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RESUMEN

Las actinobacterias son las principales bacterias productoras de metabolitos
secundarios con diversas actividades bioldgicas tales como: antibidticos, pigmentos
antiinflamatorios, anti-tumorales, antagonistas, inhibidores enzimaticos, pesticidas y
promotores del crecimiento. Los policétidos (metabolitos secundarios) se han reportado
mayormente en actinobacterias por lo que estas son consideradas una fuente factible
para la busqueda y obtencién de nuevos policétidos que exhiban alguna bioactividad

para aplicacion biotecnoldgica e industrial.

El objetivo de este trabajo, fue rastrear el gen policétido sintasa en los aislamientos de
actinobacterias cultivables de la reserva de la Biosfera Tehuacan-Cuicatlan. Como
resultado de esta investigacion, se obtuvieron 70 actinobacterias, en ninguna se
amplificé el producto esperado con los oligonucleétidos PKSC1F/PKSCI1R disefiados
para el dominio Deshidratasa (DH) y que habia mostrado ser conservado en los
alineamientos de las secuencias de actinobacterias analizados previamente. Mientras
gue con los oligonucledtidos PKSC3F/PKSC3R disefiados para el dominio Beta-
cetoacil-sintasa (KS) se logré amplificar un producto del tamafio esperado en el aislado
250 que se ubico en el género Streptomyces. La secuencia nucleotidica del fragmento
amplificado con los oligonucle6tidos PKSC3F/PKSC3R mostré alta identidad del 100%
con una beta-cetoacil-sintasa. La secuencia de aminoacidos mostro una identidad del
48% con una policétido sintasa tipo | de Streptomyces spp. Esta misma secuencia
mostro mayor identidad de residuos de aminoacidos con una 6-Desoxieritronolida B
sintasa, un policétido sintasa tipo | responsable de la sintesis del anillo macrdélido, que

es precursor del antibiético Eritromicina.

Por lo tanto el uso de oligonucleétidos degenerados disefiados a partir de
alineamientos de nucledétidos para regiones conservadas como el dominio DH y KS en
las secuencias de actinobacterias analizadas fue limitante, debido a que existe una

gran diversidad genética en los policétidos sintasa.



Identificacion de genes policétido sintasas en Actinobacterias aisladas de
la Reserva de la Biosfera Tehuacan-Cuicatlan.

1. Introduccién

1.1 Generalidades de Actinobacterias

Las actinobacterias son bacterias Gram-positivos, aérobicos, presentan una amplia
variedad de morfologias que incluyen cocoides, rodo-cocoides que posteriormente se
fragmentan en forma de hifas, pueden ser filamentosos, con apariencia micelial pero
sin formar micelio aéreo, o no-filamentosos en donde prevalecen colonias de color
blanco o gris. Algunas especies desarrollan colonias con pigmentos (rojizos, rosaceos,
o amarillentos) (Li & Stackebrandt, 1997).

En la actualidad, estos microorganismos son reconocidos como procariotas,
pertenecientes al orden Actinomycetales, dentro de la clase Actinobacteria del Phylum
Actinobacteria. Este dltimo exhibe una de las unidades taxondomicas con mas
representantes, comprendiendo aproximadamente 15 Ordenes, 43 familias y 219
géneros (Fig. 1) (Goodfellow & Willams, 1983; Lechevalier, 1989; Ventura et al., 2007).
Son heterétrofos que pueden utilizar diversas fuentes de carbono y nitrégeno que
incluyen acidos organicos, aminoacidos, azucares, peptonas, polisacaridos, lipidos,

fenoles, nitratos, amonio, quitina, proteinas, etc. (Franco, 2009).

Por lo general son organismos mesofilicos en cuanto a temperatura 6ptima, pero
tolerantes a un rango amplio de las mismas. Son poco tolerantes a la acidez
desarrollandose de forma 6ptima en un pH cercano a la neutralidad entre 5.0 y 9.0 (El-
Tarabily et al., 2008).
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(Lu & Zhang, 2012.)



Habitualmente estas bacterias tienen un contenido en Guanina-Citosina (G+C) igual o
mayor a 55% (Doroghazi et al., 2013), aunque recientemente se han detectado cepas
con bajo contenido de G+C (33%) asociadas a habitats marinos y de vida libre como

‘Candidatus actinomarinidae' (Ghai et al., 2013).

Las actinobacterias tienen una amplia distribucién en ambientes con condiciones
extremas de temperaturas, salinidad, alcalinidad, acidez y radioactividad, (Gtari et al.,
2012). Son cosmopolitas logrando habitar tanto ambientes acuaticos como terrestres,
del mismo modo se pueden encontrar en superficies rocosas, suelo rizosférico y
algunas familias pueden ser patdgenas de plantas, animales y humanos (Franco et al.,
2009).

Estos microorganismos tienen como hébitat natural el suelo y se desarrollan de manera
idonea en suelos con condiciones semiaridas con abastecimiento de oxigeno (El-
Tarabily & Sivasithamparam, 2006; Mariano, 2009). Existen géneros que forman
esporas, las cuales les confieren la capacidad de sobrevivir por largos periodos de
tiempo a condiciones adversas como ambientes con poca disponibilidad de nutrientes y
agua y exposicion abundante a radiacién solar. Asimismo estas estructuras les facilitan
la colonizacion de nuevas areas al poder dispersarse por el viento y agua (Chater &
Chandra, 2006).

Las actinobacterias tienen la capacidad de generar enzimas biodegradativas como
guitinasas y glucanasas. Las que estan implicadas en degradar materia organica
contribuyendo de manera significativa en la estabilidad ambiental (Tokala et al., 2002).
Entre las actinobacterias se conocen organismos productores de pigmentos, de
sideroforos, de sustancias promotoras del crecimiento vegetal, fijadores nitrégeno,
nodulantes de plantas, etc. (Franco, 2009). Aproximadamente, la mitad de los
compuestos naturales con actividades biolégicas (antibacterianos, antifingicos,
antioxidantes, anti-inflamatorios, antiparasitarios) se obtienen de géneros de
actinobacterias, por ello son una fuente rica y conocida de moléculas bioactivas como
alcaloides, péptidos, terpenos y policétidos las que podrian innovar en el ambito medico
e industrial (Li et al., 2014).

11



1.2 Metabolismo secundario

Los metabolitos secundarios (MS) son compuestos organicos complejos y con gran
diversidad en estructuras quimicas. Este tipo de moléculas son producidas por diversos

organismos tales como: plantas, hongos y bacterias (Barrios et al., 2003).

En general los MS son excretados al medio externo, este hecho se puede relacionar
tanto con la eliminacion de material toxico, como con una funcién ecol6gica propia de

estas moléculas, o con ambos a la vez (Sanchez & Olivares, 2013).

Es importante destacar que los metabolitos secundarios, no son esenciales para la
reproduccion y supervivencia de los microorganismos que los producen. No obstante
gue no se ha determinado fehacientemente la funcibn de muchos de estos
compuestos, muy probablemente les confieren una ventaja selectiva a los organismos
que los sintetizan, facilitando adaptacion a situaciones de estrés (fisico, quimico o
biolégico) o como una estrategia para mantener el funcionamiento de los sistemas
metabdlicos en condiciones adversas, es decir, cuando las células deben persistir
durante largos periodos sin division, manteniendo un estado fisiologico de baja
actividad metabdlica (Aminov, 2009; Challis & Hopwood, 2003).

Algunas bacterias producen metabolitos secundarios para comunicarse e interactuar
con su entorno, principalmente toxinas que posiblemente usan contra otros
microorganismos que compiten por los mismos recursos. En ciertas concentraciones
estas moléculas pueden repeler depredadores, atraer a polinizadores o matar
patégenos (Fogli, 2014).

Ademas pueden actuar como agentes de simbiosis entre los microbios y plantas o bien
como agentes de transporte de metales (Demian & Fang, 2000). Se ha reportado que
algunos metabolitos secundarios estimulan la formacién de esporas y reducen la
velocidad de germinacion hasta que se presenta un entorno menos competitivo y

mejores condiciones para el crecimiento (Demian & Fang, 2000).
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Un punto importante sobre la biosintesis de metabolitos secundarios es que no
favorece (contribuye) a la economia energética ni a la simplicidad del metabolismo
primario. La regulacion de sus rutas biosintéticas esta sometida a un control general
gue responde a factores ambientales. Asimismo los genes implicados en la sintesis de
los MS se encuentran agrupados junto a genes reguladores, lo que sugiere que es un
sistema altamente evolucionado que representa un beneficio propio para los

microrganismos productores (Parés & Juarez, 1997).

Se ha considerado que una funcién global del metabolismo secundario es drenar los
metabolitos primarios para evitar la acumulacion en condiciones de desequilibrio
metabdlico. Para ello se tendria que transformar los intermediarios en metabolitos
secundarios, en lugar de excretarlos directamente al medio. De esta forma se
activarian una serie de vias metabdlicas que permitirian a las vias primarias seguir
manteniendo un nivel de actividad (suministrando energia y precursores) lo que
posibilitaria el restablecimiento del crecimiento normal al presentarse condiciones
adecuadas (Woodruff, 1966; Sanchez & Olivares, 2013). Sin embargo aun existe gran
controversia sobre la relevancia de los metabolitos secundarios en los
microorganismos.
A continuacidon se mencionan algunas caracteristicas principales de los MS (Martin &
Liras, 1989; Vining, 1992; Madigan, 2006):
a) Se producen por rutas anabdlicas especializadas a partir de metabolitos
primarios o intermediarios de los mismos.
b) Se sintetizan por células metabdlicamente activas cuando no hay crecimiento
(fase estacionaria).
c) Su produccién depende de las condiciones y composicion del medio.
d) Son indicativos de diferenciacion morfolégica.
e) Son especificos para cada especie, y a veces, de cada cepa.
f) Poseen variabilidad en estructuras quimicas y actividades bioldgicas.
g) Su produccién es controlada como respuesta a factores ambientales.
h) Los genes implicados en la biosintesis de MS se agrupan en el genoma en
forma de clusters (agrupacion de genes), asociados a genes reguladores de su

expresion.
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Los metabolitos secundarios adquieren un gran interés biotecnologico, farmacéutico e

industrial, debido a sus multiples actividades biologicas tales como: antibioticos, anti-

inflamatorios, anti-tumorales, pigmentos, toxinas, antagonistas, inhibidores enziméaticos,

bioreguladores, pesticidas, promotores del crecimiento de plantas, quorum sensing,

entre otros (Barrios et al., 2003).

Con base en su estructura quimica, los metabolitos secundarios se clasifican en

peptidicos, aminoglucdsidos, nucleosidicos y policétidos (Tabla 1). Sin embargo

algunos compuestos como el cloranfenicol y la fosfomicina, entre otros, por su

estructura no se pueden incluir dentro de los grupos antes mencionados (Ahmad et al.,

2013).
Metabolito Caracteristicas Actividad
Compuestos formados por
o cadenas de aminoacidos o o
Peptidico Antibioticos B-lactamicos

sintetizadas en su mayoria
mediante péptido sintetasas

independientes de ribosomas.

(Penicilinas, Cefamicinas,

Cefalosporinas)

Aminoglucdsidos

Son aminoazUcares unidos a

un residuo aminociclitol.

Kanamicina, Gentamicina,

Estreptomicina.

Nucledsidicos

Son compuestos que por su
estructura quimica actdan
como analogos de los
nucledsidos que componen a

los acidos nucleicos

Antiretroviral, Puromicina

Policétidos

Son compuestos con una gran
diversidad estructural y que
son sintetizados por las

enzimas policétido sintetasas

Actinorrudina, Nistatina,

Anfotericina, Pimaricina.

Tabla 1. Clasificacion de los metabolitos secundarios segun su estructura quimica.
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1.2.1 Policétidos

Los policétidos son metabolitos secundarios producidos principalmente por
actinomicetos, no obstante también se pueden encontrar en plantas y hongos. Estos
compuestos tienen una gran diversidad estructural que les confiere numerosas
actividades biolégicas y propiedades farmacolégicas, tales como: antibidticos,
antifangicos, inmunosupresores, antioxidante, insecticidas naturales y promotores del

crecimiento animal (Nair et al., 2012).

Los policétidos son sintetizados a partir de precursores acil-CoA mediante las enzimas
multifuncionales policétido sintasas (PKSs), que forman cadenas carbonadas mediante
la adicidon continua de unidades de acidos carboxilicos. Esta familia de proteinas
multifuncionales utiliza como sustrato a la acil-coenzima A y tiene una actividad similar

a la de las sintasas de acidos grasos de cadena larga (FASS).

Las PKSs, tienen una organizacion modular y cada moédulo estd formado por una
sucesion de distintos dominios. Algunos dominios son esenciales para la actividad
bésica de la enzima, como los dominios cetosintasa (KS), aciltransferasa (AT) y el de
proteina portadora de acilo (ACP). Ademas presentan un dominio adicional tioesterasa
(TE) en el dltimo mdédulo de elongacion, el que permite la liberacion de la molécula que
se esta sintetizando. Frecuentemente pueden exhibir dominios auxiliares con
actividades cetorreductasa (KR), deshidratasa (DH) y enoil-rreductasa (ER), que
aparecen en ciertas ocasiones en funcion del tipo de modificaciones adicionales que
requiera la sintesis de un compuesto dado (Fig. 2) (Kodama et al., 2005; Kaluzhnaya et
al., 2012).
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Fig. 2. Diferentes tipos de los modulos de policétidos sintasas (PKSSs).

1.2.2 Mecanismos de sintesis de las PKSs

La biosintesis de estos compuestos inicia, a partir de una unidad iniciadora (acetil,
propionil o butiril) y por la incorporacion sucesiva de unidades de elongacion (malonil,
metilmalonil o etilmalonil) que son activadas al unirse a la coenzima A (CoA), formando

los correspondientes tioésteres-CoA.

La unidad iniciadora (acetato) es transferida por la accion de una AT desde el CoA al
grupo tiol del brazo de 4 -fosfopantoteina del dominio ACP para su posterior
condensacion. Por otra parte, la unidad elongadora (malonil), que tras activarse en
forma malonil-CoA, es transferida desde el CoA al grupo tiol del brazo de 4'-
fosfopantoteina de la proteina transportadora de grupos acilo (ACP) mediante la misma

AT que transfiere la unidad iniciadora.

A continuacion, tiene lugar la condensaciéon entre ambas moléculas por el dominio KS,
condensacion que se produce con la consecuente pérdida de un carbono por
decarboxilaciéon de la unidad elongadora. El resultado es la formacion de un residuo
policeténico de cuatro carbonos unido al brazo de 4" -fosfopantoteina del dominio ACP,
que sufrird reacciones de B-cetoreduccion, deshidratacion y enoilrreduccion. Mediante
sucesivas condensaciones de unidades de elongacién llega a constituirse la cadena

policetonica (Fig. 3).
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Aunque el mecanismo biosintético de los acidos grasos de cadena larga y los
policétidos es similar, existen algunas diferencias (Katz & Donadio, 1993). En el caso
de la biosintesis de acidos grasos, tras una reaccion de condensacion tiene lugar una
reduccion, posteriormente una rehidratacion y por ultimo una reduccion. Al terminar
este ciclo de reacciones se produce una nueva condensacién. En cambio en la
biosintesis de policétidos los ciclos no siguen el mismo patron para todos. Asi pueden
ocurrir casos como:

a) Condensacién- reduccién- deshidratacion-reduccion

b) Condensacién-reduccion- deshidratacion

c) Condensaciéon-reduccion

d) Condensacion-condensacion

Una vez formada la cadena policetonica tienen lugar reacciones posteriores, como la
adicién de moléculas de azucares y metilaciones que pueden dar lugar a un compuesto

con actividad antibidtica.

En la sintesis de acidos grasos, la unidad iniciadora siempre es acetil-coA y la unidad
elongadora es malonil-coA. En el caso de los policétidos, las unidades iniciadoras
pueden ser acetil-coA, propionil-coA, butiril-coA, y las unidades elongadoras pueden
ser malonil-coA para los policétidos arométicos, metilmalonil-coA y etilmalonil-coA para
policétidos poliéteres y macrdlidos, originandose cadenas laterales metilo o etilo en la

estructura del policétido (Baerson & Rimando, 2007).
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Fig. 3. Ruta basica de biosintesis de acidos grasos y policétidos (A, B, C, D
corresponden a diferentes grados de reduccion que sufre la cadena policeténica)

Otra caracteristica distintiva de los policétidos, es la presencia de un carbono- que
reduce el grupo ceto a hidroxilos o los elimina por descarboxilacién. El procesamiento
de cada grupo ceto incorporado no es constante, dando lugar a la formacion de grupos
ceto, hidroxilo, enoilo o enlaces C-C totalmente reducidos (Hopwoon, 2004). Ademas,
una vez sintetizada la cadena policetdnica, ésta sufre procesos de plegamiento y
ciclacion, que entre otras modificaciones post-PKS confiere la gran diversidad

estructural de los policétidos.
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1.2.3 Clasificacion de las PKSs

Las policétido sintasas se han clasificado de acuerdo a la estructura de la proteina, los
mecanismos cataliticos, asi como la naturaleza de las unidades de elongacién que
utilizan en el montaje de la cadena policetonica. En la actualidad se han descrito tres
tipos de PKSs que se describen a continuacion (Kaluzhnaya et al., 2012; Soares et al.,
2013).

v" PKS Tipo |

Son conocidas como PKS modular, contienen varios dominios funcionales que
participan en la sintesis escalonada del policétido, cada médulo es responsable de un
ciclo de elongacién de la cadena policetonica (Fig.4). Tiene una gran complejidad
genética, puede ocupar varias decenas de miles de nucledtidos con unidades
secuenciales repetidas en el gen, dando lugar a la organizacibn modular. Participa en

la biosintesis de los policétidos poliéteres y macrélidos.

Inicio Modulo 1 Modulo 2 Modulo 3 Termino
. A T\ v oy
(ADACKES ATIKRACE Ks AT Ace(KS) (AT (DH) KR Ack T

S S S S
/9 /_() " & /_O
. »~OH =0 )
K R /- T { 2
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- I{/—( -
-OH

- R

Policétido Reducido

Fig. 4. Policétido sintasa tipo I.
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v PKS Tipo Il

Son complejos de varias enzimas mono o bifuncionales que actian de manera
interactiva, cada dominio catalitico se encuentra en una proteina separada, por lo
general se encuentran codificadas por pocos miles de nucleétidos en el genoma y

estan involucrados en la sintesis de antibioticos aromaticos.

nveces
- [KS

\ 3\
-0

R

Policetona

Fig.5.Policétido sintasa tipo Il.

v PKS Tipo IlI

Son enzimas homodiméricas responsables de la diversidad de los flavonoides. Cabe
destacar que mientras las PKS tipo | y Il utilizan proteinas portadoras de acilo (ACP)
para activar los sustratos acil CoA, las PKS Ill son independientes de ACP y acttan de
manera directa sobre acil CoA (Shen, 2003). Este tipo engloba la superfamilia de las

chalcona sintasas (CHSSs) y se encuentran principalmente en plantas.
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LS—/’\O}\ © SH R: 0"
O ==
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Fig.6. Policétido sintasa tipo lll.
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2. Antecedentes

2.1 Policétidos en Actinobacterias

Gran parte de los policétidos son producidos por microorganismos pertenecientes al
phylum Actinobacteria. De éstos, el género Streptomyces es reconocido por ser el méas
grande productor de policétidos con actividad antibidtica tales como kanamicina,

neomicina, gentamicina, clorofenicol, etc. (Watve et al., 2001).

Se ha reportado que los policétidos sintasa tipo | 0 modulares son predominantes en
actinobacterias, Pseudomonas y Cianobacterias (Bode & Muller, 2005). Un estudio ha
reportado oligonucleétidos para amplificar dominios KS conservados en bacterias
obteniendo con ellos 23 fragmentos de KS que mostraron una identidad de secuencia
de aminoacidos que va del 45 al 85% con dominios KS relacionados con
proteobacterias, actinobacterias y cianobacterias reportados en la base de datos del
Genbank (Song et al., 2013).

Uno de los primeros trabajos con oligonucle6tidos degenerados para la busqueda de
PKS tipo | en actinobacterias fue descrito por Ayuso & Genilloud, 2004. El disefio se
basoé en la alineacion de secuencias de ADN de once médulos biosintéticos del género
Streptomyces. Se encontraron 106 dominios KS que mostraron una regién conservada
con suficiente homologia de secuencia para el disefio de los oligonucleétidos
degenerados K1 (Delantero) y M6R (reverso) se localiz6 cerca de los sitios activos del
dominé AT presente en cada uno de los moédulos analizados. Probando los
oligonucledtidos K1F/M6R en una coleccion de 210 cepas de referencia con 33
géneros diferentes de actinobacterias, se detect6 la presencia PKS-I solo en el 50% de
las cepas analizadas. Posteriormente se disefié un oligonucleétido reverso degenerado
K2R que amplifica especificamente un fragmento corto del dominio KS, probando en
329 aislados de actinobacterias, el oligonucledtidos K1F/K2R se detecto en el 48% de
los aislados que principalmente pertenecian al género Streptomyces (Ayuso et al.,
2005)
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Estudios filogenéticos de las PKS han demostrado que el dominio KS es altamente
conservado, la secuencia del motivo conservado es VDTACSSSLVA. Mientras el sitio
activo de KS consiste en dos histidinas y una cisteina (a la que el grupo acilo esta
unido covalentemente), esta ultima puede ser remplazada por histidina o glutamina en
algunos casos (Peng et al., 2009; Kodama et al., 2005; Kroken et al., 2003; Ginolhac et
al., 2004; Lohmana et al., 2015). Los otros dominios de cada modulo del policétido
sintasa tipo I, tuvieron motivos representativos pero no son altamente conservados. El
dominio AT exhibié los motivos GxSxG y AFHS relacionados con malonil-CoA, el
dominio ACP exhibié el motivo GxDS vy el sitio activo serina, el dominio DH exhibio el
motivo HxxxGxxxxP y el sitio activo histidina, el dominio ER exhibié el motivo
LXHXxXGGVG, el dominio KR exhibi6é los motivos GXGxXGxxXA y KxSxY, y el dominio
TE exhibio los motivos GxSxG y PGDH con sitio activo en la serina (Migita et al., 2009;
Shao et al., 2012; Kakavas et al., 1997; Alt & Wilkinson, 2015).

Actinobacterias del género Streptomyces y Salinispora exhibieron una identidad del 55
al 99% en nucledtidos con el dominio cetosintasa (KS) asociado a genes policétido
sintasa aisladas del golfo de california, los bajos niveles de identidad se pudieron
asociar con la produccién de nuevos metabolitos secundarios (Becerril et al., 2013). Se
han descubierto las nuevas familias de actinobacterias Corynebacteriaceae,
Gordoniaceae, Intrasporangiaceae, y Micrococacea en sedimentos marinos y que son
productoras de metabolitos secundarios. Esos organismos presentan secuencias
cetosintasa homologas a las PKS modulares, ademas 14 cepas presentan entre un 80-
84% de identidad asociada a PKS responsable de sintesis de rifamicina (Gontang et
al., 2010).

Se detectdé el dominio KS en dos cepas de Streptomyces sp., comparando las
secuencias en el Genbank se mostré que solo una secuencia presento homologia con
PKS conocidos y la otra no mostro homologia, 10 que sugiri6 que podrian generar
nuevos compuestos con gran potencial para usos biotecnologicos (Savic & Vasiljevic,
2006).
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En la actualidad, se han encontrado secuencias para genes biosintéticos policétido
sintasa tipo | y Il con bioactividad contra agentes patdgenos en Streptomyces aislados
de sedimentos marinos, asi como asociados a esponjas marinas y corales de mar de
distintas regiones (China, Malasia, Arabia saudita, etc). De la misma forma se han
identificado secuencias homologas al dominio KS en actinobacterias aisladas de

esponja marina en el Océano Atlantico Sur (Trindade et al., 2012).

Asimismo se aislé una nueve especie en el desierto de Atacama, Streptomyces
leeuwenhoekii, que produjo Cefamicinas y nuevos policétidos macrélidos como
ansamicina con actividad antimicrobiana potente y moderadamente antiproliferativa (Li
et al., 2014; Abdelmohsen et al., 2014, Brafia et al., 2015; Castro et al., 2015). En otro
estudio, de 54 cepas de Streptomyces de suelo, el 67% de los aislados fueron
bioactivos y un 50% exhibieron actividad antibacteriana y antifungica de amplio
espectro. Las cepas con mayor actividad mostraron colonias con pigmentaciones grises
y amarillas. En este estudio se amplificd, en nueve cepas, la region conservada KS que
codifico para policétidos aromaticos, sugiriendo la capacidad de produccion de estos
compuestos (Bundale et al.,, 2014). En otro estudio se detectd la presencia de tres
genes biosintéticos para la produccion de policétidos. De los 20 aislamientos
provenientes del desierto de Arabia Saudita, en 15% se logré6 amplificar PKS-I y en
50% PKS-Il y NRPS (Shinwari et al., 2013).

Asimismo, estudios realizados por Kuadri et al., 2014, revelaron que 81% de las
especies de Streptomyces presentaron genes PKS-1 en 63% y PKS-II en 65%, pero no

se detect6 actividad antimicrobiana bajo las condiciones probadas.

En nuevas especies del género Streptomyces se ha demostrado la presencia de genes
PKS-l (19.5%), PKS-Il (42.5%) y NRPS (5.7%) (Lee et al., 2014). Asi mismo, en
actinobacterias de los géneros Micromonospora y Streptomyces se presentaron
secuencias con alta similaridad al dominio KS del gen policétido sintasa implicado en la

biosintesis de meridamycin (Qing et al., 2009).
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Los genes PKS-I, PKS-Il y NRPS implicados en la biosintesis de policétidos sintasa
también se han reportado en los géneros Saccharomonospora, Actinopolyspora,
Prauserella, Nocardiopsis, Micrococcus, Saccharopolyspora, Streptomonospora y
Actinoalloteichus (Cruz et al., 2015; Schneemann et al., 2010; Saker et al., 2015). En un
estudio con 80 cepas de actinobacterias, de 66 pertenecientes al género Streptomyces
el 15 % mostraron actividad antimicrobiana. En las 80 cepas se detectaron genes PKS-
I (55%), PKS-II (59%), NRPS (90%), ANSA (19%) y (9%) relacionados con metabolitos

secundarios (Qui et al., 2015).

Estos hallazgos proporcionan evidencia de que las Actinobacterias en particular del
género Streptomyces aisladas de ambientes poco explorados y extremos poseen
policétidos sintasas no identificadas y con potencial para el descubrimiento de
productos biol6égicamente activos, posiblemente Utiles para usos biotecnoldgicos,

farmacéuticos e industriales.
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3.- Justificacion

Actualmente, el estudio de metabolitos secundarios reciben una considerable atencion
gracias a sus diversas actividades biolégicas tales como; antibiéticos, anti-
inflamatorios, anti-tumorales, antagonistas, inhibidores enzimaticos, pigmentos,
pesticidas y promotores del crecimiento entre otros (Adegboye et al., 2013; Barrios et
al.,, 2003). Se conoce que alrededor de cuatro mil metabolitos con actividad son

producidos por diferentes géneros y especies del phylum Actinobacteria.

Los policétidos son metabolitos secundarios, sintetizados principalmente por
actinobacterias, que poseen una gran diversidad estructural que les confieren
numerosas propiedades bioldgicas. Por ello las actinobacterias son consideradas una
fuente factible para la busqueda y obtencion de nuevos policétidos que exhiban alguna

bioactividad para la aplicacion farmacéutica, biotecnolégica o industrial.

En este trabajo, se rastrea el gen policétido sintasa en los aislamientos de

Actinobacterias cultivables de la reserva de la Biosfera Tehuacan-Cuicatlan.
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4.- Objetivos

4.1 Objetivo General

Detectar la presencia del gen policétido sintasa en actinobacterias aisladas de la
Reserva de la Biosfera Tehuacan-Cuicatlan.

4.2 Objetivo Particular

Aislar e identificar actinobacterias cultivables presentes en la Reserva de la Biosfera
Tehuacan-Cuicatlan.

Determinar la presencia del gen policétido sintasa en las actinobacterias aisladas de la
Reserva de la Biosfera Tehuacan-Cuicatlan.
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5.- Material y Métodos

5.1 Descripcion de la zona de estudio

La Reserva de la Bidsfera Tehuacan-Cuicatlan, con una extension de 4,901.86 km? se

localiza al sureste del estado de Puebla y al noroeste del estado de Oaxaca, entre los
17°20°-18°53" de latitud norte y los 96°55-97°44’ de latitud Oeste (Zavala &
Hernandez, 1998). Debido a su gran diversidad de plantas y un endemismo del 30%
(Davila et al., 2002) fue declarada Reserva de la Biosfera (SEMARNAT, 1998).
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Fig. 7. Localizacion del area de estudio
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Su clima es célido y semiarido, con precipitacion anual promedio de 400-600 mm con
seis meses de lluvia en verano (Mayo-Octubre) y una temperatura media de 21°C
(Garcia, 1981; Zavala & Hernandez, 1998). La mayor parte del suelo no es agricola
(Lépez et al., 2003). El suelo tiene una profundidad promedio de 20 cm, presenta una
textura franca, con una capa oscura de materia organica en un 3.1 % y un pH
alcalinode de 8.1 (Garcia, 1991).

5.1.1 Principales comunidades de plantas en la zona

v' Matorral xerdfilo (Rzedowski, 1978), en donde dominan arbustos de

leguminosas.

v' Las tetecheras de escasas ramas, como Neobuxbaumia tetetzo (Weber)
Backeberg, o los cardonales de Cephalocereus columna-trajani Weber y de
Stenocereus stellatus (Pfeiffer) Ricobbono. Ambas son agrupaciones de plantas
crasas altas (5 a 10 m), de las llamadas “candelabros” y “6rganos” (Miranda &
Hernandez, 1963).

v lzotales de Yucca periculosa Baker o de Beaucarnea gracilis Lem, que se

desarrollan en suelos rocosos calizos (Miranda & Hernandez, 1963).

v' Selva baja espinosa perennifolia, que se encuentra en terrenos planos de zonas
semi secas, con selva baja caducifolia donde predomina Prosopis laevigata, y
especies de las tres subfamilias de Leguminosae: Caesalpinioideae,
Papilionoideae y Mimosoideae (Zavala, 1982; Villasefior et al., 1990; Osorio et
al., 1996).
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5.2 Seleccidén de sitios de muestreo

Se realiz6 un muestreo dirigido, eligiendo zonas ubicadas dentro de poblaciones de
cacticeas del género Neobuxbaumia, en donde se efectuaron dos muestreos el 11 de
septiembre 2014 y el 30 enero 2016. Después de delimitar las regiones a muestrear, se
registré la fecha del muestreo, la ubicacién geogréfica de cada sitio con ayuda de un

geoposicionador satelital (GPS) y el tipo de poblacion muestreada (Anexo A).

5.3 Recoleccion de Muestras

Las muestras que se colectaron en las zonas de poblaciones de Neobuxbaumia,
fueron de suelo sin cobertura vegetal, rizosfera, superficie de la cactacea, barniz de la
roca y cubiertas bioldgicas. La toma de las muestras se llevd acabo de la siguiente

manera.

v' Superficie de planta. Se usaron hisopos estériles humedecidos en solucién
azucarada al 1%, con los cuales se limpié las superficies de las plantas y

posteriormente la muestra se conservé en un tubo falcon con la misma solucion.

v" Suelo sin cobertura vegetal. Se tomaron aproximadamente 0.5 Kg de suelo con
una profundidad no mayor a 5 cm, usando una espatula estéril y la muestra se

colocé en bolsas estériles rotuladas que fueron trasladadas al laboratorio.

v' Rizosfera. Se tomaron 0.25 Kg usando una espatula estéril y la muestra se

coloco en bolsas estériles, se rotularon y trasladaron al laboratorio.

v/ Barniz de la roca. Se lij6 material rocoso, se obtuvo aproximadamente (5 ml) que
fueron guardados en un tubo falcon. Algunas rocas pequeiias fueron

transportadas al laboratorio en tubos falcon o bolsas estériles.

v/ Biocrust o Cubiertas biol6gicas. Se tomaron 10 g usando una espatula estéril y

se colocaron en un tubo falcon.

29



5.4 Aislamiento y cultivo de microorganismos

A cada muestra de suelo sin cobertura vegetal, rizosfera, superficie de la cactacea,
barniz de la roca y cubiertas bioldgicas, se resuspendieron en 10 ml de buffer de
fosfatos (PBS) 10mM, pH 7.2 y a partir de esta se realizaron diluciones seriadas (1:10).

Liluciiones Senadas

w Tl
Vil Tl Tirwl Vil 1 vl Tl Tirwwl

~
\.\H- '_'--—-.,_;,’--—-‘;'_’--—-,_;;’--—-.;‘J_ -\-‘;;’ “;,r’_-“‘*
D'IH U 10 U 10 U 10 D D D 10 U'IH
+ i i i i 4 1 +
P ; y P ) y r y € ;

Cada dilucion fue plagueada en medio de cultivo PCA modificado con antimicoticos y

10 10
b b}

se incubaron a 30°C durante una semana. Las colonias fueron aisladas por diferencias
morfoldgicas, se resembraron en el mismo medio de cultivo e incubaron por una

semana a 30°C.

Extracto de levadura 0.25¢g
Peptona de caseina 0.25¢
Glucosa 10g
Agar 159
Agua destilada 960 ml
Ketoconazol125 ug/ml 320 pl

Medio de cultivo (PCA Modificado)
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5.5 Extracciéon de ADN gendmico

A patrtir de las colonias aisladas y purificadas, se extrajo el ADN gendémico, utilizando el

Kit comercial Wizard® Genomic DNA Purification Kit con algunas modificaciones,

segun el protocolo descrito a continuacion:

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7

Se tomaron 2 ml de cultivo (0 2 inéculos con asa bacteriologica), se
centrifugaron durante 2 min a 13,000 rpm, se eliminé el sobrenadante y
resuspendi6 en 480 ul EDTA (50 mM).

Se afadié 120 pl lisozima e incub6 a 37°C durante 60 min, después se afadio
50 pl de proteasa e incubd a 37°C durante 60 min, se centrifugd durante 2 min a
13,000 rpm, y se elimin6 el sobrenadante.

Se anadié 600 pl de Nuclei Lysis Solution y pipeteo suavemente e incubd

durante 5 min a 80°C, después se enfrid a temperatura ambiente.

Se afadié 200 ul de Protein Precipitation Solution, agitando con vortex, e incubé

en hielo durante 5 min. Después se centrifugd a 13,000 rpm durante 3 min.

El sobrenadante se transfiri6 a un tubo limpio con 600 pl de isopropanol a
temperatura ambiente y se mezclé. Después se centrifug6 a 13,000 rpm durante

3 min y decanto el sobrenadante.

Se adicioné 600 pl de etanol al 70% a temperatura ambiente. Mezclando y
Centrifugando durante 2 min a 13,000 rpm. El etanol se aspir6 y el sedimento se

seco al aire durante 10-15 min.

El ADN se rehidrato en 50 pl de solucién de rehidratacion durante 1 h a 65 ° C.
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5.5.1 Cuantificacién de ADN

Para determinar la concentracion de ADN, se utilizé el método espectrofotométrico
(basado en la absorbancia de los &cidos nucleicos a una longitud de onda 260 nm).
Como blanco, se utiliz6 agua bidestilada y se tomaron 2 uyL de cada muestra,
disolviendo en 98 pL de agua bidestilada (se obtuvo un factor de dilucién 2/100). La

concentracion de ADN se calcul6 utilizando la siguiente relacion:

Concentracion ADN muestras= Abs 260 nm x (50 ng/pL) x (100/2)

5.6 Reaccion en cadena de la ADN polimerasa (PCR)

La técnica PCR es un procedimiento para generar grandes cantidades de una
secuencia especifica de ADN, mediante un proceso ciclico que se repite de 25 a 30
veces. Para llevar a cabo este método se necesita tener un ADN de doble cadena que
actiia como molde, dos oligonucleétidos que sirven como iniciadores de la sintesis, una
ADN polimerasa termoestable que resista temperaturas mayores a 95°C, ademas

dNTPs y buffer adecuado para la reaccion.
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5.7 Oligonucledétidos especificos del gen 16S de Actinobacteria

La técnica PCR fue usada para amplificar secuencias de ADN del gen 16S con el
objetivo de identificar las cepas positivas para Actinobacteria. Para ello se empled el
oligonucledtido delantero 16SAct240F reportado por Stach et al., (2003) y el
oligonucledtido reverso 16SAct360R disefiado en este trabajo mediante alineamientos

de secuencias de nucleotidos (Fig. 8, Tabla 2).

16SAct240F 16SACct360R

NR 126157.1|Geodermatophilus b
HF970583.1|Geodermatophilus po
HEB15470.1| Geodermatophilus t
J¥254478.1| Geodermatophilus t
NR 116228.1| Modestcbacter mar
JQB19258.1| Modestobacter rose
NR 026508.1| Modestobacter mul
J¥B841004.1| Modestobacter wvers
EC442347.1| Modestobacter sp.

EC442333.1| Modestobacter sp.

LY503272.1| Geodermatophilacea
L40615.1|Dermatophilus congole

RBO47451. Letinoplanes auran
LB247644. Micrococcus thaila
RB537168. Arthrobacter flavu.
2J536038.1| Mycobacterium absc
LB126876. Nocardia acbensis

LB555504.2| Bifidobacterium sa
L4309%6.1|Clavibacter michigane
LJ007250.1| Acidothermus cellu
LB705306.1| Cryptosporangium J
LB025317.1| Sporichthya polymo
BY462044.1| Glycomyces algerie
LB522059.1| Eineococcus gynura
LY894323.1| Dermacoccus abyssi
AY303668.1| Cellulomonas xylan
NR 043261.1| Dermacoccus barat
AM454541.2| Humibacter albus

JN00S5785.1| Actinokineospora s
RF002262.1| Thermomonospora cu
UE5647.1|Rubrobacter radiotole
U65647.1|Rubrobacter radiotole: | ':ﬂq B
L40622.1|Frankia sp. |- el

L LR
L LR
L LR
L LR
L LR
L LR
L LR
L LR
L LR
L LR
L LR
L LR
L LR
L LR
L LR
LR
L LR
L LR
L LR
L LR
L LR
L LR
L LR
L LR
L LR
-
L LR
L LR
L LR
L LR
L LR
L LR
I LR

B s ks ks s ks ks hs]

Fig. 8. Alineamiento de secuencia del gen 16S en Actinobacteria. Se muestran
solo las regiones del gen que se utilizaron para disefiar los oligonucle6tidos.

16SAct240F 5-CGC GGC CTATCAGCT TGT TG-3’

16SACct360R 5-TGA CGG GCG GTG TGT ACA AG-3

Tabla 2.Secuencia de los oligonucledétidos para Actinobacteria
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Los oligonucleétidos disefiados abarcan a partir de la regién 265 a la 1,487 en los

alineamientos de secuencias de nucledtidos y aproximadamente amplificaron un

producto de 1200 pb. Las estructuras de las secuencias nucleotidicas que amplificaron

el primer delantero y trasero del gen 16S ribosomal de actinobacterias se visualizaron

mediante el uso del programa http://sfold.wadsworth.org/cgi-bin/, se encontré que

presentaron estructuras de horquilla (Fig. 9) y estas correlacionaron con regiones

conservadas en bacterias, esto se corrobor6 al localizarlos en el gen 16S ribosomal

E.coli (Fig. 10).
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Fig. 9. Estructura de la region que amplifica el oligonucleétido delantero (A) y
trasero (B) del 16S ribosomal en actinobacterias.
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Fig. 10. Estructura de la regién que amplifica el oligonucleétido delantero (Rojo) y
trasero (Azul) localizada en el 16S ribosomal en E.coli.
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5.7.1 Condiciones de reaccion y amplificacion

La mezcla para la reaccion se hizo en un volumen final de 10 uL, con los siguientes
reactivos: 1 pl de Buffer con KCL (10X), 0.15 pl de dNTPs (0.2 mM), 0.6 ul de MgCl2 (25
mM), 1.25 ul de cada oligonucleoétido (10 pmoles), 0.19 pl detaq polimerasa  (5U/ uL)
marca Thermo scientific, 4.32ul de agua pisay 1 yl de ADN templado.

La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) se llevd a cabo para 35 ciclos en un
termociclador marca Applied Biosystems. El programa de amplificacion utilizado se

especifica a continuacion:

Paso Temperatura Tiempo
1.-Desnaturaizacion inicial 96°C 2 min
2.-Desnaturalizacion 96°C 45 s
3.-Alineamiento 68.2°C 45 s
4.-Extension 72°C 2 min
5.-Extension final 72°C 10 min
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5.8 Oligonucleétidos para PCR del locus policétido sintasa

Para identificar las cepas de actinobacterias positivas para el locus policétido sintasa

(PKS). Se disefiaron iniciadores utilizando alineamientos de secuencias de nucle6tidos

(Fig.11). Analizando los alineamientos, se observdo que el gen policétido sintasa

presenta una gran variacion en las secuencias nucleotidicas, lo que dificulta el disefio

de oligonucleétidos. Por ello optamos por agrupar las secuencias con mayor relacién

filogenética (Fig.12).
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cedeeccTca T 22GETCGTTCTGE CGATGCAGGRARACRLG CCGCGRCE
GCgerTTCETMALGGCATGCCTGT CGATGCACCACCGCRCG CGCCGRGC
GClgeccTGETALGEGTGGTGRECGE CGTTGCAGCACGAGCAR CGGCGTCE
cerdeTCTGCTALGEATGGTGETGE CGCTGCGCARCGGOGTC CGGRGACC
GCeGETGLTMLLGEATGGTCGRGE CGCTGCGGCACGGCRTG CCCGCLOC
cerdeccTGRTARGETCGTGCTTT CTATGACTARCGACGTG CGCCBTCE
GCAgeTeTCZTALGEGTGCTGCTTG CTTTGCAGARCRAGACT CRCCRACC
GCHgeCETGRTGARGEGTTGTTCTGE CRATGCGTGAGGGAGTG CGCCGRGC
eccTczlALGETGEGTGTTGET CGATGATGRACAACACG CRGCGTEC

divhther: 22TCHMTCGCTGECECT

Fig. 11. Alineamientos de secuencias del gen policétido sintasa en actinobacterias,
mostrando solo la regién con mas similitud en nucledtidos.
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PKSE Pksk5 Mycobactenium intraceliulare Gene D¢ 11908574
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0za

Fig. 12. Arbol filogenético de secuencias completas del gen policétido sintasa en
actinobacterias.
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De esta forma, se organizaron cuatro clusters (Fig. 12) que compartieron mayor
semejanza en secuencia, se examin0 que el clister 1 y 3 presentaron la mayor
distribucién de grupos taxonémicos, asi como mayor similitud en secuencias
nucleotidicas. Estos cllusters permitieron generar dos pares de oligonucleétidos para

regiones conservadas del locus PKS.
5.8.1 Oligonucleotidos para el Cluster 1

Para el disefio de los oligonucleotidos del Claster 1, las secuencias alineadas
correspondieron a todo el gen policétido sintasa de géneros Mycobacterium de
actinobacterias reportadas en el GenBank, estas secuencias contenian los dominios
esenciales y auxiliares de las PKS (Fig. 13).

Mycobacterium intracellulare

-@l®-@ll{s ™ AT mDH mWER w KR WACP vz

Mycobacterium avium

I-TER C-TERM
e -@IQ-@IKS m AT mDH = ER = KR SACP wczza

Mycobacterium smegmatis str. MC2 155

] C-TER
i -® .® -@ RS m AT m[0H m ER == KR mACP

Mycobacterium abscessus

-@-@-@-Ks m AT mDH wER = KR WACP vz

Fig.13. Dominios presentados en secuencias completas del gen policétido sintasa

en géneros Mycobacterium reportadas en el Genbank.
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Se diseio el oligonucledtido delantero PKSC1F a partir de la region 14,184-14,199 y el
oligonucledtido reverso PKSCI1R a partir de la region 14,450-14,652 de las secuencias
de nucledtidos alineadas para el gen policétido sintasa (Fig.14). El producto de
amplificacion con ambos es de 468 pb (Tabla 3).

PKSC1F PKSCI1R
Clister 1 i s e
PR58 PRafS [Mycobacterium intracellular 2 i = B GG I
PR35S PkakS [Mycobacterium avium]Gene ID: TG
DES1Ll pks H_:r,.,nbac:._sr um smegmatis str. AL i
PE318 PkaD [Mycchbacterium abscesaus] Gen AG

Fig.14. Region de alineamiento del oligonucleétido PKSC1F/PKSCI1R.

PKSC1F 5-TTC GASABC TTC GCC G -&

PKSC1R 5-CCG VGG CATCTT CTCC -3

Tabla 3. Secuencia de los oligonucleoétidos para el Cluster 1.

La regién que amplificaron los oligonucle6tidos PKSC1F/PKSCI1R en el gen policétido
sintasa correspondié al dominio auxiliar DH que mostr6 ser conservado en las
secuencias alineadas, el sitio activo de DH consistio en histidina y acido aspartico
(Fig.15).

Mycobacterium intracellulare Mycobacterium avivm
gl 7870 G_ 7888 e | 7809 G— 7826
r 28 F E O 25313 2604 F D A E 2600
DH '] DH
_R| &148 _CG 5165 R | 8078 _G H0S6
277 E K R R 2722 2603 E K M [ R 2508
Mycobacterium smegmatis str. MC2 155 Mycobacterium abscessus
F| T2z C_A 7839 El 7854 C—MSN
2608 F E A D 2813 J— 2619 F E A D 2E24
DH DH
= —CG 2103 LR 8121 _¢G$13ﬂ
26865 E K R R 2702 1 2708 E K R EZ73

Fig. 15. Posiciones de los primer PKSC1F/PKSC1R en secuencias del dominio DH.
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La amplificacion con los oligonucledtidos PKSC1F/PKSC1R corresponde en la
secuencia peptidica a una estructura del dominio DH que presenta hélices, hojas

plegadas y horquillas (Fig.16).

A A .y HI B ,, B H2 A
—

LFEIFADLELAWGPTWSGSLKSLWLGEGEAIGDVLVGEELAEQLGTEPMHPY LM
A A

CTGVAFPAFPALLAAEQGVNDLFLPLRY GOVTLKEEKMPRREFYCR

Fig. 16. Estructura secundaria que presento la regién que es amplificada los
oligonucleotidos PKSC1F/PKSCI1R.

5.8.1.1 Condiciones de reaccion y amplificacion PKSC1F/PKSC1R

La mezcla para la reaccién se hizo a un volumen final de 10 pL, con los siguientes
reactivos: 1 ul de Buffer con KCL (10X), 0.15ul de dNTPs (0.2 mM), 0.6 ul de MgCl2 (25
mM), 1.25 ul de cada oligonucleétido (10 pmoles), 0.19 pl de tag polimerasa (5U/ uL)
marca thermo scientific, 4.32 ul de agua pisay 1 yl de ADN templado.

La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) se llevé a cabo para 35 ciclos en un
termociclador marca Applied Biosystems. El programa de amplificacion utilizado se

especifica en la tabla siguiente:

PASO TEMPERATURA TIEMPO
1.-Desnaturaizacion inicial 96°C 2 min
2.-Desnaturalizacion 96°C 45 s
3.-Alineamiento 64°C 45 s
4 .-Extension 72°C 2 min
5.-Extension final 72°C 10 min
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5.8.2 Oligonucleodtidos para el Claster 3

Para el disefio de los oligonucleotidos del Claster 3, las secuencias alineadas
correspondieron a todo el gen policétido sintasa de actinobacterias reportadas en el
GenBank, que contenian los distintos dominios esenciales y auxiliares de las PKS (Fig.
17).

Streptomyces griseus

-©-Q -0 -8 -5 -5 - =2 - @ B -8 -© -

Streptomyces albus

2@ @ QT 9B -@-©-©-B-5 - -5 & =

Rhoedococcus jostii

R-TEEM G-TERM
@—@—@—@—KR —ACP—.—.—.-.—
Streptomyces coelicolor A3(2)

_@_a_@_@_lﬁs I AT =mm DH _KR_ACP

Streptomyces pratensis

Amycolatopsis mediterranei U32

N-TEBM C-TERM
i) . KS AT mem DH e KR e ACP o

Microm)nospora aurantiaca

C-TEEM
() e () e B 2

Fig.17. Dominios presentados en secuencias completas del gen policétido sintasa

en géneros Mycobacterium reportadas en el Genbank.
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El oligonucleotido delantero (PKSC3F) se disefi6 a partir de la region 6,074-6,089 y el
reverso (PKSC3R) a partir de la region 6,798-6,813 de las secuencias de nucleotidos
alineadas para el gen policétido sintasa (Fig.18). Con estos dos oligonucledtidos se
amplificéd un producto 739 pb (Tabla 4).

PKSC3F PKSC3R

; AR ER R Y
Cluster 3 =il sn70 £080
FRE3 PksD [Streptomycss goiseus] G=r 5
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FREL2 PksD [Streptomyces coeliceolor
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Taukamurella paurcmetabola DSM 201e:

=

[
i b [
(

L1 G G G Gl

iy ) v

79
e
=
€]
= i
e
1€
e
=

D 0O aGa
i

[r¥]

Fig.18. Region de alineamiento del oligonucleétido PKSC3F/PKSC3R

PKSC3F 5-GCTCSTCVTCSHTGGT -3

PKSC3R 5-TGG TRC CGC YSA YVC -3

Tabla 4. Secuencia de los oligonucledtidos para el Cluster 3.

La region que amplificaron los oligonucle6tidos PKSC3F/PKSC3R en el gen policétido
sintasa correspondié en la secuencia peptidica al dominio conservado KS, asi como a
una parte del motivo conservado VDTACSSSLVA (Fig.19).
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Fig. 19. Posiciones de los primer PKSC3F/PKSC3R del dominio KS y motivo
VDTACSSSLVA conservado en secuencias de actinobacterias.

La region amplificada por los oligonucleétidos PKSC3F/PKSC3R en la cadena
peptidica corresponde a una estructura secundaria del dominio KS que presenta

hélices, hojas plegadas y horquillas (Fig.20).
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Fig. 20. Estructura secundaria que presento la region que amplifican los
oligonucleotidos PKSC3F/PKSC3R.
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5.8.2.1 Condiciones de reaccion y amplificacion PKSC3F/PKSC3R

La mezcla para la reaccion se hizo a un volumen final de 10 pL, con los siguientes
reactivos: 1 yl de Buffer con KCL (10X), 0.15ul de dNTPs (0.2 mM), 0.6 ul de MgCl2 (25
mM), 1.25 ul de cada oligonucledtido (10 pmoles), 0.19 pl de taq polimerasa (5U/ uL)

marca Thermo scientific, 4.32 ul de agua pisay 1 pyl de ADN templado.

La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) se llevé a cabo para 35 ciclos en un
termociclador marca Applied Biosystems. El programa de amplificacion utilizado se

especifica en la tabla siguiente:

Paso Temperatura Tiempo
1.-Desnaturaizacion inicial 96°C 2 min
2.-Desnaturalizacion 96°C 45 s
3.-Alineamiento 63°C 45 s
4.-Extension 72°C 2 min
5.-Extension final 72°C 10 min

5.9 Electroforesis en geles de agarosa para amplificados

Los fragmentos de ADN amplificados en la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR),
fueron separados mediante la técnica electroforesis en geles de agarosa a

concentracion 1% disuelta en TAE 1x (Tampon pH 8) a 90 volts por 45 min.

6. Purificacion de ADN para Secuenciacion

Para llevar a cabo este procedimiento, se uso el kit comercial High Pure PCR Product
Purification. La concentracion del ADN purificado se cuantific6 mediante el uso de
Nanodrop 2000.
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6.1. Secuenciacion de productos purificados

Los productos purificados fueron secuenciados por la unidad de sintesis y
secuenciacion de ADN del Instituto de Biotecnologia (IBT), UNAM. Las secuencias
obtenidas fueron analizadas utilizando el software BioEdit. Los resultados se
compararon con otras secuencias de la base de datos NCBI. Por otra parte se hizo un
analisis BLAST (Nucleétido-Nucleoétido y Proteina-Proteina).

7. Modelado de homologia (SWISS-MODEL)

SWISS-MODELO es un servidor disefiado para el modelado comparativo de
estructuras tridimensionales de proteinas. Este método se bas6 en una amplia
biblioteca de plantillas con las que compararon la secuencia diana de aminoécidos,
para ser significativa debe tener un 30% de identidad con la plantilla cotejada, asi se

genero de forma fiable un modelo 3D de una proteina (Schwede et al., 2003).

En general, el modelado de homologia o comparativo, usé la precisibn en las
posiciones de los carbones alfa, asi como los angulos de torsion phi y psi en las
estructuras 3D, estas regiones de la secuencia son de alta identidad, permitiendo la
formacién de un prototipo mas certero de la estructura a predecir. Por otra parte
SWISS-MODEL proporcion6 la anotacién de la estructura cuaternaria, los ligandos
esenciales y co-factores que permitieron la construccion de modelos completos (Biasini
et al.,, 2014). Existen casos que mostraban mudltiples estructuras de plantillas
alternativas para una proteina de interés, en este punto se realizé una seleccién entre
las plantillas para seleccionar la mas idénea para sus requerimientos (Biasini et al.,
2014).
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8. Resultados y Discusion.

8.1 Recoleccion de Muestras (Anexo B)

8.2 Aislamiento y cultivo de microorganismos

De los dos muestreos realizados en la Reserva de la Biosfera Tehuacan-Cuicatlan, se
obtuvieron 348 aislamientos, la mayoria de las colonias presentaron pigmentacion
(Anexo B).

8.3 Extraccién de ADN gendmico de los actinomicetos aislados
Las 348 colonias bacterianas se sembraron en el medio de cultivo previamente descrito
y se incubaron durante tres dias a 30°C. Se extrajo ADN de cada colonia, siguiendo el
protocolo descrito en la metodologia experimental.

8.4 Amplificacion por PCR del gen 16S de Actinobacterias
Se amplificé el gen 16S ADNr, empleando los oligonucledtidos 16SAct240F y

16SAct360R de cada una de los 348 aislamientos. De esta manera se generd un

fragmento aproximado de 1200 pb (Fig. 21).
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Fig 21. Gel de agarosa 1.5% con los productos de la amplificacion del gen 16S
ADN.Carriles, M: Marcador de peso 1Kb; 1: Cepa control (Geodermatophilus); 2: cepa
56; 3: Cepa 43; 4: cepa 51; 5: Cepa 1; 6: Cepa 52; 7: Cepa 36; 8: Cepa 37; 9: Cepa 94,
10: Cepa 2; 11: Cepa 3; 12: Cepa 4; 13: Cepa 5.

De los 348 aislados, solo 70 obtuvieron el producto de amplificacibn con los
oligonucledtidos 16SAct240F y 16SAct360R (Anexo C).

Se eligieron al azar 10 de los 70 aislamientos identificados como actinobacterias. La
secuenciacion de los amplificados de estos 10 aislados, se llevo a cabo empleando los
oligonucledtidos 16SACT240F Y 16SACT360R. Las secuencias obtenidas se
analizaron empleando un andlisis estandar BLAST nucleétido-nucleétido, para
comparar con otras secuencias de la base de datos del Genbank, de esta forma se
identificé a que probables microorganismos correspondian. Los resultados del analisis
destacan diversos géneros (Anexo C), entre ellos Streptomyces el género mas
representativo y estudiado del phylum Actinobacteria, debido a su gran potencial para
la obtencion de moléculas con actividades biolégicas y principalmente aislado de
regiones aridas como el desierto de Atacama, en donde se han descubierto nuevas
especies productoras de compuestos no descritos (Okoro et al., 2010; Dong et al.,
2014; Guo et al., 2015).
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En regiones aridas, no existen suficientes estudios microbianos dependientes del
cultivo, Okoro et al., 2009 fueron los primeros que detectaron la diversidad cultivable de
actinobacterias en suelos del desierto de Atacama, probaron tres medios de cultivo solo
se hallaron alrededor de 100 aislamientos de estos microorganismos por medio (Okoro
et al., 2010, Santhanam et al., 2012). En este estudio se detectaron 70 aislamientos de

actinobacterias, esto se puede atribuir a lo siguiente:

En general, las actinobacterias son de crecimiento lento, por lo tanto no son
competidoras en medios ricos, su numero disminuye al aumentar la concentracion de
nutrientes organicos a causa de la competencia con otros microorganismos. En el
momento que la concentracién de nutrientes baja al inicio de la mineralizacion de
restos vegetales, los microrganismos competidores disminuyen al quedar limitados en
la fuente de carbono y nitrdgeno, por consiguiente las actinobacterias pueden
prosperar en ambientes con poca disponibilidad de compuestos, como son las zonas
aridas (Sanchez, 2006).

En el suelo de la zona Tehuacan-Cuicatlan la materia organica es de 3.1 %, lo que se
considera alto para una region arida y origin06 mayor competencia entre los
microrganismo que no permitieron la proliferacion de actinobacterias en esta region
(Lépez et al., 2003).
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8.5 Amplificacion por PCR del locus policétido sintasa en actinobacterias

La deteccion del gen policétido sintasa (PKS) se realiz6 por medio del disefio de dos
oligonucledtidos PKSC1F/PKSC1R y PKSC3F/PKSC3R, que amplificaron un dominio

deshidratasa de 468 pb y un dominio beta-cetoacil sintasa de 739 pb respectivamente.

De los 70 aislamientos identificados como actinobacterias ninguna amplifico el dominio
deshidratasa y s6lo un cepa amplificé el dominio beta-cetoacil sintasa, la cual se volvio

a amplificar para confirmar este resultado (Fig.22).

Fig.22. Gel de agarosa 1.5% con los productos de la amplificacion con
PKSC3F/PKSC3R de 739pb (dominio beta-cetoacil sintasa). A) M: Marcador de peso
molecular 1Kb; 1: Cepa 270; 2: Cepa 265; 3: Cepa 295; 4: Cepa 240; 5: Cepa 242; 6:
250; 7: Cepa 246. B) M: Marcador de peso molecular 1Kb; 1: Cepa 250; 2: Cepa 250;
3: Cepa 282.
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Los oligonucleotidos disefiados para el dominio deshidratasa (DH) y dominio beta-
cetoacil sintasa (KS), fueron planteados, basandose en las secuencias completas del
locus policétidos sintasa de actinobacterias disponibles en el Genbank, ambos
dominios fueron altamente conservados en las secuencias examinadas. La evidencia
considera al dominio KS, como el més conservado entre los dominios PKS (Aparicio et
al., 2000; Lopez, 2003; Moffitt & Neilan, 2003; Ginolhac et al., 2004). En cambio el
dominio DH es considerada una region auxiliar un poco mas de variable por diversos
autores, pero en las secuencias analizadas se conservé (Anand & Mohanty, 2012;
Keatinge, 2008).

La ausencia de amplificacion con los oligonucleétidos PKSC1F/PKSC1R e insuficiente
numero de amplificaciones con PKSC3F/PKSC3R, probablemente se relaciona con un
alto grado de inestabilidad genética que presentan algunos géneros de actinobacterias
como Streptomyces, en donde ocurren deleciones a gran escala, amplificaciones y
circularizacion en las regiones terminales menos conservadas de los cromosomas
lineales (Chen et al., 2002; Choulet et al., 2006). En general los genes implicados en la
sintesis del metabolismo secundario se localizan en las regiones terminales del
cromosoma, estas Ultimas contienen secuencias repetidas invertidas (TIR) que
participan en sucesos de recombinacién homadloga dando como resultado el reemplazo
intra-cromosomico, asi como inducir deleciones en las regiones laterales y extensas
amplificaciones en torno a las secuencias desaparecidas ocasionando reordenamientos
del genoma que conducen a la diversidad metabdlica del genero Streptomyces (Chen
et al., 2002; Choulet et al., 2006; Rodriguez et al., 2015; Te poele et al., 2008).

Se ha demostrado que la distribucién de genes de policetido sintasa (PKSs) entre
bacterias es consecuencia de mutaciones, reordenamientos de dominios y la
duplicacién de moédulos, los cuales generan la formacién de nuevas moléculas (Ziemert
et al., 2014).Los policétidos modulares, presentan mecanismos que introducen
variabilidad en los grupos de genes por ejemplo; la duplicacién, la supresion, la

recombinacion y la transferencia horizontal de genes (Ziemert et al., 2014).

51



Una gran porcion de la diversidad en metabolitos secundarios, se ha obtenido a través
de la adquisicion de secuencias por medio de transferencia lateral de genes (LGT).
Este mecanismo de intercambio genético proporciona una estrategia eficaz para que
las bacterias exploten rapidamente nuevos recursos y, se ha propuesto como una
fuerza selectiva detras de la agrupacion fisica de los genes dentro de los genomas
bacterianos. Aunque la importancia ecologica y evolutiva de los eventos LGT en la
produccion de metabolitos secundarios en actinobacterias siguen siendo desconocidos
(Ochman et al., 2000; Jensen et al., 2007).

El intercambio horizontal en las vias metabdlicas junto con la fijacion entre las
poblaciones distribuidas a nivel mundial, apoya un papel funcional y sugiere que la
adquisicion de cluster de genes para biosintesis de productos naturales representa un
mecanismo para la diversificacion ecoldgica que pueden conducir a la formacion de

linajes bacterianos independientes (Penn et al., 2009).

Mientras LGT es un meétodo rdpido para la adaptacion ecoldgica en bacterias, la
duplicacion de genes de PKS proporciona una estrategia evolutiva complementaria que
podria conducir a la produccion rapida de nuevos metabolitos secundarios que pueden
impulsar nuevas radiaciones adaptativas (Penn et al., 2009; Ochman et al., 2000).
Existe evidencia que involucra a los elementos integrativos conjugativos en
actinobacterias (AICEs), que podrian actuar como moduladores de la diversidad en el
genoma y/o estar involucrados en la adquisicion de clusters de metabolitos secundarios
y DNA extrafio mediante LGT (Te poele et al., 2008).

En este estudio, de los 70 aislamientos de actinobacterias en ninguno fue posible
amplificar el dominio DH y so6lo el aislado 250 amplifico para el dominio KS, este ultimo
es altamente conservado en los genes PKS de actinobacterias y probablemente la
ausencia de amplificacion en las cepas seria la ausencia de la secuencia KS para el
gue fue disefiado, esto debido al existir mecanismos como la duplicacion, la supresion,
la recombinacion y la transferencia horizontal de genes anteriormente expuestos, se
genera una mayor diversidad en las secuencias de los policétidos sintasa lo que
explica la razéon por la que el oligonucleétido disefiado para DH no genero ningun

amplificado.
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Pero el aislado 250 si amplifico para la region del dominio KS, para el que se disefid
partiendo de secuencias nucleotidicas conservadas en el gen policétido sintasa asi
como una parte del conservado un motivo de aminoacidos VDTACSSSLVA (Fig. 19).
Quizés solo se encontr6 el dominio KS en un aislado, ya que los PKS modulares
constan de varios dominios KS distribuidos entre los distinto moédulos que los
conforman, los dominios KS tienen secuencias altamente conservadas entre ellas y
reportadas en actinobacterias, pero pueden estar expuestos a cambios puntuales en
las secuencias de nucledtidos por mecanismos como mutaciones, delecciones,
desplazamientos, etc. Estos cambios en las secuencias de nucleotidos del dominio KS
afectan al oligonucledétido disefiado, al cambiar uno o varios nucleétidos a lo largo de la

secuencia, el oligonucledétido no reconoce la secuencia y no amplifica ningan producto.

A pesar de la gran diversidad genética de los metabolitos policétidos sintasa, en este
trabajo se obtuvo un aislamiento mediante el uso de un oligonucleétido degenerado
para el dominio KS, lo que sugiere que puede ser una estrategia util si se conoce que
géneros de actinobacterias se estan trabajando, segun lo reportado por Ayuso et al.,
2004, que trabaja con oligonucleétidos disefiados para el dominio KS pero solo en
géneros especificos y productores de ciertos metabolitos.

Ademés al usar el dominio KS como marcador de genes PKS han demostrado
incongruencias al analizar filogenéticamente las secuencias de este dominio, lo que
sugieren que se ha producido transferencia horizontal de genes, el movimiento de los
genes KS hace que la deteccion sea engafiosa y por lo tanto para obtener informacién
sobre la produccion de policétidos sintasa en actinobacterias es necesario utilizar
enzimas implicadas en la biosintesis de antibiéticos especificos (Wawrik et al., 2005;
Metsa-Ketela et al., 2002 ).

Al parecer el uso de oligonucle6tidos para la busqueda de genes policétidos sintasa
basada en alineamientos de secuencias es una herramienta predictiva limitante que
subestima la diversidad de los genes policétidos sintasa (Ayuso & Genilloud, 2004;
Ayuso et al., 2005).
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Se debe recordar que entre las caracteristicas distintivas de los metabolitos
secundarios sobresale que algunos de ellos son muy especificos para cada especie y a
veces, de cada cepa. Y en el caso de los policétidos sintasa esa gran variabilidad
genética dificulta ain mas la generaciéon de oligonucleétidos para la busqueda de

genes policétidos sintasa.

8.6 Secuenciacion del 16S rADN del aislado 250 de Actinobacterias

CTAATACCGGATAACACTCCTTCTGGCATCTGAAAAGGTTAAAAGCTCCGGCGGTGAAGGATGAGCCCGLCGG
CCTATCAGCTTGTTGGTGGGGTAATGGCCCACCAAGGCGACGACGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGCGACCGGL
CACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGAAA
GCCTGATGCAGCGACGCCGCGTGAGGGATGACGGCCTTCGGGTTGTAAACCTCTTTCAGCAGGGAAGAAACG
AAAGTGACGGTACCTGCAGAAAAAACGCCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGCGCAA
GCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGAGCTCGTAGGCGGCTTGTCGCGTCGGATGTGAAAGCCCGGGGCT
TAACCCCGGGTCTGCATTCGATACGGGCAGGCTAGAGTGTGGTAGGGGAGATCGGAATTCCTGGTGTAGCGG
TGAAATGCGCAGATATCAGGAGGAACACCGGTGGCGAAGGCGGATCTCTGGGCCATTACTGACGCTGAGGAG
CGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGTTGGGAACTAGGTGTTG
GCGACATTCCACGTCGTCGGTGCCGCAGCTAACGCATTAAGTTCCCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCT
AAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCAGCGGAGCATGTGGCTTAATTCTACGCAACGCGAAGA
ACCTTACCAAGGCTTGACATATACCGGAAAGCATTAGAGATAGTGCCCCCCTTGTGGTCGGTATACAGGTGG
TGCATGGGTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGCCCCGCAACGAGCGCACCCTTGTCCTGTG
TTGCCAGCATGCCCTTCGGGTGATGGGGACTCACAGAGACCGCCGGGGTCAACTCGCAGGAAAGGATGGGGA
CGACGATCAAGTCATCATGACGCTTAATGTTCTTGGAGCCTGCACCCACGAGCTTTACAAACTGGAGTCG

Fig.23. Secuencia nucleotidica del aislado 250

La secuencia del aislado 250 presenta una identidad del 98% que la relaciona

probablemente al género Streptomyces (Tabla 5).

AISLADO CEPA RELACIONADA/NUMERO GENBANK IDENTIDAD %
250 Streptomyces sp. CS41/ EF494233.1 98%
250 Streptomyces sp.QLS48/ JQ838137.1 98%
250 Streptomyces sp.QLS21/JQ838085.1 98%
250 Streptomyces sp. CA21/ EF494226.1 97%

Tabla 5. Resultados del anélisis BLASTN de la secuencia de la cepa 250.
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Streptomyces el principal género de Actinobacteria con la capacidad para producir una
gran diversidad de compuestos bioactivos que son frecuentemente utilizados para el

desarollo de sectores biotecnologicos y de la industria farmacéutica.

Alrededor del 80% de los antibioticos conocidos provienen de este género bacteriano
por ejemplo: estreptomicina, acido clavulanico, neomicina, cloranfenicol, eritromicina,
neomicina, kanamicina, tetraciclina, vancomicina, rifamicina, etc. No obstante, ademas
de producir antibidticos el género Streptomyces también puede producir otras
sustancias con  actividades  antifungicas, antitumorales, antiparasitarios,

inmunosupresores entre otras.

Asimismo Streptomyces es el género mas representativo e investigado para la
obtencion de metabolitos secundarios como los policétidos sintasas (Bundale et al.,
2014; Challis, 2014). En las ultimas décadas, las investigaciones se han centrado en su
genoma ha revelado que poseen numerosos genes policetidos sintasas tipo | y I
agrupados en cluster con funciones desconocidas, con la posibilidad de producir

policetidos novedosos de de gran interes farmaceutico e industrial (Zhong et al., 2013).

8.7 Secuenciacion del dominio KS del aislado 250 de actinobacterias

AAGTTGCCCAGCCTTGGGTGCGGTTGAGTGTGATGTGGCGTTGGCGGGTGGGGTGACGGTGATGTCGTCGGG
GAGAGACGCCTCCAGCGCGGGCGGTGACGAGGGTTGGCCCGCCCTGGACGGTTCAAGGTATTCGCCGTGCTA
GCCGATATTGCCGTATGGGTGACGCAACTACGTGTCCTGGTGCTGGACTGCTCTTCTTTAAAGACTGAAACC
TGCGTGTTCTTCTCGTAATTCTTCGCTTCTTCTTTCGTAAAAAAAGACCACTTGGTTTGGTTGGCTTATTGA
ATCGGGCATCATCTTTATCTACTTCCACAGGTGTAACTGTTGAGCCTAGGTTCTATCACTATTCATTTGAAT
TAAACTGAGATTGATTTCACTTTCAAACCCATAGTCTACCCGATCCTGTGACATTGCTCCACGAATATCCAA
TGCCATTGCCGGCGCTGTGACCGTAGCGATTTAGGTTATCGGATTAATGATCTTCCGTTTGTGGGCCGTTAC
CTTGTGAAATGACAATACACGTTGAAAATAGTAAAGATGG

Fig.24. Secuencia nucleotidica del dominio KS del aislado 250.

La secuencia 250 presento una identidad del 100% beta-ketoacyl synthase (ks) en
Streptomyces sp.FXJ1.068 (Tabla 6).
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CEPA RELACIONADA/NUMERO GENBANK IDENTIDAD %

S. ascomycinicus gene for polyketide synthase / AB430915.1 96%
S. sp. ID0O5 gene for polyketide synthase / AB432182.1 90%
S. sp.T1 type | ketosynthase / GQ486011.1 93%
S. sp.FXJ1.068 beta-ketoacyl synthase (ks)/ GU363668.1 100%

Tabla 6. Resultados del analisis BLASTN de la secuencia del aislado 250.

Estas observaciones demuestran la precision de los oligonucléotidos PKSC3F/
PKSC3R para la busqueda del domino KS bésico, catalitico y altamente conservado en
los modulos del gen policétido sintasa, ademas al presentar una alta identidad y
cercania filogenética con la beta-cetoacil sintasa el aislado 250 es probablemente un
dominio KS relacionado en la sintesis de policétidos en el género Streptomyces que es

al que pertenece al aislado 250.

La traduccién (marco de lectura 2) de la secuencia nucleotidica produjo la secuencia

gue se muestra a continuacion

SCPALGAVECDVALAGGVTVMSSGRDASSAGGDEGWPALGRFKVFAVLADIAVWVTQLRVLV
LDCSSLKTETCVEFFS-FFASSEFVKKDHLVWLAY-IGHHLYLLPQV-LLSL GSITIHLN-TE
IDFTFKPIVYPIL-HCSTNIQCHCRRCDRSDLGYRINDLPEFVGRYLVK-QYTLKIVKM

Fig. 25. Secuencia traducida a aminoacidos del amplificado 250

La secuencia anterior es homéloga a secuencias policétido sintasa tipo | del género

Streptomyces (Tabla 7).

CEPA RELACIONADA/NUMERO GENBANK IDENTIDAD %
Type | polyketide synthase [S. sp.]/ WP_070202984.1 48%
Type | polyketide synthase [S. sp.]/ WP_031126613.1 48%
Type | polyketide synthase [S. sp.]/ WP_053562470.1 48%
Type | polyketide synthase [S. sp.]/ WP_052705933.1 48%

Tabla 7. Resultados del andlisis BLASTP de la secuencia de la cepa 250
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El porcentaje de identidad revela la presencia de estructuras similares asi como una
funcién semejante al policétido sintasa tipo |I.

Por otra parte, la comparacion de la equivalencia de aminoécidos con la secuencia de
la cepa Streptomyces sp. Con nimero de acceso WP_070202984.1 mostré un 48% de
semejanza (Fig.26).

WP_070202984.1 1151 -------- SSDGYKITGNGSSLISGRVSYTLGLSGPALTIDTACSSSLVALRLACEAL 1200
Secuencia 250 1 SCPAL 5
WP_070202984.1 1201 RSGECDLALAGGVTVMST PQ | FVEFSR LNGL AADGRCKSFADDADGTSWA 1250
Secuencia 250 6 GAVECDVALAGGVTVMSSGRDASSAGGDEGWPA LGRFKVFAV LAD | AVWV 55
WP_070202984.1 1251 ---EGCGVLVLKRLSDARRDGDRVLAVVRGTAMNQD---------------- GRSQGLTAP 1292

Secuencia 250 56 ---TQ LRVLVLD- CSS LKTET CVF FSFFASSF VKKDHLVWLAYIGH HLYL - LP 103

WP_070202984.1 1293 ------ NGLAQQRVVRSALADGRLT------ PADIDAVEAHATGTVLGDPIEAGALASV 1339

Secuencia 250 104 ------ QVL--m-mmmmmmmmemeeeee LSLGS | TIHL NTEID FT 123
WP_070202984.1 1340 ------ FSGRVRP-LHLGS--------=--=---- AKSNI GHAQAASGYV |G-----==-=mmmmmemeeee VI 1369
Secuencia 250 124 ------ FKP | VYPILHCST NIQCHCRRCDRSDLGYR | N DLPFVGRYLVKQYTLK IV 173
WP_070202984.1 1370 KMVLALQHELLPRTLHAEKPNTRIDWTGGELELLREPRKWPRTRRVRRAG----- 1419
Secuencia 250 174 KM 175

Bl Aminoacidos equivalentes

Bl Aminoacidos compartidos

Fig.26. Alineamiento y equivalencia de aminoacidos de la secuencia del aislado 250 y
el poliquetidos sintasa tipo | [Streptomyces sp. / WP_070202984.1]

La identidad y equivalencia de aminoacidos indica que se la secuencia obtenida del
aislamiento 250 comprende un fragmento de una secuencia de policétido sintasa tipo |,
gue confirman que el uso de los oligonucleétidos PKSC3F/PKSC3R disefiados para el
dominio KS de policétidos sintasa modulares tipo | de actinobacterias. Con lo antes
expuesto podemos concluir que solo un aislado de los 70 aislados de Actinobacterias
presento un amplificado para el dominio KS y se relacioné de manera certera con

policétidos sintasa tipo | del género Streptomyces.
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8.8 Informe del modelado de homologia (SWISS-MODEL)

La prediccion de la posible estructura 3D de la proteina de la secuencia de 181

aminoacidos proveniente de la secuencia 250 (Tabla 8) indic6 similaridad con 50

plantillas del SWISS-MODEL (https://swissmodel.expasy.org). La identidad mas alta fue

de 38.57% con una 6-Desoxieritronolida B sintasa. Al mismo tiempo, se visualizan dos

modelos con una identidad media de 28.57% y 25.71, afines a Beta-cetoacil-sintasa,

asi como Policétido sintasa respectivamente (Tabla 8).

Modelo 1

Modelo 2 Modelo 3

Estructura
Y
s el .
PR s
Identidad
Con o 6 0
Plantillas 38.57% 28.57% 25.71%
Estado-oligo Mondmero Mondmero Monomero
Resolucién 2.73°A 2.0°A 4.2°A
Similitud 0.33 0.31 0.31
Cobertura 0.40 0.40 0.40
GMQE 0.18 0.16 0.17
QMEN4 -4.53 -4.90 -4.35
Descripcién  6- Desoxieritronolida Beta-cetoacil Policétido sintasa

B sintasa.

sintasa

Tabla 8. Descripcion de Modelos de homologia (SWISS-MODEL)
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Se obtuvo como resultado que la secuencia diana de 181 aminoacidos presenta la 6-
Desoxieritronolida B sintasa (DEBS) se ha descrito como una policétido sintasa tipo |
en la especie de actinobacteria Saccharopolyspora erythraea. DEBS son multienzimas
que estan formadas por tres mitades DEBS 1, 2, y 3 (Fig. 27). Ademés DEBS es
responsable de la sintesis del anillo macrolido, que es precursor del antibiotico
Eritromicina (Fig. 28).

6-Deoxyerythonolide B synthase (DEBS)

DEBS 1 DEBS 2 DEBS 3

load Modulel Module 2 Module3  Module 4 Module 5 Module 6 End

0
AT. Acetiltranferasa NN
KS. Cetosintasa p ,\ { »
ACP. Proteina portadora de acilos e NoH N
KR. Cetoreductasa J . J
DH. Deshidratasa < o ™7 o
ER. Enoilreductasa l )
DEBS. 6-desoxieritronolida B sintasa o’ l “OH

6-Deoxyerythronolide B

Fig.27. Modelo de organizacion de la 6-desoxieritronolida B sintasa
(Cummings et al., 2014)

DEBS 1 HE CHg
DEBS 2 -
Propionil-CoA DEBS 3 ¥ ’ Enf
pi . HE. —_—
Lt o oH
6-Metilmalonil-CoA CHy
o OH
CHg
6-Desoxieritronolida B Ertronolida B

=N e e 2B o

CHy He CHa
oH
H
CHy N(CH 2 HE A on Hﬁ” 2
H | HE \/J\ o—L-CH3
jﬁcns EyK o
an - CHy | oH
} o o o oy
CHa CHa OH
CHy oH CHy

CHg
Eritromicina A Eritromicina G Eritromicina D

Fig.28. Biosintesis de la Eritromicina
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El SWISS-MODEL contribuye aportando datos sobre una posible similaridad de la
secuencia 250 con policétidos sintasas, lo que se fundamenta con la informacion
expuesta anteriormente, el analisis de la secuenciacidbn permiti6 conocer que
probablemente se trate de una beta-cetoacil sintasa y con la traduccién a aminoécidos
se relaciond con un policétido sintasa tipo I. De este modo, concluyo que la secuencia

250 esté relacionada con un policétido sintasa.
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9. Conclusiones

Como resultado de esta investigacion, se obtuvo una cepa perteneciente al género
Streptomyces que amplifico con los oligonucledtidos PKSC3F/PKSC3R disefiados para
el dominio Beta-cetoacil-sintasa (KS). La secuenciacion y posterior analisis revel6 que
presenta una alta identidad con una beta-cetoacil-sintasa, reforzando que los
oligonucledtidos disefiados amplifican el dominio KS. Mientras la secuencia de
aminoacidos presento una identidad del 48% con una policétido sintasa tipo | de
Streptomyces spp. Y una identidad tridimensional con una 6-Desoxieritronolida B
sintasa, un policétido sintasa tipo | responsable de la sintesis del anillo macrdélido, que

es precursor del antibiético Eritromicina.

El uso de oligonucleétidos degenerados disefiados a partir de alineamientos de
nucleotidos para regiones conservadas como el dominio DH y KS en las secuencias de
actinobacterias analizadas es limitante, debido a que existe una gran diversidad

genética en los policétidos sintasa.

Esta tesis contribuye al desarrollo de la investigacion basica, con aportaciones para la
busqueda de microorganismos con capacidad de producir compuestos bioactivos como
los policétidos en regiones poco exploradas como la Reserva de la Biosfera Tehuacan-
Cuicatlan. Ya que podrian tienen gran importancia para la industria farmacéutica como

nuevos blancos terapéuticos para el desarrollo de nuevos farmacos.
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10. Perspectivas

Llevar a cabo la secuenciacion total del aislado 250 con el fin de detectar los dominios
gue componen el gen policétido sintasa. Ademas se propone realizar la identificacion
hasta género y especie de los 70 aislamientos de actinobacterias para poder disefiar

estrategias Utiles para conocer si presentan genes policétidos sintasa.

Probar los oligonucledtidos PKSC3F/PKSC3R disefiados para el dominio KS en
Streptomyces ya identificados para corroborar la eficiencia.

Estudios adicionales se requieren para comprender y disefiar metodologias para la
identificacion de policétido sintasas. Este trabajo sirve como punto de partida para
dichos analisis. Por ejemplo se puede evaluar la produccion de policétidos utilizando

HPLC-UV en las 70 actinobacterias identificadas.
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11.. ANEXOS
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ANEXO A

Sitio Fecha Muestreo  Georeferencia Elevacion Tipo de Poblacién
(msnm)
1 11 septiembre 18°20°49.2 N 1544 N. tetetzo
2014 97°26’55.5 W
2 11 septiembre 18°20'47.4 N 1517 N. tetetzo
2014 97°27°06.7 W N. mezcalaensis
3 11 septiembre 18°19°32 N 1538 N. tetetzo
2014 97°29'40.1 W
4 30 enero 2016 18°31’15 N 1551 N. macrocephala
97°563'18 W N. tetetzo
5 30 enero 2016 18°27°10 N 1668 N. macrocephala
97°51'73 W
6 30 enero 2016 18°24’95 N 1796 N. macrocephala
97°55'99 W

Registro de datos de las zonas muestreadas.

San Marte
Alexcn

30 enero 2016

Acaltian
e Cotaima

San
Tepe

San Gabsie
vl

11 de septiembre

2014

Mapa con ubicacion de los sitios muestreados en las dos épocas de afo.
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Recoleccion de Muestras

Superficie de las cactaceas:

N. macroc

N. tetetzo

Suelo sin cobertura vegetal:

ephaia

ANEXO B
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Rizosfera:

Barniz de la roca:
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Aislamiento y cultivo de microorganismos
Muestras

A

( \

Superﬂme Suelo Rlzosfera Barniz roca Biocrust

| e o ::.(

"‘.‘uivlpr

Cultivo
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Purificacion de las cepas
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ANEXO C

Gel de agarosa 1.5% con los productos de la amplificacion del gen 16S ADN. A: Carriles, M: Marcador
de peso 1Kb; 1: Cepa control (Geodermatophilus); 2: cepa 96; 3: Cepa 98; 4: cepa 73; 5: Cepa 75; 6:
Cepa 72; 7: Cepa 121. B: M: Marcador de peso 1Kb; 1: Cepa control (Geodermatophilus); 2: cepa 125; 3:
Cepa 130; 4: cepa 134, 5: Cepa 140; 6: Cepa 142; 7. Cepa 149; 8. Cepa 86:9: Cepa 74; 10: Cepa 301;
11: Cepa 304.

M: 1.2 3. 4s 506 9 8299 10 11 19 13

Gel de agarosa 1.5% con los productos de la amplificacién del gen 16S ADN. A: Carriles, M: Marcador
de peso 1Kb; 1: Cepa control (Geodermatophilus); 2: cepa 90; 3: Cepa 95; 4: cepa 100; 5: Cepa 102; 6:
Cepa 103; 7: Cepa 104; 8: Cepa 105; 9: Cepa 107; 10: Cepa 151; 11: Cepa 159; 12: Cepa 160; 13: Cepa
162. B: M: Marcador de peso 1Kb; 1: Cepa control (Geodermatophilus); 2: cepa 167; 3: Cepa 170; 4:
cepa 176; 5: Cepa 200; 6: Cepa 179; 7: Cepa 181.
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M1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

PR — 11

Gel de agarosa 1.5% con los productos de la amplificacion del gen 16S ADN. A: Carriles, M: Marcador
de peso 1Kb; 1: Cepa control (Geodermatophilus); 2: cepa 183; 3: Cepa 185; 4: cepa 187; 5: Cepa 189;
6: Cepa 195; 7. Cepa 109; 8: Cepa 99; 9: Cepa 296; 10: Cepa 92; 11: Cepa 199; 12: Cepa 201, 13: Cepa
204. B: M: Marcador de peso 1Kb; 1: Cepa control (Geodermatophilus); 2: cepa 220; 3: Cepa 235; 4.
cepa 232; 5: Cepa 150; 6: Cepa 280; 7: Cepa 270.

20 W3y Ay w5/ ubw e 1.8, 19k 10x 14

Gel de agarosa 1.5% con los productos de la amplificacion del gen 16S ADN. A: Carriles,1: Cepa control
(Geodermatophilus); 2: cepa 301; 3: Cepa 262; 4: cepa 264; 5: Cepa 265; 6: Cepa 295; 7: Cepa 119; 8:
Cepa 240; B.1: Cepa control (Geodermatophilus); 2: cepa 242; 3: Cepa 180; 4: cepa 182; 5: Cepa 152; 6:
Cepa 246; 7: Cepa 156; 8: Cepa 250; 9: Cepa 256; 10: Cepa 282; 11: Cepa 297.
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P L e o T T T2 13

Gel de agarosa 1.5% con los productos de la amplificacion del gen 16S ADN. A: Carriles, 1: Cepa control
(Geodermatophilus); 2: cepa 317; 3: Cepa 210; 4: cepa 209; 5: Cepa 347; 6: Cepa 219; 7: Cepa 80; 8:
Cepa 40; B: Carriles, M: Marcador de peso 100pb; 1: Cepa 158; 2: cepa control (Geodermatophilus); 3:
Cepa 345; 4: cepa 222; 5. Cepa 346; 6. Cepa 196; 7. Cepa 158; 8: Cepa 259; 9: Cepa 207, 10: Cepa
120; 11: Cepa 77; 12: Cepa 225; 13: Cepa 223.

CEPA CEPA RELACIONADA/NUMERO GENBANK IDENTIDAD %
36 Streptomyces sp.lISRBP/ KM361514.1 95%
75  Williamsia deligens / AJ920291.1 97%
121  Arthrobacter sp.SAS16/ KR401260.1 90%
125 Blastococcus sp.TPS357/ KM273129.1 7%
160 Streptomyces hiroshimensis /JF40086.1 97%
170  Curtobacterium pusillum DSM20527T/LN681569.1 97%
201 Modestobacter sp.SSW1-42/ FM995613.1 98%
204  Modestobacter versicolor / KC577584.1 71%
345 Modestobacter sp.MDVD1/ LN810545.1 84%
347 Blastococcus sp. BC517/AJ316572.1 74%

Resultados del analisis BLASTN de las secuencias del ADNr 16S de las cepas aisladas

de actinobacterias.
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