosintasa (KS), formado por 450 residuos aproximadamente, cataliza la
elongacion descarboxilando el malonil unido a ACP formando un nucleéfilo que reacciona
con un grupo tioéster de la cadena adjunta, esta condensacion genera una unidad de acetato

con un grupo B-ceto;

? R
$ R : -Co2 R
i"‘ | 2 ) 2 N
7 Union con 13 cadena
Descarboxilacidn del malondl y adjunta produclendo
unidn de un grupo toéster un grupo p-eeto

Figura 17. Reaccion 8.

y el dominio tioesterasa (Te), de 250 aminoacidos aproximadamente y que se encuentra al
final de la cadena, su funcion es liberar el producto como una macrolactona que después

puede cambiar a anillos ciclicos.

0
oH| [0 0 2]
SH
R s — p
[az] | R o7 o

Liberacion del producto en forma de macrolactona

Figura 18. Reaccion 9.

PKS también puede contener dominios auxiliares que se encuentran unidos a los dominios
AT y ACP (51, 52).

23



e el dominio (KR) que se encarga de reducir el grupo 3-ceto a un grupo hidroxilo, esta reaccion
es dependiente de NADPH,;

0 0| OH ©
R NADPH R‘\/‘\(Ll\
i i
R2 R2

Figura 19. Reaccion 10.

e el dominio de la deshidratasa (DH) actua sobre el grupo B-hidroxilo resultando en un doble

enlace entre la posicién 2 y 3 de la cadena,;

OH o)
R s R
? - H20
R2

Figura 20. Reaccion 11.

e EIl dominio de enoilreductasa (ER) se encarga de saturar la cadena en posicion 2 y 3 que

promueve la elongacién del producto.

' 0 o) ‘
R NS NADPH R ‘
I = | b
R2 R2
Figura 21. Reaccion 12.

Los policétidos son metabolitos de gran importancia farmacolégica, lo cual podemos observar

en la siguiente tabla.
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Metabolito Tipo Organismo Tipo de Actividad del
de productor organismo metabolito
PKS
Anfotericina B PKS || Streptomyces Actinobacteria Antifungico (53)
nodosus
Avermectina PKS |1 | Streptomyces Actinobacteria Antihelmitico (54)
avermitilis
Eritromicina PKS 1| Saccharopolysp | Actinobacteria Antibidtico (34)
ora erythraea
Daunorubicina | PKS Streptomyces Actinobacteria Antitumoral (55)
Il Sp.
Tetraciclina PKS Streptomyces Actinobacteria Antibiotico (56)
Il rimosus
Pradimicina PKS Actinomadura Actinobacteria Antifungico (57)
Il hibisca
Chalcone PKS Polygonum Planta Varias
i cuspidatum propiedades
farmacoldgicas
(58)
Curcuminoide PKS Curcuma longa Planta Varias

propiedades
farmacolégicas
(59)

Tabla 5. Ejemplos de metabolitos secundarios creados a partir de los diferentes tipos de

sistema PKS donde podemos observar el organismo que lo produce y el uso que se le da al

producto.
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1.3.3 Sistemas hibridos NRPS-PKS

Existen compuestos bioactivos sintetizados por hibridacion de los sistemas NRPS-PKS que
crean diversidad estructural y pueden ser divididos en dos principales clases. El primero
incluye productos naturales sintetizados individualmente por NRPS y PKS y acoplados
eventualmente dentro de un producto final. En la segunda clase las enzimas de NRPS y PKS
estan funcionalmente conectadas entre si dirigiendo la produccién de un metabolito péptido-

policétido hibrido.
Un ejemplo de esto es la produccion de mixotiazol de Stigmatella aurantica.

mtaB mtaC mtaD mtaE  mtaF mtaG Genes

N A
L A p | - X r
v v < L4

Sistemas que
conforman a

3 médulos PKS NRPS NRPS + PKS PKS PKS NRPS
los genes
Dominios que
KEAT-AT-DH-LRSR-KSAT '\ra.:* | 0-Cyy.On OCys Ou-#5AT-Di-4R £5-AT-OME- 0 [ I AT I Dys gg| LUﬂfUlllldll los
sistemas
Me

uuo

S \ S NS : P
g N S ONH2
l MeO

Figura 22. Ejemplo de la mezcla de los sistemas NRPS-PKS en la biosintesis de mixotiazol
de la bacteria Stigmatella aurantica (60).

Algunos ejemplos de metabolitos producidos por la combinacion de los dos tipos de sistemas
se pueden ver en la tabla siguiente.

Metabolito Organismo Tipo de Actividad
productor microorganismo del
metabolito
Kirromicina Streptomyces Actinobacteria Antibidtico
collinus (61)
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Rapamicina Streptomyces Actinobacteria Antibidtico
higroscopicus (62)
Virginiamicina Streptomyces Actinobacteria Antibidtico
virginiae (63)
Mixotiazol Stigmatella Mixobacteria Antifungico
aurantica (64)
Haliamida Haliangium Mixobacteria Citotoxina
ochraceum (65)
Onnamida Theonella Bacteria simbionte | Antitumoral
swinhoei de esponja marina | (66)
Apratoxina A Lyngbya boullonii Cianobacteria Antitumoral
marina (67)

Tabla 6. Metabolitos producidos por la hibridacién de los sistemas PKS-NRPS.

1.4 BIOSINTESIS DE METABOLITOS SECUNDARIOS

Los genes de PKS y NRPS estan ausentes en genomas menores a 3MB, y la capacidad de
tener genes PKS y NRPS aumenta cuando el tamafio del genoma es mayor, como en las

actinobacterias (68).

Estudios sugieren que la sintesis de péptidos no ribosomales esta relacionado a la sintesis
de proteinas ribosomales, indicando una unién en la evolucién ancestral entre esas rutas
metabdlicas. Por ejemplo, la evolucidn aparente de la ruta metabdlica de la avermectina, por
genes de duplicaciéon e intercambios en los dominios de PKS presente en S. avermitilis

provoca mas de una ruta sintética del metabolito (69).
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Figura 23. La avermectina A y la oligomicina A son estructuras basicas que puede producir
la maquinaria biosintética de S. avermitilis (69).

Para la activacion de rutas cripticas se utilizan métodos genéticos como mutagénesis
quimicas y transposones, amplificacion y duplicacibn de genes, sobreexpresion de
reguladores positivos, ruptura de reguladores negativos, modulacion del aparato de
traduccion, modulacién de post traduccion de proteinas acarreadoras, expresion heteréloga,
refactorizacién bioldgica sintética de promotores y sitio de unién a ribosomas y combinacién
de todos los anteriores. Para el ensamble de los sistemas NRPS y PKS en ingenieria
gendmica se utilizan técnicas de biosintesis dirigida de precursores, manipulacion de
enzimas, manipulacion de los médulos, dominios e intercambio de subdominio, modificacion

de sitios activos, y evolucion dirigida de médulos especificos (70)-

Los genes que codifican metabolitos secundarios pueden ser clonados dentro de cosmidos o
cromosomas artificiales bacterianos (BAC) y se introducen en hospederos de expresion
heterdloga, incluyendo cepas que crecen rapido, cepas que se pueden manipular con
facilidad, o cepas que producen grandes cantidades o clases particulares de metabolitos
secundarios. Por ejemplo, el gen biosintético de daptomicina de 128kb se inserté en un BAC
y después se incorpor6 en el cromosoma de Streptomyces lividans y la recombinacién

produjo un mayor rendimiento, cerca de 60mg/L de daptomicina (71).

Los mas recientes avances en ingenieria molecular sugieren que la biosintesis combinada
de rutas metabdlicas mejora las propiedades de antibiéticos. Por ejemplo, daptomicina, un
antibiotico contra patdogenos Gram positivos dificiles de combatir, es producida por el sistema
NRPS de Streptomyces roseosporus y su ruta biosintética fue, para producir nuevos

metabolitos derivados; algunos de los cuales son antibiéticos muy activos (72).
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La genomica también ha estado enfocada en enzimas que modifican el ndcleo de las
estructuras de metabolitos secundarios; otra opcién en la manipulacién de la biosintesis de
metabolitos han sido los mecanismos de halogenacion, por ejemplo, se insertaron genes de
halogenasas al gen de PKS tipo Il de S.albus y S. coelicolor y ambos produjeron antibiéticos

policétidos halogenados (73), lo que permitié crear metabolitos nuevos.

Hay estudios recientes de la aplicacion de este enfoque molecular combinado con otras
técnicas para la identificacion y produccién de metabolitos. Hamedi J. y colaboradores (2015)
aislaron 60 cepas de actinobacterias ambientales de suelos de Iran y se les aplico técnicas
moleculares para detectar el sistema NRPS, como resultado obtuvieron 30 cepas con la
presencia del sistema (700pb), su secuencia se comparé en la base de datos del NCBI
confirmando entre 60-80% de similitud con 10 secuencias existentes. Posteriormente
realizaron la fermentacion en medio ISP2 y la extraccion de metabolitos de las cepas que
dieron positivo a NRPS, usaron cloro o-dianisidina como reactivo para detectar péptidos del
extracto crudo y analizaron la diversidad quimica de los metabolitos mediante HPLC-MS con
espectroscopia UV-visible. Finalmente realizaron ensayos antimicrobianos contra Bacilus
subtilis, Pseudomonas aeruginsa, Staphylococcus aureus, Aspergilus niger y Candida
albicans; y se realizé la amplificacion del gen 16S rRNA para identificar las cepas productoras
de metabolitos. Obtuvieron resultados positivos en la deteccion de péptidos en 5 cepas;
algunos compuestos identificados fue la insostamicina o monencina, micolactona y
miamicina, ademas de detectar 5 nuevos metabolitos con diferentes pesos moleculares los
cuales no se encontraban registrados en las bases de datos. La identificacién con 16S rRNA
identifico a los géneros Nocardia, Saccharothrix, Micromonospora y Streptomyces entre las

cepas productoras, teniendo Nocardia amplio espectro antimicrobiano.

La técnica molecular de deteccion de sistemas es muy util para busqueda de compuestos
bioactivos, eliminando desde el primer paso cepas que no son potencialmente productoras y

evitando el analisis completo, pérdida de tiempo y recursos en los ensayos bioquimicos.

La creciente preocupacion por la aparicion de resistencia a los antibiéticos obliga a la industria
farmacéutica a buscar nuevos agentes antimicrobianos. La disponibilidad de secuencias
gendmicas ha permitido el desarrollo de la mineria computacional como una herramienta

importante en el descubrimiento de productos naturales con efecto antibiético.
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2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Un grave problema a nivel mundial es la resistencia microbiana a los antibiéticos que esta
provocando un incremento en el riesgo de propagacion de la enfermedad, la incapacidad para
tratar enfermedades infecciosas comunes, asi como el aumento de la discapacidad y las
muertes. Por otra parte, también hay una busqueda de antiparasitarios y antifUngicos como
control biolégico en los cultivos. Y podriamos mencionar otras enfermedades endémicas
(cardiovasculares, parasitarias, dérmicas, entre otras.) que se reportan en mayor 0 menor

medida dependiendo del pais o region geografica.

Por lo anterior, es de gran importancia nuevos compuestos que combatan las enfermedades
de este siglo: la busqueda de anticancerigenos con especificidad para cada tipo de cancer
(75), antibioticos eficaces contra las cepas mas peligrosas de bacterias resistentes (76)
antifingicos y antiparasitarios naturales en cultivos para evitar la contaminacion ambiental y

riesgos sanitarios a personas (77) y otras moléculas bioactivas.

Aunque el desarrollo y la produccion de nuevos farmacos conlleva periodos prolongados de
estudios, la biologia molecular es una herramienta que ha avanzado y permite acortar el

tiempo de busqueda de moléculas bioactivas.

3.JUSTIFICACION

Se ha observado que las actinobacterias son un grupo de bacterias con capacidad para
producir metabolitos secundarios, estas bacterias son responsables de casi el 50% de los
antibiéticos naturales y son capaces de producir antifangicos, antihelminticos,
inmunosupresores, etc. Por ello, las actinobacterias siguen siendo una alternativa para la
busqueda de nuevos farmacos como opcién al combate de enfermedades y para el control

bioldgico de plagas.

El estudio analizé 122 cepas de actinobacterias de origen clinico para buscar los sistemas
PKS-I, PKS-1l, NRPS-1y NRPS-II para predecir la produccion de metabolitos biosintéticos. Se
evaluara la actividad antimicrobiana de las cepas de estudio contra cepas de bacterias

multirresistentes.
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4. HIPOTESIS

Las actinobacterias de origen clinico presentan sistemas biosintéticos para la produccion de

metabolitos secundarios.

5.0BJETIVOS

General: Detectar los sistemas biosintéticos implicados en la produccion de metabolitos

secundarios en cepas de actinobacterias de origen clinico.
Especificos:

e Buscar los sistemas biosintéticos en las cepas de estudio.
e Hacer la identificacion molecular por amplificacion del 16S rRNA de las cepas que presenten
uno o0 mas sistemas biosintéticos.

e Detectar actividad antimicrobiana contra cepas multirresistentes.
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6.DISENO METODOLOGICO
6.1 Disefno del estudio

Descriptivo. Se determind si se encuentran presentes sistemas biosintéticos NRPS |, NRPS
II, PKS Iy PKS Il en el genoma de actinobacterias.

Transversal. Los datos se obtuvieron haciendo una sola medicién para la identificacién de los
sistemas biosintéticos.

Observacional. Descripcion de la ausencia o presencia de una caracteristica en los

microorganismos.

Prospectivo. Las mediciones se hicieron con bacterias en crecimiento.

6.2 Universo de trabajo: Bacterias de la familia Actinomycetaceae de origen clinico.
Tamafo de muestra: 122 cepas

Variables del estudio: Presencia de sistemas biosintéticos NRPS I, NRPS Il, PKS | y PKS
.

6.3 Criterios:
Inclusion. Bacterias de origen clinico de la familia Actinomycetaceae.

Exclusion. Bacterias que no sean de la familia de las actinobacterias y actinobacterias de

origen ambiental.

Eliminacion. Cepas que no se encuentren en estado puro y cepas que no presenten

crecimiento.
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6.4 Procedimiento

6.4.1. Obtencién de las cepas

Las cepas de estudio fueron donadas por el Q.B.P. Cudberto Contreras del Instituto de
Diagnostico y Referencia Epidemiolégica de la Ciudad de México, aisladas de diferentes
casos clinicos de actinomicetoma y nocardiosis desde el afio 1942 hasta 2015.

6.4.2 Crecimiento de las cepas

Para comenzar a trabajar las cepas de estudio se activaron en medios de cultivo y en

condiciones éptimas para su crecimiento, el cual se llevd a cabo de la siguiente manera:

Se realizaron placas estériles con medio Agar BHI (Marca BDBioxon, cat.6063965) con polvo
de papa deshidratada (comercial) al 1%.
Las cepas se sembraron por estria cruzada en las placas de medio y se incubaron a 37°C

hasta su crecimiento. Las cepas que no presentaron crecimiento se descartaron.

6.4.3 Descripcion morfoldgica.

La descripcion morfoldgica de las cepas nos permite comparar similitudes a simple vista en
Su crecimiento y en ocasiones podemos observar contaminacion. Se desarroll6 de la

siguiente manera:

Para la descripcién macroscopica se observaron y anotaron las caracteristicas de las colonias
en placa. Si hubo mas de dos tipos de colonias significa contaminacion, y se resembré hasta

obtener un tipo de colonia.
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Color Forma Textura Tamaio
Blanco Redonda Plana Chica
Crema Irregular Elevada Mediana
Amarillo Estrella Rugosa Grande
Anaranjado Suave
Rojo Dura
Café

Tabla 7. Caracteristicas coloniales.

En la descripcidn microscépica se observaron las células y se anotaron sus caracteristicas.

Dos tipos de células, o células Gram negativas significa contaminacion y se hizo purificacion.

Se realiz6 la tincion de Gram y se observo al microscopio (Marca Leika, mod.1349521X) con

el objetivo 100X

Forma de la célula

Tipo de Gram

Cocos

Bacilos

Hifas

Cocobacilares

Gram-positivas

Gram-negativas

Tabla 8. Caracteristicas celulares
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6.4.4 Extraccion de ADN
Se llevé a cabo siguiendo el protocolo especificado por el fabricante del kit Promega Wizard®

del laboratorio Genomic.

Se resuspendieron las células con 480 pl de EDTA 0.5 M en un tubo eppendorf de 2 ml.

Se adicion6 120 pl de lisozima y se mezclé cuidadosamente.

La muestra se incub6 a 37°C por 1 hora, se centrifugd a 14000 rpm durante 2 minutos y se
removio el sobrenadante.

Se agrego6 600 pl de solucion de lisis nuclear de paquete de purificacion de ADN y se mezclo.
Se incubd a 80°C durante 5 minutos y se dejé enfriar a temperatura ambiente,

Se adicion6 3 pl de solucion de RNAsa y se mezclé por inversion del tubo por 3 veces.

Se incubd el tubo a 37°C por 1 hora, y se dejo enfriar a temperatura ambiente.

200 pl de solucion de precipitacion de proteinas se afiadié y agité con vortex durante 20
segundos.

Se incubo la mezcla en hielo durante 5 minutos.

Posteriormente se centrifugd a 14000 rpm por 3 minutos y se transfirié el sobrenadante a un
tubo eppendorf de 1.5 ml estéril el cual contenia 600 ul de isopropanol

Después se mezclé suavemente hasta que se observé la formacion de hebras de DNA.

Se centrifug6 a 14000 rpm durante 2 minutos

Fue drenado cuidadosamente el tubo en papel absorbente.

Se adicion6 600 L de etanol al 70% y se agit6 varias veces el tubo delicadamente cuidando
de no despegar el pellet de DNA.

Se centrifug6 a 14000 rpm durante 2 minutos, se eliminé cuidadosamente el etanol y se dejo
secar al aire de 10 a 15 minutos.

Finalmente, se agregd 100 pul de solucién de rehidratacion y fue colocado en refrigeracion a
4°C por una noche.

6.4.5 Amplificacién del inserto del gen 23S rRNA
Esta técnica sirve para verificar la pureza de las cepas, debido a que todos las actinobacterias

amplifican un inserto de 350 pb y las eubacterias de 250pb (78), ver tabla 9.
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Si se vio una banda de 350pb se continu6 con el estudio de cada cepa, si presentd una banda
de 250pb se elimina la cepa, y si present6 las dos bandas se resembré hasta su purificacion.

6.4.6 Busqueda de los sistemas biosintéticos

La amplificacion nos permite encontrar mediante PCR uno o varios genes especificos. Una
vez extraido el ADN se buscaron los sistemas PKS |, PKS II, NRPS | y NRPS Il bajo las
condiciones que se describen en la tabla 9 en un termociclador marca Axygen (mod.maxygen
II). Para visualizar la longitud del gen amplificado, se realiz6 una electroforesis en agarosa a
120 Volts y 300 pAmperes.

6.4.7 Identificacion molecular de las cepas

Para conocer el género y la especie de las cepas que presentaron uno o0 mas sistemas
biosintéticos se amplificé el gen 16S rRNA que tiene un tamafio de 1500-1600 pb, bajo las

condiciones que se indican en la tabla 9.
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GEN PRIMERS TAMAN REF.
AMPLIFICAD O DEL CONDICIONES DE PCR
0] GEN
Inserto del InsF (5-MADGCGTAGNCG AWGG-3’) 350 pb Desnaturalizacion a 94°C por 5 minutos, y 34 78
gen 23S , , ciclos de 94°C por 30 segundos, 50°C por 20
rRNA InsR (5-GTGWCGGTTNBGG TA-3)) segundos, 72°C por 40 segundos y 72°C por 7
minutos.
Visualizar en agarosa al 2%.
PKS | K1f(5’-TSAAGTCSAACATCGGBCA-3)) 1100- Desnaturalizacién a 95°C por 5 minutos, y 34 79
M6r (5-CGCAGGTTSCSGTACCAGTA-3’ 1200 pb ciclos de 95°C por 30 segundos, 55°C por 2
r(5- -3) minutos, 72°C por 4 minutos y 72°C por 10 minutos
Visualizar en agarosa al 1.5%.
PKS I KSa (5-TSGRCTACRTCAACGGSCACGG-3’) | 1000 pb Desnaturalizacién a 95°C por 5 minutos, y 35 80
KSB (5’- TACSAGTCSWTCGCCTGGTTC-3) ciclos de 95°C por 30 segundos, 58°C por 20
segundos, 72°C por 4 minutos 'y 72°C por 10
minutos
Visualizar en agarosa al 1%.
NRPS | A3f (5-GCSTACSYSATSTACACSTCSGG-3) 700-800 Desnaturalizacion a 95°C por 5 minutos, y 35 79
A7r (5-SASGTCVCCSGTSCGGTAS-3 pb ciclos de 95°C por 30 segundos, 59°C por 2
r(5- -3) minutos, 72°C por 4 minutos y 72°C por 10
minutos.
Visualizar en agarosa al 1.5%.
NRPS I NRPSF2 (5’- 250pb Desnaturalizacion a 95°C por 5 minutos, y 40 81

CGCGCGCATGTACTGGACNGGNGAYYT-3)

ciclos de 95°C por 30 segundos, 63°C por 45
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NRPSR1 (5'-
GGAGTGGCCGCCCARNYBRAARAA -3’)

segundos, 72°C por 90 segundos y 72°C por 10
minutos.

Visualizar en agarosa al 0.8%.

Gen 16S
rRNA

8f (5-AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3)
1492R(5-TACGGYTACCTTGTTACGACTT-
3)

1500-
1600pb

Desnaturalizacién a 94°C por 5 minutos, y 40
ciclos de 94°C por 1 minuto, 59°C por 30
segundos, 72°C por 1 minuto y 72°C por 10
minutos

Visualizar en agarosa al 1%.

82

Tabla 9. Condiciones para la amplificacion de los genes buscados.
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6.4.8 Cuantificacion del amplicon

Una vez que se amplificé el gen 16S rRNA se hizo una cuantificacion para saber la
concentracion del ADN y posteriormente secuenciar. Se utilizO un espectrofotometro

marca BIOTECH®, modelo EPOCH siguiendo el protocolo del fabricante.

Se limpid la microplaca para el espectrofotdmetro con agua destilada para quitar
contaminantes.

Se agrego6 2ul de la solucion blanco en un pocillo, y 2ul de cada amplicon en pocillos
diferentes.

La microplaca se cerr6, después se coloco sobre la bandeja del espectrofotbmetro y se
cerro la bandeja.

Abrimos el programa EPOCH y seleccionamos el protocolo preestablecido para la
“Cuantificacion de ADN”.

Se anotaron los resultados de pureza (relacion 230/260 y 260/280) y cuantificacion de
ADN (ug/ul).

Los resultados que esperamos obtener para asegurar la pureza y concentracion éptima
fueron:

En la relacién 260/280 con valores entre 1.6 a 2.

En la relacién 230/260 con valores >1.5

= 60 ug/pl de ADN

6.4.9 Purificacién del amplicon

Se purifico el producto de amplificacion del gen 16S rRNA para enviarlo a secuenciar,

se siguio el protocolo del fabricante:

Se coloc6 una columna de purificacion (filtro) en el tubo para centrifuga de Amicén Ultra-
0.5.

Se adiciond la muestra (producto de amplificacion) y se agregd 400ul de agua libre de

nucleasas al tubo con la columna.
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Se colocaron los tubos tapados en la centrifuga, alineando la tapa del tubo al centro de

la centrifuga.
Se centrifug6 a 14,000 rpm por 30 min.

Se removio la columna (filtro) y se coloc6é de manera invertida sobre un tubo para

centrifuga de Amicon Ultra-0.5 nuevo.

Se colocé el tubo con la columna invertida en la centrifuga colocando la tapa del tubo

en el centro de la centrifuga.

Se centrifugd a 1,000 rpm por 2 min., posteriormente se retird la columnay se almacené

a 4°C hasta el envio a secuenciar.

Se mando secuenciar al laboratorio Macrogen en Maryland, Estados Unidos.

6.4.10 Anédlisis de secuencias

Una vez que obtuvimos las secuencias del gen 16S RNA se realizd correcciones y

alineamientos con el programa BioEdit (83)

Las secuencias corregidas se compararon en la base de datos Blast (Basic Local
Alignment Search Tool) del GenBank (84) y en la base de datos EzBioCLOUD (85) para

obtener el nombre de género y especie de cada cepa.
6.4.11 Andlisis filogenético

Se realizé un alineamiento multiple de las secuencias con el programa BioEdit. Después
se construyo el arbol filogenético por el método de maxima parsimonia con el programa
MEGA (version 6.0) (86) utilizando secuencias de cepas de referencia obtenidas de la

base de datos GenBank para agrupar y para usar como raiz.

6.4.12 Prueba de actividad antimicrobiana.

1. Sembrar con una linea media 30 cepas al azar en medio en placa de agar dextrosa

Sabouraud.
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2. Sembrar las cepas resistentes/multirresistentes por método de cruzamiento de lineas

para observar el efecto inhibidor de las cepas de estudio (87).

e Escherichia fergusonii

e Klebsiella varicola

e Klebsiella oxytoca

e Klebsiella pneumoniae sub. ozanae

e Klebsiella pneumoniae sub. pneumoniae

6.5 Implicaciones bioéticas
La investigacion se realizo con base a la siguiente normativa nacional:

. La Ley General de Salud en Materia de Investigacion para la Salud, titulo IV
Bioseguridad de las Investigaciones, Capitulo 1 de la Investigacidbn con
microorganismos patogenos (88).

. La Norma Oficial Mexicana NOM-087-ECOL-SSA1-2002, Proteccion ambiental, Salud
ambiental, Residuos peligrosos biologico-infecciosos, Clasificacion y especificaciones
de manejo, Capitulo 4, 5y 6. (89)

. La Norma Oficial Mexicana NOM-065-SSA1-1993 que establece las especificaciones

sanitarias de los medios de cultivo en microbiologia. (90)
La investigacién también cumple con la siguiente normativa internacional:

. El Manual de Bioseguridad en el Laboratorio de la Organizacién Mundial de la Salud
(OMS). Siguiendo los lineamientos referentes a la manipulacién microbiol6gica (91)

. Reglamento de Bioseguridad en Laboratorios Microbiol6gicos y Médicos del Centro para
el Control y Prevencion de Enfermedades- Instituto Nacional de Salud (CDC-NIH) de

Estados Unidos, Seccion I, 1l y VI.
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1. Introduction

In the 1980s, there were significant advances in genetics and phylogenetic analysis. such as
sequencing the 175 gene, which codes for ribosomal RNA, used to identify bacterial species; this led to
the discovery of new species and the taxonomic reassignment of others already known. In the 1990s.
the improved PCR and DNA sequencing techniques had a rapid expansion. leading to the sequencing
of complete bacterial genomes, promoting research. and discovering new natural products [1]. In
2000, biosynthetic gene clusters (BGC) were searched for in the genome of microorganisms, mainly in
actinobacteria. to predict secondary metabolites’ production with pharmacological activity. The study
of genomic sequences made it clear that actinobacteria have greater biosynthetic capacity than
previously known; however, it was also discovered that there are cryptic gene clusters even in widely
studied species biosynthetic pathways [2].

The best studied BGCs are the polyketide synthase systems (PKS) and non-ribosomal peptide
synthase systems (NRPS) that are distributed in the genomes of actinobacteria; however. despite the
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7.1.4 Resumen
Abstract: The actinobacteria, also referred to as actinomycetes, have been the most
widely used bacteria to produce industrial interest compounds due to their great
biosynthetic capacity to generate structural diversity molecules. The actinobacteria with
the most significant biosynthetic potential are the genus Streptomyces,
Saccharopolyspora, and Micromonospora containing groups of biosynthetic genes such
as polyketide synthase systems, non-ribosomal peptide synthase systems, terpenoid
systems, ribosomally synthesized and posttranslationally modified peptide systems,
among others. This review focuses on genomic mining techniques and current helpful
software to search for new natural products in actinobacteria. Currently, molecular
techniques have been developed to improve the isolation of natural products, and
bioinformatics programs, many are free to access, have been designed to analyze genes
and microbial genomes that predict new molecule production. Thanks to these
techniques, new natural products of industrial interest have been found in rare
actinobacteria such as Nocardia and Rhodococcus.

Keywords: Actinobacteria; bioinformatics; genomic mining. © 2021 ACG Publications.
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7.2.3 Resumen
El estudio de actinobacterias para encontrar nuevas alternativas terapéuticas ha surgido en
los ultimos afios por su gran capacidad biosintética de metabolitos secundarios de interés
farmacoldgico. Se ha observado que las actinobacterias aisladas de entornos poco
explorados contienen genes capaces de sintetizar nuevos productos naturales como los
antimicrobianos. El objetivo de este estudio fue buscar mediante técnicas moleculares
sistemas biosintéticos NRPS-I NRPS-Il, PKS-l y PKS-Il en 112 cepas de actinobacterias de
origen clinico y probar su actividad antimicrobiana contra cepas multirresistentes. Se
detectd por lo menos un sistema biosintético en 110 cepas de estudio, el sistema NRPS-I
fue el mas frecuente, seguido de PKS-II, luego PKS-1 y el menos frecuente fue el sistema
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NRPS-II. ElI género Nocardia se identific6 en 109 cepas dividido en 12 especies: N.
brasiliensis (78 cepas), N. farcinica (7 cepas), N. vulneris (3 cepas), N. beijingensis (2
cepas), N. nova (3 cepas), N. cyriacigeorgica (4 cepas), N. exalbida (1 cepa), N.
otitidiscaviarum (5 cepas), N. arthritidis (2 cepas), N. veterana (2 cepas), N. wallacei (1
cepa) y N. mexicana (1 cepa). También se identifico la especie Streptomyces albus en 3
cepas. Se demostro la actividad antimicrobiana de 15 cepas de actinobacterias contra las
cepas multirresistentes: 8 cepas inhibieron el crecimiento de K.oxytoca H793, 6 cepas
inhibieron a E. fergusonii Sec23, 4 cepas inhibieron a K. pneumoniae sub. ozaenae H759,
4 cepas inhibieron a K. pneumoniae sub. pneumoniae H1064 y 2 cepas inhibieron a K.

variicola H776.

Palabras clave: Sistemas biosintéticos; antimicrobianos; actinobacterias; alternativas

terapéuticas.

8.Resultados adicionales

La figura 24 muestra el arbol filogenético de las especies de N. brasiliensis. Se usé el
método neighbor-joining, bootstrap de 1000 repeticiones y distancia evolutiva con Kimura
2-parametros. Se observan 16 grupos (marcados de colores), donde 5 grupos (marcados

con rojo) tienen cepas con un porcentaje de identidad < 98.6% y 8 cepas que no tienen
grupo.

Podemos observar diferencias grupos entre cepas de la misma especie, debido a las

posibles diferencias evolutivas.

En la figura 25 podemos observarel arbol filogenético de las especies N. farcinica, N.
beijingensis, N. nova, N. otitidiscaviarum, N. exalbida, N. cyriacigeorgica, N. mexicana, N.
wallacei, N. vulneris, N. veterana y N. arthritidis. Se usé el método neighbor-joining,
bootstrap de 1000 repeticiones y distancia evolutiva con Kimura 2-parametros. Los grupos
se forman respecto a las diferentes especies de Nocardia, con excepcion de las cepas de
4601 identificada como N. arthritidis y 4459 identificada como N. exalbida; por lo que es

conveniente hacer mas pruebas que definan estas cepas con su especie.
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Figura 24. Arbol filogenético de N.brasiliensis
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El arbol filogenético de Actinomadura se utilizé el método neighbor-joining, bootstrap de

1000 repeticiones y distancia evolutiva con Kimura 2-pardmetros. Se formaron 3 grupos:

el grupo 1 conformado por dos cepas de estudio identificadas como A. geliboluensis y 2

cepas tipo de la misma especie; el grupo 2 conformado por 1 cepas de estudio

identificada como A. nitritigenes, 2 cepas tipo de la misma especie y 1 cepa tipo de la

especie A. montaniterrae; y el grupo 3 conformado por las dos cepas de estudio

identificadas de dos especies diferentes, A. geliboluensis y A. nitritigenes, ver figura 26.

4720 98.85% A.gelibol
4724 99.93% A.gelibol

— A.geliboluensisIMB16-175

—— AgeliboluensisA8036
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Frankiasp.

 ——
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—
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Grupo 3

Figura 26. Arbol filogenético de Actinomadura. En cuadro rojo se agrupan las especies
A. geliboluensis, en cuadro verde se agrupan las especies A. nitritigenes y en el cuadro
azul estan las cepas 4762 y 4725 gque no se agruparon con cepas de su misma especie.
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En el arbol filogenético de Streptomyces se utilizé el método neighbor-joining, bootstrap
de 1000 repeticiones y distancia evolutiva con Kimura 2-parametros. S. albus mostré que
las cepas de estudio se encuentran en el mismo grupo que las cepas tipo de la mima

especie, ver figura 27.
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I
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Figura 27. Arbol filogenético de Streptomyces. En cuadro azul se agrupan las especies
S. albus, en cuadro rosa se agrupan especies de referencia.

La cepa 4085 fue la Unica cepa de R. rhodocrhous, por lo que se realiz6 un arbol
filogenético con cepas descargadas de NCBI para formar grupos, donde la cepa de
estudio se encuentra ubicada en el grupo de su especie, ver figura 28. EI método
neighbor-joining, bootstrap de 1000 repeticiones y distancia evolutiva con Kimura 2-

paradmetros
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Figura 35. Arbol filogenético de Rhodococcus. En cuadro azul esta la cepa de estudio
agrupada con cepas de referencia de la misma especie.

9.CONCLUSIONES
Las caracteristicas morfologicas de las actinobacterias son muy particulares entre
algunos géneros e incluso entre especies, de las 122 cepas utilizadas en este estudio,
se formaron 3 grupos respecto a su forma celular y colonial. Un grupo con morfologia
macroscopica caracteristica del género Nocardia que microscépicamente presentaron
hifas Gram positivas que fragmentaban. Por otra parte, el segundo grupo tuvo
caracteristicas macroscoépicas de Streptomyces con células Gram positivas, pero en
forma de hifas ramificadas. Y el tercer grupo tuvo morfologia macroscoépica del género
Actinomadura con hifas al observarse microscépicamente. Si bien, la descripcion
morfolégica no es usada para la identificacion a nivel de género y especie, nos ayuda

a determinar si las cepas utilizadas pertenecen a la familia de actinobacterias.

Con los primers utilizados se pudo detectar por lo menos un sistema biosintético en 120
cepas de estudio, en todas estas cepas se detect6 el sistema biosintético NRPS-I que
es capaz de codificar compuestos como cefamicina, vancomicina, balhimicina,
pristinamicina, actinomicina y cloroeremomicina. El sistema NRPS-II codifica

compuestos como bleomicina, moduropeptina, kedarcidina y anfomicina. El sistema
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PKS-I codifica compuestos como rifamicina, avermectina, eritromicina, oleandomicina,
nidamicina, pikromicina, FK-506, nistatina, entre otros. El sistema PKS-Il es capaz de
codificar compuestos como daunorubicina, mitramicina, tetraciclina, pradimicina, etc.;
por ello, podemos concluir que las cepas de actinobacterias utilizadas en el estudio

tienen la capacidad de producir compuestos relacionados a los mencionados.

Los géneros identificados con el gen 16S rRNA fueron Nocardia, Rhodococcus,
Actinomadura y Streptomyces. Nocardia fue el género mas abundante y la especie N.
brasiliensis la especie mas frecuente, debido a que las cepas utilizadas son de una
coleccion de aislamientos clinicos; N. brasiliensis es el principal agente causal de
infecciones por actinobacterias. En los ultimos afios ha aumentado el interés por la
busqueda de compuestos naturales en actinobacterias “raras” como Nocardia para

producir compuestos novedosos.

El género Actinomadura es menos frecuente en reportes de actinomicetoma, la especie
A. madurae es la mas reportada en estos casos, sin embargo, aqui se identificaron las
especies A. nitritigenes y A. geliboluensis. Las cinco cepas de Actinomadura tuvieron

presencia de sistemas biosintéticos.

Streptomyces fue menos frecuente, con la identificacion de 3 cepas, la Unica especie
identificada en este estudio fue S. albus. Este género es el mayor productor de
compuestos naturales, por lo que ha sido explotado en la industria farmacologica; sin
embargo, ahora se sabe que algunas especies codifican a mas de 20 clusters
biosintéticos, pero muchos de estos clusters son silenciosos. Este género sigue siendo

el modelo para la busqueda de alternativas terapéuticas.

Rhodococcus fue identificado en una cepa, la especie fue R. rhodochrous. Su
descripcion macroscopica fue similar a las nocardias, de formas irregulares color
naranja, pero su morfologia microscopica es de forma cocobacilar. Rhodococcus no es
un agente causal comun de infecciones en humanos, sin embargo, hay mayores
reportes en animales como los causados por R.equi en equinos. Este género tiene gran
capacidad para degradar una amplia gama de compuestos organicos, ademas de su
capacidad de crecer bajo condiciones de estrés como ambientes con alta concentracion

de metales, pH alto y desecacion; por ello, tiene gran potencial para producir
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compuestos de relevancia ambiental e industrial, produciendo biosurfactantes,

biofloculantes, carotenoides, entre otros.

Con la prueba de actividad antimicrobiana pudimos demostrar que 15 cepas de estudio

son capaces de combatir cepas multirresistentes.

Las investigaciones recientes estan demostrando el desarrollo de farmacos novedosos
a partir de metabolitos secundarios bacterianos y la busqueda de ellos puede realizarse

en actinobacterias poco conocidas de aislamientos clinicos.
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