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RESUMEN

Las actinobacterias son un grupo de bacterias de crecimiento filamentoso y se
encuentran ampliamente distribuidas en la naturaleza y materia organica. La
mayoria de las actinobacterias son organismos saprofitos que habitan en el suelo y
pasan la mayor parte de sus ciclos de vida como esporas latentes, especialmente
en condiciones de nutrientes limitados. Ademas, son capaces de producir una
amplia variedad de metabolitos secundarios de interés comercial e industrial.

Dentro de su genoma se encuentran un determinado conjunto de genes conocidos
como sistemas biosintéticos; entre los mas conocidos se encuentran los sistemas
policétidos sintasa (PKS) y sintetasas de péptidos no ribosomales (NRPS), capaces
de sintetizar metabolitos secundarios; cada uno de estos genes se divide en 3
categorias, los tipo LIl y Ill, en ambos sistemas.

En este trabajo se analizaron 19 cepas de bacterias. Se realizaron pruebas
fenotipicas para su descripcion e identificacidén y se estandarizaron las técnicas de
biologia molecular para amplificar los sistemas biosintéticos NRPS1 y PKS1 para
su deteccion y prediccion de produccion de metabdlicos secundarios de interés
farmacolégico.

La importancia de este trabajo destaca a nivel taxonémico, ya que es importante
conocer a las bacterias que estamos estudiando a nivel metabdlico. Por otra parte,
es importante estandarizar técnicas que se emplean por primera vez en el
laboratorio para futuros estudios de licenciatura y posgrado.

Palabras clave: Actinobacterias, sistemas biosintéticos NRPS-| y PKS-I.
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INTRODUCCION

Actinobacterias

Las actinobacterias son un grupo de bacterias de crecimiento filamentoso capaces
de producir una amplia variedad de enzimas extracelulares y metabolitos
secundarios de interés comercial e industrial (Medina Cuevas & Martinez, 2011).
Se encuentran ampliamente distribuidas en la naturaleza en agua dulce, agua
marina y materia organica. La mayoria de las actinobacterias (los estreptomicetos
en particular) son organismos sapréfitos que habitan en el suelo y pasan la mayor
parte de sus ciclos de vida como esporas latentes, especialmente en condiciones
de nutrientes limitados (Barka, et al, 2015). Comprenden aproximadamente del 20
al 60% de la poblacion microbiana donde su funcidén ecoldgica principal es la
descomposicion de la materia organica (Tipan Guijarro, 2012).

Al igual que otras bacterias del suelo, las Actinobacterias son en su mayoria
mesofilas, con un crecimiento 6ptimo a temperaturas entre 25 y 30 °C. La mayoria
crecen en suelos con un pH neutro. Crecen mejor a un pH entre 6 y 9 con un
crecimiento maximo (Barka, et al, 2015). Se caracterizan por no producir
mucopolisacaridos, de ahi que se observen en placas de agar como colonias secas
y no cremosas. Dentro de sus caracteristicas particulares presentan un olor tipico a
suelo himedo por la produccién de un metabolito llamado geosmina (Davila Medina,

et al. 2013).

Estas bacterias son microorganismos Gram positivos, en su mayoria aerobias,
presentan crecimiento micelar formado por hifas septadas (Figura 1) (Quifiones
Aguilar, et al. 2017). Presentan una diversidad morfolégica, desde formas bacilares
hasta formas filamentosas ramificadas, terminando en una esporulacién compleja
(Tipan Guijarro, 2012), por lo que se han considerado como hongos en el pasado,
pero se ha demostrado que corresponden al orden bacteriano Actinomycetales, del
griego aktino (rayo) y mikes (hongo), pues estos filamentos recuerdan a las hifas de
los hongos (Figura 2) (Gonzalez Camacho, 2013). Sus filamentos tienen un
diametro de 1 ym o menor, mas pequeno que el de la estructura tubular (hifa)
caracteristica de los hongos; ademas, los filamentos de los actinomicetos son mas
fragiles, se fragmentan facilmente en formas bacilares y tienen las dimensiones
tipicas de las bacterias (Gonzalez Camacho, 2013). La pared celular contiene acido
muramico y acido diaminopimélico, que son constituyentes caracteristicos de la
pared celular de las bacterias; en cambio, no estan presentes ni quitina ni glucanos,
componentes de la pared celular de los hongos (Gonzalez Camacho, 2013).

Las bacterias de este tipo presentan un alto contenido de guanina y citosina (G+C)
en su ADN, encontrandose en el rango de 51 a 78%. Constituyen el orden de los




Actinomycetales (Figura 3), dentro del filo Actinobacteria, se reproducen por fisién
binaria o fragmentacion ("Paillé Jiménez, 2011", "Tipan Guijarro, 2012").
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Figura 1. Imagen microscépica de Streptomyces, en la foto de la izquierda la actinobacteria presenta hifas que
ramifican. En la foto de la derecha se observa fragmentacion por mayor tiempo de cultivo.

Figura 2. Representacion de una colonia de actinomicetos, se representan de azul las hifas vivas, blanco las
hifas muertas, micelio aéreo con cadena de conididsporas (Gonzalez Camacho, 2013).




FAMILIES SUBORDERS ORDERS

Micromonosporaceae 2 Micromonosporineae |

Geodermalophiiaceae Frankineae

~— Actinasynnemaceae ] Pseudonocardineae
Streptomycetaceae 3 Streplomycineae

Mycobacteriaceae | Corynebacterineae

Intrasporangiaceae y Actinomycelales

Streplosporangiacese  streptasporangineae

Noearrﬁopsacearo 4
Glycomycetaceae 1 Glycom
TS v yonese  J pidobacteriales
Acidimicrobiaceae Acidinderobiales
Cariobactenaceae Carobacteriales

1 Sphaerobacteraceae Sphaerobaclerales
Rubrobacteraceae Rabrobacterales

Figura 3. Clasificacion del filo Actinobacteria (Paillé Jiménez, 2011).

Las principales caracteristicas utilizadas para delinear la taxonomia
de actinobacteria a nivel de género y especie son la morfologia microscépica y la
quimiotaxonomia. La ultima de estas caracteristicas se relaciona principalmente con
la composicién de la pared celular (Barka, et al, 2015).




Los actinomicetos se caracterizan por la diferente produccién de pigmentos. Estos
pigmentos suelen ser azul, violeta, rojo, rosa, amarillo, verde, marrén y negro. Los
pigmentos pueden difundirse en el medio o pueden quedar retenidos en el micelio
(Figura 4) (Mohamed Selim, et al. 2021).

La capacidad de estos organismos para producir pigmentos depende de las
diversas condiciones de nutricién y cultivo, donde puede aumentar mucho o
perderse por completo. Por lo tanto, es muy importante mejorar la combinacién
correcta de diferentes condiciones de cultivo para fomentar el crecimiento y la
produccién de pigmentos (Mohamed Selim, Abdelrazek Abdelhamid, & Saleh
Mohamed, 2021).

Por ejemplo, el pigmento biolégico actinorrodina es producido por Streptomyces
coelicolor , Streptomyces violaceusrubery Streptomyces lividans , es de color azul
con base en el pH 6. Este pigmento tiene diferentes aplicaciones como antibidtico
contra bacterias Gram positivas (Mohamed Selim, Abdelrazek Abdelhamid, & Saleh
Mohamed, 2021).

Figura 4. Produccién de metabolitos secundarios pigmentados por colonias de Streptomyces (Mohamed
Selim, Abdelrazek Abdelhamid, & Saleh Mohamed, 2021).

Las esporas son extremadamente importantes en la taxonomia de actinobacteria
(Figura 5). Los pasos iniciales de la esporulacion en
varias Actinobacterias oligosporicas pueden considerarse procesos de gemacion.




Las esporas pueden formarse sobre el sustrato y/o el micelio aéreo como células
individuales o en cadenas de diferentes longitudes. En otros casos, las esporas
pueden albergarse en vesiculas especiales (esporangios) y dotadas de
flagelos(Barka, et al, 2015).

Actinoplanes Pilimelia Spirilospora Streptosporangium

Frankia

dicromonospora Thermomonospora Saccharomonospora Thermoactinomyces

Catellatospora Microbispora Microtetraspora

Figura 5 Dibujos esqueméticos de los diferentes tipos de cadenas de esporas producidas por actinomicetos.
Barka, et al, 2015




Con base en criterios morfoldgicos y quimicos, los actinomicetos se han agrupado
en diferentes géneros como se describen en la tabla 1 (Mohamed Selim, Abdelrazek
Abdelhamid, & Saleh Mohamed, 2021).

Seccion

Nocardioformactinomicetos

Caracteristicas

Aerdbico, puede ser acido-alcohol resistente; crecen
como bastoncillos, cocos y filamentos ramificados o
forman sustrato y micelio aéreo que se
fragmenta; contienen acidos micdlicos.

Actinomicetos con
esporangios multiloculares

Aerdbico a facultativamente anaerdbico; el micelio se
divide en todos los planos, sin hifas aéreas.

Actinoplanetas

Los esporoactinomicetos aerobios, inmdviles, las esporas
pueden estar encerradas dentro de vesiculas; sin micelio
aéreo.

Streptomycetes y géneros
relacionados

Esporoactinomicetos aerobios; forman un sustrato
ampliamente ramificado y micelio aéreo.

Thermomonospora y géneros
relacionados

Espordactinomicetos aerobios; forman un sustrato
ampliamente ramificado y un micelio aéreo, los cuales
pueden portar una cadena de esporas; esporas moviles o
inmdviles.

Termoactinomicetos

Los filamentos estables producen un crecimiento

aéreo. Las esporas individuales (endosporas) se forman
en los filamentos aéreos y vegetativos. Todas las
especies son termdfilas. La pared celular contiene acido
diaminopimélico, pero no tiene aminoacidos ni azucares
caracteristicos.
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Otros géneros | Todos ellos producen cadenas de esporas portadoras de
crecimiento aéreo.

Tabla 1. Diferentes grupos de actinomicetos (Mohamed Selim, Abdelrazek Abdelhamid, & Saleh Mohamed,
2021).

Las actinobacterias son el grupo mas prolifico en cuanto a la produccién de
antibiéticos; muestran actividades biolégicas variadas que pueden ser de tipo
antibacteriano, antifingico, anticancerigeno, antiparasitario o antiviral. Se ha
reportado que de los 7.500 antibiéticos de origen microbiano descubiertos hasta
hoy, mas del 50% corresponden a los actinomicetos, y de los cuales un poco mas
de una centena son comercializados (Tipan Guijarro, 2012), donde cerca del 76%
es producido por especies del género Streptomyces (Pérez Sosa, 2010), de uso
frecuente en clinica humana y/o animal que se han descubierto en los ultimos 50
anos (Tabla 2) (Parada, Marguet, & Vallejo, 2017)

Streptomyces sp. | Antibidtico

S. orquidea | Cicloserina N

S. oriantalis | Vancomicina

S. fradiae | Neomicina, actinomicina, fosfomicina,
dekamicina

S. nodoso | Anfotricina B

S. noursei | Nistanina

S. mediterraneo | Rifampicina

S. griseus | Estreptomicina

S. | Kanamicina
knanamyceticus

S. tenebrarius | Tobramicina

S. spectabilis | Espectinomicina

S. viridifaciens | Tetraciclina

S. lincolensis | Lincomicina, clindamicina

S. rimosus | Oxitetraciclina
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S. erythraeus
S. vensuella

S. aureofaciens

Eritromicina

Cloranfenicol

Clortetraciclina, dimetilcloro

S. ambofaciens

Espiramicina

S. avermitilis

Avermicina

S. alboniger

Puromicina

S. niveus

S. platensis

S. roseosporus
S. ribosidificus

S. garyphalus

Novobicina

Platenmicina

Daptomicina

Ribostamicina

Cicloserina

S. vinaceus

Viomicina

S. clavuligerus

Cefalosporina

Tabla 2. Lista de algunos antibisticos producidos por Streptomyces sp (Mohamed Selim, Abdelrazek
Abdelhamid, & Saleh Mohamed, 2021)

Infecciones causadas por Actinobacterias

Entre las enfermedades causadas por las actinobacterias se encuentra el
actinomicetoma, que es una infeccion granulomatosa crénica causada por diversas
bacterias filamentosas, siendo las especies mas frecuentes Nocardia
brasilensis y Nocardia asteroides. Es una enfermedad ocupacional que aparece
habitualmente en personas de mediana edad de paises tropicales que caminan
descalzos, especialmente en México y Brasil (Hernandez Bel, Mayorga, & Pérez,
2010).

El agente causal de actinomicetoma, cuyo habitat mas frecuente es el suelo, se
introduce mediante un traumatismo percutaneo producido con una espina de planta,
(por ejemplo: cactus o planta espinosa), astillas de madera, etc. El estado
nutricional, susceptibilidad a la infeccidn, respuesta inmune y tratamiento inicial
determinaran que se resuelva la infeccion o que se instale la entidad, con el cuadro
clinico caracteristico ( Sandoval & Serrano, 2003).
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Figura 6. Lesién nodular en extremidad inferior por actinomicetoma (Hernandez Bel, Mayorga, & Pérez, 2010).

En la tabla 3 se enumeran algunos otros ejemplos de actinomicetos patégenos que

afectan al ser humano.

Organismos

Ocurrencia en el hombre

Enfermedad
producida

Nocardia asteroides

N. brasiliensis

N. otitidiscaviarum

N. farcinica

Actinomadura madurae

A. pelletieri

Nocardiopsis dassonvillei

Streptomyces
somaliensis

Generalmente patégeno

Generalmente patogeno

Generalmente patégeno

Raro (Generalmente en
animales)

Generalmente patogeno
Generalmente patogeno

Generalmente patdgeno

Generalmente patogeno

Nocardiosis, ocasional
micetoma

Micetoma,
ocasionalmente
nocardiosis

Nocardiosis y
micetoma

Nocardiosis

Actinomicosis

Actinomicosis

Actinomicosis

Actinomicosis
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Dermatophilus | Generalmente patégeno en Dermatitis
congolensis | animales

A. israelii| Generalmente patdégeno Actinomicosis

A. naeslundii| Generalmente patégeno Actinomicosis

Tabla 3. Actinomicetos patégenos encontrados en especimenes clinicos ( Sandoval & Serrano, 2003)

Sistemas biosintéticos

Los genomas bacterianos estdn compuestos por genes, algunos conjuntos de
genes se llaman sistemas biosintéticos y son capaces de codificar metabolitos
secundarios. Los metabolitos secundarios bacterianos son compuestos organicos
que no estan directamente involucrados en el crecimiento y desarrollo, si no que
tienen funciones auxiliares que incluyen la defensa y la comunicacién. Los
metabolitos secundarios pueden tener actividad antibidtica, antifungica,
anticancerigena, etc. Los sistemas biosintéticos mejor conocidos son los policétido
sintasa (PKS) y los sintetasas de péptido no ribosomales (NRPS). La capacidad de
tener genes PKS y NRPS aumenta cuando el tamafo del genoma es mayor, como
en las actinobacterias (Gonzalez Nava, 2021).

Los metabolitos secundarios pueden ser utilizados para el desarrollo de nuevos
productos naturales de interés farmacol6gico. Los productos naturales se sintetizan
mediante clusterde genes biosintéticos (por sus siglas en inglés, BGC). Estos estan
construidos por modulos que catalizan la produccion de enzimas especializadas,
proteinas reguladoras, transportadoras y de procesamiento. Los sistemas PKS vy
NRPS producen la mayoria de las moléculas bioactivas (Gonzalez Nava, et al.
2021).

En las ultimas décadas se ha presentado un enorme progreso en investigaciones
sobre la biosintesis de metabolitos secundarios con actividades biolégicas,
producidos por microorganismos. Hay muchos ejemplos donde la busqueda por
PCR de los genes asociados al metabolismo secundario es usada para evaluar el
potencial biosintesis de metabolitos secundarios en Actinobacterias, esto incluye
identificar los sistemas PKS y NRPS (Alonso, Carmona, 2017).

La produccién de metabolitos secundarios por parte de los actinomicetos, puede ser
optimizada bajo diferentes condiciones de cultivo; por lo tanto, los componentes del
medio de cultivo y la capacidad metabdlica del microorganismo productor influyen
la biosintesis de antibiéticos y de los metabolitos secundarios en general (Pérez

Sosa, 2010).
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Sistemas PKS

Los sistemas biosintéticos policétidos sintasa (PKS) producen la mayoria de las
moléculas bioactivas, estas moléculas codifican enzimas con caracteristicas muy
similares de funciones, las cuales permiten la construccién de estructuras (Gonzalez
Nava, Carmona, Manzanares Leal, Sandoval Trujillo, & Ramirez Duran, 2021).

La biosintesis de los policétidos se da por la incorporacion sucesiva de carbono
como unidades de elongacion a partir de una unidad iniciadora (Marfil Santana,
2017), las cuales pueden ser: acetil-, propionil- y benzoil-CoA, para asi formar una
cadena lineal (Hernamdez Duarte, 2018), ambas unidades son activadas al unirse
a una molécula de coenzima A (Malonil- y metilmalonil-CoA), formando los
correspondientes tioésteres CoA (Marfil Santana, 2017).

La organizacién modular de las policétido sintasas esta constituida por dominios. En
cada modulo siempre estdn presentes 3 dominios principales: dos dominios
cataliticos: aciltransferasa (AT), cetosintasa (KS) y un dominio ACP (proteina
transportadora de grupos acilo), responsables de la elongacién de la cadena
principal del policétido (Hernamdez Duarte, 2018). Los dominios esenciales son (Del
Cerro Sanchez, 2015):

« Dominio cetosintasa (KS): su funcién es la de catalizar una condensacién
Claisen descarboxilativa (reaccidén quimica organica que tiene lugar entre
dos ésteres o0 un éster y una cetona en presencia de una base fuerte, dando
lugar a un B-cetoéster o a una B-dicetona) entre el policétido que esté siendo
sintetizado y una nueva unidad que extiende la cadena (Figura 7). Este
dominio genera enlaces C-C y cada ciclo catalitico resulta en la adicion de
dos carbonos a la cadena creciente si se utiliza una unidad malonil o bien tres
carbonos si se utiliza una unidad metilmalonil

- Dominio acil-transferasa (AT): es el encargado de seleccionar y cargar el
grupo acilo que extiende la molécula en el dominio ACP durante el ciclo de
elongacion

« Dominio portador (Acyl Carrier Protein) (ACP): se trata de un dominio
pequeno (80-100 residuos) no catalitico que se encarga de sostener,
mediante un enlace tioéster, la cadena creciente policetidica asi como la
nueva unidad encargada de extender dicha cadena
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Figura 7. Organizacion modular del complejo PKS-I. (AT) aciltransferasa, (KS) cetosintasa y ACP (proteina
transportadora de grupos acilo) (Marfil Santana, 2017)

Por otro lado, ademas de estos tres dominios esenciales, existen otros para realizar
distintas modificaciones sobre la molécula que esta siendo sintetizada: (Del Cerro
Sanchez, 2015):

» Dominio tioesterasa (TE):Es capaz de romper el enlace tioester del dominio
ACP catalizando la ciclaciéon o la hidrdlisis del sustrato acilo

« Dominio ceto-reductasa (KR): Se encargan de reducir el grupo carbonilo de
los intermediarios B-cetoacil-ACP.

« Dominio dehidratasa (DH): se encargan de catalizar reacciones reversibles
de deshidratacion en los intermediarios B-hidroxi-acil unidos a los dominios
ACP. El resultado de esta reaccién genera un intermediario acil-ACP a-f-
insaturado ya sea en configuracion cis o trans.

« Dominio enoil-reductasa (ER): catalizan la reduccion de un intermediario
enoil-ACP a un acil-ACP a-B-saturado.

« Dominio metil-transferasa (MT): catalizan la transferencia de un grupo metilo
desde una adenosilmetionina (SAM o AdoMet) a un atomo de carbono,
nitrdgeno u oxigeno del residuo que esté siendo introducido en la cadena,
estos dominios se pueden dividir en C-MT, N-MT y O-MT, respectivamente.

Todas las PKS poseen la actividad B-ceto sintasa. En algunos sistemas
biosintéticos, los llamados dominios portadores (ACP), se encuentran en proteinas
distintas a las que contienen el dominio catalitico. En estos casos, estas proteinas
actuan en trans para acabar formando complejos para las elongaciones de la
cadena de acilos. Sin embargo, existen otros sistemas en los que los dominios
portadores se encuentran en la misma proteina que los dominios cataliticos
fusionados en cis, formando moédulos y haciendo posible la generacion de una linea
de ensamblaje. Los PKS se han clasificado de acuerdo con la organizacién de sus
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dominios enzimaticos, asi como con la naturaleza de las unidades de elongacién .
De esta manera, se clasifican en PKS tipo |, tipo Il y tipo Il (Marfil Santana, 2017).

Modulo 1

(mddulo

de cargal Modulo 2 Médulo 3 Medulo 4 Médulo 4
U

B | PKS tipo Il (iterativa)

(?.),( ), — (?.)x( ),
o=<: 0 > <)

n

0 0
©)
T
C | PKS tipo Il (iterativa e independiente de ACP)
n iteraciones
CoA —) CoA
S s
0: (O )
SH
(o} M o= "

0]

Figura 8. Esquema del funcionamiento de los tres tipos de PKS (Del Cerro Sanchez, 2015).

En la Tabla 4 se muestran algunos de los ejemplos mas conocidos de compuestos
y su funcidn bioactiva, los cuales son sintetizados por el sistema PKS.
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Compuesto Bioactividad

Eritromicina | Antibiotico

Oleandomicina | Antibidtico

Dinamicina | Antibidtico

Puromicina | Antibiético

Rifamicina | Antibiético

Rampamicina | Posee actividad inmunosupresora en trasplantes de
organos

FK506 y FK520 | Inmunosupresores

Nistatina | Antifungico

Pimaricina 6 | Antifungico
Natamicina

Anfotericina | Antifungico

Espinosina | Insecticida

Avermectina | Antihelmintico e insecticida

Tabla 4. Bio-actividad de los compuestos sintetizados por el sistema PKS, fuente: (Alonso, Carmona, 2017)

Sistemas NRPS

Los sistemas de sintetasa de péptidos no ribosomales (NRPS) son compuestos por
un grupo de genes que codifican para modulos con multiples actividades
enzimaticas. Cada médulo esta formado por 1,000-1,100 aminoacidos de largo y
estan compuestos por dominios responsables de la incorporacion de una unidad
monomérica del péptido(figura 9). (Gonzalez Nava, 2021).
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OO0 OO OOEE

Figura 9. Médulos 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), (Gonzalez Nava, 2021).

Dominios

La composicién de cada modulo esté constituida por tres dominios cataliticos, los
cuales, son necesarios para un completo ciclo de elongacion en la sintesis de
péptidos catalizados por un NRPS. Estos dominios son (Alonso, Carmona, 2017):

a) Adenilacion (A): Es responsable del reconocimiento y activacion del
aminoacido relacionado al acido hidroxilo

b) Acarreador-peptidil (PCP): Actla después que el sustrato es activado para
transferencia y activacion del acarreador-peptidil del mismo médulo.

c) Condensacion (C): Este dominio es responsable de la formacién del enlace
carbono nitrégeno entre la cadena larga y el aminoacido activado .

Para completar cada modulo es necesaria la presencia de dominios auxiliares, como
(Alonso, Carmona, 2017):

d) Epimerizacién (E): Este dominio cambia un L-aminoacido acido en un D-
aminoacido, asi como el dominio de doble/epimerizacién que son responsables
tanto de la epimerizacién y la condensacion.

e) Ciclacion (Cy): Estos dominios pueden reemplazar a los dominios responsables
de la incorporacién de cisteina, serina o treonina.

f) Dominio de oxidacién (Ox): Cataliza la formacién de un tiazol aromatico a través
de la oxidacién de un anillo de tiazolina.

g) Dominios tioesterasa (TE): Se encuentran normalmente en el modulo final y libera
el péptido final producido de la enzima a través de ciclacion o la hidrélisis.
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Existen tres tipos de NRPS que dependen del tipo de biosintesis que producen
(Gonzalez Nava, 2021):

> NRPS tipo A lineal. El nimero y secuencia de los médulos es co-lineal al
numero y orden de los amino&cidos en el péptido (Figura 10).
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Figura 10. Biosintesis lineal de la vancomicina. Los genes (CepA, CepB y CepC) hechos por médulos
(flechas) que contienen moédulos (A, PCP, C, E y Te) sintetiza una porcién del producto final (Gonzéalez Nava,
2021

> NRPS tipo B iterativo. Los mddulos y dominios son usados mas de una vez
para sintetizar el péptido, lo cual, consiste de varias secuencias(Figura 11).
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Figura 11. Biosintesis iterativa de la micotoxina eniatina; la sintesis de cada estructura primaria se lleva a cabo
tres veces para crear el metabolito (Gonzalez Nava, 2021).




> NRPS tipo C no lineal. Genera péptidos en los cuales la secuencia de los
aminoacidos no esta correlacionada al acomodo de los moédulos(Figura 12).
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Figura 12. Biosintesis no lineal del sideréforo vibriobactina. Se pueden repetir los procesos al azar para formar
el producto final (Gonzalez Nava, 2021).

En la Tabla 5 se muestran algunos de los ejemplos mas conocidos de compuestos
sintetizados por el sistema NRPS y su actividad

Compuesto Bio-actividad

Cloroeremomicina | Antibiotico

Pristinamicina | Antibiético

Cefamicina | Antibidtico

Balimicina | Antibiético

Vancomicina | Antibiotico

Ciclosporina | Inmunosupresor.

Rapamicina y FK506 | Inmunosupresor.
(Tacrolimus)

Actinomicina 6 | Tratamiento para quimioterapia
Dactinomicina

7-aminoactinomicina | En tinciones para microscopia y en cartometria de
D | flujo.

Epotilona | Citostético.

Tabla 5. Bio-actividad de los compuestos sintetizados por el sistema NRPS, fuente: (Alonso, Carmona, 2017)
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Identificacion de actinobacterias

El estudio de la morfologia de los actinomicetos se basa principalmente en las
caracteristicas macroscoépicas y microscopicas del microorganismo, por otra parte
se utilizan las pruebas bioquimicas para estudiar su metabolismo y las pruebas
moleculares para estudiar los genes (Gonzalez Jiménez, 2010)

Para llevar a cabo estudios de caracterizacion morfolégica, es necesario tener en
cuenta diversos parametros como la estructura del micelio, la forma, ramificacion y
fragmentacion de las hifas, la forma de la colonia, criterios bioquimicos, sensibilidad
a determinados antibiéticos, etc (Gonzalez Jiménez, 2010).

Las técnicas moleculares han aportado a la taxonomia una reclasificacion
bacteriana, demostrando una mayor diversidad dentro de la familia
Actinomycetaceae, especialmente dentro del género Streptomyces, el cual difiere
mucho en su morfologia, fisiologia, bioquimica y actividades como productores de
antibiéticos (Gonzalez Jiménez, 2010).

La amplificacién del marcador molecular presente en el gen rBRNA 23S, es un
ejemplo de una técnica molecular que sirve para verificar la pureza de las cepas,
debido a que todos las Actinobacterias amplifican un inserto del gen de 350pb y las
eubacterias de 250pb (Gonzalez Nava, 2021).

Herramientas bioinformaticas para la busqueda de sistemas biosintéticos

Desde que se secuenciaron los primeros genomas bacterianos, el interés por
descubrir nuevos productos naturales ha aumentado, lo que ha llevado a muchos
investigadores a desarrollar técnicas de biologia molecular y herramientas
bioinformaticas para la prediccion de BGC (Gonzalez Nava, Carmona, Manzanares
Leal, Sandoval Truijillo, & Ramirez Duran, 2021).

Las herramientas bioinformaticas comparan miles de genes y genomas completos
para predecir sus estructuras moleculares. Las herramientas bioinformaticas
generalmente usan cortes seleccionados para identificar genes o dominios con
precision en un grupo de secuencias alineadas para detectar clases conocidas de
vias biosintéticas. Algunos BGC son rapidamente detectados, como los sistemas
PKS y NRPS (Gonzalez Nava, Carmona, Manzanares Leal, Sandoval Trujillo, &
Ramirez Duran, 2021).

Se conocen muchas rutas biosintéticas y la prediccion la confiabilidad es alta en los
programas de bioinformatica como los antibiéticos y el metabolito secundario, estos
sistemas codifican enzimas de las mismas familias, como oxidorreductasas,
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metiltransferasas, ligasas y citocromo P-450, también codifican operones (Gonzalez
Nava. et al, 2021) La Tabla 6 describe algunos programas de bioinformatica
utilizados en el andlisis de genes y genomas para buscar metabolitos que estan
disponibles gratuitamente.

Base de datos Caracteristicas

AntiSMASH | Identificacidén, anotacion y analisis de genes de biosintesis de
metabolitos secundarios en genomas bacterianos y fungicos

NP.searcher | Exploracién de secuencias de genomas procariéticos en
busca de policétidos, péptidos no ribosomales y productos
naturales de combinacion mixta

ClustScan | Busqueda de enzimas biosintéticas PKS, NRPS y PKS/NRPS
hibridas; muestra estructuras quimicas pronosticadas a partir
de procariotas, animales invertebrados y ADN metagendmico

MultiGeneBlast | Busqueda de homologia(relacién) con operones o grupos de
genes como unidades basicas en lugar de genes individuales

MIBiG | Base de datos de genes biosintéticos y sus productos
naturales.

DoBISCUIT | Integracién de informacién bibliografica actual; proporciona
descripciones estandarizadas de genes, médulos y dominios
relacionados con grupos de genes.

ClusterMine360 | Base de datos de grupos de genes procarioticos PKS y
NRPS.

ChEBI | Busqueda de informacién enfocada en inmunologia y
productos naturales. Es un diccionario de entidades
moleculares, pequefios compuestos quimicos, productos
naturales o sintéticos utilizados en los procesos de los
organismos.

ChEMBL | Recopilacion de datos quimicos, genémicos y de bioactividad
para traducir la informacion gendémica en nuevos farmacos
eficaces.
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KNApSAcK | Centrado en la investigacién en metabolémica(estudio de
sustancias llamadas metabolitos presentes en las células y
los tejidos), nutrigendmica(estudio de la influencia de los
nutrientes en la expresion de genes) y 6mica de los alimentos,
también puede desarrollar nuevos farmacos y materiales.

NRPSpredictor | Prediccion de dominios NRPS tipo A bacterianos y fungicos.

NORINE | Completamente dedicado al analisis NRPS.

StreptomeDB | Busqueda de informacidn sobre estructuras moleculares
producidas por Streptomyces.

Tabla 6. Softwares utilizados para la busqueda y anilisis de BGC (Gonzalez Nava. et al , 2021).

Cepas de estudio

El laboratorio de Produccién de Bioldgicos de la UAM Xochimilco cuenta con una
coleccion de actinomicetos obtenidas de diferentes fuentes, la coleccion de cepas
que se trabajo en el presente estudio fueron las clasificadas bajo el nombre de “serie
4000”, aisladas de casos clinicos, las cuales anteriormente fueron identificadas
dentro del género Nocardia.

Las cepas de estudio fueron proporcionadas por el laboratorio 202 ubicado en el
edificio N de la UAM-Xochimilco.

La recoleccion de diferentes cepas de actinomicetos del laboratorio de Produccion
de Bioldgicos de la UAM Xochimilco data de hace més de 30 afios y su funcién
principal es la conservacion ex situ (Gonzalez Nava, 2016), cuyo principal objetivo
es mantener la supervivencia a través de un proceso en el que se protege a una
especie fuera del ambiente en el que habita. Esta conservacién de biodiversidad de
actinomicetos ha sido de gran importancia y estudio de diferentes proyectos de
investigacion, proyectos escolares, docencia y tesis de licenciatura, maestria y
doctorado (Gonzélez Nava, 2016).

PLANTEAMINETO DEL PROBLEMA

La adecuada clasificacion y deteccion de microorganismos patdégenos dara un
mayor grado de confiabilidad al tratamiento contra estos mismos, cuando no se
conoce el agente causal de una enfermedad se dispone al paciente a un tratamiento
empirico, esto es un problema, ya que podria llevar a un mal diagnéstico

24




perjudicando su bienestar, cuanto antes se inicie el tratamiento con antimicrobianos
adecuados, mayor sera la posibilidad de beneficiar al paciente.

Las actinobacterias son el grupo de produccién de metabolitos secundarios
bioactivos mayormente utilizado en beneficio de la salud, como la sintesis de
antibioticos, antifungicos, antiparasitarios, etc. El descubrimiento de nuevos
metabolitos secundarios no solo radica en la obtenciéon de compuestos que puedan
conducirse de una mejor manera en un tratamiento sino en el posible reemplazo de
medicamentos que hayan sido suspendidos debido a la resistencia microbiana a
estos. Por ello es que la prediccion y descubrimiento de nuevos metabolitos
secundarios de interés farmacol6gico resulta ser importante.

Gracias al desarrollo en biologia molecular ha sido posible el descubrimiento de
nuevas especies o el correcto agrupamiento de especies mal clasificadas; esto ha
permitido un mejor conocimiento de la biologia de cada especie, sus aspectos
patogénicos, epidemiologia, un mejor diagndstico y tratamiento en clinica,
aplicaciones en biotecnologia y mas.

JUSTIFICACION:

La identificacion de actinobacterias es importante debido a que son el grupo mas
prolifico en cuanto a la produccién de antibiéticos; muestran actividades biologicas
variadas que pueden ser de tipo antibacteriano, antifungico, anticancerigeno,
antiparasitario o antiviral, debido a que contienen genes biosintéticos capaces de
codificar productos naturales que se pueden utilizar en clinica humana y veterinaria,
en la industria de alimentos, en agricultura y en biotecnologia. La busqueda de
moléculas activas, a partir de Actinobacterias, es esencial para el desarrollo de
farmacos, enzimas utilizadas en biodegradacién, productos usados como control
biolégico, etc.

En este estudio se analizaron 19 cepas de actinobacterias de origen clinico para
buscar los sistemas PKS-I y NRPS-I para predecir la produccion de metabolitos
biosintéticos, para ello se estandarizé una técnica de identificacién de dichos
sistemas con la Go Tag® G2 Green Master Mix de la marca PROMEGA.

OBJETIVOS:

General:
Realizar un andlisis taxondmico de actinobacterias y detectar los sistemas biosintéticos
NRPS1 y PKS1 en las cepas de estudio.

Especificos:
1. Estandarizar los sistemas biosintéticos NRPS-I y PKS-I para actinobacterias
de origen clinico y ambiental.

2. Detectar sistemas biosintéticos PKS-1 NRPS-I en las 19 cepas de actinobacterias
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3. Identificar el género de las actinobacterias con capacidad biosintética

METODOLOGIA:

Activacion y siembra de cepas
Se prepararon medios de cultivo de medio Agar Dextrosa Sabouraud
complementado con papa al 1%, la preparacion fue la siguiente:

> Disolver 65g del medio Agar Dextrosa Sabouraud deshidratado (marca BD
Bioxon) en un litro de agua destilada,

> Calentar agitando frecuentemente y hervir durante un minuto.
> Esterilizar a 118-121°C por 15 minutos.
> Distribuir el medio en cajas Petri y dejar gelificar.
Se prepararon medios de cultivo Sauton, por cada Litro de agua destilada se agrega:
> 49 Asparagina
> 2 g Acido citrico
> 0.5 g MgSO,(sulfato de magnesio)
> 0.5 g KeHPOu4(Fosfato dipotasico)
> 1000 uL de una solucién de 0.05g/mL citrato férrico amoniacal
> 1000 uL de solucién de Sales de Sauton
> 60 mL de Glicerina
> Regular con NaOH hasta un pH de 7.4-7.8
> 1% Hojuelas de papa
> 1.5 % Carb6n activado
> 1.5% Agar bacteriolégico
> Calentar agitando frecuentemente
> Esterilizar a 118-121°C por 15 minutos.

> Distribuir el medio en cajas Petri y dejar gelificar.

Las cepas se sembraron por estria cruzada en las placas de ambos medios de
cultivo y se incubaron a 37°C hasta su crecimiento.
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Pruebas bioquimicas
Las pruebas bioquimicos sirven para conocer el metabolismo de microorganismo a
analizar.

Primero se transfiri6 biomasa de las cepas a una solucién salina fisioldgica (SSF)
de 0.8% con perlas de vidrio, se sometié a vortex, en donde ya obtenida una
solucién visiblemente “translucida, densa” se procedié a la realizacion de las
pruebas bioquimicas automatizadas y estandarizadas API® 20E y API® 20NE.

Cada prueba se realiz6 de la siguiente manera (Gonzalez Nava, 2016):

API 20E
1. Se agrego agua destilada en los alvéolos para crear ambiente hiumedo.

2. Se agreg0 la suspension bacteriana con referencia a 1 McFarland en los tubos
de la galeria evitando formar burbujas al fondo del tubo

> Para las pruebas CIT, VP Y GEL se llené el tubo y la cupula

> Para las demas pruebas se llen6 solo los tubos

> Para las pruebas ADH, LDC, ODC, H2S y URE se llen6 la cupula con aceite
de parafina para crear ambiente anaerobio

‘{ Parafina liquida

3. Se cerr6 la camara e incubo a 37°C por 2 dias
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. Se realiz6 la lectura e interpret6 de acuerdo con la tabla del instructivo

Se agrego una gota de reactivo TDA a la prueba TDA. Un color rojo-marrén
indicd positivo

Se agrego una gota de reactivo JAMES a la prueba de IND. Un color rosa
indicd positivo.

Esta prueba se realiz6 al final por posible desprendimiento de gases

Se agrego una gota de reactivo VP1 y VP2 a la prueba VP y esperamos 10
min. Un color rosa-rojo indicé positivo, si aparece 10 minutos después es
negativo

. Las pruebas que no se encuentren bien definidas se incubaron 24horas mas
y posteriormente se realizé la lectura sin agregar nuevamente reactivos.

En los ensayos complementarios(reduccion de nitratos y nitritos asi como
formacién de nitrégeno). Se agrego una gota de reactivos NIT 1 y NIT 2 en la
prueba GLU y esperamos de 2 a 5 min.

Un color rojo indic6 positivo (NO3)

Un color amarillo o presencia de microburbujas indicé negativo(N2) y se
agreg6 de 2 a3 mg de Zinc en la prueba GLU y esperamos 5 minutos, amarillo
indicd positivo (N2), si cambio a naranja-rojo indico negativo(NO2)
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Figura 13. Resultados positivos y negativos de la prueba API20E
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API 20NE:

1.
2.

Se agrego agua destilada en los alveolos para crear ambiente humedo.

Se rellenaron los tubos de NOs a PNPG con la suspensién bacteriana de

patrén 0.5 de McFarland.

Se transfirieron 200 microlitros de suspensién McFarland en la ampolla API
AUX Medium.

Se rellenaron los tubos y cupulas desde GLU a PAC.

Se rellenaron con aceite de parafina los ensayos GLU, ADH y URE para crear
ambiente anaerobio.

. Se cerro la camara e incubé por 2 dias.

Se realizé la lectura y se interpreté de acuerdo con la tabla del instructivo.

Se anotaron los ensayos convencionales (GLU, ADH, URE, ESC, GEL y
PNPG).

Se afadi6 una gota del reactivo NIT1 y NIT2 en la cupula de NO3 después
de 5 minutos un color rojo nos indicé positivo. Si fue negativo, se agreg6 2-3
mg de reactivo Zinc en la cupula de NO3 después de 5 min incoloro indico
positivo, un color rosa-rojo indico negativo.

Se afadi6 una gota de reactivo JAMES en TRP, un color rosa en toda la
cupula indico positivo(solo se deben leer 24hr después).

En los ensayos de asimilacion una cupula indico positivo.

. Las pruebas que no se encontraron bien definidas se incubaron 24 horas mas

y posteriormente se realizé la lectura.
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Figura 14. Resultados positivos y negativos de la prueba API20NE

Sensibilidad a antibioticos

1. Se depositaron biomasa de la cepa a analizar en una SSF 0.9% con perlas
de vidrio, se sometié a vortex 2 minutos, posteriormente se agregé 1 mL en
medio Agar Dextrosa Sabouraud 1% papa (ADS 1% p)

2. Se colocaron los siguientes discos con antibiéticosicos comerciales sobre las
placas de petri con la actinobacteria sembrada.

« DC Dicloxacilina

«  AM Ampicilina

« PE Penicilina

« CF Cefalotina

« CFX Cefotaxima

« CPF Ciprofloxacino
« CLM Clindamicina
«  GE Gentamicina

« TE Tetraciclina

« VA Vancomicina

« E Eritromicina

« SXT Sulfametoxazol /Trimetoprima

« B Bacitracina
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« CB Carbenicilina

« PIP Piperacilina

« S Estreptomicina

« AN Amikacina

« RA Rifampicina

- AMC Amoxicilina +Acido clavulanico
«  MA Cefamandol

+ CAZ Ceftazidima

3. Se marcé sobre la caja en donde se observé un halo de inhibicién.

Analisis fenotipico

1. Las bacterias por ser clasificadas se analizaron a través de pruebas

bioquimicas y morfolégicas. En seguida se cre6 una matriz de datos en el

programa Excel donde las propiedades positivas se reportaron como
las negativas como “-“ como se muestran de la siguiente manera:
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14 =1 i e
W, | L i 8 o B R i
v : : s S i o - +
o 2 P4 i 1 (AR
B A L . f N i
& PR e e O I it el O
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= i S |
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Figura 15. Matriz de datos de las pruebas bioquimicas

+y
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2. Cada una de las cepas con cada una de las restantes utilizando el programa
NTSYS (Numeral Taxonomy System) el cual hace lo siguiente: las
propiedades entre cada par de cepas en comparacion se les establecid un
valor numérico, las propiedades iguales en cada cepa tuvieron valor de “uno”
y las propiedades que no fueron iguales se les establecié un valor de “cero”

. Cepa |

B E
e + | oa b
i I

0

Figura 16. Resultado posible de una cepa

- El grado de semejanza fue determinado por el coeficiente de similitud simple
(Ssm).

También puede expresarse como:

Donde Za es el numero de caracteres positivos(+) compartidos entre dos cepas, Zd
es el numero de caracteres negativos(-) compartidos y “n” el numero total de
caracteres.

« A partir del %Ssm se realiza una matriz de similitud no jerarquizada que
posteriormente se reorganizara en grupos con base en el Ssm mas alto, a
esto se le llama “Analisis de grupo”
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Figura 17. Matriz de semejanza entre cepas dependiendo de su Ssm

Cada cepa se extrajo de la matriz en el nivel mas alto de similitud de acuerdo

con cualquier otra cepa formando nucleos(clusters) de grupos, a esto se le
llama “dendrograma”

En el dendrograma final nos permite analizar los datos obtenidos con las

pruebas bioquimicas y resolver el problema de clasificacion con base a
asociaciones o similitudes entre miembros del mismo o diferente cluster

(Gonzalez Nava, 2016).
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PORCENTAJE DE SIMILITUD

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100%
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Cepa 11

Cepa 8

Cepa 6

Cepa 9

Cepa 4

Figura 18. Ejemplo de dendrograma. Agrupacién de cepas a partir de las matrices jerarquizadas

Extraccion de ADN

Se llevé a cabo siguiendo el protocolo especificado por el fabricante del kit Promega
Wizard® del laboratorio Genomic (Gonzalez Nava, 2021).

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

» Se adicion6 120 ul de lisozima y se mezcl6 cuidadosamente.

» La muestra se incubd a 37°C por 1 hora, se centrifugd a 14000 rpm durante 2
minutos y se

removié el sobrenadante.

* Se agregd 600 pul de solucién de lisis nuclear de paquete de purificacion de ADN y
se mezclé.

* Se incubo a 80°C durante 5 minutos en bafio Maria y se dej6 enfriar a temperatura
ambiente.

» Se adicioné 3 ul de solucién de RNAsa y se mezclé por inversion del tubo por 3
veces.

» Se incubd el tubo a 370C por 1 hora, y se dejé enfriar a temperatura ambiente.
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* 200 pl de solucion de precipitacion de proteinas se afnadid y agitd con vortex
durante 20

segundos.
* Se incubd la mezcla en hielo durante 5 minutos.

» Posteriormente se centrifugd a 14000 rpm por 3 minutos y se transfiridé el
sobrenadante a un

tubo eppendorf de 1.5 ml estéril el cual contenia 600 pl de isopropanol

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

+ Se centrifugé a 14000 rpm durante 2 minutos
* Fue drenado cuidadosamente el tubo en papel absorbente.

* Se adiciond 600 L de etanol al 70% y se agit6 varias veces el tubo delicadamente
cuidando

de no despegar el pellet de DNA.

* Se centrifugd a 14000 rpm durante 2 minutos, se elimin6 cuidadosamente el etanol
y se dejo

secar al aire de 10 a 15 minutos.

* Finalmente, se agregd 100 ul de solucion de rehidratacién y fue colocado en
refrigeracion a

4°C por una noche.

Amplificacién del gen 23S

La amplificaciéon del inserto del gen de rRNA ubicado en la subunidad mayor del
ribosoma bacteriano, es un biomarcador que sirve para la identificacién del grupo
actinobacteria, cuya amplificacion mediante PCR es visualizada en una
electroforesis a 350pb.

En esta técnica son utilizados 2 cebadores:

> 23S Insf, 5'-(AC)A(AGT)GCGTAG(AGCT)CGA(AT)GG-3
> 23S InsR 5-GTG(AT)CGGTTT(AGCT)(GCT)GGTA-3".

Las condiciones de PCR fueron: un ciclo de pre-desnaturalizacién durante 5 minutos
(94 °C); desnaturalizacién, 30 segundos (94 °C); acoplamiento, 45 segundos (46
°C); elongacion, 50 segundos (72 °C); repetir 29 ciclos y un ciclo de post elongacién
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de 5 minutos a (72 °C). Los fragmentos amplificados se observaron en un gel de
agarosa al 1.5% tefido con bromuro de etidio (Karam Calderon, Zaragoza Bastida,
Bustamante Montes, Sandoval Trujillo, & Ramirez Duran, 2014).

Amplificacion de los sistemas PKS1 y NRPS1

La amplificacion de estos clusters es necesaria para conocer si la actinobacteria
sera capaz de producir productos bioactivos. Para la estandarizacién de la
amplificacion del sistema PKS-1y NRPS-I se utilizaron diferentes concentraciones
de Tag® G2 Green Master Mix, DNA, agua libre de nucleasas y de los primers
correspondientes para cada sistema.

Los primers utilizados para la amplificacion del sistema PKSI fueron los siguientes
(Gonzélez Nava, 2021):

« K1f(5-TSAAGTCSAACATCGGBCA-3)
« M6r(5-CGCAGGTTSCSGTACCAGTA-3)
En donde el tamario del gen es de 1100-1200pb
En el caso de los NRPS-I, los primers utilizados fueron:
« A3f (5-GCSTACSYSATSTACACSTCSGG-3)
« A7r (5-SASGTCVCCSGTSCGGTAS-3)
En donde el tamano del gen es de 700-800pb

Para la amplificacion de los sistemas biosintéticos PKS1 y NRPS1 se utiliz6 la Go
Tag® G2 Green Master Mix.

Identificacion de las actinobacterias con capacidad biosintética

Utilizando el programa NTSYS, las actinobacterias anteriormente identificadas por
biologia molecular y a quienes se les realizaron las mismas pruebas bioquimicas
que las cepas de estudio fueron utilizadas como cepas de referencia. Las cepas
de estudio se utilizaron en el analisis para crear agrupaciones con relacién al
género y la especie de la actinobacteria con mayor similitud de caracteristicas
fenotipicas respecto las de refrencia, realizando un dendrograia que expusiera
esas similitudes y asi su identificacion.

Los datos de las actinobacterias ya identificadas fueron recabados de la tesis
doctoral de Gonzalez Nava, 2021.
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Prediccion de metabolitos secundarios

Utilizando la base de datos del NCBI, se obtuvo la secuencia de referencia del
genoma de especies de actinobacterias que se utilizaron en el dendrograia
fenotipico. Con el niumero de referencia se buscé en el software AntiSMASH los
metabdlicos secundarios que codifican esos genomas de referencia para predecir
los compuestos bioactivos que pueden producir las especies bacterianas de
nuestras cepas de estudio.

En el programa AntiSMASH es posible visualizar el total de clusters biosintéticos
de una especie bacteriana, asi como las regiones en donde se ubican, el
metabolitos que sintetizan y el porcentaje de identidad de dicho metabolito
respecto a otras bases de datos.

Seleccionar regién gendmica:

<Overview SRR s [ 14 ] s PO 17 [ 18 [ 19 [RED 112 114 115 }
116 (7 e (EDEEIEIED s B o 125 EEP

Identified secondary metabolite regions using strictness ‘relaxed’

NZ_CP022088.2 (Nocardia brasiliensis) £ 3
1 3 3791 13 15 17 19 21 23 25 27 29 31 33 35 37 3941
m 1 mHIE O 1D 0 o0om 1 [ R 1 e | | o 1 me
2 4 6 810 12 14 16 18 20 2 24 26 28 30 32 34 36 38 40 42
Region Type From To Most similar known cluster Similarity
Region 1 TIPKS & 351,858 395,955  enduracidin & NRP 6%
Region 2 TIPKS &, LAP & 411,870 466,140 ECO0-02301 &' Polyketide 32%
lymphostin / neolymphostinol B
Region 3 terpene & 731,033 751,645  /lymphostinol / neclymphostin -~ NRP + Polyketide 16%
BE
Region 4 NRPS & 1,004,953 1,057,671 calicheamicin & Polyketide 2%
Region 5 butyrolactone &' 1,104,846 1,113,591
Region 6 ectoine & 1,185,842 1,196,240 ectoine & Other 100%

Figura 19. Prediccion de metabolitos secundarios de Nocardia Brasiliensis utilizando AntiSMASH

RESULTADOS Y DISCUSION

El crecimiento de las cepas de estudio es lento, asi como la mayoria de las
actinobacterias, crecieron en un periodo de 11-34 dias.

En cuanto a sus caracteristicas microscépicas se observo que todas son gram
positivas, la forma mas comun fueron hifas que ramifican e hifas que fragmentaban.
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Figura 20. Microscopia de algunas de las cepas de origen clinico

En la morfologia macroscépica se pudo observar variabilidad en el color, la forma'y
el tamano, el crecimiento temprano en la mayoria de las colonias es de color amarillo
0 naranjado, sin embrago este puede cambiar a tonos mas oscuros mientras
envejece el cultivo; algunas cepas presentaron en la superficie un color blanco
polvoso, referente al micelio aéreo de las colonias.

4310 4342 4049 4086

Figura 21. Crecimiento colonial de algunas cepas de origen clinico.

Las pruebas bioquimicas nos permitieron conocer las necesidades nutricionales de
nuestras cepas de estudios.
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Se realizaron las modificaciones del protocolo para las pruebas bioquimicas
utilizadas por Gonzalez Nava, 2016 para la aplicacién de las pruebas APl 20E y API
20NE en actinobacterias.

Figura 22. Ejemplo de galerias. Resultado de dos pruebas bioquimicas automatizadas a 48hr de su realizacién
e incubacion de la cepa 4270

Las pruebas de sensibilidad a antibiéticos nos proporcionan informaciéon acerca de
la sensibilidad y resistencia de dicha bacterias a ciertos antibiéticos, se observo que
la sensibilidad cambia entre cada cepa, a pesar de ser el mismo genero.
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Figura 23. Ejemplos de la prueba de sensibilidad a antibisticos. Los halos de inhibicion representan la
sensibilidad de la cepa a el antibiético.

Los datos obtenidos en las pruebas bioquimicas y en los antibiogramas nos ayudan
para establecer una relacion fenotipica de las cepas de estudio y las cepas de
referencia utilizando el programa NTSYS rmediante un dendrograma que agrupa
las cepas respecto a sus similitudes expresables(figura 24).

Se seleccionaron 4 actinobacterias de referencia de 12 analizadas, las cuales
compartian una mayor similitud con las caracteristicas fenotipicas con las cepas de
estudio. Las cepas usadas como referencia fueron: Streptomyces albus, Nocardia
nova, Nocardia otitidiscaviarum y Nocardia brasiliensis, mismas que se utilizarén
para la creacion de un nuevo dendrograma( figura 25), cuyas bifurcaciones
mostraron una relacién entre las cepas de referencia y las de estudio.

Los datos de las caracteristicas fenotipicas de las actinobacterias de Gonzalez
Nava, 2021 se muestran en Anexos
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Figura 24. Dendrograma de andlisis de similitud de los datos obtenidos de las pruebas de sensibilidad a
antibiéticos y bioquimicas
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Figura 25. Dendrograma de similitud de caracteristicas fenotipicas de actinobacterias ya clasificadas vs
nuestras cepas de estudio

En el dendrograma, las cepas de estudio se agruparon de tal manera que demuestra
que el 95% se relacionan con 3 actinobacterias de referencia, la cepa 4049 no
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mostrd relacion con ninguna de las actinobacterias de referencia, por eso es
necesario la identificacidn molecular de esta cepa.

CEPA ACTINOBACTERIA

4184 | Nocardia otitidiscaviarum
4126 | Nocardia brasiliensis
4086 | Nocardia brasiliensis
4155 | Nocardia brasiliensis
4292 | Nocardia brasiliensis
4128 | Nocardia brasiliensis
4285 | Nocardia brasiliensis
4309 | Nocardia brasiliensis
4194 | Nocardia brasiliensis
4310 | Nocardia brasiliensis
4326 | Nocardia brasiliensis
4322 | Nocardia brasiliensis
4324 | Nocardia brasiliensis
4260 | Nocardia brasiliensis
4046 | Nocardia brasiliensis
4342 | Nocardia brasiliensis
3M | Nocardia brasiliensis
94.0728 | Streptomyces albus
4049 | Sin relacion

Tabla 7. Identificacion de las actinobacterias.

Las tablas de los resultados completos de las caracteristicas morfolégicas, pruebas
bioquimicas y antibiogramas se encuentran en los anexos

Por su lento crecimiento es necesario mantener las cepas de estudio en estado puro
y asegurarnos que no haya crecimiento de otras bacterias y hongos que crecen
rapidamente, por esta razén se amplifico el inserto 23S rRNA, y asi asegurar la
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pureza de las cepas. En la siguiente figura se ejemplifica la amplificacion del inserto
del gen 23S RNAr.

Figura 26. Ejemplo de la amplificacion del inserto del gen RNAr 23S en las cepas 4292, 4282, 4329, 4126,
4309, en donde se utiliz6 como negativo un bacilo.

La pruebas moleculares para la identificacion de los sistemas biosintéticos se
realizaron por separado, hubo bacterias en donde solo se amplifico un sistema, pero
otras en donde se amplificaron los dos, como el caso de 94.0728. Se realizaron
varias concentraciones de los elementos de amplificacion utilizando la GoTag® G2
Green Master Mix. El protocolo establecido para la amplificacion de NRPS-1, con un
volumen total de 25ul. Ademas se utilizaron dos controles, el control negativo y el
positivo, dos cepas de actinobacterias que se utilizaron con otro protocolo para la
amplificacion de los sistemas PKS y NRPS. El protocolo que se establecié para la
deteccion del sistema PKS-I fue:

« 3uL ADN

« 12uL Go Tag® G2 Green Master Mix
« 2uL  PrimerKif

« 2uL  Primer M6r

« 6uL  Agua libre de nucleasas

Las condiciones en el ciclo térmico fueron: la desnaturalizacion a 95°C por 5
minutos, y 34 ciclos de 95°C por 30 segundos, 58°C por 2 minutos, 72°C por 4
minutos y 72°C por 7 minutos.

Para la visualizacion en gel de agarosa se tomaron 12 uL del amplicon a 100volts
por 27 minutos.
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4292 4310 4322 4324 4086 Positivo negativo blanco

Figura 27. Amplificacién del sistema PKSH1, la cepa utilizada como positivo fue la 94.0728

Como se puede observar en la imagen las cepas en donde se vea la banda de
1100-1200pb amplificaron el sistema PKS-I.

En el caso del sistema NRPS-I también se utilizaron los controles positivo y negativo
de otro protocolo. El protocolo establecido pala la amplificacion de este sistema
utilizando la polimerasa Go Tag® G2 Green Master Mix fue el siguiente:

« 3uL ADN

« 125uL Go Tag® G2 Green Master Mix
- 2uL Primer A3f

. 2uL Primer A7r

« 55uL Agua libre de nucleasas

Las condiciones en el ciclo térmico fueron: la desnaturalizacion a 95°C por 5
minutos, y 34 ciclos de 95°C por 30 segundos, 58°C por 2 minutos, 72°C por 4
minutos y 72°C por 10 minutos.
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4184

Figura 28. Amplificacién del sistema NRPS1

En la imagen se observa la banda de referencia de 700pb en el marcador de peso
molecular de 100pb, las bandas que se visualizan representan que a las cepas se
les amplificé el sistema NRPS-I con bandas de tamaro de 700 a 800pb.

Utilizando AntiSMASH fue posible predecir los siguientes datos de las especies
bacterianas de estudio:

Actinobacteria Numero de PKS1 NRPS Otros clusters
Clusters biosintéticos
Biosinteticos
Nocardia Brasiliensis 42 8 13 Terpenos, butirolactonas,
ectoinas, PKS2, PKS3,
etc.
Nocardia 26 4 11 Terpenos, ectoinas, etc.
otitidiscaviarum
Streptomyces albus 27 5 7 Terpenos, sideroforos,
etc.

Tabla 8. Prediccion de sistemas biosintéticos de Streptomyces albus, Nocardia otitidiscaviarum y Nocardia
brasiliensis.
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Los datos generales de los clusters biosintéticos y los metabolitos sintetizados por
dichos sistemas se encuentran en anexos.

OBJETIVOS Y METAS ALCANZADAS

« Se realizd un andlisis fenotipico de las actinobacterias de estudio, en donde
se agruparon dependiendo de sus caracteristicas nutricionales y sensibilidad
a antibidticos. Este analisis nos permiti6 comparar los grupos formados y
hacer una identificacion con base en sus caracteristicas fenotipicas.

« Se realizaron varios protocolos para la identificacion de los sistemas
biosintéticos NRPS-1 y PKS -I utilizando la polimerasa Go Tag® G2 Green
Master Mix, la cual, demostré ser eficiente en la amplificacion de estos
sistemas y es de menor costo para el andlisis de genes biosintéticos.

« Con el protocolo establecido para la deteccién de sistemas NRPS-1 y PKS-I,
los proyectos del laboratorio podran realizarse efectivamente.

CONCLUSIONES

Es posible identificar el género de nuestras cepas por medio de un andlisis
comparativo en relacién a sus caracteristicas fenotipicas con otras actinobacterias
que ya han sido identificadas.

Para comprobar la identificacién es necesario el uso de un analisis molecular.

Se estandarizaron las técnicas de amplificacion de los sistemas biosintéticos PKS1-
NRPS1 utilizando la Go Tag® G2 Green Master Mix

Las actinobacterias de estudio presentan potencial biosintético de compuestos de
interés farmacolégico.

La estandarizacion para la amplificacion de los sistemas PKS1 y NRPS1 es
importante para futuros proyectos de laboratorio de produccién de biolégicos

RECOMENDACIONES:

Se estandarizaron protocolos para la deteccidn de los sistemas biosintéticos NRPS-
| y PKS-I, los cuales son genes que sintetizan metabdlicos secundarios de interés
farmacolégico como antibiéticos, antifungicos, anticancerigenos, etc. Sin embargo,
existen otros tipos de PKS y NRPS (los tipo Il y lll), que también deberian ser
estandarizados para la deteccion de mas familias de metabolitos secundarios.
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Ademas, existen otros tipos de sistemas biosintéticos como los terpenoides, los
RiPP, lantibiéticos, entre otros, que deberian ser considerados para la busqueda de
nuevos compuestos bioactivos.

Este trabajo es la herramienta inicial para la busqueda y deteccién de metabdlicos
secundarios con actividad farmacéutica. Los protocolos establecidos podran
realizarse en actinobacterias clinicas y ambientales.

ANEXOS:

CARACTERISTICAS COLONIALES CARACTERISTICAS CELULARES
CEPA COLOR FORMA TAMANO TEXTURA FORMA GRAM
M Crema Irregular Distintos Suave Hifas que ramifican +
94.0728 Blanca Circular Grande Suave Hifas que ramifican +
4046 Crema Irregular Chica Suave Hifas que ramifican +
4049 Amarillo Cumulo Grande Suave Hifas que ramifican +
4086 Naranja Circulo Pequena Rugosa Hifas que ramifican +
4126 Naranja Cumulo Grande Rugosa Hifas que ramifican +
4128 Amarilla Cumulo Grande Rugosa Hifas que ramifican +
4155 Naranja Cumulo Mediano Rugosa Hifas que ramifican +
4184 Naranja Cumulo Grande Suave Hifas que ramifican +
4194 Naranja Estrella Mediana Suave Hifas que ramifican +
4260 Naranja Cumulo Grande Rugosa Hifas que ramifican +
4285 Naranja Cumulo Grande Rugosa Hifas que ramifican +
4292 Naranja Cumulo Grande Rugosa Hifas que ramifican +
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4309 Naranja Circular Pequefa Rugosa Hifas que ramifican +
4310 Amarillo Aro Distintos Suave Hifas que fragmentan +
4322 Amarilla Aro Pequena Suave Hifas que ramifican +
4324 Naranja Cumulo Grande Rugosa Hifas que ramifican +
4326 Naranja Cumulo Grande Suave Hifas que ramifican +
4342 Naranja Cumulo Grande Rugosa Hifas que fragmentan +

Tabla 9. Caracteristicas morfolégicas de las cepas de estudio

CEP Discos individuales Disco completo para bacterias gram S serie
A 2
BC PP SA R AmM M CA EP T A CF CP CL G SX V C D
B P n A C A Z E EM X F M E T A F C
484/ R R R RR R R R R RR S R R R R R R R R

4126lR R R R S R R R R S R S

ny)
ny)

R 8§ S R R R R

4066 R R R RS R R R R RR S R R R R S R R R R

4155 R R R R S R R R R RR S R R R R S R R R R

4292/ R R R RS R R R R SR S R R R S R S R R R

428]lR R R R S S R R R RR S R R R R S R R R R

4285/R R R R S R R R R RR S R R S § S R R R S

43039/ R R R RS R R S R RR S R R R S S R R R R

494 R R R R R R S R S SR S R R R S S R R R R
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4310

4326

4322

4324

4260

4046

4342

94.07

28

4049

M

Tabla 10.

Resultados de la prueba de sensibilidad a antibidticos R= resistente y S= sensible
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CEPA API 20 NE
NO2 N2 TRP GLU ADH URE ESC GEL PNG GLU ARA MNE MAN NAG MAL GNT CA
4184 | + - - - - - + - + + + - + + - -
4126 | + > > > = + + + + + + + + + + +
4086 | + - - - - + + - + + + + + + + +
4155| + - - - = + + + + + + + + + + +
4292 | + - - - - + + - + + + + + + + +
4128 | + - - - = + + = + + = + + + - +
4285| + - - - - - + + + + + + + + + +
4309 | + = = = = + + + + + + + + + + +
4194 | + - - - - + + + + + - + + - + +
4310 + - - - - + + - + + + + + + + +
4326 | + - - - - + + + + + + + + + + +
4322 | + - - - - + + - + + + + + + + +
4324 | + - - - - + - - + + + + + + + + .




4260 | + - - - - + + + + + + + + + + +
4046 | + - - - - + + + + + + + + + + -
4342 | + > > > = + + + + + + + + + + + 1
94.072| - - - - - + + + + - - + + + - +
8
4049 | + - - - = = + + + = + + + + + + 1
M| + - - - - - + + + + + + + + + +

Tabla 11. Resultados de las pruebas bioquimicas 20NE (+)= hubo crecimiento y/o la prueba resulto positiva (-)= no hubo crecin
negativa

CEPA 20E
ONPG ADH LDC ODC CIT H2

w»
ny)
m

TDA IND VP GEL GLU MAN INO SOR RHA

4184 + - - - + - - + - + - - - - - -
4126 + - - - + - - + - + - - - - - -
4086 + - - - + - + + - + - - - - - -

4155 = > = = + = + + - + + - - - - -




4292 + - - -
4128 + - = - +
4285 + - - - +
4309 + - - - +
4194 + - - - +
4310 + - = - +
4326 - - - - +
4322 + - = - +
4324 + - - - +
4260 + - - - +
4046 + - - - +
4342 + - - - +
94.072 + - - - +

8

4049 - - - - +
M + - - - +

Tabla 12. Resultados de la prueba bioquimica APl 20E



CEPA PKS 1 NRPS 1
4046 - +
4049 - +
4086 + +
4126 + +
4128 - +
4155 - +
4184 - +
4194 - +
4220 + +
4260 + +
4270 + +
4282 - +
4285 - +
4292 - +
4307 - +
4309 - +
4310 + +
4322 + +
4324 - +
4326 + +
4342 - +

94.0728 + +
M + +

Tabla 13. Resultados de la amplificacion de los sistemas PKS 1 y NRPS 1
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Actinobacteria

1Streptomyces
Albus

2 Streptomyces
Albus

3 Streptomyces
Albus

5 Streptomyces
Albus

6 Streptomyces
Albus

1 Nocardia
brasiliensis

2 Nocardia
brasiliensis

3 Nocardia
brasiliensis

4 Nocardia
brasiliensis

5 Nocardia
brasiliensis

6 Nocardia
brasiliensis

7 Nocardia
brasiliensis

8 Nocardia
brasiliensis

9 Nocardia
brasiliensis

1R Nocardia
brasiliensis

11 Nocardia
brasiliensis

Nocardia exalbida
1Nocardia nova
Nocardia vulneris

Nocardia
beijingensis

Antibiogramas

AM

I »w I T

CB

n »w T I

CF

n »w T T

GE
R

0 IV T T

SXT
R

R

n »w T I

DC

n W T T

n W T T

PE

n »w T I

TE

I »w T T
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Nocardia
cyriacigeorgica

Nocardia veterana

Rhodococcus
rhodochrous

Nocardia
kroppensteditii

2Nocardianova

Nocardia
mexicana

Nocardia
otitidiscaviarum

Nocardia veterana

3Nocardia nova

Tabla 14. Datos de sensibilidad a antibiéticos de actinobacterias de referencia

(Gonzilez Nava, 2021).
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Actinobacteria

1Streptomyces Albus

2 Streptomyces Albus

3 Streptomyces Albus

5 Streptomyces Albus

6 Streptomyces Albus

1 Nocardia brasiliensis

2 Nocardia brasiliensis

3 Nocardia brasiliensis

4 Nocardia brasiliensis

5 Nocardia brasiliensis

AP| 20 NE

NO3 TRP GLU ADH URE ESC GEL PNG GLU ARA MNE MAN NAG M/

+ - - + + + + + + - + + + 8
+ - = = + + + + + + + + + g
+ - - + + + + + + - + + + 8
+ - = = + + + + + = + + +
+ - - - + + + + + - + + +
+ = = = = + + + + + + + + g
+ - - - - + - + + + + + + g
+ - = = = + + + + + + + + 8
+ - - - - + - - - - - - -
= + = = = + = + = = = = =



6 Nocardia brasiliensis

7 Nocardia brasiliensis

8 Nocardia brasiliensis

9 Nocardia brasiliensis

10 Nocardia brasiliensis

11 Nocardia brasiliensis

Nocardia exalbida

1Nocardia nova

Nocardia vulneris

Nocardia beijingensis

Nocardia
cyriacigeorgica

Nocardia veterana

Rhodococcus
rhodochrous

Nocardia kroppenstedtii




2Nocardianova | + - - - - + + + +
Nocardia mexicana| + - - - + + - + +
Nocardia| + - - - - + + + - - - - +
otitidiscaviarum
Nocardia veterana | + - - - - + + +
3Nocardia nova| + - - - + + + +
Nocardia wallacei | + - - = + + - + +

Tabla 15. Datos de API 20NE de actinobacterias de referencia

Actinobacteria APl 20E
ON AD LD OD Cl Ho UR TD IN V GE GL MA IN SO RH
PG H C C T S E A D PL U N OR A
1Streptomyces | + - - -+ -+ o+ -+ o+ - - - - -
Albus
2 Streptomyces | + - - -+ - -+ - -+ - - - - -
Albus




3 Streptomyces
Albus

5 Streptomyces
Albus

6 Streptomyces
Albus

1 Nocardia
brasiliensis

2 Nocardia
brasiliensis

3 Nocardia
brasiliensis

4 Nocardia
brasiliensis

5 Nocardia
brasiliensis

6 Nocardia
brasiliensis

7 Nocardia
brasiliensis

8 Nocardia
brasiliensis




9 Nocardia
brasiliensis

10 Nocardia
brasiliensis

11 Nocardia
brasiliensis

Nocardia
exalbida

1Nocardia nova

Nocardia
vulneris

Nocardia
beijingensis

Nocardia
cyriacigeorgica

Nocardia
veterana

Rhodococcus
rhodochrous




Nocardia| - - - - -
kroppenstedtii

2Nocardianova| - - - - _

Nocardia| + - - -+
mexicana

Nocardia| - - - -4
otitidiscaviarum

Nocardia| - - - - 4
veterana

3Nocardia nova| - - - -+

Nocardia| - - - i i
wallacei

Tabla 16. Datos de API 20E de actinobacterias de referencia



Actinobacteria

Nocardia Brasiliensis

Nocardia otitidiscaviarum

Streptomyces albus

Clusters
Biosinteticos

Metabolitos
sintetizados por
PKS 1

Metabolitos
sintetizados por
NRPS

PKS1, PKS2, PKS3, LAP,
terpenos, butirolactonas,

ectoinas, Ciclodipéptido

sintasas dependientes de
ARNt , fosfonatos, furanos,
oligosacaridos,lantipéptido
clase |, 3y 4, arilpolieno,
ladderanos, rantipéptidos,

productos peptidicos
modificados

postraduccionalmente, y

similares a PKS, NRPS

Enduracidina, ECO-02301

calcheamicina,

fosfomicina, brasilinolide

A,ByC,

Calcheamicina, butirolactol

A, antramicina,

mayamicina, atratumicina,

istamicina, funisamina,

kanamicina, heterobactina

A, S2 y antibiético
disonitrilo SF2768

NRPS, terpenos, arilpolienos,
PKS3, ectinas, sider6foros,

PKS1 y similares a
peptidicos modificados

postraduccionalmente,PKS1y

NRPS

Nargenicina, estrptolidigina,

monencina,

Berninamicina A,butirolactol

A, heterobactina A, S2,

zorbamicina, calcheamicina,

lobosamida A, By C,

amiquelina, prodigiosina,
micobactina, nocobactina NA

y ulleungmicina A

lazopéptidos,
enduracidina,
terpenos, ,lantipéptido
clase I, Ciclodipéptido
sintasas dependientes
de ARNt, PKS1,
sideréforos,
lazopéptidos, PKS2,
prodigiosina, similares
a NRPS y peptidicos
modificados
postraduccionalmente

Aldgamicina J, K, Py
E, xantolipina,
ibomicina, meilingicina
y guadinomina

Enduracidina,
aldgamicina J, K, Py
E, paenibactina, 2-
cloropentostatina
meilingicina y
coelibactina

Tabla 17.Predicciéon de metabolitos secundarios producidos por Streptomyces albus, Nocardia otitidiscaviarum

y Ncardia brasiliens
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4326 4342 4046 4126

Figura 29. Imagenes macroscépicas de las colonias de nuestras cepas de estudio
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Figura 30. Im&genes microscdpicas de nuestras cepas de estudio
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