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RESUMEN

RESUMEN

El incremento de la incidencia de infecciones y la resistencia antimicrobiana por Candida,
induce a la busqueda de nuevos antifungicos. Una de las fuentes productoras de
compuestos antimicrobianos son los actinomicetos. En estudios previos, se aislaron cepas
actinomicetales del suelo del estado de Tabasco, algunas de ellas mostrando actividad
antimicrobiana promisoria. En el presente trabajo, 15 actinomicetos se seleccionaron, se
cultivaron en el medio ISP2 y se identificaron utilizando el gen 16s RNAr y los
sobrenadantes del cultivo (SN) de estas se evaluaron contra Candida albicans. Los
resultados mostraron que el 93% de las cepas correpondieron al género Streptomyces.
Entre estas, las cepas de Streptomyces angustmyceticus S6A-03, Streptomyces
manipurensis S3A-05, S. manipurensis S3A-09 y Streptomyces parvisporogenes S2A-04
presentaron actividad anti-Candida. Posteriormente, se confirmé la presencia de los
genes PKS tipo I, Il y NRPS en S. manipurensis S3A-05 y S. parvisporogenes. El extracto
etandlico (EE) del SN de S. parvisporogenes mostré la mas baja concentracion minima
inhibitoria (MIC=0.5 mg/mL). En este extracto se identific6 mediante cromatografia de
liquidos acoplado a un detector masico (LC-MS) su componente principal como

carbazomicina G, un antifangico conocido.

En una segunda parte de la investigacion, las tres cepas anti-Candida se cultivaron en
medios formulados con dos diferentes fuentes de carbono y nitrégeno a las que contiene
el medio ISP2. La cepa S. manipurensis S3A-05 presentdé mayor actividad (MIC=0.31
mg/mL) en los medios con almidén (Al) y con almiddn-peptona de carne (AIPC). Sin
embargo, los EE de los SN de ambas cepas y su fase acuosa residual no mostraron
efecto anti-Candida. Los medios con peptona de carne en presencia de almidén (AIPC) o
glicerol (GIPC), incrementaron la actividad de los SN de S. parvisporogenes (MIC=0.62
mg/mL). Siendo el EE de AIPC el mas efectivo (MIC= 0.12 mg/mL), en el cual se
identificaron los metabolitos carbazomicina G y 2-(1,3-Pentadienil) piperidina, como
principales por LC-MS. La carbazomicina G se detecté en todos los EE de S.
parvisporogenes, asi como otros nueve conocidos metabolitos y otros no conocidos, que
indica que dependiendo del medio se modula la expresion de diferentes metabolitos. Los
resultados confirman que los actinomicetos de suelos tropicales mexicanos son una

fuente importante en la busqueda de productos alternativos contra C. albicans.
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ABSTRACT

The increased incidence of infections and antimicrobial resistance by Candida induces the
search for new antifungals. One of the producing sources for antimicrobial compounds are
actinomicetes. In previous studies, actinomycetal strains were isolated from the soil of the
state of Tabasco, some of them showing promising antimicrobial activity. In the present
study, 15 actinomycetes were selected and cultured in ISP2 medium. They were identified
by their 16s rRNA gene sequence, and their cultivation supernatants (SN) were evaluated
against Candida albicans. The results showed that 93% of the strains corresponded to the
Streptomyces genus. Among these, Streptomyces angustmyceticus S6A-03,
Streptomyces manipurensis S3A-05, S. manipurensis S3A-09 and Streptomyces
parvisporogenes S2A-04 showed anti-Candida activity. Subsequently, the presence of
PKS type |, Il and NRPS genes in S. manipurensis S3A-05 and S. parvisporogenes was
confirmed. The ethanol extract (EE) of the S. parvisporogenes SN showed the lowest
minimum inhibitory concentration (MIC = 0.5 mg / mL). The main component of this extract
was identified as carbazomycin G, a known antifungal, by liquid chromatography coupled
to mass spectrometry (LC-MS)

In a second part of the investigation, the three active strains were grown in media
formulated with another two different sources of carbon and nitrogen. The S. manipurensis
S3A-05 strain showed greater activity (MIC = 0.31 mg/mL) in the media with starch (Al)
and with meat starch-peptone (AIPC). However, the EE of the SN from both strains and
their residual aqueous phase showed no anti-Candida effect. Media with meat peptone in
the presence of starch (AIPC) or glycerol (GIPC) increased the activity of the S.
parvisporogenes SN (MIC = 0.62 mg / mL). The AIPC EE showed the lowest MIC (MIC =
0.12 mg/mL), and the metabolites Carbazomycin G and 2- (1,3-Pentadienyl) piperidine
were identified as the most abundant metabolites their principal components by LC-MS.
Carbazomycin G was detected in all EE from S. parvisporogenes, as well as other nine
known metabolites and some not known, indicating that the expression of different
metabolites may be influenced by the growth medium. The results confirmed that
actinomycetes from Mexican tropical soils are an important source in the search for

alternative products against C. albicans.
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Los miembros del phylum Actinobacteria son considerados como una de las grandes
fuentes de compuestos naturales, por su enorme capacidad para biosintetizar moléculas
con estructuras y actividad biologica altamente diversas, como antitumorales,
inmunosupresivos, enzimas, antiparasitarios, insecticidas, agentes antihelminticos,
herbicidas, antioxidantes, antibidticos y antifUngicos. Entre los primeros antifingicos
descubiertos se encuentran la nistatina obtenida de Streptomyces noursei en 1957 y la
anfotericina B, de Streptomyces nodosus en 1958, los cuales todavia se encuentran a la
venta (Sharma, 2014).

Con el paso del tiempo, las infecciones flngicas invasivas (fungemia) producidas por
especies de levaduras son cada vez mas dificiles de tratar, debido al uso no regulado de
los agentes antimicéticos que ha inducido el incremento de resistencia de los hongos
patdgenos. El tratamiento de este tipo de infecciones queda limitado a los antimicoticos
anfotericina B, fluconazol, itraconazol y 5-fluorocitosina. Sin embargo, la toxicidad
hepatica, renal y sus efectos sobre el sistema endocrino y el aparato reproductor, obligan
a tener una estricta vigilancia de los parametros clinicos del enfermo durante el
tratamiento (Sardi et al., 2013). En patrticular, la fungemia por Candida spp. (candidiasis)
causa infecciones tanto en la mucosa como en los tejidos profundos, y en algunos
estudios la mortalidad ha sido estimada en un 30-50% (Peméan y Quindés, 2016). El
principal agente etioldgico asociado a este padecimiento es Candida albicans. Su
importancia radica en el grave problema de salud publica que representa, lo cual
demanda la bisqueda de nuevos metabolitos activos capaces de combatir a este hongo
patdgeno (Whaley et al., 2017)

Entre las dificultades para encontrar un nuevo antifingico destaca el hecho de que tanto
el hongo, como las células del huésped infectadas son eucariotas, con caracteristicas
bioquimicas similares, por lo que la posibilidad de provocar efectos no deseados sobre el
huésped es mayor. Por otra parte, el costo elevado del desarrollo de nuevos antifingicos
sin garantias, son dificultades afadidas que obstaculizan la bldsqueda de nuevas
sustancias. El antifingico ideal debe ser de amplio espectro, atdxico, con actividad tanto
por via oral como parenteral, sin resistencias, con farmacocinética adecuada y de bajo

costo. Sin embargo, ante la ausencia de este farmaco ideal y teniendo en cuenta la gran
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cantidad de variables que pueden afectar su actividad tanto in vitro como in vivo, es
necesario continuar con la bisqueda de nuevos antifingicos activos también frente a los

patdogenos emergentes (Ngo et al., 2016).

Los actinomicetos capaces de biosintetizar metabolitos secundarios con actividades
antifngicas son candidatos para continuar con el desarrollo biotecnolégico de agentes
terapeulticos novedosos (Keikha et al., 2015). La biosintesis de la mayoria de sus
metabolitos activos, es dependiente de las enzimas policétido sintasas (PKS) y sintasas
de péptidos no ribosémicas (NRPS). Por lo tanto, los genes que codifican estas enzimas,
han sido utilizados para explorar su potencial biosintético en la produccién de compuestos
bioactivos. Sin embargo, la deteccion de estos genes biosintéticos no garantiza su
expresion, o bien que el nivel de expresion sea tal, que afecte la sintesis del compuesto
(Palomo et al, 2013). Esto ocurre debido a diversos factores externos (bibticos y
abidticos), que pueden influir en el nivel de expresién de los genes, y por lo tanto en la
sintesis de los metabolitos secundarios. Por lo cual, el someter los cultivos de
actinomicetos a diferentes condiciones de nutrientes permite activar la expresién de genes
para encontrar nuevos compuestos activos o incrementar la produccién del metabolito
deseado (Pan et al., 2019). Una manera de realizarlo es utilizar el método OSMAC (una
cepa/muchos compuestos), (Liu et al., 2015), esta estrategia ha demostrado que el tipo de
fuente de carbono y nitrégeno tienen un efecto en el desarrollo morfoldgico de los
Streptomyces que coincide con la produccion de metabolitos secundarios con actividad

antimicrobiana (van der Meijj et al., 2017).

En el género Streptomyces se ha visto que la sintesis de metabolitos secundarios que
producen, parece estar regulada por un sistema llamado represion catabdlica del carbono
(RCC). Esto se define como la inhibicion de la expresion de genes requeridos para la
utilizacion de fuentes de carbono secundarias, causada por sustratos carbonados que son
degradados rapidamente, como la glucosa. Por lo tanto, cuando se cultivan en presencia
de condiciones limitantes de carbono cesa la represion por catabolito, sintetizdndose a
partir de ese momento las enzimas necesarias para la biosintesis de metabolitos
secundarios (Forero et al., 2012; Wezela y McDowall, 2011). Al igual, muchas vias
metabdlicas secundarias se afectan negativamente al emplear fuentes de nitrégeno

favorables para el crecimiento. Por ejemplo, las sales de amonio. Una interpretacion de
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esta tendencia es que, al suministrar una buena fuente de nitrégeno, el carbono
disponible se utiliza para el crecimiento generando biomasa. En consecuencia, menos
carbono esté disponible para el metabolismo secundario. Por lo tanto, para la produccion
de metabolitos secundarios es importante utilizar diversas fuentes de nitrdgeno, por
ejemplo, la harina de soya se utiliza como una fuente de proteinas en los medios
complejos y en medios definidos se utilizan aminoacidos lentamente asimilables como la
prolina (Wohlleben et al, 2017; Kim y Kim, 2016).

Recientemente, se han aislado cepas de actinomicetos de suelos tropicales en diferentes
localidades de los estados de Campeche y Tabasco, que han demostrado actividad
antifingica contra Candida albicans. Sin embargo, se desconoce su identidad a nivel de
especie, los metabolitos y los tipos de genes biosintéticos involucrados en su produccion,
asi como la influencia de los nutrientes en su nivel de expresion y por lo tanto en su
actividad. Por lo anteriorMENTE, el presente trabajo consisiti6 en una primera etapa,
identificar molecularmente las cepas de actinomicetos estudiadas, seleccionar las mas
promisorias con base en su mayor actividad antifangica presentada, detectar la presencia
de sus genes PKS y NRPS e identificar los metabolitos que producen. La segunda etapa
consistié en cutivar las cepas en diferentes fuentes nutrimentales de carbono y nitrégeno
con la finalidad de influir en su actividad anifungica y detectar cambios en los metabolitos
gue producen. Los resultados obtenidos servirAn como precedente para facilitar la
optimizacion de la produccion de los metabolitos secundarios involucrados en la actividad

antifingica contra C. albicans de estos actinomicetos.
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1.1 ACTINOMICETOS
1.1.1 Generalidades

El phylum Actinobacteria representa una de las unidades taxonémicas mas grandes entre
los 18 linajes principales actualmente reconocidos dentro del dominio bacteria. Este grupo
inicialmente fue clasificado taxondmicamente clasificado basandose en su morfologia
filamentosa, que se produce durante su el ciclo de crecimiento. Sin embargo, es insuficiente
para la diferenciacion entre las especies de muchos géneros. Actualmente se utilizan ciertos
criterios para su clasificacion e identificacion hasta nivel de especie. Estos incluyen el
crecimiento en distintos medios, produccién y difusibn de pigmentos melanoides, la
composicion de su pared celular, la utilizacion de fuentes de carbono y nitrégeno,
produccion de esporas, porcentaje de guanina + citocina (GC) del ADN, técnicas
moleculares y andlisis filogenéticos derivados de 16S rRNA y de la reaccion de la cadena de
polimerasa (PCR), (Adegboye y Babalola, 2012).

Las actinobacterias presentan una amplia variedad de morfologias, incluyendo formas
cocoides (Micrococcus) y cocobacilares (Arthrobacter), asi como las formas de hifas
fragmentadas (Nocardia) y también la forma con micelios permanentes altamente
ramificados y diferenciados (por ejemplo, Frankia, Streptomyces). Las esporas son
extremadamente importantes en su identificacion taxonémica, se pueden formar en el
sustrato, en el micelio aéreo o en ambos, como células individuales o en cadenas de
diferentes longitudes. En otros casos, las esporas se pueden albergar en vesiculas

especiales (esporangios) y pueden estar dotadas de flagelos (Barka et al., 2016).

Debido a que no producen mucopolisacaridos, los actinomicetos forman colonias
aterciopeladas o polvosas, adherentes, cerosas o calcareas, firmes y lisas, que crecen en
dias o semanas de incubacion. Pueden presentar pigmentacién anaranjada, ocre, rosada, o
gris, que pueden ser de tres tipos: el que se desarrolla en las esporas, el que es retenido en
el micelio vegetativo y el que es difundido por el medio. La formacion de este Ultimo es
debida a la accion de la enzima tirosinasa sobre tirosina que la convierte en el pigmento
melanina. Las colonias maduras son ligeramente cénicas en la seccion transversal y

frecuentemente presentan elevacion en la zona central. El olor a suelo humedo es
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caracteristico de cultivos de colonias maduras del género Streptomyces, producido por un
metabolito llamado geosmina (Sharma, 2014). En cultivo liquido, el crecimiento puede
ocurrir de tres diferentes formas: esferas (pellet), fragmento miceliar y micelio disperso. El
tamafio de las esferas esta en funcién del in6culo, oxigeno disuelto y pH (Meurant, 2012).
Todas las especies son Gram positivas, aunque las especies de Nocardia pueden variar
(Gram positivas o negativas). La composicion de bases del ADN de todos los miembros de
Actinomicetales estd dentro de un margen relativamente estrecho del 70% de GC. Estos
organismos poseen los mayores porcentajes de GC de todas las bacterias (de Lima
Procopio et al., 2012).

En cuanto a su habitat, los actinomicetos se han encontrado en diversos ecosistemas
acuaticos vy terrestres, debido a la habilidad que poseen para usar casi cualquier fuente de
nutrientes disponible para su desarrollo, tales como proteinas, pectinas, celulosa,
hemicelulosa, lignina y quitina entre otros, existen como saprofitos, simbiontes y patdégenos
(Dyson, 2011). En la mayoria de los suelos, se encuentran alrededor de 10" a 10" unidades
formadoras de colonias (UFC) de actinomicetos por 1 gramo, que constituyen del 1-20% del

namero total de microorganismos (Lee y Hwang, 2002).

En el suelo, miembros de la familia Streptomycetaceae, principalmente del género
Streptomyces, se encuentran en un 90% o incluso mas de todos los actinomicetos
presentes. Los géneros Actinomices, Actinoplanes, Microbispera, Micromonaospora,
Nocardia y Streptosporangium han sido también encontrados, pero en menor cantidad
(Tiwari y Gupta, 2011). Al igual que otros microorganismos del suelo, la mayoria de los
actinomicetos se comportan como mesoéfilos, con un 6ptimo crecimiento a 25-30 °C y
pueden crecer con un pH entre 5.0 y 9.0, sin embargo, alcanzan su 6ptimo crecimiento en
suelos con un pH cercano a la neutralidad (Poomthongdee et al., 2014). Como muchos
suelos son acidos, el pH es claramente un factor que determina su distribucién. Estos
microorganismos también se han aislado de suelos fuertemente acidos con un pH éptimo de
crecimiento de 4.5 (Zakalyukina et al., 2002). Los actinomicetos aciddfilos difieren de los
neutréfilos no sélo por lo referente al pH sino también por otras propiedades fisiolégicas.
Reportes en la literatura indican que los actinomicetos acidoéfilos juegan un papel importante
en la descomposicion de quitina en los suelos forestales acidos (Golinska y Dahm, 2011). La
abundancia de materia organica también juega un papel importante, se ha observado una
elevacion del numero de actinomicetos en otofio cuando se hace la deposicion de residuos

vegetales frescos (Lee y Hwang 2002). Otros factores que influyen en el niumero y la
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proporcion de los actinomicetos en la microflora tellrica es la aireacién y la humedad; la
mayor parte de los actinomicetos son aerobios y prefieren tasas de humedad poco elevadas
del orden de 10 al 30%. Se encuentran presentes sobre todo en la capa comprendida entre
la superficie del suelo y los dos metros de profundidad, estando su Optima distribucion entre
2 -15 cm, su numero disminuye con la profundidad (Bhatti et al, 2017). Son generalmente
Mas numerosos que otras bacterias, pero menos que los hongos (Shukla y Varma, 2011).

Durante afios, los suelos han sido seleccionados y explorados por la industria farmacéutica,
como una fuente importante en la busqueda de actinomicetos para la produccion de
metabolitos secundarios biolégicamente activos (Traxler y Kolter, 2015). En los ultimos afios
han sido casi abandonados debido al empleo de estrategias basadas en el cribado de alto
rendimiento (HTS) de bibliotecas quimicas. Este ultimo enfoque no ha sido productivo hasta
el momento, por lo que los suelos contindan siendo estudiados. Sin embargo, sélo una

pequenfia fraccién de taxones de actinomicetos han sido descubiertos (Tyc et al., 2017).
1.1.2 Diversidad e importancia del metabolismo biosintético de los actinomicetos

Los actinomicetos son una fuente microbiana de compuestos con un gran valor comercial;
alrededor del 70% de los antibiéticos se obtienen de ellos, al igual que otros metabolitos
secundarios activos, tales como antitumorales, imunosupresores, agentes antioxidantes,
entre otros, asi como enzimas, todos ellos con aplicaciones en la industria, medicina y la

agricultura (Chavan et al., 2013).

Los metabolitos secundarios sintetizados por estos microorganismos muestran una variedad
de estructuras quimicas y actividad bioldgica, resultado de una serie de reacciones como
son la condensacién, metilacion, oxidacion, polimerizacion, reduccion entre otras (Walsh y
Fischbach, 2010). Los actinomicetos biosintetizan metabolitos a través de diferentes vias,
acetato/malonato, acido shikimico, aminoacidos, azucares, mevalonato, nucledsidos, y
también a través de vias compuestas (Meurant, 2012). Esto origina productos como los
aminoglucdsidos (estreptomicina y kanamicina), antraciclinas (doxorrubicina), ansamicinas
(rifampicina), B-lactamas (cefalosporinas), macroélidos (eritromicina), nucledsidos
(puromicina), polienos (nistatina), poliéteres (salinomicina), tetraciclinas, péptidos y

glucopétidos (vancomicina), entre otros (Cuadro 1.1, Figura 1.1) (Bérdy, 2012).
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Cuadro 1.1 Diversidad de metabolitos secundarios producidos por actinomicetos.

Actinomiceto Productor

Metabolito y su

Clasificacion

Referencias

aplicacion
Streptomyces antibioticus Actinomicina P_éptido no Kawai et al.,
(antitumoral) ribosomal 2007
Streptomyces lavendulae (iﬁ;igggir?;%% Péptido no Fjaervik y
ribosomal Zotchev, 2005

Streptomyces griseus

Streptomyces peuceticus
subespecie caesius

Amycolatopsis
rifamycinica

Streptomyces cattleya

Saccharopolyspora
erythraea

Streptomyces alboniger

Streptomyces noursei

Streptomyces albus

Streptomyces viridifaciens

Nocardia orientalis

y antifingico)

Estreptomicina
(Antibacteriano)

Doxorrubicina
(Antitumoral)

Rifampicina
(Antibacteriano)

Tienamicina
(Antibacteriano)

Eritromicina
(Antibacteriano)

Puromicina
(Antibacteriano,
Antiflngico,
Antiprotozoario)

Nistatina
(Antifangico)

Salinomicina
(Antibacteriano,
Antiprotozoario)

Tetraciclinas
(Antibacteriano)

Vancomicina
(Antibacteriano)

Aminoglucésido
Antraciclina

Ansamicina

B-lactama
(Carbapenema)

Macroélido

Nucle6sido

Polieno

Poliéster

Tetraciclina

Glucopéptido

Mufioz —LoOpez,
2015

Malla, et al.,
2010

Zhao, et al.,
2010

Nufez et al.,
2003

Oliynyk et al.,
2007

Séanchez et al.,
2006

Brautaset et al.,
2011

Parajuli et al.,
2013

Canale-
Guerrero et al.,
2012

Paez et al.,
2014
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Figura 1.1 Algunas estructuras quimicas de metabolitos secundarios producidos por

actinomicetos (Mufioz—L6pez, 2015; Paez et al., 2014; Brautaset et al., 2011; Nufiez et al.,

2003.
Durante el crecimiento del microorganismo, los metabolitos generalmente comienzan a
acumularse en la idiofase (el final de la fase logaritmica a la fase estacionaria) y su sintesis
depende en gran medida de las condiciones de crecimiento (Ali et al., 2018). La produccion
es generalmente cuando el crecimiento esta limitado por el agotamiento de un nutriente

clave como el carbono o el nitrégeno (Chater, 2016).

Los agentes antimicrobianos son los compuestos quimicos que inhiben o matan a los
microorganismos, porque tienen la capacidad de interferir en su actividad metabdlica. Estos
pueden ser clasificados sobre la base de su espectro de accién en: amplio espectro, cuando
actlan sobre una gran gama de microorganismos, de diferentes especies y géneros; de
espectro limitado, actian solo contra un rango limitado de microorganismos, como una
familia especifica y de espectro reducido, actian s6lo contra un sector limitado de
microorganismos, por ejemplo, contra bacilos gram negativos aerobios (Melander et al.,
2018)
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El descubrimiento de los primeros antimicrobianos en actinomicetos, lo realizaron Waksman
y colaboradores en los afios 40 (Mahajan y Balachandran, 2012). Estos correspondieron a la
actinomicina, un péptido no ribosomal obtenido de Streptomyces antibioticus, que
actualmente se emplea en quimioterapia por su toxicidad celular; la estreptotricina, un
péptido no ribosomal de Streptomyces lavendulae, el cual posee actividad contra hongos y
bacterias; y la estreptomicina, un aminoglucésido de Streptomyces griseus, con actividad
contra Mycobacterium y bacterias gram negativas (Cuadro 1.1). Después de esos sucesos,
nuevos antimicrobianos y sus diferentes aplicaciones han sido descubiertos (Demain, 2014;
Solecka et al., 2012).

Los actinomicetos poseen la capacidad de biosintetizar mas de una sustancia antibittica,
por ejemplo, una cepa de Micromonospora puede producir alrededor de 48 diferentes
aminoglucésidos con propiedades antibioticas (Chaudhary et al., 2013). Por otra parte, un
mismo compuesto antimicrobiano puede ser producido por diferentes especies de
actinomicetos, asi, la tetraciclina se obtiene de Streptomyces viridifaciens y Streptomyces
aurofaciens (Vastrad y Neelagund, 2011). Al igual, el mismo compuesto puede presentar
mas de una actividad bioldgica, tales como la estreptotricina, la salinomicina, la puromicina
entre otros (Waksman et al., 2010). (Cuadro 1.1).

El 75% de los antimicrobianos producidos por los actinomicetos provienen del género
Streptomyces, debido a esto, han sido objeto de estudios de modificacién genética para
incrementar la sintesis de sus compuestos. Por ejemplo, cepas de Streptomyces
hygroscopicus producen alrededor de 200 antibidticos, otro ejemplo son las cepas de S.
griseus que sintetizan aproximadamente 40 compuestos antimicrobianos diferentes, entre

los cuales se encuentran la estreptomicina y candicidina (Demain, 2014).
1.1.3 Metabolitos antifungicos producidos por actinomicetos

La mayoria de compuestos antifingicos que provienen de los actinomicetos se han
obtenidos del género Streptomyces. La nistatina producida por Streptomyces nourse, y la
anfotericina B obtenida de Streptomyces nodosus, poseen actividad contra Candida,
Aspergillus, Histoplasma y Coccidioides. La natamicina es producida por Streptomyces
natalensis, es empleada como conservador natural en la industria alimentaria para evitar la
descomposicion por hongos y esté indicada en el tratamiento de infecciones en los ojos
causadas ocasionadas por Candida, Aspergillus, Cephalosporium, Fusarium y Penicillium.

La polioxina y la nikomicina se obtienen de Streptomyces cacaoi var. asoensis Yy
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Streptomyces tendae, respectivamente; estos antifingicos presentan actividad contra

hongos filamentosos como son Aspergillus y hongos dimoérficos como Coccidioides (Ngo, et

al., 2016).

Para el control de C. albicans el primer antimicrobiano reportado fue la rapamicina

(Streptomyces hygroscopicus NRRL 5491), el cual también demostré tener actividad contra

otros hongos patégenos de humanos, tales como Aspergillus fumigatus, Cryptococcus

neoformans, Fusarium oxysporum y especies patdgenas de Penicillium, también posee

actividad inmunosupresora. La partricina también denominada mepartricina (Streptomyces

aureofaciens), activo también contra Trichomonas vaginalis y protozoarios. La candicidina

obtenida de Streptomyces griseus y la nistatina producida por Streptomyces noursei,

presentan actividad contra diferentes especies de Candida (Demain, 2014; Kong et al.,

2013; Bastidas, 2012).

Cuadro 1.2 Ejemplos de antifingicos descubiertos en actinomicetos (Demain, 2014; Kong, et al.,

2013).

Antifingicos Actinomiceto productor Tipo de compuesto
Anfotericina B Streptomyces nodosus Polieno
Candicidina Streptomyces griseus Polieno
Natamicina Streptomyces natalensis Polieno
Nistatina Streptomyces noursei Polieno
Nikomicina Streptomyces tendae Depsipéptido ciclico
Partricina (mepartricina)  Streptomyces aureofaciens NRRL 3878 Polieno

Polioxina
Rapamicina

Streptomyces cacaoi var. asoensis Depsipéptido ciclico
Streptomyces hygroscopicus Policétido
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Figura 1.2 Estrutctura quimica de antifingicos sintetizados por actinomicetos (Demain,
2014; Kong, et al., 2013).
1.1.4 Grupos de genes biosintéticos péptidos no-ribosomal (NRPS) y policétidos
sintasas (PKS) en actinomicetos

Diversas moléculas con aplicaciones biotecnoldgicas derivadas del metabolismo secundario
microbiano, son sintetizadas por enzimas sintasas, que corresponden a la sintesis de
péptidos no-ribosomales (NRPS) y policétidos (PKS). De estos ultimo se conocen tres tipos
de PKS bacterianos: PKS-I, 1l y lll (Risdian et al., 2019).

Las PKS de tipo I, también llamadas PKS modulares, contienen varios dominios funcionales
gue participan paso a paso en la sintesis del policétido, cada modulo es responsable de un
ciclo de la elongacién de la cadena. En cada dominio catalitico se lleva a cabo una funcion
una sola vez durante la sintesis, hasta que se completa la estructura definitiva (Moretto et
al., 2019). Son mas versatiles que las de tipo Il en cuanto a los sustratos que utilizan, y dan

lugar a estructuras moleculares complejas, a menudo ciclicas (macroélidos) (Chen y Du,
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2015). Un ejemplo es la sintasa 6-deoxieritromicina B (DEBS), involucrada en la biosintesis

de la eritromicina (Shelest et al., 2015).

Cada PKS | codifica médulos con tres dominios basicos que corresponden a cetosintasa
(KS), aciltransferasa (AT), y a la proteina portadora de acilo (ACP), que estan involucrados
en la seleccién y condensacion de la unidad extendedora. Junto a éstos pueden aparecer
dominios: cetorreductasa (KR), deshidratasa (DH), enoil reductasa (ER), y otros dominios
con diferentes funciones: metiltransferasa (MT), ciclasa (CYC), y tioesterasa (TE),
involucrados en la reduccion del grupo B-ceto formado en la condensacion (Dutta et al.,
2014). Todos estos dominios estan involucrados en la biosintesis de la nueva cadena de
policétido. El sustrato especifico de cada elongacién de la unidad de carbono esta
determinado por el dominio AT donde dos grupos principales de acil transferasa, malonil
coenzima A transferasa y metil-malonil coenzima A transferasa pueden ser claramente

distinguidos a nivel secuencia (Figura 1.3) (Vance et al., 2016).

Tipo |
Madulo
de carga Médulo 1 Médulo 2 Médulo 3 Médulo 3
:LATAApPJ [KSIATIKRIACP‘ LKSLATlAcpJ LKSLATIKRIDHIACPJ - NKSTATIKRIDHlACPJ
R = S S = o S
(7 =~ L o . g
R/ﬁ
R == =0 0O |
g ) d ) d 3 OH 0] 0

Figura 1.3 Organizacion de PKS I. ACP: proteina portadora de acilo. AT: aciltransferasa.

DH: dehidratasa. KR: cetorreductasa. KS: cetosintasa (Olano et al., 2010).
Las PKS Tipo Il son complejos de varias enzimas mono o bifuncionales que actdan de
manera iterativa. En este sistema cada dominio catalitico se encuentra en una proteina
separada, donde cada polipéptido lleva a cabo una Unica actividad enzimatica, empleado
sucesivamente en varios ciclos e incorporando una nueva unidad cada vez, hasta completar
la molécula final. Estas forman metabolitos secundarios con estructuras de anillos
aromaticos, por ejemplo, en la sintesis de antibiéticos aromaticos, como las tetraciclinas.

Emplean casi exclusivamente acetil coenzima A y malonil coenzima A (Zhang et al., 2017).
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Figura 1.4 Organizacion de PKS II. KSa y KSB subunidades B-cetoacilo sintasa. ACP:

proteina portadora de acilo (Olano et al., 2010).
Las NRPS son enzimas multidominio construidas por unidades cataliticas llamadas
modulos. Los médulos de NRPS consisten en tres dominios cataliticos, cada uno selecciona
y activa un aminoacido que formara parte de la estructura del péptido. EI dominio de
adenilacién (A) determina la entrada del sustrato, es responsable del reconocimiento y
activacion del aminoacido mediante la formacion de un derivado adenilado. El aminoacido
activado se une mediante una union tioéster al cofactor 4’-fosfopanteteina del dominio de
tiolizacion (dominio T), también nominado dominio de la proteina acarreadora de peptidil
(PCP). A partir de alli los radicales aminoacilo o peptidilo pueden ser condensados al
modulo vecino. Esta reaccion se cataliza por el dominio de condensacién (dominio C). El
dominio de condensacion (C) cataliza la formacion del enlace C-N (peptidico) entre la
cadena elongada y los aminoacidos activados. Estos tres dominios, el dominio C, el Ay el T
(PCP) forman habitualmente la unidad fundamental de las NRPS. El ultimo mddulo de una
contiene por lo regular un dominio tioesterasa o dominio de terminacion (Te), el cual es

responsable de la liberacién del producto de sintesis (Condurso y Bruner, 2012).
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Figura 1.5 Esquema de la linea de ensamblaje de una NRPS. PCP: proteina acarreadora.

A: adenilacion C: condensacion TE: tioesterasa (Condurso y Bruner S, 2012).
También existe una agrupacion de genes que contienen NRPS/PKS, que codifican la
formacion de productos derivados del hibrido. Los compuestos sintetizados por este sistema
hibrido pueden ser divididos en dos clases: el primero incluye los productos sintetizados de
manera individual por los NRPS y PKS, los cuales, finalmente se acoplan en un producto
hibrido final. En la segunda clase las enzimas NRPS y PKS estan funcionalmente
conectadas, lo que conduce directamente a un metabolito hibrido péptido-policétido
(Nikolouli y Mossialos, 2012).

Las enzimas policétido sintasa PKS-l y PKS-Il y las péptido sintasa no-ribosomales (NRPS)
son las que han sido descritas extensamente en los actinomicetos como las responsables

de la biosintesis de una diversa y amplia gama de metabolitos secundarios.

Los actinomicetos poseen grandes genomas y utilizan una fraccion sustancial de su
capacidad codificada (5-10%) para la produccion de la mayoria de los metabolitos
secundarios (Zhang et al., 2020). En los genomas de bacterias menores a 3 MB, los genes
NRPS y PKS son raros o ausentes. En bacterias con genomas mayores de 5 MB, la
correlacion entre el tamafio del genoma y el nimero de clusters de genes de PKS y NRPS
es lineal, esto significa que el porcentaje de la capacidad de codificacién dedicado a estos
genes incrementa con el tamafio del genoma. En un genoma lineal de 9.0 MB, los genes de

metabolitos secundarios comprenden el 6.6% del genoma (lkeda et al., 2013).

La exploracion del genoma de los actinomicetos para la deteccién de los genes PKS y
NRPS se emplea para descubrir su potencial en la produccion de compuestos bioactivos.
Mediante el andlisis bioinformatico de sus secuencias se pueden descubrir nuevas vias
biosintéticas y predecir su producto natural correspondiente (Nikolouli y Mossialos, 2012).

Diversas investigaciones se han realizado en diferentes nichos ecoldgicos para el
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aislamiento de actinomicetos y la deteccion de estos genes biosinteticos. Ding et al. (2013)
aislaron cepas de suelos en el noreste de la meseta del Tibet, pertenecientes a los géneros
Micromonospora, Streptomyces y Streptosporangium con actividad antimicrobiana. La
mayoria de las cepas tuvo la presencia de genes que codifican NRPS, PKS-l y PKS-II,
muchos de estos pertenecian al género de Streptomyces. Una de las cepas de este género
la SD-31 presenté genes NRPS y PKS-Il y fue seleccionada para el estudio de su producto
bioactivo. El resultado mediante HPLC-MS mostr6 que podria producir granatomicina A,
granatomicina C y un compuesto no conocido. Las granatomicinas son antibiéticos de tipo
naftoquinonas, son policétidos arométicos en cuya sintesis intervienen las enzimas

policétido sintasa de tipo Il.

Li et al. (2014) obtuvieron de un coral cepas de actinomicetos con actividad antimicrobiana.
En siete de quince cepas analizadas, se les detect6 genes PKS-I y NRPS, nueve poseen
PKS-Il. A partir de la deduccion de las secuencias de aminoacidos de los genes usando
GenBank BASTP, se determiné que una de las secuencias de PKS-I posee un porcentaje de
identidad de 91% fuertemente relacionada con el gen involucrado en la biosintesis del
antibidtico polieno FR-008 producido por Streptomyces sp. FR-008 (AAQ82568). Una
secuencia de PKS-Il mostr6 una identidad de 90% a nivel de aminoacidos a Streptomyces
argillaceus ATCC 12956, el cual produce el antibiético antitumoral mitramicina. Otra
secuencia de PKS-IlI presentd un porcentaje alto de identidad de 99% con la sintasa -
cetoacil de Micromonospora sp. L5 involucrada en la produccion de antraciclina, incluyendo
alcacinomicinas y daunorubicina-dexorubicina. La secuencia de PKS-II de uno de los
aislados mostr6 un porcentaje de identidad de aminoacidos de 99% con la sintasa ceto de
Streptomyces maritimus productora de enterocina. Cuatro secuencias de NRPS presentaron

porcentajes de identidad menores a 70%, esto sugiere que podrian ser genes novedosos.

Saker et al. (2015) colectaron suelos de dos regiones aridas del Sahara y obtuvieron 69
aislados de actinomicetos, de los cuales 47 presentaron actividad antimicrobiana. Las cepas
no activas se analizaron para detectar la presencia de genes PKS y NRPS. Los resultados
mostraron que el 87% de estos aislados presentaron los genes NRPS, el 50% los PKS-1l y el
16% los PKS-I. Los autores comentan que el medio de cultivo utilizado en este estudio pudo
no haber provisto de todas las condiciones fisicoquimicas y nutricionales necesarias para
estimular la produccion de metabolitos secundarios bioactivos en estos aislados, a pesar de

que presentan los genes que confirman su potencial biosintético.
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Debido a que los actinomicetos poseen una codificacion mayoritaria en su genoma para las
funciones de PKS y NRPS, son considerados como los lideres en la produccion de
metabolitos secundarios bioactivos, lo que justifica el reorientar los esfuerzos en el

descubrimiento de sus metabolitos secundarios (Hwang et al., 2013).
1.1.5 Activaciéon del metabolismo secundarios de los actinomicetos

Los actinomicetos pueden variar su metabolismo biosintético cuando son cultivados in vitro,
en consecuencia, ciertos metabolitos se producen solo bajo ciertas circunstancias que le
proporcionan ventajas selectivas in situ (Rebets et al.,, 2014). Debido a esto, diferentes
estrategias se han empleado en estos microorganismos para estimular la biosintesis de
compuestos activos en su metabolismo secundarios. Una de estas estrategias es la
manipulacion de las condiciones de su cultivo en el entorno ambiental (factores abiéticos y
biéticos) y en la nutricién, logrando un completo cambio en el perfil metabélico que conduce
a una diversidad quimica, influyendo incluso en su cantidad, esta estrategia se denomina
por sus siglas en inglés como OSMAC (one strain many compounds, en inglés) que significa

"una cepa, muchos compuestos"” (Baral et al., 2018)

En lo que respecta al tipo de nutrientes, las fuentes de carbono y nitrégeno son factores muy
importantes en la produccion de metabolitos secundarios. La disponibilidad dle sustrato para
la biosintesis de metabolitos se relaciona con la modulacion del proceso enzimatico,
activando y estabilizando las enzimas involucradas en el proceso. Los azlcares como la
glucosa se usan habitualmente como fuente de carbono para el crecimiento y la produccion
de metabolitos durante la fermentacion. Sin embargo, la produccion de algunos metabolitos
se reprime en la presencia de este sustrato, inhibiendo enzimas involucradas en el proceso,
y en consecuencia, conduce a la activacion de otras vias metabdlicas (Escher et al., 2016;
El-Naggar et al., 2015). Diversos estudios en la produccion de varios antibiticos tales como
actinorrodina, cloranfenicol, cefamicina, actinomicina, kanamicina, eritromicina,
estreptomicina y puromicina, han revelado que la glucosa bloquea su sintesis. Lo anterior
ocurre porque sus enzimas son reguladas por el catabolismo del carbono. Si existe un
rapido consumo de fuentes de carbono tales como la glucosa, se inhibe la actividad de las
enzimas catabdlicas en los procesos de sintesis de estos compuestos (Wezela y McDowall,
2011). Esto también sucede, en la produccion del antifangico contra C. albicans denominado

bahamaolida A, cuando Streptomyces sp. CNQ343 se cultiva en presencia de glucosa, se
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presenta una inhibicion moderada de la levadura; por el contrario, cuando el actinomiceto es

cultivado en acetato, el cultivo presenta una potente actividad inhibitoria (Lee et al., 2014).

La produccion de diversos compuestos de interés industrial es regulada por la fuente de
nitrégeno, que afecta tanto el metabolismo primario como secundario. Cuando en el medio
de cultivo existe un sustrato nitrogenado de facil asimilacion, el carbono se utiliza para el
crecimiento generando biomasa. Cuando menos carbono esta disponible para el
metabolismo secundario, como consecuencia las enzimas que intervienen en la creacion de
los metabolitos se reprimen y al agotarse el sustrato las otras fuentes, como el nitrégenose
utilizan para la biosintesis. Un ejemplo de esto, ocurre cuando Streptomyces venezuelae es
cultivado en un medio que contiene amonio y nitrato, la produccion de cloranfenicol se
retrasa hasta que el amonio se haya consumido y el crecimiento del actinomiceto
permanece lento hasta el posterior consumo del nitrato. Por lo tanto, para la produccion de
metabolitos secundarios es importante utilizar diversas fuentes de nitrégeno, por ejemplo, la
harina de soya se utiliza como una fuente de proteinas en los medios complejos y en medios
definidos se utilizan aminoacidos lentamente asimilables como la prolina (Meurant, 2012;
Wezela y McDowall, 2011). En la sintesis de las agliconas de los macrdélidos, la alta
concentracion de NH," regula negativamente el catabolismo de aminoéacidos tales como la
treonina, valina, y &cido succinico, dando como resultado un suplemento limitado de acidos
grasos necesarios para su produccién (Zhu et al., 2014; Ruiz et al.,, 2010;). Diferentes
estudios reportan el empleo de fuentes nutricionales complejas de carbono y nitrégeno, tales
como el almidon y la harina de soya, entre otros, como efectivos en el incremento de

metabolitos activos (Cuadro 1.3).
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Cuadro 1.3 Ejemplos de fuentes de carbono y nitrégeno que influyen en el incremento de
metabolitos activos sintetizados por actinomicetos aislados de diferentes suelos.

Fuente de carbono Fuente de nitrégeno Referencia

Glicerol Triptona Banga et al., 2008
Almidon Nitrato de sodio Houssam, et al., 2011
Manitol Asparagina Naragani et. al., 2014
Celobiosa Peptona Holkar et. al., 2013
Sucrosa Peptona de soya Mangamuri et. al., 2014
Lactosa Asparagina Narangani et. al., 2014
Glucosa Harina de soya Bahavana et. al., 2014
Glicerol Peptona Al-Hulu et. al., 2015

Multiples trabajos de investigacion han empleado el enfoque OSMAC junto con otras
estrategias para identificar o descubrir productos naturales de cepas que no se conocian
como productoras de compuestos bioactivos. Una combinaciéon del enfoque OSMAC vy la
mineria genética (busqueda en el génoma) en Streptomyces coelicolor llevé a la
identificacion y el aislamiento del sider6foro coelichelin biosintetizado via NRPS. Los
investigadores utilizaron el andlisis in silico para predecir la estructura quimica y
propiedades del metabolito secundario codificado por un grupo de genes encriptados. Su
hipotesis de que el metabolito actuaria como agente quelante de Fe*' fue critico para la
seleccibn de las condiciones de cultivo utilizadas para identificar el compuesto
correspondiente. Se encontr6 que S. coelicolor acumula coelichelin cuando crece en
deficiencia de hierro, pero no en los medios de cultivo ricos en hierro (Challis, 2014; Yague
et al., 2013).

Para estudiar la influencia de las fuentes de nitrdgeno en la produccion de rifamicina SV en
Amicolaptosis mediterranei U32, se probaron el nitrato y el amonio, asi como su mezcla. El
nitrato fue la fuente de nitrégeno que estimuld notablemente el rendimiento de rifamicina SV.
El nitr6geno total no fue el factor limitante para la produccién de rifamicina SV, ya que en la
mezcla de amonio y nitrdgeno se obtuvo el mismo rendimiento que en la condicién de nitrato
(Shao et al., 2015).
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La concentracion de la fuente de nitrégeno también influye en la expresion de los genes
involucrados en la biosintesis de antibioticos. Wei et al., (2012), optimizaron la concentracion
de diferentes fuentes de nitrégeno en la produccién del antibidtico validamicina A sintetizado
por Streptomyces hygroscopicus 5008. El nivel de la expresion de los genes biosintéticos
valABC, valKLMN vy valG disminuyd cuando el microorganismo se cultivd con
concentraciones mayores de las fuentes de nitrdgeno empleadas en el estudio (harina de
soya y extracto de levadura), influyendo en el rendimiento del antibiético.

1.2 Candida albicans

Los hongos levaduriformes pertenecientes al género Candida forman parte de la
microbiotanormal de la cavidad oral, del tracto intestinal y del vaginal. Sin embargo, cuando
su nivel de colonizacion es alto pueden ser agentes patdgenos causantes de infecciones
invasivas y superficiales en las mucosas de estos tejidos, produciendo varias enfermedades,
tales como la candidiasis vaginal y oral, enfermedades del intestino (enfermedad de Crohn y
la colitis ulcerosa), (Whaley et al., 2017). También pueden producir infecciones sistémicas
potencialmente mortales que se adquieren generalmente a través de las superficies
mucosas, esto ultimo ocurre principalmente en pacientes inmunocomprometidos, por lo cual
las especies de Candida spp. son un problema cada vez mayor en el sector salud (Arendrup
y Patterson 2017; Naglik et al., 2014).

La especie mas comun que produce infecciones en la mucosa humana es C. albicans. Esta
levadura presenta una caracteristica critica de patogenicidad por su capacidad para cambiar
de levadura a la forma de hifa (dimorfismo). La formacién de hifas le confiere los atributos de
virulencia mediante la insercién y la invasion epitelial. C. albicans interactia con las
proteinas epiteliales y desencadena la endocitosis, proporcionando un mecanismo de
entrada en las células epiteliales y su invasion. Otros factores de virulencia relacionados con
esta caracteristica son la produccion de enzimas hidroliticas (proteasas, fosfolipasas y
hemolisinas), que juegan un papel importante en la penetracion, invasion y destrucciéon de
los tejidos; y la adherencia para la formacion de biopeliculas (Cérdova-Davalos et al., 2018;
Zhu et al.,, 2012). Se han encontrado cepas de C. albicans resistentes a diferentes
antifangicos, las cuales presentan una menor expresion de los genes que regulan la sintesis
de ergosterol, lo que produce un menor contenido en su membrana celular. Estudios
recientes han demostrado una reducida actividad de anfotericina B y fluconazol frente a

esas cepas, lo que indica que la pobre actividad de estos antifungicos podria estar
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relacionada con esta alteracion, debido a que la anfotericina B se une al ergoesterol
desestabilizando la membrana y el fluconazol inhibe su sintesis (Hsu et al.,, 2019,
Mahmoudabadi et al., 2014), por lo cual es necesario buscar otros antifingicos para

combatir esa resistencia.
1.3 Actinomicetos aislados de suelos de Campeche y Tabasco

Los suelos tropicales se encuentran en la zona que se extiende entre el Tropico de Cancer y
el Tropico de Capricornio, estos incluyen la mayor parte de América Latina, Africa, la India,
Asia Meridional y aproximadamente la mitad de Australia. Estos suelos estan expuestos a
un clima caracterizado por altas temperaturas, con muy pocas variaciones durante el afio y
abundantes precipitaciones durante casi seis meses. Estos factores climaticos ocasionan
que los procesos ecolégicos de transferencia de materia y energia realizada por su
microflora ocurran mucho mas répido, caracterizdndose por presentar altas tasas de
descomposiciéon, formando una biomasa con concentracion de nutrientes, alta biodiversidad,
velocidad en el ciclaje de nutrientes del complejo suelo—planta, sucesiones rapidas y
cadenas tréoficas complejas (McCraken et al.,1983). Los actinomicetos tienen un papel
importante en la produccion de humus en este tipo de suelos, debido a que son
continuamente activos porque poseen una versatilidad morfol6gica y metabdlica. Presentan
ciclos de rapida proliferacion y esporulacién, mantienen poblaciones por prolongados
periodos, porque sintetizan una mayor diversidad de exoenzimas que les confiere la
capacidad de usar como fuente de nitrdgeno, carbono y energia de la materia organica
compleja de dificil degradacion, por lo tanto, su presencia es muy significativa en los ciclos

geoquimicos.

En la Universidad Juarez Autbnoma de Tabasco, se realiz6 un proyecto de investigacion
enfocado al aislamiento de actinobacterias tropicales. Un total de 90 cepas de actinomicetos
se aislaron a partir de suelos colectados en las localidades de Calakmul, Campeche; Florida,

Puyacatengo y Cocona en Tabasco (De la Rosa, com. pers.).

A todos los aislados se les realizé la caracterizacion morfolégica, pruebas bioquimicas y el el
método de la estria cruzada (cross-streak), para el bioensayo de la actividad antimicrobiana
contra las bacterias Gram positivas Staphylococcus aureus y Bacillus subtilis, la bacteria
Gram negativa Escherichia coli y el hongo levaduriforme C. albicans. Un total de 18 aislados
presentaron actividad contra al menos uno de los patdgenos evaluados, 15 de estos

inhibieron a C. albicans.
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Los aislados que presentaron actividad antifungica, se cultivaron en diferentes medios de
cultivo utilizando el método de difusiéon en disco de agar, con la finalidad de seleccionar el
medio de cultivo adecuado para la produccion de su actividad. En el medio agar
International Streptomyces Project 2 (ISP2), la mayoria de los aislados presentaron mayor

actividad, con halos de inhibicién 215 mm contra C. albicans (De la Rosa, com. pers.).
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JUSTIFICACION

La levadura C. albicans es el principal agente etioldgico, de infecciones tanto en la mucosa
como en los tejidos profundos en humanos. La importancia de este patogeno radica en las
altas tasas de morbilidad, mortalidad y al aumento en los costos de la atencién y la duracion
de la hospitalizacion, representando un grave problema de salud publica. El incremento de
resistencia por parte de este patdégeno y el numero restringido de antifungicos para
contrarrestarlo, ha ocasionado que las infecciones sean cada vez mas dificiles de tratar al
no responder a tratamientos habituales. Debido a esto, existe la necesidad urgente de
descubrir nuevos compuestos antimicéticos (Dadar, et al., 2018; Lai et al., 2012).

Los miembros del género Streptomyces son ampliamente conocidos por ser productores
prolificos de productos naturales, por su enorme capacidad para biosintetizar metabolitos
secundarios con estructuras y actividad biol6gica altamente diversas, incluyendo actividades
antimicrobianas, por lo cual son buenos candidatos para encontrar nuevos compuestos
antifingicos. La biosintesis de una gran cantidad de metabolitos activos producidos por los
actinomicetos, es dependiente de las enzimas policétido sintasas (PKS) y sintasas no
ribosdmicas (NRPS). Los genes gue codifican estas enzimas estan siendo utilizados para
revelar el potencial biosintético de productos naturales en los microorganismos aislados. Sin
embargo, la deteccién de estos genes asociados a los clusters biosintéticos no garantizan
su expresion, por lo cual es necesario recurrir a una serie de estrategias para activarlos,
como someter los cultivos a diferentes condiciones nutricionales principalmente en lo que
respecta a las funtes de carbono y nitrégeno (Chater et al., 2016; Olano et al., 2014; Palomo
et al., 2013).

A la fecha se tienen 15 cepas de actinomicetos con actividad anti-Candida, obtenidas de
suelos mexicanos tropicales, cuyas caracteristicas morfologicas y bioquimicas indicaron que
pertenecen al género Streptomyces. Sin embargo, se desconoce la especie a la que
pertenecen, el tipo de genes PKS y NRPS que poseen, sus metabolitos secundarios
relacionados con su actividad antifungica y las condiciones nutricionales de carbono y
nitrogeno que influyen en el aumento o disminucién de dicha actividad. Los resultados
obtenidos, facilitaran la optimizacion de la produccion del metabolito antifingico de interés,

asi como una bioprospeccion de su potencial metabolico.

23



CAPITULO |

HIPOTESIS

Los actinomicetos tropicales, al ser cultivados en diferentes fuentes nutricionales de carbono
y nitrdgeno, aumentan su actividad antifangica contra Candida albicans.

OBJETIVO GENERAL

Caracterizar molecularmente y evaluar la actividad anti-Candida de cepas seleccionadas de
Streptomyces, aisladas en suelos de Tabasco, México, cultivadas en diferentes fuentes de

carbono y nitrégeno.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Identificar molecularmente los actinomicetos aislados de suelos del trépico mexicano.

2. Seleccionar los actinomicetos que presenten la mayor actividad contra Candida
albicans para su cultivo y detectar sus genes PKS y NRPS.

3. Determinar la actividad antifingica de los sobrenadantes y los extractos organicos de
los actinomicetos seleccionados, cultivados en diferentes fuentes nutricionales de
carbono y nitrégeno.

4. Analizar el perfil quimico de los extractos organicos activos obtenidos de los cultivos
seleccionados mediante cromatografia de liquidos acoplado a espectrometria de

masas.
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ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

Cepas con
actividad _anﬁqundda

Cultivo en medio liquido

ISP2
Ac(tvsv:ll:gnzr;t;f:&g)lca Identificacion molecular
* (Biomasa/PCR/Secuenciacién)
K Cultivos con actividad
A
Sobrenadantes activos

= liofilizados (Medio

l N Deteccién de los genes
fii PKS |, PKS Il y NRPS

l Extraccion EtOH

ResEuo Extracto Perfil cromatografico |

Figura 1.6 Diagrama general de la estrategia experimental. *Concentracién Minima Inhibitoria.

25



CAPITULO |

26



CAPITULO Il

CAPITULO Il

IDENTIFICACION MOLECULAR Y EVALUACION ANTI-CANDIDA DE
ACTINOMICETOS AISLADOS DE SUELOS TROPICALES MEXICANOS

2.1 INTRODUCCION

En la actualidad, el incremento en el nimero de cepas patdgenas que han creado
resistencia a los productos antimicoticos es considerada como una emergencia. Esto se ha
observado durante la terapia de infecciones que se presentan en la poblacion de edad
avanzada, en pacientes inmunosuprimidos, en el trasplante de érganos y tejidos, entre otros.
En levaduras patdégenas como las del género Candida, entre las que destaca la especie C.
albicans, poseen la capacidad de adquirir resistencia a mudltiples drogas, lo que ha
contribuido a la dificil tarea de tratar las infecciones micéticas de la mucosa y tejidos internos
(Ayari et al., 2016; Pappas et al., 2016).

En comparacion con la terapia antibacteriana, los tratamientos antifiingicos son limitados en
cuanto a su disponibilidad y su eficacia, siendo la mayoria fungistaticos. Por lo tanto, el
reducido nimero de farmacos disponibles para el tratamiento de las infecciones micéticas y
la resistencia a los agentes antifingicos estimulan la blsqueda de nuevos y eficientes

antimicoéticos (Butts y Krysan, 2012).

Para satisfacer esta necesidad clinica, la deteccion de metabolitos secundarios con
actividad antimicrobiana en actinomicetos procedentes de habitats inexplorados, brinda la
posibilidad de generar compuestos antifingicos. Su caracterizacion taxonémica es muy
importante en la blusqueda de estos productos naturales, porque ademas de conocer su
biodiversidad y la oportunidad de descubrir nuevas especies o géneros, proporciona
informacion sobre si sus metabolitos bioactivos son o no novedosos. Para su clasificacion e
identificacion se emplean diferentes caracteristicas morfologicas, fisiologicas, ecolbgicas y

moleculares (Goodfellow et al., 2017; Singh et al., 2016; Zapata-Gonzalez et al., 2012).

Muchas especies nuevas de actinomicetos han sido caracterizadas y nombradas. De ellas
se han extraidos diferentes compuestos activos empleando diversas técnicas de produccion
y purificacion. Los géneros que son considerados como una fuente importante de
metabolitos para la medicina son Micromonospora, Salinispora, Nocardia y Streptomyces,
este Ultimo es el méas notable porque sintetiza metabolitos con diferentes actividades

biologicas (antibacterial, antifungica, antiviral, antitumoral, inmunosupresora, entre otras) de
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gran interés en la industria farmacedutica (Carro et al., 2018; Ng et al., 2018; Dhakal et al.,
2017; Rasouli-Nasab et al., 2017)

En suelos tropicales de los estados de Campeche y Tabasco se aislaron actinomicetos que

presentaron actividad antifingica contra Candida albicans en el medio de agar ISP2,

empleando los métodos de estria cruzada (cross-streak) y discos de agar. A las cepas se les

realizé la caracterizacion morfologica y bioquimica, sin embargo, se requiere de un estudio

més detallado para su identificacién. En este capitulo se incorpora la identificacion molecular

de los acinomicetos, mediante la secuenciacion del gen 16s rRNA y su evaluacién de su

actividad antifungica contra C. albicans cuando son cultivados en el medio liquido ISP2.

2.2 MATERIALES Y METODOS

2.2.1 Microorganismos

Los actinomicetos provienen del cepario de la Divisiébn académica de Ciencias Biologicas de

la Universidad Juarez Autbnoma de Tabasco (UJAT). Estos se aislaron de suelos de

diferentes localidades de Campeche y Tabasco (Cuadro 2.1).

Cuadro 2.1 Clave, origen y caracteristicas fisicoquimicas del lugar de

aislamiento de los actinomicetos estudiados.

Caracteristicas

Clave Origen fisi P Municipio/estado
isicoquimicas
S1A-33
S1A-38
S1A-39
S1A-61 Calakmul pH 7.8
SIA-65 18°32’53.6" N  Temperatura Calakmul,
S1A-66 18° 56’ 23.4" O 33.2°C Campeche
S1A-75
S1A-77B
S1A-87
S2A-04 Florida pH 4.2 Tacotalpa,
o ) qan Temperatura
17°27.8 33" N 27 oC Tabasco
99° 45’ 99" O
S3A-03 Puyacatengo pH 5.9
S3A05  17°31'34’N MR Teapa
S3A-09 92°55 31" 0O Tabasco
S6A-01 Cocona pH 5.05
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Temperatura

- °© 33’
S6A-03 17°33'46.6 N 28 oC

92°55'31" 0

2.2.2 Cultivos de cepas actinomicetales en el medio ISP2

Todos los actinomicetos se cultivaron en el medio Internacional Streptomyces Project 2
(ISP2) en tubos inclinados (10.0 g de extracto de maltosa, 4.0 g de glucosa, 4.0 g de
extracto de levadura, 15 g de agar por litro de medio y pH 7). Los tubos se se incubaron por
7 dias a 30 °C. Después de este tiempo, el crecimiento hifal se resuspendié en 2 mL de
solucion fisiologica estéril (0.85% NacCl) y se transfirié a matraces Erlenmeyer con 60 mL de
medio liquido ISP2 para el precultivo. Los matraces se incubaron a 28 °C, con agitcion de
150 rpm por 7 dias. Después de la incubaciéon 10 mL del precultivo se agregaron a 90 mL
del mismo medio. Esto se realiz6 por triplicado para cada uno de los actinomicetos. Después
de dos semanas de incubacion, los cultivos se centrifugaron a 3,220 x g/15 min a 4 °C. Se
separo el liquido sobrenadante de la biomasa y se determiné el pH. Cada sobrenadante (1x)
se reduce a la mitad de su volumen final por liofilizacién (Labconco FreeZone 2.5, modelo
7670520, Houston, TX, USA), obteniendose el sobrenadante concentrado (2x) el cual fue
evaluado en el bioensayo antifingico con C. albicans. La biomasa obtenida se congel6 a

—80 °C para la extraccion de ADN.
2.2.3 Extraccién de ADN

La extraccion de ADN genémico se realizé segun metodologia (Tapia-Tussell et al., 2006).
La biomasa de los cultivos de actinomicetos en el medio ISP2 congelada a —80 °C se
macerd hasta obtener una consistencia de polvo. La muestra se colocd en un tubo para
microcentrifuga. Se le agregd 1000 uL de SDS al 20%, 15 uL de proteinasa K (Promega) y
15 uL de RNAsa (PureLink Rnase A, Invitrogen). La mezcla se incub6 a 65 °C por 60 min.
Después se le agreg6 600 uL de cloroformo, se agité por 10 min. Se centrifugé a 15,682 x
g/10 min. Un volumen de 800 pL del sobrenadante se transfieren a un tubo de
microcentrifuga de 1.5 mL, se le agregd 800 uL de isopropanol frio, se homogeneiz6 por
inversion y la mezcla se colocé a —80 °C por 15 min. Después se centrifug6 a 15,682 x g/10
min, el sobrenadante se decant6 lentamente, se le agregd 150 uL de etanol al 70% (v/v), se
homogeneizd y se centrifugd a 15,682 x g/10 min, se decanto lentamente, la pastilla se dejo
secar a temperatura ambiente durante 30 min. EI ADN se resuspendié con 50 uL de agua

destilada ultrapura (Invitrogen). Se realiz6 una electroforesis en agarosa al 0.8% (p/v), con
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bromuro de etidio a una concentracion de 1 ug/mL. La electroforesis se corrié a 100 V por 30
min en la solucion amortiguadora Tris-Borato-EDTA 1X (TBE). Transcurrido el tiempo las
bandas se visualizaron en un fotodocumentador Gel Doc Ez image (Bio-Rad) utilizando el
software Image Lab version 5.1 (BioRad). La cuantificacién y la calidad del ADN se realizé
en un NanoDrop 2000 Thermo Scientific.

2.2.4 Amplificacién y secuenciacion del gen 16S rRNA

La amplificacion del gen 16S rRNA se realiz6 empleando los cebadores 8F 5AGA GTT TGA
TCC TGG CTC AG-3’ (Forward) y 1492R 5’-GGT TAC CTT GTT ACG ACT T-3’ (Reverse)
(Yuan et al.,, 2014). Para la reaccion se emplearon 100 ng de ADN, 0.5 uM de cada
iniciador, 0.20 uM de nucléotidos (NTPs) y 1 U de Taq polimerasa DNA (Invitrogen) en un
volumen final de 50 pL. La amplificacion se llevé a cabo en un termociclador C100 touch
(Bio-Rad) con una fase inicial de desnaturalizacion del ADN de 5 min a 95 °C; 30 ciclos de
45 s a 95 °C, alineamiento de 45 s a 55 °C, una extension a 72 °C durante 1.5 min, seguido
de una extension final a 72 °C por 8 min. Los productos de PCR se conservaron a 4 °C.

Los productos de amplificacion se les realiz6 una electroforesis en gel de agarosa al 1.5%
(p/v) en TBE 1X con bromuro de etidio a una concentracion de 1 ug/mL. Se empled el
marcador 1 Kb plus DNA ladder. El gel se colocdé en una camara de electroforesis que
contenia buffer TBE 1X y se corrié a 100 V por 40 min. Transcurrido el tiempo los
amplicones se visualizaron con un fotodocumentador Gel Doc Ez image (Bio-Rad) utilizando
el software Image Lab versiébn 5.1 (BioRad). Los productos de amplificacion son de

aproximadamente 1500 pb.

Los productos de la amplificacion se secuenciaron en ambos sentidos por la empresa
Macrogen en Corea. Las secuencias obtenidas fueron editadas y procesadas en el
programa BioEdit version 5.0.9 (Hall,1999). Se alinearon con otras secuencias reportadas en
las bases de datos del Ribosomal database Project (RDP) para su identificacién molecular.
Una identidad del 99% en la secuencia del gen 16S rRNA fue el criterio utilizado para
identificar un aislado a nivel de especie. El criterio utilizado para identificar un organismo a
nivel de género fue una identidad del 97 al 99% en la secuencia del gen 16S rRNA y la
identidad del 97% en la secuencia del gen 16S rRNA fue el criterio utilizado para definir una

especie bacteriana potencialmente nueva (Drancourt el al., 2004). A los aislados que

30



CAPITULO Il

presentaron actividad se les realizé un arbol de distancia génica con el programa Mega 5.1
(Tamura, 2011) usando el método UPGMA.

2.2.5 Bioensayo antifungico de los sobrenadantes

Los sobrenadantes de los cultivos, se concentraron a la mitad de su volumen original (2x)
mediante liofilizacién (Labconco FreeZone 2.5, model 7670520, Houston, TX, USA) y se
esterilizaron por filtracién a través de una membrana de 0.25 um (Millipore). El bioensayo se
realizd en placas de 96-micropozos. Un volumen de 100 pL de cada sobrenadante
esterilizado se depositd en cada micropozo, después se les adicionaron 100 uL de la
suspension de C. albicans (1.5 x UFC/mL). Como control positivo se empledé Miconazol (1
ug/mL) y como control negativo el medio ISP2. Las microplacas se incubaron a 37 °C por 24
h; después de este tiempo, se replicaron todas las muestras, las cuales se inocularon en
agar Saboraud. A continuacion, a todos los micropozos se les adicioné 50 uL de cloruro de
2,3,5-trifenil tetrazolium (TTC) al 1% (p/v). Las microplacas con TTC y las placas de
replicacién se incubaron a las mismas condiciones previamente descritas. La nula coloracion
de rosa a rojo en las microplacas con TTC y la falta de desarrollo de la levadura en las
placas de replicacion, se interpreté como actividad antifingica contra C. albicans (Canton-
Lacasa et al., 2007; CLSI, 2008).

2.3 RESULTADOS
2.3.1 Identificacion molecular

La identificacibn molecular de los quince aislados reveldé que pertenecen a dos familias,
Streptomycetaceae y Pseudonocardiaceae. Catorce de los cuales (93% del total)
pertenecen al género Streptomyces, con un porcentaje de similitud mayor al 99%. De las 15
cepas estudiadas, se identificaron seis especies del género Streptomyces: cuatro aislados
(27%) correspondieron a Streptomyces resistomycificus, tres (20%) a Streptomyces
griseochromogenes, dos (13%) a Streptomyces angustmyceticus, dos (13%) a Streptomyces
manipuerensis, y una cepa de Streptomyces catenulae, Streptomyces libani y Streptomyces
parvisporogenes. SoOlo un aislado se identific6 como Amicolaptopsis xylanica con un

porcentaje de similitud del 97% (cuadro 2.2).

En la Figura 2.1 se observa la distribucion de las especies de las cepas estudiadas. Nueve

de ellas se obtuvieron del suelo de Calakmul, Campeche, en el municipio con el mismo
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nombre. La especie mas abundante en esta region correspondioé a S. resistomycificus con
cuatro cepas (44%), seguida de S. griseochromogenes con tres cepas (33%). En este
mismo suelo se identificaron dos especies: S. catenulae y A. xylanica. Este suelo posee un
pH de 7.8 y una temperatura de 33°C (Cuadro 2.1).

De las seis cepas originarias de Tabasco, dos se aislaron de Cocona y tres de Puyacatengo
(ambas poblaciones pertenecientes al municipio de Teapa), mientras que una se obtuvo del
municipio de Tlacotalpa en la Florida. En el presente trabajo, las especies mas abundantes
en esta regidn correspondieron a S. angustmyceticus y S. manipurensis con un porcentaje
de 33% cada una. Seguidas de las especies S. parvisporogenes y S. libani con un 17% cada
una. Streptomyces angustmyceticus se aislé en suelos con pH de 5.05 (Cocona) y 5.9
(Puyacatengo), S. libani solamente en pH de 5.05 (Cocona), S. manipurensis en pH de 5.9
(Puyacatego) y S. parvisporogenes en pH de 4.2 (Florida), mientras que el rango de

temperturas oscilaba en 27-28 °C, entre los sitios de colecta (Cuadro 2.1, 2.2 y Figura 2.1).

Cuadro 2.2 Identificacion molecular de los aislados de actinomicetos tropicales, mediante
las secuencia del gen 16S rRNA (Ribosomal Date base Project).

Numero de
Clave Lugar de aislamiento Identificacion molecular accesion . % (_je
(GenBank) identidad
S1A-33 Streptomyces griseochromogenes AJ399491 99
S1A-38 Streptomyces resistomycificus AJ399472 99
S1A-39 Streptomyces griseochromogenes AJ399491 99
S1A-61 Streptomyces resistomycificus AJ399472 99
S1A-65  Calakmul, Campeche Streptomyces griseochromogenes AJ399491 99
S1A-66 Streptomyces resistomycificus AJ399472 99
S1A-75 Streptomyces catenulae FJ486481 99
S1A-77B Streptomyces resistomycificus AJ399472 99
S1A-87 Amycolatopsis xylanica FJ529702 97
S2A-04  Florida, Tabasco Streptomyces parvisporogenes AJ7813481 100
S3A-03 Streptomyces angustmyceticus AB184817 99
S3A-05 Puyacatengo, Tabasco Streptomyces manipurensis JN560156 100
S3A-09 Streptomyces manipurensis NR118275 100
S6A-01  Cocona, Tabasco Streptomyces libani HQ244464 99
S6A-03 Streptomyces angustmyceticus AB184816 100

S1A: Calakmul, Campeche. S2A: Florida, Tabasco, S3A: Puyacatengo, Tabasco, S6A: Cocona,
Tabasco.
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Figura 2.1 Distribucién de las especies de las cepas estudiadas obtenidas en los suelos
tropicales de Calakmul, Campeche; Florida, Puyacatengo y Cocona en Tabasco.

2.3.2 Actividad antifingica

Los sobrenadantes de los cultivos mostraron variedad en el pH entre 5.32 y 8.48, con
rendimientos de soélidos totales en los liofilizados entre 19-7.2 mg/mL. Las cepas S.
resistomycificus S1A-77B, S. manipurensis S3A-05 y S. manipurensis S3A-09 presentaron
en sus sobrenadantes valores de pH alcalinos (Cuadro 2.3).
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Cuadro 2.3 Actinomicetos tropicales aislados de suelos de Campeche y Tabasco cultivados en el
medio liquido ISP2: pH, rendimientos de los sobrenadantes liofilizados y evaluacién antifingica de
los sobrenadantes contra C. albicans.

Actinomiceto pde%Inal Regfi(innig/rrlrtlcl)_)de C. albicans
cultivo
S. griseochromogenes SIA-33 5.71 14.0 Na
S. resistomycificus S1A-38 5.61 19.0 Na
S. griseochromogenes S1A-39 5.25 15.0 Na
S. resistomycificus S1A-61 5.32 23.0 Na
S. griseochromogenes S1A-65 7.84 11.0 Na
S. resistomycificus S1A-66 5.33 19.0 Na
S. catenulae S1A-75 5.39 14.8 Na
S. resistomycificus S1A-77B 8.48 11.0 Na
A. xylanica S1A-87 5.25 15.0 Na
S. parvisporogenes S2A-04 7.75 7.0 A
S. angustumyceticus S3A-03 6.45 2.0 Na
S. manipurensis S3A-05 8.08 7.5 A
S. manipurensis S3A-09 8.42 10.0 A
S. libani S6A-01 7.08 8.1 Na
S. angustumyceticus S6A-03 6.28 7.0 Na

A: Activo. Na: No activo. SL: Sobrenadante liofilizado.

Los sobrenadantes de los cultivos de los actinomicetos, se evaluaron con el bioensayo
antifingico en microplaca contra la levadura C. albicans. Unicamente tres de ellos
pertenecientes a las cepas S. parvisporogenes (S2A-04), S. manipurensis (S3A-05) y S.
manipurensis (S3A-09) presentaron actividad contra C. albicans (Cuadro 2.3 y Figura 2.2 A)

con un efecto fungicida en el crecimiento del patégeno (Figura 2.2 B).
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Figura 2.2 Ensayo antifingico (Método de microplaca) contra Candida albicans de los
sobrenadantes obtenidos de los actinomicetos cultivados en el medio ISP2 durante dos semanas
contra Candida albicans. A) Revelado con TTC al 1%. B) Replicacion en agar saboraud. I: S.
parvisporogenes S2A-04. Il: S. manipurensis S3A-05. Ill: S. manipurensis S3A-09. IV: S.
angustumyceticus S6A-03. V: Control negativo (medio ISP 2). VI: Control positivo (miconazol (1

pg/mL).

Los aislados que presentaron actividad contra el microorganismo evaluado se obtuvieron
suelos con pH acido (4.2) y ligeramente acido (5.9) en el estado de Tabasco (Cuadro 2.1).

de
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2.4 DISCUSION

Una taxonomia basada en arboles del gen 16S RNAr divide el phylum Actlnobacteria en seis
clases: Actinobacteria, Acidimicrobiia, Coriobacteriia, Nitriliruptoria, Rubrobacteria y
Termoleofilia. La clase Actinobacteria contiene actualmente 16 érdenes, 14 subdrdenes, 43
familias y 199 géneros. El orden Actinomycetales esta restringido a los miembros de la
familia Actinomycetaceae (Barka et al., 2016; Kampfer, 2015; Gao y Gupta, 2012;
Goodfellow et al., 2012). La similitud ADN:ADN se mantiene como el parametro reconocido
para delimitar especies. Un estudio més reciente, apoyado por pruebas estadisticas de
validacién cruzada, revel6 que un valor del 98.65% de similitud del gen 16S RNA16r puede
ser utilizado como umbral para la diferenciacion de dos especies (Kim et al., 2014). Ademas,
se ha establecido que una similitud entre dos ARNr 16S igual o menor que el 94.5%, 86.5%,
82.0%, 78.5% O 75.0% establece la distincion de género, familia, orden, clase y filo,
respectivamente (Yarza et al., 2014). De acuerdo al criterio de porcentaje de identidad con el
gen 16S RNAr del 99% para identificar un aislado a nivel de especie (Abdelmohsen et al.,
2014, Drancourt et al., 2004), los resultados del porcentaje de identidad de la mayoria de los

aislados indicaron que son especies del género Streptomyces.

Las poblaciones del suelo estan dominadas por el género Streptomyces, que representa
mas del 95% de las cepas de Actinomycetales aisladas del suelo (Lewin et al., 2016). Uno
de los trabajos que comprueban esta aseveracion, son los realizados por Genilloud et al.
(2011), en el que, a partir de tres muestras de suelo seleccionadas aleatoriamente, se
realizaron aislamientos sistematicos, de las cuales obtuvieron 790 cepas de actinomiceto.
Estas cepas se identificaron molecularmente mediante la secuencia parcial del gen 16S
rRNA, lo que dié como resultado que el 57% de ellas pertenecen al género Streptomyces.
La coleccién de la Fundacion Medina, cuenta con 58,000 cepas de actinomicetos obtenidas

de diversos habitats y origenes geograéficos, de los cuales el 55% pertenecen a este género.

La cepa S2A-04 presentd un porcentaje de identidad del 100% con la especie S.
parvisporogenes. Diversos trabajos han reportado el aislamiento de S. parvisporogenes en
diferentes tipos de suelo. Acosta-Martinez et al. (2014) aislaron una cepa de suelos
agricolas, en Texas, EE. UU con actividad arilsulfatasa . En 2011, Kulkarni-Almeida et al.
(2011) aislaron de una muestra de suelo arenoso obtenido de Jaipur en Rajasthan, India,
una cepa de S. parvisporogenes denominada PM0324667, con un micelio aéreo dee color

blanco y el reverso de color marrén amarillento, caracteristicas morfolégicas que coinciden
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con la cepa (S2A-04) identificada como la misma especie (De la Rosa com. pers.). Esta

especie se reportd por primera vez en 1960 por Chas. Pfizer y Co.

Las cepas S3A-05 y S3A-09 obtenidas de Puyacatengo, Tabasco presentaron una similitud
del 100% de identidad con la secuencia del gen 16s rRNA de Streptomyces manipurensis
sp. nov. Esta especie fue aislada de una cantera de piedra caliza en Hundung, Manipur India
y reportada como una nueva especie por Nimaichand et al en 2012. El nimero de acceso de
su secuencia del gen 16s rRNA en el GenBank es el JN560156 y la especie tipo es MBRL
201(T) (=DSM 42029(T)=JCM 17351(T)) (Nimaichand et al., 2012). Esta cepa posee
actividad contra C. albicans, detectada mediante el método de difusion en agar. Las
caracterisiticas morfolégicas (micelio aéreo de color amarillo grisaceo, micelio sustrato
de color marrén) y caracteristicas bioquimicas (no produce pigmentos solubles,
reaccion positiva a las enzimas catalasa y oxidasa) (De la Rosa com. pers.) de las dos
cepas, coinciden con las caracteristicas de la cepa S. manipurensis aislada por
Nimaichand, 2014, al igual que su identificacion molecular y su actividad anti-Candida
(Nimaichand, 2012).

Las cepas con una identidad del 100% a S. angustmyceitcus, se aislaron de Cocona y
Puyacatengo en Tabasco. Estudios realizados por Bianchi-Smiraglia et al., 2015, indican
que esta especie produce angustmicina, compuesto que inhibe el nucleésido guanosina
monofosfato sintasa (GMPS), por lo cual, se puede usar como un agente antimelanoma
cuando se considera GMPS como un impulsor del melanoma. Esta especie fue reportada
por primera como productora de este compuesto, por Yintsen et al., en 1956 (Kumar et al.,
2010).

De Coocona, Tabasco, se identificé una cepa con 99% de similitud con S. libani. Diversos
estudios indican que también ha sido aislada de suelos y de lodo marino (Vil et al., 2019;
Kim y Hwang,1997). Las cepas obtenidas de estos nichos, poseen diferentes actividades,
como la antifingica contra los hongos fitopatdgenos Phytophthora capsici Leonian y
Magnaporthe grisea (Herb.) Barr y antitumoral contra células de leucemia y melanoma (Vil et
al., 2019;).

Las tres cepas con un 99% de identidad con S. griseochromogenes, se obtuvieron del suelo
de Calakmul. La especie ha sido previamente reportada como productora de blasticidina,

compuesto con propiedades, antivirales, antitumorales y antifingicas, contra hongos
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fitopatdgenos como Pyricularia oryzae (Yu et al., 2015). Al igual produce tautomicetina, un

antifingico con propiedades antitumorales (Yang et al., 2017).

Cuatro de las cepas estudiadas obtuvieron un 99% de identidad con S. resistomycificus.
Estudios reportan que la especie es productora de resistomicina (Ishida et al., 2007); este
metabolito tiene una variedad de propiedades farmacolégicas, por ejemplo, inhibe la
proteasa del VIH-1, 2, asi como de las ARN y la ADN polimerasas; posee actividad contra
bacterias Gram-positivas y micobacterias; y es un modulador de la apoptosis. También
produce Heliomicina que es un policétido aromético con actividad anticancerigena,

antibacteriana y antiviral (Mahmoud et al., 2019).

Una de las cepas obtenida de Calakmul tuvo un 99% de identidad con S. catenulae. Los
reportes sobre esta especie indican que poduce diversos metabolitos secundarios, entre los
que destacan las fibrostatinas A-F, inhibidores de prolil hidroxilasa utilizadas como agentes
antifibréticos (Sabutskii et al., 2016) y el a-etinil glicina, el 4cido 2-amino-butil-3-inoico, que
presenta una actividad antibacteriana contra Staphylococcus aureus (Bolsakova, et al.,
2016).

El aislamiento SIA-87 obtenido de Calakmul fue el Unico que presenté un 97% de similitud
con A. xylanica, aislada por primera vez por Chen del suelo de la provincia Qinghai en China
(Chen et al., 2010).

De acuerdo a los resultados obtenidos, la mayor diversidad de actinomicetos se recuperé
del suelo de Calakmul, Campeche cuyo pH es de 7.8, con un 99% de similitud con
miembros del género de Streptomyces y un 97% con Amycolatopsis xylanica. Los suelos de
Tabasco con pH acidos (4-2-5-9), presentaron una menor diversidad, con una similitud del
100% con miembros del género Streptomyces. Fierer y Jackson (2006) analizaron la
diversidad microbiana y la biogeografia de las comunidades microbianas del suelo,
estudiando los factores medioambientales que influyen en su biodiversidad. Estos autores
concluyeron que la diversidad bacteriana no estaba relacionada con la temperatura del
lugar, la latitud ni con otras variables que habitualmente predicen la diversidad de plantas y
animales. Sin embargo, la diversidad y riqueza de las comunidades de bacterias del suelo

podrian explicarse en gran parte a su tipo de pH.

A pesar de que las cepas estudiadas presentan halos de inhibicion (método de estria

cruzada y discos de agar) contra C. albicans en el agar ISP2 (De la Rosa, com. per.), el 80%
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de los sobrenadantes de los cultivos de las cepas en el medio ISP2, no mostraron actividad
antifingica. Las cepas cuyos sobrenadantes de sus cultivos demostraron actividad contra C.
albicans fueron S. parvispirogenes (S2A-04), S. manipurensis (S34-05) y S. manipurensis
(S3A-09). Estos resultados podrian deberse a que las cepas que no presentaron actividad
producen el antifungico en el medio solido, pero no en el medio liquido. En medios sélidos,
el metabolismo secundario se activa, cuando las hifas del micelio sustrato comienzan a
diferenciarse, formando hifas multinucleadas (etapa MIl), que son las productoras de los
metabolitos (Yague et al., 2016). Algunos autores han afirmado que en el cultivo liquido la
formacion de pelets reduce la formacion de metabolitos secundarios, como la nistatina en S.
noursei (Jonsbu, et al., 2002). Por lo tanto, la clave en la activacion de la produccion de
antimicrobianos es la diferenciacion de las hifas (Manteca et al. 2005). La diferenciacion del
micelio productor (MIl) en cepas de Streptomyces como un método no especifico para
activar la sintesis de metabolitos secundarios permanece casi inexplorada (Manteca y
Yague, 2018). También se ha observado que en la produccion de N-carbamoil-D-
glucosamina por Streptomyces halstedii, su actividad antibiética se menifiesta en el medio
sélido, pero no en liquido; debido a que el micelio permanece intacto en el medio sélido,
pero en el medio liquido se fragmenta. Esto se corroboré cuando se emple6 una cepa
mutante de la misma especie cuyo micelio no se fragmenta durante su crecimiento en el

medio liquido, lo que permitié la produccién del antibidtico (Meurant, 2012).

En los cultivos de los diferentes actinomicetos, se observé el cambio de pH, del valor inicial
de 7 a valores éacidos (5.25-5.71), ligeramente acidos (6.45, 6.28), ligeramente alcalinos
(7.75) y alcalinos (8.08, 8.42). En nueve de los cultivos se pudo observar una disminucion
del pH. La sintesis de compuestos biolégicos activos, a menudo se asocian con un periodo
de crecimiento rapido de trofofase seguido de un periodo de fase idiofasica donde se lleva a
acabo la produccién de metabolitos secundarios. El inicio de la produccién coincide con la
disminucion de la tasa de crecimiento (Ghashghaei et al., 2017). Durante esa transicion el
perfil de pH del cultivo cambia. Los cultivos que inicialmente son neutros se convierten en
alcalinos probablemente debido a la aparicién de subproductos de nitrdgeno como el amonio
de las proteinas metabolizadas (Jiang et al., 2018). El pH del caldo en algunos casos se
vuelve &cido, a medida que disminuyen los niveles de amonio, se producen Aacidos

organicos (Xia et al., 2013).
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CAPITULO I

MOLECULAR IDENTIFICATION OF SELECTED STREPTOMYCES STRAINS
ISOLATED FROM MEXICAN TROPICAL SOILS AND THEIR ANTI-CANDIDA
ACTIVITY

3.1 RESUMEN

La creciente incidencia de infecciones por Candida albicans y la resistencia a las terapias
antimicéticas actuales ha llevado a la busqueda de compuestos antimicéticos nuevos y mas
efectivos. Las especies actinobacterianas del género Streptomyces son reconocidas como
una de las principales productoras de compuestos antimicrobianos. Por lo tanto, los
objetivos de este estudio fueron: (1) la identificacién de cepas de Streptomyces aisladas de
suelos acidos tropicales mexicanos, (2) la evaluacion de su actividad antifingica en C.
albicans y (3) la exploracién de la presencia de genes policétido sintasa en su genoma y
metabolitos secundarios antifiingicos en sus extractos. Se seleccionaron cuatro cepas de
actinobacterias, aisladas de suelos previamente inexplorados con antecedentes
antibacterianos. Estas cepas se identificaron como Streptomyces angustmyceticus S6A-03,
Streptomyces manipurensis S3A-05 y S3A-09 y Streptomyces parvisporogenes S2A-04,
segun sus analisis moleculares. El extracto de etanol del sobrenadante liofilizado de S.
parvisporogenes mostro la actividad antifingica mas interesante contra C. albicans, con una
concentracion inhibitoria minima (MIC) de 0.5 mg/mL. Se detectaron genes de policétido
sintasa tipo | (PKS-I) y péptido sintasa no ribosomal (NRPS) en todas las cepas. Ademas,
también se encontraron genes PKS tipo Il (PKS-Il) en S. manipurensis S3A-05 y S.
parvisporogenes. El analisis LC-UV-HRMS del extracto organico activo de S.
parvisporogenes indico la presencia del compuesto antifungico conocido carbazomicina G

como componente principal.

El presente capitulo se encuentra publicado en la revista International Journal of
Enviromental Research and Public Health. Los autores son: Diana Escalante-Réndiz,
Susana de-la-Rosa-Garcia, Raul Tapia-Tussell, Jesis Martin, Fernando Reyes, Francisca
Vicente y Marcela Gamboa-Angulo. Fecha de publicacion: 30 de mayo de 2019. Int. J.
Environ. Res, Public Health 2019, 16, 1913.
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3.2 ABSTRACT

The increasing incidence of Candida albicans infections and resistance to current antifungal
therapies has led to the search for new and more effective antifungal compounds.
Actinobacterial species from the Streptomyces genus are recognized as some of the major
producers of antimicrobial compounds. Therefore, the aims of this study were: (1) the
identification of Streptomyces strains isolated from Mexican tropical acidic soils, (2) the
evaluation of their antifungal activity on C. albicans, and (3) the exploration of the presence
of polyketide synthase genes in their genome and antifungal secondary metabolites in their
extracts. Four actinobacterial strains, isolated from previously unexplored soils with
antibacterial antecedents, were selected. These strains were identified as Streptomyces
angustmyceticus S6A-03, Streptomyces manipurensis S3A-05 and S3A-09, and
Streptomyces parvisporogenes S2A-04, according to their molecular analyses. The ethanol
extract of the lyophilized supernatant of S. parvisporogenes displayed the most interesting
antifungal activity against C. albicans, with a minimum inhibitory concentration (MIC) of 0.5
mg/ mL. Type | polyketide synthase (PKS-I) and non-ribosomal peptide synthase (NRPS)
genes were detected in all strains. In addition, type 1l PKS genes (PKS-II) were also found in
S. manipurensis S3A-05 and S. parvisporogenes. LC-UV-HRMS analysis of the active
organic extract of S. parvisporogenes indicated the presence of the known antifungal

compound carbazomycin G as the major component.
3.3 INTRODUCTION

Candida albicans is part of the normal microbiota of the mucosa from the oral cavity,
gastrointestinal tract, and vagina in healthy humans. Under some circumstances and in
susceptible individuals, it can cause superficial and systemic infections in
immunocompromised situations due to their great adaptability to different host niches
(Naglik, et al., 2017; Prasad et al., 2011). The recent increase in the number of C. albicans
strains resistant to the antifungal drugs currently in use has triggered the search for new
sources of antifungal molecules to effectively treat mycotic infections (Sardi et al., 2013).
Unfortunately, antifungal therapies using the currently available drugs are limited by their
toxicity, side effects, and the development of drug resistance. The ideal antifungal drug
should have a broad spectrum, low toxicity, activity in both oral and parenteral

administrations, adequate pharmacokinetics, and low cost (Scorzoni et al., 2017). However,
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given the absence of this ideal drug and taking into account the large number of variables
that can affect its activity both in vitro and in vivo, it is necessary to continue the search for new
antifungal agents.

Actinomycete species belonging to the genus Streptomyces are recognized as some of the
most valuable sources of secondary metabolites, covering a wide range of structural diversity
and biological properties. These include, among others, antifungal, antibacterial, antiviral,
antitumoral, anti-hypertensive, and immunosuppressive properties. These secondary
metabolites provide unlimited opportunities for discovering novel natural antifungal drugs,
because of the matchless availability of chemical diversity (De Lima Procopio et al., 2012).
Non-ribosomal peptide synthetases (NRPSs) and polyketide synthases (PKSs) are involved
in the biosynthesis of a large number of important antimicrobials produced by actinomycetes,
including antibacterial drugs such as tetracycline, erythromycin, and kanamycin, as well as
antifungal agents such as candicidin and nystatin, among others (De Lima Procépio et al.,
2012; Undabarrena et al., 2016). The incidence and presence of genes that code these
enzymes are used as an alternative to evaluate their biosynthetic potential (Adegboye et al.,
2015). Streptomyces strains are highly abundant in soil, where the number and type of
strains present in a particular soil are greatly influenced by environmental conditions such as
temperature, pH, amount of organic matter, aeration etc. (Bontemps et al., 2013; Adam et al.,
2018).

Mexico is one of the countries with the greatest biodiversity world-wide, represented by a
wide variety of ecosystems that influence variations in the type of soil, thereby providing a
very complex habitat for the microbes residing therein (Cespedes et al., 2015; Urbina-
Cardona et al., 2010). In particular, the tropical soils are scarcely explored ecological niches
which can be used as a priceless reservoir in the search for natural products from
actinomycetes. In this regard, only two previous studies have been reported which included
Streptomyces strains obtained from soil collected in the Los Petenes reserve biosphere
(state of Campeche) and actinobacteria isolated from cenote waters (state of Yucatan) with
activity against Bacillus subtilis, Escherichia coli, fungal phytopathogens, and the yeast C.
albicans (Evangelista-Martinez et al., 2014, De la Rosa-Garcia et al., 2011). In recent
studies, actinobacterial strains from tropical acidic soils of the state of Tabasco, in Mexico,
were isolated, identified as Streptomyces according to their morphological and biochemical
characteristics, and screened against several bacterial pathogens (De la Rosa-Garcia,

2016). As a continuation of this work, the aim of the present study was to carry out the
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molecular characterization and evaluation of the antifungal activity against C. albicans ATCC
(American type culture collection) 10231 of four selected Streptomyces strains isolated from
tropical acid soil in Tabasco, Mexico. The selected strains were identified using the analysis
of 16S ribosomal RNA (rRNA) sequencing; the biosynthetic gene clusters associated with
PKS-I, PKS-Il, and NRPS were detected, and the presence of antifungal compounds in
active extracts of these strains was analyzed using liquid chromatography-ultraviolet-high
resolution mass spectrometry (LC-UV-HRMS).

3.4 Materials and Methods
3.4.1 Streptomyces strains

The actinobacterial strains were provided by the Autonomous University of Tabasco. These
strains were isolated from tropical soils in the state of Tabasco, Mexico. Strain S2A-04 was
from Florida (pH 4.2), strain S6A-03 was from Cocona (pH 5.05), and strains S3A-05 and
S3A-09 were from Puyacatengo (pH 5.89). The strains were isolated using Internacional
Streptomyces Project 2 (ISP2) medium, with incubation temperature and time of 25 °C and 7
days, respectively. The strains were morphologically characterized by gram staining and their

corresponding biochemical tests (De la Rosa-Garcia, 2016).
3.4.2 Culture of the Streptomyces Strains

Cultivation of all of the Streptomyces strains first involved the generation of a seed culture.
The strains were grown in Internacional Streptomyces Project 2 (ISP2) liquid medium (10
mL), adjusted to pH 7.0, and incubated at 28 + 1 °C with shaking at 125 rpm. After 5 days,
mycelia were collected by centrifugation, frozen at —80 °C, and macerated to a powder
consistency for DNA extraction. After 7 days of incubation, this seed culture (10 mL) was
used to inoculate 90 mL of ISP2 liquid medium (10 %, v/v), and this was incubated under the
conditions described above for 15 days. After this period, the culture broth was centrifuged at
3220 x g/15 min at 4 °C to precipitate the cells and the supernatant (SN) was obtained by
decantation. Each SN (1x) was reduced to a half of its original volume by lyophilization
(Labconco FreeZone 2.5, model 7670520, Houston, TX, USA), obtaining the concentrated
SN (2x) which was tested in the initial antifungal bioassay (Abdelmohsen, 2014).
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3.4.3 Genomic DNA Extraction, Amplification and Sequencing of 16S rRNA

The DNA from macerated mycelia was extracted according to the method of Tapia-Tussell et
al., 2006. Each reaction mixture (50 L final volume) consisted of 100 ng DNA template, 1x
PCR buffer (10x 200 mM Tris-HCI, 500 mM KCI, pH 8.4; Invitrogen), 0.2 mM of dNTP
mixture, 0.5 uyM of each primer (Invitrogen), 1.5 mM MgCl,, and 1.5 U of Tag DNA
polymerase (Invitrogen). PCR amplification of the 16S rRNA gene was conducted using the
general primers 8F 5-AGA GTT TGA TCC TGG CTC AG-3" and 1492R 5-"GGT TAC CTT
GTT ACG ACT T-3". DNA amplification was performed in a C100 touch Thermal Cycler (Bio-
Rad, Foster city, CA, USA). The reaction conditions were as follows: initial denaturation at 95
°C for 5 min, 30 cycles of 95 °C for 45 s, 55 °C for 45 s, and 72 °C for 1.5 min, with a final
extension of 8 min at 72 °C. Amplified DNA fragments were separated by electrophoresis in
1.5% (w/w) agarose gels (Invitrogen) in 1x Tris-Borate-EDTA (TBE) buffer at 100 V for 40
min, and stained with ethidium bromide. DNA banding patterns were visualized, and images
were acquired with a GelDoc EZ imager (Bio-Rad, Hercules, CA, USA) (Yuan et al., 2014).
The PCR products were directly sequenced using the same primers by Macrogen (Seoul,
Korea). The 16S rDNA sequences were compared to the sequences within the Ribosomal
Database Project (RDP) using the Sequence Match algorithm. The genetic relation between
the strains was evaluated based on standard genetic distances, using the software Molecular
evolutionary genetics analysis (Mega) 5.1 (Tamura, PL, USA) (Tamura et al 2011). Results
were used to build a dendrogram with the unweighted pair group method with arithmetic
mean (UPGMA), with 1000 bootstrap repetitions.

3.4.4 Detection of PKS-I, PKS-Il, and NRPS gene clusters

Polyketide synthase (PKS) type | gene fragments were amplified using degenerate primers:
K1F 5-TSA AGT CSA ACA TCC GBCA-3"and M6R 5-CGC AGG TTS CSG TAC CAG TA-
3". Non-ribosomal peptide synthetase (NRPS) gene fragments were amplified using
degenerate primers: A3F 5'-GCS TAC SYS ATS TAC ACS TCS GG-3'and A7R 5'-SAS GTC
VCC SGT SGC GTA S-3'[19]. Gene PKS-II was amplified using the degenerate primer: KSa
5-TSG CST GCT TGG AYG CSA TC-3' and KSB 5-TGG AAN CCG CCG AAB CCG CT-3..
The amplification was performed in a C100 touch Thermal Cycler (Bio-Rad, CA, USA). Each
reaction mixture (25 pL final volume) consisted of 400 ng DNA template, 1x PCR buffer (10x
200 mM Tris-HCI, 500 mM KCI, pH 8.4; Invitrogen), 0.2 mM of dNTP mixture (Invitrogen), 0.4
MM of each primer, 2.5 mM MgCl,, 1.5 U of Tag DNA polymerase (Invitrogen), and 10 %
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dimethyl sulfoxide (DMSQO). The PCR amplification program consisted of an initial
denaturation at 95 °C for 5 min, followed by 35 cycles of 95 °C for 30 s, an annealing step of
2 min at 55 °C with K1F/M6R, at 58 °C with KSa/KSB, and at 59 °C with A3F/A7R, with an
extension of 4 min at 72 °C, and a final extension at 72 °C for 10 min (Ayuso-Sacido et al.,
2005; Metsa—Ketela . et al., 1999). All amplification products were visualized on 1.5 % (w/v)
agarose gels prepared in 1x Tris-Borate-EDTA (TBE) buffer (Invitrogen) and stained with
ethidium bromide. DNA banding was visualized, and images were acquired with a GelDoc
EZ imager (Biorad, CA, USA).

The bands in ranges of 1200-1400, 800-900, and 700 bp were classified as products of the
PKS-I, PKS-Il, and NRPS genes, respectively.

3.4.5 Antifungal bioassay of supernatants

Microbroth bioassay of supernatants of the actinobacterial cultures

Microbroth assays were conducted in sterile 96-well plates. The concentrated SNs (2X) were
sterilized using 0.22-uym pore size filters (Millipore) and tested against C. albicans ATCC
10231. The yeast was grown on Sabouraud’s agar at 35 °C for 24 h and the inoculum was
prepared in sterile saline solution (0.85%) and adjusted to match the turbidity of 0.5
McFarland standard at 530 nm (Spectrophotometer SP-830 plus, Nangang, Taipei, Taiwan)
comprising 10° colony-forming unit (CFU)/mL™, subsequently diluted at 1:1000 dilution with
Sabouraud’s broth. A volume of 100 pL of each SN (2X) was deposited in each microwell,
and 100 uL of the dilution of C. albicans was added. The final concentration of the SN was
1X, and that of the inoculum was 1-2.5 x 10° CFU/mL. Miconazole (10 pg/mL) and the ISP2
medium were used as the positive and negative control, respectively. Four repetitions were
made for each sample of the Streptomyces culture supernatants and controls. The
microplates were incubated at 35 + 2 °C for 24 h. After incubation, (1) with a metal replicator,
a sample from each of the microwells was transferred onto Sabouraud’s agar plates free of
the extracts (replication agar plates), and (2) immediately, 50 uL of 2,3,5-triphenyl tetrazolium
chloride (TTC) 1% (w/v) was added to each microwell. Both cultures, the replication agar
plates and microwell plates with TTC 1% (w/v), were incubated under the same,
aforementioned conditions. Viability data were recorded at 48 h; the absence of fungal
growth on the replication plates and the absence of pink or red coloring in the microwells with
TTC 1% (w/v) were interpreted as fungicidal action (Canton-Lacasa et al., 2007; CLSI, 2008).
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Minimum inhibitory concentration of lyophilized supernatants

Minimum inhibitory concentration (MIC) values were determined according to the M27-A3
methodology for microdilution by the Clinical Laboratory Standards Institute (CLSI), with
slight modifications. The supernatants of the strains of Streptomyces that demonstrated
antifungal effect were fully lyophilized in a freeze-dryer (Labconco FreeZone 2.5, model
7670520, Houston, Texas, USA). The lyophilized SNs were dissolved in distilled water (20
mg/mL) and sterilized through 0.22-pm millipore filters (Millipore). These samples were
tested at final concentrations of 10, 5, 2.5, and 1.25 mg/mL. The final concentration of
inoculum of C. albicans was 1-2.5 x 10° CFU/mL. The positive and negative controls were
the same as those mentioned above. After incubation at 35 °C for 24 h, the MIC was
determined as the lowest concentration which yielded no visible microbial growth in the wells
with TTC 1% and on the replicate Sabouraud’s agar plate (Cantén-Lacasa et al., 2007; CLSI,
2008).

3.4.6 Antifungal assay of organic extracts
Ethanol extraction of lyophilized supernatant from strains

The lyophilized SNs of Streptomyces manipurensis S3A-05 and S3A-09 and Streptomyces
parvisporogenes (647, 380 mg, respectively) with demonstrated antifungal effect were
extracted with ethanol (three times, w/v) at room temperature. The solvents were removed in
a rotary evaporator (lka RV 10 Control, Staufen, Germany) at 40 °C under reduced pressure
until dryness. In this way, the ethanol extract (a) and an insoluble fraction corresponding to

the residual solid (b) were obtained.

Minimum inhibitory concentration of fractions from organic extraction

The organic extracts (a) were dissolved in DMSO at a concentration of 40 mg/mL. The
residual solids (b) were treated as lyophilized SN as mentioned above at the same
concentrations. The MIC value of the active extracts was determined based on the
microdilution method (CLSI, 2008), 10 uL (0.4 mg) of each extract were tested using a 2-fold
serial dilution method, with final concentrations of 1, 0.5, 0.25, 0.125, 0.062, and 0.031

mg/mL. The final concentration of DMSO did not exceed 0.5 %.
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3.4.7 LC-HRMS analysis

The organic extracts of the three active Streptomyces strains were filtered by RP-18C (40-60
um, Merck) and analyzed by liquid chromatography-mass spectrometry (LC-MS) on an
Agilent 1260 RR chromatograph (Santa Clara, CA, USA). A Zorbax SB-C8 column (2.1 x 30
mm), maintained at 40 °C with a flow rate of 300 uL/min was used. Solvent A consisted of
10% acetonitrile and 90% water with 0.01% trifluoroacetic acid and 1.3 mM ammonium
formate, while solvent B was 90% acetronitrile and 10% water with 0.01% trifluoroacetic acid and
1.3 mM ammonium formate. The gradient started at 10% B and reached 100% B in 6
minutes; it was then kept at 100% B for 2 minutes and returned to 10% B for 2 minutes to
initialize the system. Full diode array UV scans from 100 to 900 nm were collected in 4-nm
steps at 0.25 s/scan. Mass spectrometry acquisition was performed on a Bruker maXis HR-
QTOF mass spectrometer (Bruker Daltonics GmbH, Bremen, Germany) coupled to the
previously described LC system. lonization of the eluting solvent was obtained using the
standard maxis ESI source adjusted to a drying gas flow of 11 I/min at 200 °C and a
nebulizer pressure of 40 psig. The capillary voltage was set to 4000 V. High Resolution Mass
Spectra (HRMS) were collected from 150 m/z to 2000 m/z in positive mode. The chemical
profiles were compared to internal proprietary databases of more than 900 known active
molecules. Database searching was carried out in MEDINA proprietary database of microbial
metabolites and the Chapman & Hall Dictionary of Natural Products v25.1 (CRC Press, Boca
Raton, FL, USA) (Martin et al., 2014; Pérez-Victoria et al., 2016).
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3.5 RESULTS

3.5.1 Molecular identification and screening of antifungal activity of Streptomyces

strains

The sequencing result of 16S rRNA gene from the four strains showed a similarity level of
100% to other sequences from species belonging to the genus Streptomyces. The products
of the amplification of the 16S rRNA gene, of approximately 1200 bp of the four strains of
Streptomyces, were sequenced and blasted against the National Center for Biotechnology
Information (NCBI) Gen Bank database. The results are shown in Table 3.1. The strains
S2A-04 and S6A-03 were identified as Streptomyces parvisporogenes and Streptomyces
angustmyceticus, respectively, while both S3A-05 and S3A-09 were identified as
Streptomyces manipurensis. To corroborate this identification, a phylogenetic tree based on
gene distance using the UPGMA method was built (Figure 3.1). The four strains were
separated into three clades. In clade |, the strain S2A-04 grouped with the species S.
parvisporogenes, in clade Il, S6A-03 grouped with S. angustmyceticus, and in clade Il the

strains S3A-05 and S3A-09 grouped with S. manipurensis species.

Cuadro 3.1 16S ribosomal RNA gene taxonomic affiliation of Streptomyces strains isolated from
tropical acidic soils in the state of Tabasco, Mexico.

Strain AcceGSeiglr;L\lliIJ}r(nber Closest Relative by BLAST % gilfn%t;ﬁt'\;/CE
S2A-04 MG719971 Stfeptongﬁ%plegr&}s{))orogenes 100
S3A-05 MG721543 S”ePtO(fB‘IB\/I%%Sb flnségilr;urensis 100
S3A-09 MG719969 Strepto(m)éclelsSrzn;:lgif)urensis 100
S6A-03 MH481662 Streptomyces angustmyceticus 100

(AB184816)
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MG719971 Streptomyces parvisporogenes (S2A-04) ¢

100
NR_115444.1 Streptomyces parvisporogenes

AJ781348.1 Streplomyces parvisporogenes I
96 | — AB184375.1 Streptomyces parvisporogenes _
NR_112507.1 Streptomyces angustmyceticus h
AB184818.1 Strepfomyces angustmyceticus
00 MH481662 Streptomyces angustmyceticus (S6A-03) 4| 11

AB184816.1 Streptomyces angustmyceticus

KCI157051.1 Streptomuces manipurensis

NR_118275.1 Streptomyces manipurensis
IW IN560156.1 Streptomyces manipurensis I11
MG721543 Streptomyces manipurensis (S3A-05) ¢
MG719969 Streptonyces manipurensis (S3A-09) ¢
HF584705.1 Escherichia coli B

t + :
0.20 0135 0.10 0.05 0.00

Figura 3.1 Genetic distance tree grouped by the unweighted pair group method with
arithmetic mean (UPGMA) using the 16S ribosomal RNA gene sequence (Ribosomal Date
Base Project), showing the genetic relations between the strains in this study (black
rhombuses). Escherichia coli (HF584705.1) was employed as an outgroup.
The results of the evaluation performed in the microdilution broth assay against C. albicans
indicated that all supernatants except that of S. angustmyceticus showed activity. The S.
manipurensis S3A-05 and S3A-09 strains displayed both MIC values of 2.5 mg/mL, while S.
parvisporogenes S2A-04 exhibited a MIC value of 5 mg/mL (Table 3.2). All active strains

exhibited a fungicidal effect.

The ethanol extracts from the lyophilized SNs of S. parvisporogenes S2A-04 and S.
manipurensis S3A-05 and S3A-09 cultivated in ISP2 were subsequently tested against C.
albicans. Only the ethanol extract from S. parvisporogenes (S2A-04) inhibited the growth of
the pathogenic yeast, with an MIC value of 0.5 mg/mL showing fungicidal effect. The ethanol
extracts of both S. manipurensis strains showed no inhibitory activity on C. albicans. The
solid residual fractions obtained from the three strains were not active either (Table 3.2).
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Cuadro 3.2 Minimum inhibitory concentration (MIC) of supernatants and fractions of Streptomyces

sp. collected in tropical acidic

soils of the state of Tabasco, Mexico.

pH Collection MIC (mg/mL)
Strains Soil Site SN (1x) Lyophilized Ethanol Residual
Activity SN Extract Solid

Streptomyces
parvisporogenes 4.2 Florida + 5 0.5 >1.0
S2A-04
Streptomyces
manipurensis 5.89 Puyacatengo + 2.5 >1.0 >1.0
S3A-05
Streptomyces
manipurensis 5.89 Puyacatengo + 2.5 >1.0 >1.0
S3A-09
Streptomyces
angustmyceticus  5.05 Cocona - >10 NE NE

S6A-03

+: Active, — : Not active. NE
bioassay.

: Not evaluated. SN: Supernatant (1x): original concentration tested

3.5.2 Detection of biosynthetic genes of active strains

The presence of PKS-I, PKS-Il, and NRPS biosynthetic genes in the Streptomyces strains

under study was analyzed.

PKS-I and NRPS genes were present in all four of the strains

(Figure 3.2A and 3.2C). Additionally, the strains S. parvisporogenes (S2A-04) and S.
manipurensis (S3A-05) presented a band (Figure 3.2B) belonging to expected amplicons
(900 bp) for PKS-II type genes (Table 3.3). According to the results, differences in the

biosynthetic potential of S. manipurensis S3A-05 and S3A-09 strains were detected.
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Figura 3.2 Agarose gel electrophoresis of the biosynthetic gene amplification products. (A)
1200-1400 bp fragments of polyketide synthase | (PKS-I) genes, (B) 800 to 900 bp
fragments of type Il polyketide synthase (PKS-II) genes, and (C) 700 bp fragments of non-
ribosomal peptide synthase (NRPS) genes. Lane, I: 1 kb molecular weight marker; lane Il
Streptomyces parvisporogenes (S2A-04); lane lll: Streptomyces manipurensis (S3A-05);
lane IV: Streptomyces manipurensis (S3A-09); lane V: non-active strain Streptomyces
angustumyceticus S6A-03; and lane VI: Streptomyces coelicolor (control + PKS-I and
NRPS).

Cuadro 3.3. Detection of biosynthetic genes in active Streptomyces strains.

. Gene Type
strains PKS-| PKS-II NRPS
cS)L.l)parwsporogenes (S2A- + + +
S. manipurensis (S3A-05) + + +
S. manipurensis (S3A-09) + - +
S. angustmyceticus (S6A- + B +
03)

+ Gene present; — Gene not present.
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3.5.3 LC-UV-HRMS Analysis

The ethanolic crude extracts of the three bioactive Streptomyces strains were analyzed by
LC-UV-HRMS. The HRMS of a major peak eluting at a retention time of 2.30 min in the
extract of S. parvisporogenes displayed a protonated ion at m/z 258.1122, in accordance
with a molecular formula of C35H15sNO3 (calc. for CisH16NO3*, 258.1130), and its UV spectrum
presented maxima at 212, 250, 275, and 355 nm (Figure 3.3). Dereplication of that molecular
formula and UV features using the Chapman & Hall Dictionary of Natural Products identified
carbazomycin G as the major component of the extract. The LC-UV-HRMS analysis of both
S. manipuresis strains showed no significant differences with respect to that of an extract of
the culture medium (blank).

e A) B)
AL — S ! 200 490 \wmveangth fnm)
M Ethanclc Extract e | : Il T .
':c- nons ] UV, 2 J0emn #5024
Caltare medium "“M“_‘
L=
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-

Figura 3.3 (A) LC-UV chromatogram (210 nm) of the ethanolic extract of the S.
parvisporogenes (S2A-04) strain vs. an extract of the non-fermented culture medium, (B)
Ultraviolet spectra and (C) HRMS spectra of the major peak at 2.30 min and structure of
carbazomycin G

3.6 DISCUSSION

The analysis of the 16S rRNA gene sequences confirmed that the four tropical strains
studied herein belong to three different species of the Streptomyces genus, S.
angustmyceticus, S. manipurensis, and S. parvisporogenes. These isolations represent the
first contribution to the description of actinobacteria isolated from the state of Tabasco,

enriching the knowledge of the bacterial biodiversity present in the southeast of Mexico. The
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Streptomyces strains analyzed belong to species not commonly isolated. In particular, this is
the third report of S. manipurensis species (Nimaichand et al., 2012; Elkholy et al., 2018).
Our isolates were obtained from acidic soils; these data are in accordance with previous
results indicating that the most frequently found acidotolerant actinomycetes in acid soils are
representative of the Streptomyces genus. This fact is most likely related to their significant
predominance in almost all the soils (Hasani et al., 2014; Nguyen et al., 2015; Zenova et al.,
2011). Our S. manipurensis S3A-05 and S3A-09 strains come from tropical slightly acidic
soils, while the only two previously isolated were obtained from a tropical basic (pH 9.26) soil
of limestone quarry at Hundung (Manipur India) (Nguyen et al., 2015; Tamereihao et al.,
2016) and from calcareous soils in Egypt (El-Kholy et al., 2013). The other two strains, S.
parvisporogenes S2A-04 and S. angustmyceticus S6A-03, come from soils with higher
acidity. In 2011, Kulkarni-Almeida et al., (2011) isolated S. parvisporogenes PM0324667
from a neutral to alkaline sandy soil (Rajasthan, India) (Meena et al., 2006). Pithakkit et al.,
2015, reported the isolation of S. angustmyceticus NR8-2 from slightly acidic soils from palm
tree plantations in the south of Thailand (Unjan et al., 2017). The Streptomyces strains
studied in this research, according to the pH of the soil where they were isolated, could be
considered as moderately acidophilic (Guo et al., 2015). Other actinomycetes living in

Mexican tropical soils have scarcely been investigated.

The SNs that showed the most potent antifungal effect against C. albicans belong to the S.
manipurensis S3A-05 and S3A-09 strains. Previous studies of S. manipurensis MRLB 201
and isolate H21, cultured in starch—nitrate—casein broth and soybean broth, respectively,
reported a strong inhibitory effect on several pathogenic bacteria and lower activity against
C. albicans by the agar well diffusion method (Nimaichand et al., 2015; Elkholy et al., 2018).
The ethanolic extract and the residual solid obtained from both lyophilized SNs of S.
manipurensis showed no antifungal activity. This fact might indicate the existence of a
synergistic effect among metabolites of both fractions which is lost when they are separated
during the ethanolic extraction (Gomez-Guifidn et al., 2003). Alternatively, the antifungal
activity might be related to the presence of proteins as in Nocardiopsis dassonvillei (Selvin et
al., 2009) or enzymes such as chitinases and glucanases (Hassan et al., 2011, Saini et al.,
2016), capable of degrading the cell wall of the fungi but labile to hydrophilic solvents
(Stepankova et al., 2013).

The PKS-I and NRPS biosynthetic genes detected in all four of the strains studied have also

been frequently found in other species Streptomyces genus (Passari et al., 2015; Salam et
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al., 2017; Harsonowati et al., 2017). The presence of these genes in our strains indicates
their potential to biosynthesize macrolide, polyether, and non-ribosomal peptide-like
molecules, among others (Kwan et al., 2011; Agrawal et al., 2017). The PKS-Il genes
detected in the strains S. manipurensis S3A-05 and S. parvisporogenes provide information
regarding their capability to biosynthesize aromatic polyketides (Zhang et al., 2017). Several
studies associate the presence of the PKS-II gene in actinomycete strains with antifungal
activity (Salam et al., 2017; Ahmad et al., 2017). Interestingly, different biosynthetic gene
cluster profiles were detected in both S. manipurensis strains, even when they have same
origin, suggesting differences in their chemical and fingerprint profile. However, to date no
metabolites have been isolated from S. manipurensis and our initial assessment of their
chemical composition on organic extract by LC-UV-HRMS revealed no significant differences
between the composition of the actinomycete extracts and the culture medium. To fully
understand the biosynthetic capacity of our strains, perhaps new cultivation strategies should
be attempted. Among them, the most straightforward will be the use of one strain-many
compounds (OSMAC) approaches (Bode et al., 2002) or microbial co-cultivation experiments
(Abdelmohsen et al., 2015) which for sure will elicit the production of new natural products

that might have applicability in the fight against fungal or other microbial infections.

On the other hand, the initial low anti-Candida activity observed for S. parvisporogenes S2A-
04 was significantly increased after organic extraction of the lyophylized supernatant, leading
to a final MIC value of 0.5 mg/mL. Similar results have been reported with ethyl acetate
extracts from Streptomyces sp. ERINLG-51 (Balachandran et al., 2015). In this case, our
results indicated that the existence of ethanol soluble compounds in the extract is
responsible for the antifungal activity observed. Based on its HRMS and UV spectra, a
metabolite tentatively identified as carbazomycin G was detected as one of the major
components of our S. parvisporogenes S3A-04 ethanolic extract. This is an aromatic alkaloid
related to the presence of PKS-Il genes in the strain. In contrast, various secondary
metabolites have been identified from other S. parvisporogenes strains. These include an
antifungal polyene named PA 616 by Chas (Hamilton-Miller et al., 1973), acetyl, butyl, and
propionyl pepstatins with inhibitory activity of pepsin, cathepsin D, and renin (Aoyagui et al.,
1973). Additionally, an aromatic metabolite, NFAT-33, with antidiabetic properties was
isolated from Streptomyces sp. PM0324667, a striking strain related to S. parvisporogenes,
according to their DNA sequencences (Kulkarni-Almeida et al., 2011). Carbazomycin G was

previously reported from Streptoverticillium ehimense together with carbazomycins A—F and
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H. It is an alkaloid with a moderate antifungal activity against species of Trichophyton
(Kaneda et al., 1988; Sakano et al., 1980; Naid et al., 1987). The structure of carbazomycins
possesses a carbazole core originating from a tryptophan unit, coupled to a pyruvate and an
acetate unit, pointing to a possible relation with the PKS genes existing in the strain (Kaneda
et al., 1990; Herberth et al., 2003). The total synthesis of this compound has been reported
by several authors (Hagiwara et al., 2000; Knolker et al., 2003; Chakraborty et al., 2013). It
will be necessary to isolate the active compound in order to confirm its activity and its

structure in the ethanolic extract from S. parvisporogenes S2A-04
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CAPITULO IV

EFECTO DE ALGUNAS FUENTES NUTRICIONALES DE CARBONO Y
NITROGENO EN LA ACTIVIDAD ANTI-CANDIDA DE TRES STREPTOMYCES
NATIVOS DE TABASCO

4.1 INTRODUCCION

Los productos naturales (PN) son moléculas organicas producidas por organismos Vivos
con diversas actividades biolégicas. Mas del 10% de los PN bioactivos conocidos
provienen de microorganismos, especialmente los actinomicetos producen alrededor del
45% (Demain et al., 2009). El género Streptomyces es el mas reportado con la capacidad
de producir una innumerable cantidad de metabolitos secundarios terapéuticos (MS)
(Barka et al., 2016). Por otro lado, las condiciones ambientales representan un factor muy
importante en la biosintesis de MS en las cepas actinomicetales (Genilloud et al., 2011).
Las variaciones nutritivas (fuente de cabono, nitrégeno, fosfatos etc.) o ambientales
(temperatura, pH, presiéon osmoética, etc.) en las condiciones de cultivo podrian inducir a
producir un cambio completo en el perfil metabdlico, lo que conduciria a una diversidad
quimica (Rebets et al., 2014). Esta estrategia se conoce como "una cepa/muchos
compuestos" (OSMAC, por sus siglas en inglés) y se ha utilizado para inducir u optimizar
la biosintesis de MS novedosos de la misma cepa. Cuando se agrega o agota algun
componente quimico se pueden observar variaciones en el perfil metabdlico. De manera
similar se observa cuando se suple un precursor o sustrato, impactando en los niveles de

produccién (Zarins-tutt et al., 2015).

La produccién de MS antimicrobianos por actinomicetos esta altamente vinculada a la
disponibilidad de carbono y nitrégeno (Van der Meij et al., 2017). Innumerables estudios
han demostrado que el tipo de fuente de carbono disponible afecta la produccion de MS y
al desarrollo morfologico de los actinomicetos (Romano, et al., 2018). Particularmente, en
el género Streptomyces, la sintesis de MS parece estar regulada por un sistema conocido
como la represién por catabolito del carbono (RCC). Esto se define como la inhibiciéon de
la expresion génica requerida para la utilizacion de las fuentes secundarias de carbono,
causada por los sustratos carbonatados que se degradan rapidamente, como la glucosa.
Por lo tanto, cuando las especies de este género se cultivan en condiciones limitadas de
carbono, la represion del catabolito se detiene y comienza la sintesis de las enzimas

requeridas para la biosintesis de MS (Sanchez et al., 2010). De manera similar, el tipo de
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fuente de nitroégeno tiene una influencia significativa en la produccién de varias sustancias
antimicrobianas. El metabolismo secundario también esta influenciado negativamente por
el nitrégeno. Cuando esta presente una buena fuente de nitrégeno, se usa rapidamente
junto con el carbono para la produccion de biomasa, reprimiendo la sintesis de enzimas

involucradas en la produccion de MS (Van Wezel et al., 2011).

En el aislamiento de actinomicetos de suelos tropicales de México, se encontraron tres
cepas de Streptomyces cuyos cultivos en el medio ISP2 presentaron actividad antifungica
contra C. albicans. Las cepas se identificaron como Streptomyces parvisporogenes S3A-
04, Streptomyces manipurensis S3A-05 y S. manipurensis S3A-09. El extracto etandlico
del sobreandante del cultivo de S. parvisporogenes presento actividad y en €l se identifico
la presencia de un compuesto identificado como carbazomicina G, reportado previamente
con propiedades antmicéticas. Por lo cual, para incrementar la actividad anti-Candida de
estas cepas, se llevo a cabo la estrategia OSMAC, utilizando dos fuentes diferentes de
carbono (almidon y glicerol) y nitrbgeno (peptona de carne y harina de soya).
Previamente, y debido a que las dos cepas de S. manipurensis (S3A-05 y S3A-09)
presentan actividades similares y se obtuvieron del mismo sitio de colecta, pero mostraron
diferente perfil de genes PKS, se caracterizaron molecularmente mediante la huella
genética, para esto se eligieron los marcadores moleculares DAMD (amplificacion dirigida
del ADN de la regidon de minisatélites) y los iniciadores arbitrarios de PCR (AP-PCR).
DAMD es una técnica desarrollada por Heath y col. (1993) para dirigir la amplificacion
mediada por PCR de la region de ADN de minisatélite. Los minisatélites son regiones de
genomas de ADN repetidas en tandem, muchas de las cuales muestran altos niveles de
variacion de la longitud alélica debido a diferencias en el nimero de unidades repetidas,
este polimorfismo identifica un /ocus que resulta ser multialélico debido a un elevado
namero de unidades repetidas, que corresponden a muchos alelos (Claes, 1997). Estos
marcadores genéticos altamente informativos, se han utilizado ampliamente en muchas
areas de la genética para mostrar variaciones dentro de una especie 0 entre especies
(Borozan et al., 2017). Los AP-PCR son usados para generar perfiles genéticos simples y
reproducibles, no se requiere informacién previa de la secuencia. Los cebadores
arbitrarios elegidos se unen a un segmento complememtario del ADN gendémico y
generan una serie de amplicones que se separan electroforeticamente para formar
patrones, que se comparan y analizan en busca de similutudes y diferencias (Ly y
Caufield, 1998). Los enfoques de AP-PCR identifican variaciones genémicas dentro de

una especie y generan perfiles Unicos de diferentes cepas (Vickery et al., 1999). Por lo
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tanto, las cepas pueden ser distinguidas por comparacion polimérfica en las huellas
dactilares gendémicas. Se puede aplicar a cualquier especie bacteriana (Czekajto et al.,
2006). La actividad antifangica de los sobrenadantes de los cultivos, sus extractos
etandlicos y sus fases residuales después de la extraccion organica se evaluaron contra

C. albicans. Los extractos etanolicos activos, se analizaron por LC-MS.
4.2 MATERIALES Y METODOS
4.2.1 Microorganismos

Las cepas S. parvisporogenes S2A-04, S. manipurensis S3A-05 y S3A-09 utilizadas en
esta investigacion provienen del cepario de la Universidad Juarez Autonoma de Tabasco,

como se indica previamenteen en seccién 2.2.1.
4.2.2 Huella genética de Streptomyces manipurensis S3A-05 y S3A-09

Los cebadores arbitrarios para PCR (AP-PCR) y la amplificacion directa del ADN de la
region del minisatélite (DAMD), se utilizaron para el analisis de huellas dactilares de cepas
activas identificadas como Streptomyces manipurensis S3A-05 y S. manipurensis S3A-09.
Esto se llevé a cabo utilizando seis cebadores: M13 (5'-GAG GGT GGC GGT TCT-3 ),
HVA (5-AGG ATG GAA AGG AGG C-3'), HBV (5'-GGT GTA GAG AGG GGT- 3", INS
(5'-ACA GGG GTG TGG GG-3'), YNZ-22 (5'-CTC TGG GTG TGG TGC-3-) y 33.6 (5-
GGAGGTGGGCA-3' (Bridge et al., 1997; Zhou et al., 1997; Nakamura et al., 1988). La
amplificacién se realizé en un volumen de 25 pL que contenia 10 ng de ADN, 1 x tampoén
de PCR (10x: Tris-HCI 200 mM, KCI 500 mM, pH 8.4; Invitrogen), dNTP 0.25 mM, MgCl,
0.5 mMy 1 pmol de cebador usando el siguiente programa: 95 °C por 5 min, 40 ciclos de
94 °C por 1 min, 55 °C por 2 min, extension 72 °C durante 2 min y la etapa de extension
final de 7 min a 72 °C. La amplificaciéon se realiz6 utilizando un termociclador tactil C100
(Bio-Rad, California, EE. UU.). La AP-PCR se realiz6 utilizando tres cebadores de 15 bp
derivados de las secuencias repetidas (GTG)s, (CAG)s y (GAC)s (Nguyen et al., 2009;
Pérez-Brito et al., 2007). Las reacciones se realizaron en un volumen final de 25 uL que
contenian: 100 ng de ADN, 1x tampén de PCR (10x: Tris-HCI 200 mM, KCI 500 mM, pH
8.4; Invitrogen), 0.25 mM de cada dNTP (Invitrogen), MgCl, 2 mM, cebadores 0.8 pM y
1.25 U Taq polimerasa (Invitrogen). La amplificacion se realiz6 en un termociclador tactil
C100 (Bio-Rad, California, EE. UU.). El programa utlizado fue: un paso de

desnaturalizacion inicial a 95 °C durante 5 min, seguido de 40 ciclos de 95 °C 40 s, la
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temperatura de alinemiento fue a 42 °C para (GTG)s, 50 °C para (GAC)s y 60 °C para
(CAG)s durante 60 s, extension durante 1 min a 72 °C; y una etapa de extension final de 5
min a 72 °C. Los productos de amplificacion se analizaron por electroforesis en geles de
agarosa al 1.5% (p/v) y se detectaron mediante tinciébn con bromuro de etidio. Se
visualizaron patrones de bandas de ADN y se adquirieron imagenes con un generador de
iméagenes GelDoc EZ (Pérez-Brito et al., 2018)

A los datos de la huella genética, se les asignaron valores utilizando 1 para indicar la
presencia de una banda y O para inicar su ausencia. Los datos calculados se empleron
para obtener el contenido de informacién de polimorfismo (PIC) de cada marcador (DAMD
y AP-PCR) de acuerdo con la siguiente ecuacion:

PIC=1Y °  Pi?

Donde Pi es la frecuencia del alelo i-ésimo, y k es el nUmero total de alelos diferentes en
el locus. El valor de PIC de cada combinacion de cebadores fue el promedio de las
bandas (Pérez-Brito et al., 2018; Anderson et al., 1992).

4.2.3 Cultivo de las cepas de Streptomyces en medios ISP2 modificados

Los tres aislados se cultivaron en ocho medios de cultivo modificados, denominados
medios de induccién y en el medio de referencia ISP2. Estos medios se formularon
siguiendo como el contenido del medio ISP2, cambiando la fuente de carbono (extracto de
malta) y nitrdgeno (extracto de levadura) (Cuadro 4.1) al 1% (p/v) de concentracion (10
g/L). El extracto de malta se sustituyé por almidén (Al) y glicerol (Gl); el extracto de
levadura se cambié por peptona de carne (PC) y harina de soya (HS). Paralelamente, se
realizaron cuatro mezclas binarias de una fuente de carbono y una fuente de nitr6geno
(AIPC, AIHS, GIPC y GIHS) (Al-Hulu et al., 2015; Bahavana et al., 2014; Houssam et al.,
2011). En total se obtuvieron ocho diferentes medios de induccion (Tratamientos) y junto
con el medio ISP2 (referencia) se describen en la Cuadro 4.2. Todos los medios contienen
4 g (0.4 % p/v) de glucosa y se ajustaron a pH 7.0. El cultivo-semilla de cada cepa se
realiz6 en medio ISP2 a 28 + 2 °C, 125 rpm, 7 dias. El cultivo-semilla (10 mL, 10% v / v)
de cada actinomiceto se inoculé en 90 mL de cada medio. Los cultivos en los medios de
induccién y en el medio ISP2, al igual que sus controles negativos (medios de cultivo sin

inocular) se incubaron en las mismas condiciones durante 15 dias. Después del periodo
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de incubacion, el caldo de cultivo se centrifug6 (3.220 g / 15 min a 4 °C). El sobrenadante

(SN) obtenido se congeld y el volumen original se redujo a la mitad (concentrado 2x) por

liofilizacion (Labconco FreeZone 2.5, modelo 7670520, Houston, Texas, EE. UU.). Se

hicieron tres repeticiones para cada tratamiento. Este material se almacen6 hasta su uso

en el bioensayo antifingico.

Cuadro 4.1 Lista de medios de cultivo liquidos modificados a partir del medio de referencias ISP2.

Medio de cultivo

Fuente de
Carbono

Fuente de
nitrégeno

Abreviatura

International Streptomyces Project

Yeast Malt Extract Agar (ISP2)

Almidén

Glicerol

Peptona de carne

Harina de soya

Almidoén y peptona de carne
Almidén y harina de soya
Glicerol y peptona de carne
Glicerol y harina de soya

Extracto de Malta

Almidén
Glicerol
Extracto de Malta
Extracto de Malta
Almidén
Almidén
Glicerol
Glicerol

Extracto de levadura

Extracto de levadura
Extracto de levadura
Peptona de carne
Harina de soya
Peptona de carne
Harina de soya
Peptona de carne
Harina de soya

ISP2

Al
Gl
PC
HS
AIPC
AIHS
GIPC
GIHS

Cuadro 4.2 Medios de induccién (Tratamientos) y medio de
referencia (ISP2) utilizados en el cultivo de los tres aislados
de Streptomyces seleccionados para incrementar efecto

anti-Candida.
Aislado
. Blancos Tratamientos
Medios
ISP2 Al Gl ISP2 Al Gl
ISP2 X X X X X X
PC X XX XX X XX XX
HS X XX XX X XX XX

Al: almidén. GI: glucosa. PC: peptona de carne HS: Harina
de soya. X:Simple. XX:Combinacién (Fuente de nitrégeno-
Fuente de Carbono).

4.2.4 Bioensayo anti-Candida de sobrenadantes de cultivos de Streptomyces

Los SN concentrados (2x) se esterilizaron por filtracion y se evaluaron contra la levadura
C. albicans ATCC 10231 en placas estériles de 96 pocillos como se describio
anteriormente (Escalante-Réndiz et al., 2019; Canton-Lacasa et al., 2007; CLSI, 2008). Se
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hicieron cuatro repeticiones para cada muestra de los sobrenadantes y controles de

cultivo de Streptomyces.
4.2.5 Concentracién minima inhibitoria (CMI) de sobrenadantes liofllizados

Los SN de las tres cepas de Streptomyces que demostraron un efecto antifingico se
liofilizaron completamente (Labconco FreeZone 2.5, modelo 7670520, Houston, Texas,
EE. UU.) y se evaluaron de acuerdo con la metodologia del CLSI con ligeras
modificaciones, para detectar los valores de CMI (Escalante-Réndiz et al., 2019; Cantén-
CLSI, 2008; Lacasa et al., 2007)

4.2.6 Extraccion etandlicay bioensayo anti-Candida de los extractos

Los SN liofilizados de los cultivos de las tres cepas, se extrajeron por maceracion con
etanol (3x). Los extractos organicos y los sélidos residuales se evaluaron contra C.
albicans siguiendo el método de microdilucion en las mismas concentraciones, como se

describié previamente en el apartado 3.3.5.
4.2.7 Andlisis de LC-MS de los extractos organicos

Previo a su analisis por LC-MS, los extractos organicos de la cepa S. parvisporogenes
S2A-04 se limpiaron a través de una capa de gel de silice de fase reversa (C-18, 40-60
um, Merck) y se analizaron en un cromatografo Agilent 1260 RR (Agilent, Santa Clara,
CA, EE. UU.). En las mismas condiciones y analizadas como se describié anteriormente
3.3.6.

4.3 RESULTADOS
4.3.1 Huella genética de las cepas de S. manipurensis S3A-05y S3A-09

El analisis de la huella genética de S. manipurensis S3A-05 y S3A.09 utilizando nueve
cebadores, seis DAMD y tres AP-PCR, dio como resultado perfiles genéticos diferentes en
ambas cepas. En el Cuadro 4.3 se puede apreciar el nUmero total de bandas, el nUmero
de bandas polimérficas, el porcentaje de polimorfismo y el contenido de informacion
polimorfica (PIC) obtenidos. La Figura 4.1 muestra el resultado de los perfiles genéticos

de las dos cepas con los diferentes cebadores.
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

Figura 4.1 Patrén de bandas obtenidas con los primers Banding DAM (carriles 2-13) y
AP-PCR (carriles 14-19). Carriles 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16 y 18 S. manipurensis S3A-05.
Carriles: 3, 5, 7, 9, 11, 13, 15, 17 y 19 S. manipurensis S3A-09. Carriles, 1 y 20: 1 kb
marcador de peso molecular.

Los seis cebadores DAMD obtuvieron el mayor numero de bandas amplificadas (83) y el
mayor rango de tamafo de fragmentos (141-5000 pb). Del total de las bandas, 31 fueron
polimérficas con una frecuencia promedio de polimorfismo del 35%. El nimero de
fragmentos polimérficos varié de 2 a 8, con un promedio de 5. El cebador MR tuvo el
polimorfismo mas alto (50%). El rango de tamafio de las bandas polimérficas fue de
aproximadamente 425-1,020 pb. Se obtuvo un total de 8 fragmentos polimoérficos con un
PIC de 0.38 (Cuadro 4.3y Figura 4.1).

Los marcadores AP-PCR, a pesar de revelar un nimero menor de bandas amplificadas,
tuvieron el mayor porcentaje de polimorfismo (40%). En total, se amplificaron 39 bandas,
de los cuales 16 fueron polimoérficas. El cebador (CAG)s fue el mas informativo, revelando
el mayor grado de polimorfismo entre las cepas (50%). El rango de tamafio de bandas
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polimérficas observadas fue de aproximadamente 406-850 bp, se obtuvieron 7

fragmentos polimoficos con un PIC de 0.38 (Cuadro 4.3 y Figura 4.1).

El estudio indic6 que el polimorfismo més alto fue para los cebadores AP-PCR con un
40% vy el valor PIC mas alto fue para los cebadores DAMD con un promedio de 0.49
(Cuadro 4.3).

Cuadro 4.3 Numero total de bandas, bandas polimérficas, polimorfismo y contenido de informacién
polimérfica (PIC) obtenidos de los cebadores DMAD y AP-PCR.

Nombre RangP del Nimero
del tamafio de total de Banqlas_ E?a”,da!s % . PIC
cebador b(a;)nbc;a Bandas monomorficas  Polimérficas  Polymorfismo
DAMD -
HVA 141-13541 17 9 8 47 0.40
HBV 214-879 10 8 2 20 0.60
INS 248-1432 13 9 4 31 0.52
MR 340-5000 16 8 8 50 0.38
YNZ22 425-2000 11 9 2 18 0.61
33.6 157-2000 16 9 7 44 0.42
Total 141-5000 83 52 31 210 2.93
Mean — 14 9 5 35 0.49
AP-PCR
(GTG)s 445-2500 16 10 6 37 0.47
(GAC)s 500-2000 9 6 3 33 0.50
(CAG)s 275-3000 14 7 7 50 0.38
Total 275-3000 39 23 16 120 1.35
Promedio — 13 8 5 40 0.45

4.3.2 Actividad anti-Candida de cepas de Streptomyces cultivadas en los medios de

inducciéon

La mayoria de los sobrenadantes activos de las cepas cultivadas en los medios de
induccién presentaron valores de pH alcalinos o ligeramente alcalinos. Los cultivos con
pH acido fueron S. manipurensis S3A-05 en el medio GIPC (pH 4.5), S. manipurensis
S3A-09 en los medios GI (pH 5.3), PC (pH 5.5) y GIPC (pH 4.7). El sobrenadante del
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cultivo de S. parvisporogenes S2A-04 en el medio GIHS correspondié al inico que tuvo un
pH neutro (Cuadro 4.4).

El 92% de los sobrenadantes de cultivos de las tres cepas en estudio tuvieron actividad
anti-Candida en los medios de induccién evaluados, con excepcion del cultivo de la cepa
S. parvisporogenes en el medio Al'y S. manipurensis S3A-09 en el medio GIPC. Todos los
cultivos de la cepa de S. manipurensis S39-05 fueron activos (Cuadro 4.4.). Los
sobrenadantes de los cultivos activos de las tres cepas presentaron un efecto fungicida
sobre la levadura. Ninguno de los blancos presento actividad antifiungica (Anexo 1).

El porcentaje de rendimiento que se obtuvo al liofilizar los sobrenadantes estuvo entre el
0.1% y 1%. Comparados con el medio ISP2 de referencia, los rendimientos obtenidos son
bajos. Los liofilizados de los sobrenadantes de los cultivos de S. manipurensis S39-05 en
el medio AIHS y los de de S. manipurensis S39-09 en los medios PC, HS y GIPC, fueron
los que tuvieron el mayor porcentaje. Los SN del cultivo de S. parvisporogenes S2A-04 en

los medios PC y GIHS, mostraron el mas bajo rendimiento (<0.1%), (Anexo 2).

Cuadro 4.4 Actividad anti-Candida de los sobrenadantes de Streptomyces
sp. cultivadas en los diferentes medios de induccién y el medio ISP2.

Medios SN Actividad pH del cultivo

S.04 S.05 S.09 S.04 S.05 S.09

Al - + + 8.5 8.5 7.4
Gl + + + 8.1 8.7 5.3
PC + + + 8.0 8.8 55
HS + + + 7.7 8.9 8.6
AlIPC + + + 7.9 8.8 8.5
AIHS + + + 7.5 8.8 8.4
GIPC + + - 8.1 45 4.7
GIHS + + + 7.1 8.7 8.6
ISP2 + + + 7.7 8.1 8.4

S.04: S. parvisporogenes S2A-04. S.05: S. manipurensis S3A-05. S.09: S.
manipurensis S3A-09. SN: Sobrenadante, (+): Activo, (-): No activo
Cuatro de los SN liofilizados activos de la cepa S. parvisporogenes S2A-04 presentaron
una CMI menores (0.6—2 mg/mL) respecto al medio de referencia ISP2 (5 mg/mL). Estos
correspondieron a los medios PC, AIPC, AIHS y GIPC, donde la mezcla binaria de PC con
Al 'y Gl mostraron la menor MIC de 0.62 mg/mL. Los cultivos en HS y GIHS tuvieron una

menor actividad con una MIC de10 mg/mL (Figura 4.2A).
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Los SN liofilizados de la cepa S manipurensis S3A-05 con mayor actividad fueron los
cultivos de los medios Al y AIPC con una MIC de 0.31 mg/mL, menor al del cultivo en el
medio de referencia (2.5 mg/mL). Los SN de los cultivos en los medios GI, GIPC y GIHS,
tuvieron una MIC igual el medio ISP (Figura 4.2B).

El SN de S manipurensis S3A-09, presentd su mayor actividad anti-Candida en el medio
Al, con una CMI d de 0.62 mg/mL. Los sobrenadantes de los cultivos que tuvieron una
CMI igual al medio ISP2 (5 mg/mL) se detectaron con los medios AIHS y GIHS. (Figura
4.2C).

Al comparar la CMI de los sobrendantes de las tres cepas cultivadas en los medios de
induccién con la obtenida en el medio de referencia ISP2, se observé que las cepas
incrementan su actividad anti-Candida en el medio AIPC. Sin embargo, es notorio que en
el medio Al, las dos cepas de S. manipurensis mantienen su mas baja CMI, no asi en S.
parvisporogenes que en los medios binarios con PC (AIPC y GIPC) y en el medio PC
mantienen su mejor efectividad. Cuando los medios se enriquecen sélo con HS, la
actividad anti-Candida se pierde en las tres cepas, pero la respuesta es variable en los

medios binarios (Figura 4.2).
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Figura 4.2 Concentracion minima inhibitoria (MIC) de los sobrenadantes
liofilizados de cepas de Streptomyces sp. cultivadas en los diferentes medios
de induccién (Al, Gl; PC, HS, AIPC, AIHS, GIPC y GIHS) y en el medio de
refencia (ISP2). (*) Valores de MIC >10 mg/mL. A) S. parvisporogenes. B) S.
manipurensis S3A-05. C) S. manipurensis S3A-09. C: Carbono. N: Nitrégeno.
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Los extractos etandlicos de los sobrenadantes liofilizados de las tres cepas cultivadas en
los medios de induccion, se evaluaron contra C. albicans. La actividad antifungica solo se
detectd en los extractos etandlicos de los SN de la cepa S. parvisporogenes S2A-04. Los
extractos etandlicos de las cepas S manipurensis S3A-05 y S manipurensis S3A-09, no
presentaron actividad anti-Candida a una concentracion de 1 mg/mL, la cual fue la mayor
concentracion a la que se evaluaron (Figura 4.3).

S. parvisporogenes S2A-04
1.2

*1 1 *q

0.8

0.6
mg/ml 0.5 0.5 0.5

0.4
0.25 0.25

0.2 012

Al Gl PC HS AIPC AIHS GIPC GIHS ISP2

Medios con diferentes fuentes de Cy N

Figura 4.3 Concentracion minima nhibitoria concentration (CMI) de los extractos
etandlicos de los sobrenadantes de los cultivos de Streptomyces parvisporogenes
S2A-04 en los diferentes medios de induccion y en el medio ISP2. (*) Valores de
CMI >1 mg/mL.
Los residuos obtenidos de la extraccion etandlica de los SN liofilizados de las tres cepas,

no presentaron actividad anti-Candida (Anexo 3).
4.3.3 Andlisis de LC-MS de los extractos organicos

El analisis de dereplicacién LC/MS de los extractos etandlicos de los sobrenadantes de los
cultivos de S. parvisporogenes S2A-04 en los medios de induccién, indicé la aparicion de
compuestos conocidos pertenecientes a diferentes clases, estos se identificaron utilizando la
base de datos de metabolitos microbianos propietaria de MEDINA y el Diccionario Chapman

& Hall de Productos Naturales. El resultado revelé la presencia de carbazomicina G en todos
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los extractos de los sobrendantes del cultivo de la cepa en los medios de inducciéon (Anexo
5). Este compuesto fue detectado como mayoritario en el extracto etandlico del cultivo de la
cepa en el medio ISP2 (capitulo 1l1). Los picos de carbazomicina G (2.30 min RT) con mayor
intensidad en los cromatogramas se detectaron en los extractos de los medios Al, GI, HS y
GIHS, pero es minoritario en el extracto organico de mayor efectividad anti-Candida, AIPC
(0.12 mg/mL). (Anexo 5y 6).

Ademas de la carbazomicina G se detectaron once compuestos conocidos en los
extractos etandlicos de los cultivos de S. parvisporogenes S2A-04 en los diferentes
medios de induccién. Algunos de ellos estdn presentes en mas de un extracto de los
medios de cultivo, otros sélo en uno en particular. Los compuestos identificados
correspondieron a 2-(1,3-pentadienil)-piperidina, N-(2-(1H-indol-3-il)-2-oxoetil)-acetamida,
coproporfirina  1ll, estreptazolina, N-acetiltiramina, N,N-dimetiladenosina, hemi-

oxantromicina A, albociclina, daidzeina, gliciteina y piracrimicina A (Cuadro 4.5).

Cuadro 4.5. Analisis de los extractos activos por LC/MS y algunos de los compuestos sugeridos por la
base de datos de metabolitos microbianos, propiedad de la Fundacion MEDINA (Granada, Espafa) y el
Diccionario Chapman & Hall de Productos Naturales (v25.1).

Compuesto R m/z Formula Extractos etandlicos
sugerido Al GI PC HS AIPC AIHS GIPC GIHS ISP2

Carbazomicina G 2.30 258.1122 Ci5Hi15sNO3 X X X X X X X X X
2-(1,3-Pentadienil)
piperidina 1.15 152.1433 CioH17N — X — X X X X X —
N-(2-(1H-indol-3-
il)-2-oxo-etil) 1.29 217.0972 Ci2Hi2N2 O, X — — X — — — X —
acetamida
Coproporfirina lll 4.2 655.2729  CgeHasN4sOg — — X — — — X — —
Estreptazolina 1.5 208.0952  Ci11H13NO3 X — — — — — — X —
N-acetiliramina 0.6 180.1012 CyoHisN2 O, — — — — — X — — X
N,N-
Dimetiladenosina 0.65 296.1310 Ci2Hi7NsO4 X — — — — — — — —
Hemi-
oxantromicina A 3.28 330.1025 Ci1sH1606 _ = — X — — — — —
Albociclina 4.84 309.2062 013H2304 _— — — — — — X — —
Daidzeina 2.48 255.0653 C15H1004 - = = — — — — X —
Gliciteina 2.63 285.0761 C16H1205 - = = — — — — X —
Piracrimicina A 0.95 138.0818 C7H1o0N20 —_ = - — — — — X —

Presencia: X. Ausencia: —. Al (almiddn), Gl (glicerol), PC (peptone de carne), HS (harina de soya), Almidén-
Peptona de carne (AIPC), Almidén-Harina de soya (AIHS), Glicerol-Peptona de carne (GIPC), Glicerol-Harina
de soya (GIHS).
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El actinomiceto S. parvisporogenes S2A.04 produjo el compuesto 2-(1,3 pentadienil)
piperidina en la mayoria de los EE de los SN liofilizados, estos se detectaron en los
medios GI, HS, AIPCP, AIHS, GIPC y GIHS. El compuesto N-(2(1H-indol-3-il)-2-oxoetil)
acetamida se detecto en tres extractos, Al, HS y GIHS. Se encontré coproporfirina Ill en
los extractos PC y GIPC, estreptazolina en Al y GIHS, se detectd N-acetiltiramina en AIHS
y el medio de referencia ISP2.

El medio de cultivo con el mayor nimero de compuestos conocidos detectados
correspondi6 al extracto obtenido del medio enriquecido con GIHS, estos fueron seis, 2-
(1,3-pentadienil) piperidina, N-(2-(1H-indol-3-il)-2-oxo-etil) acetamida, estreptazolina,
daidzeina, gliciteina y una posible piracrimicina A.
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Figura 4.4 Compuestos identificados en los extractos etandlicos del cultivo de S.
parvisporogenes S2A-04 en los diferentes medios de induccion.
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4.4 DISCUSION

Las técnicas moleculares AP-PCR y DAMD utilizadas para la huella genética de las cepas
de S. manipurensis revelaron un perfil genético diferente entre ellas. Los cebadores MR
de DAMD y (CAG)s de AP-PCR fueron los que produjeron patrones de banda utiles para
la diferenciacion intraespecifica de las cepas. Los valores para el indice del contenido
polimérfico demuestran la utilidad de estas dos técnicas para describir la variabilidad
genética entre los aislados de S. manipurensis estudiados en este trabajo, sin embargo, el
cebador (GAC)stiene el mayor poder de discriminacion a nivel intraespecie. La técnica de
AP-PCR se ha utilizado en diversos trabajos para diferenciar cepas de una misma especie
obtenidas en un mismo nicho ecoldgico. Quadrie et al. (2016) utiliz6 esta técnica para
identificar tres cepas de Actinorectispora aisladas de un suelo en la India. Sree et al.
(2014) analizé con tres cebadores dos cepas de actinomycetos aisladas en suelos de
Colachel, Kanyakumari, India, obteniéndose siete bandas de las cuales tres fueron

polimérficas con un porcentaje de polimorfismo de 42.58%.

Los resultados del estudio revelaron una diversidad genética a nivel intraespecie, por lo
tanto, los marcadores AP-PCR y DAMD son muy eficientes para revelar la variabilidad
interespecifica entre los aislados de esta especie, siendo una herramienta poderosa en
los estudios de diversidad genética. Estas técnicas son utilizadas para distinguir
organismos estrechamente relacionados mediante patrones polimorficos, obtenidos de la
amplificacién del ADN con cebadores aleatorios, por lo cual, no se necesita informacion
sobre una secuencia (Cheeptnam, 2013). Peteira et al., 2014, empleé cebadores
arbitrarios para conocer mediante sus huellas genéticas, la variabilidad molecular en una
coleccion de bacterias simbiontes de nematodos entomopatégenos, con los cebadores
utilizados obtuvo elevados porcentajes de polimorfismo. Borozan et al., 2017; empleo
DAMD para el estudio de la diversidad genética en las poblaciones de actinomicetos en la
rizosfera de la vid. El polimorfismo detectado en las cepas S. manipurensis (S3A-05 y
S3A-09), refleja la diversidad genética a nivel especie. Actualmente, se considera que una
especie procariota es un grupo gendémicamente coherente de individuos/cepas, que
comparten un alto grado de similitud en caracteristicas independientes (Rossell6-Mora y
Amann 2001). Estos hallazgos indican un vinculo entre las caracterisiticas de su actividad
anti-candida y la presencia o ausencia de sus genes biosintéticos en las ceps de S.

manipurensis. Sin embargo, la desventaja de los marcadores inespecificos, es que
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fragmentos del mismo tamafio podrian ser originados en regiones no homoélogas, lo que

puede distorcionar las estimaciones de similitud génica (Hoz et al., 1996).

Los resultados de la evaluacion anti-Candida de los tres aislados, mostraron variabilidad
del efecto en al menos dos medios de induccion donde se cultivaron, respecto del medio
de referencia ISP2. Por otra parte, la mayoria de estos sobrenadantes mostraron pH
alcalino, independientemente de la actividad encontrada contra C. albicans, esto indica
gue el pH alcalino no causa ninguna interferencia con el crecimiento o la supervivencia del
patdgeno. Lo mismo sucede con los sobrenadantes con pH acido, esto se debe a que el
rango de crecimiento de C. albicans es entre 3-8, con condiciones Optimas entre 5.1-6.9
(Sanchez-Vargas et al., 2002).

Los SN que mostraron un incremento de su actividad contra C. albicans son los de S.
manipurensis S3A-05 cultivados en los medios Al y AIPC y el cultivo de S. manipurensis
S3A-09 en medio Al (0.31 mg/mL y 0.62 mg/mL respectivamente). En el caso de S.
manipurensis S3A-09 cuando se cultiva en el medio AIPC, la actividad disminuye respecto
del medio Al (0.62 mg/mL) y en el medio AIHS la actividad permanece igual a la del medio
de referencia (2.5 mg/mL). El cambio de la fuente de carbono (extracto de malta) en el
medio ISP2 por almidon y el aumento de la actividad antifingica para las cepas de S.
manipurensis estudiadas coinciden con lo informado por Houssam et al. (2011), quienes
revelaron que el almidén es la mejor fuente de carbono para la biosintesis de compuestos
antifingicos durante la optimizacién de la produccién. Bhosale et al. (2015) describieron
gue en los estudios de optimizacion para la produccion de compuestos antifingicos por
Streptomyces werraensis se observo la produccion maxima de antimicéticos con fuentes
de carbono complejas como el almidén. El rapido crecimiento respaldado por altas
concentraciones de azUcares metabolizados rapidamente a menudo suprime la
produccion de metabolitos secundarios a traveés del mecanismo regulador de la represion
del catabolito de carbono (Lee et al., 2014). En Streptomyces, la regulacion de la fuente
de carbono, comunmente conocida como represion del catabolito de carbono (CCR), es
uno de los mecanismos mas conservados que protegen las células contra el desperdicio
de la maquinaria de sintesis de proteinas. Este mecanismo regula la expresion de genes
involucrados en la absorcion y utilizacion de fuentes alternativas de carbono y funciona
cuando mas de un sustrato utilizable esta presente en el medio ambiente. Hasta 10% de
todos los genes bacterianos estan sujetos a este tipo de regulacion. (Romero-Rodriguez

et al., 2016). A menudo, se sabe que las fuentes de carbono complejas de asimilacion
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lenta, como los polisacéaridos, estimulan la produccion de metabolitos secundarios, ya que
estas sustancias no causan la represion de catabolitos en los que se inhibe la produccion
de enzimas de la biosintesis de metabolitos secundarios (Holkar et al., 2013). Esto
significa que el almidén como fuente de carbono podria ser una influencia para el

aumento de la actividad.

La cepa de S. parvisporogenes S2A-04 cultivada en los medios de induccion con almidon
(Al), glicerol (Gl) y con harina de soja (HS) por separado, mostré una actividad menor que
la obtenida usando el medio de referencia ISP2 (10 mg/mL). Sin embargo, cuando la cepa
se cultiva con peptona de carne como fuente de nitrégeno, sola o mezclada con almidén o
glicerol como fuentes de carbono (PC, AIPC y GIPC), tuvo mayor actividad que el medio
de referencia ISP2 (1.25, 0.62, 0.62 mg/mL respectivamente). Estos datos coinciden con
diferentes trabajos desarrollados. Mangamuri et al. (2012) informaron que una
concentracion de 1% de peptona de carne en los medios de cultivo es positiva para el
aumento de la actividad antimicrobiana de Streptomyces cheonanensis VUK-A. Ayari et
al. (2016) investigaron la influencia de las fuentes de nitrégeno en la actividad anti-
Candida de la cepa de Streptomyces sp. AA13. La mayor actividad se produjo a través de
la suplementacion con peptona. Cuando la cepa se cultiva en una mezcla de almidén y
harina de soya (AIHS), la actividad aumenta (2.5 mg/mL) en comparacion con el medio de
referencia, esto muestra que dos fuentes complejas de carbono y nitrégeno mezcladas
influyen en la elevacion de a la actividad fungica de la cepa. Entre los factores externos
con influencia en la biosintesis de metabolitos secundarios por microorganismos, las
fuentes de carbono y nitrégeno son muy relevantes, ya que estan relacionadas tanto con
la disponibilidad del sustrato para la sintesis de metabolitos como con la modulacion del
proceso enzimatico y pueden activarse y estabilizar las enzimas involucradas en el

proceso (El-Naggar et al., 2015).

Los resultados de la actividad de S. parvisporogenes S2A-04 sugieren que la peptona de
carne, como fuente de nitrégeno, influye en su actividad antifingica. Es bien sabido que
los cambios en el tipo y la concentracién de las fuentes de nitrégeno afectan la sintesis de
antibioticos. El efecto inhibidor de muchos compuestos N sobre la sintesis de antibioticos
puede observarse mediante fuentes de nitrégeno rapidamente utilizadas, como el
amoniaco, el nitrato y ciertos amino&cidos. Por lo tanto, la seleccion adecuada de la
fuente de nitrdgeno puede mejorar la produccion de antibidticos, particularmente usando

compuestos de N de liberacion lenta para evitar la inhibicion (Shao et al., 2015). Para
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responder a los cambios en la disponibilidad de nitrégeno, las Actinobacterias han
desarrollado un complejo sistema regulador para la asimilacién de nitrégeno, que
comprende el control transcripcional y postraduccional. La respuesta celular a la limitacion
de nitrégeno en el nivel transcripcional, es controlada por el regulador global de respuesta
al nitrégeno GInR, cuyo rol fue ampliamente explorado para S. coelicolor (Amin et al.,
2016). Aunque la presencia de altas concentraciones de amonio generalmente se
correlaciona positivamente con la tasa de crecimiento, el amonio generalmente reprime la
utilizacion de fuentes alternativas de nitrégeno y retrasa el inicio de la produccién
secundaria de metabolitos. Por lo tanto, el agotamiento del amonio favorece una tasa de
crecimiento mas baja y estimula la produccion de antibidticos en muchas especies
(Wohlleben et al., 2017). En Streptomyces, los estudios muestran que la fuente de
carbono compleja induce, en la mayoria de las veces, el aumento de la actividad, en lugar
de la fuente de nitr6geno (Bhavana et al., 2014; Holkar et al., 2013, Vijayakumar et al.,
2012).

Los extractos etandlicos y los residuos solidos de los SN liofilizados de las cepas de S.
manipurensis cultivadas en los medios de induccién, no mostraron actividad. El resultado
coincide con el trabajo anterior, donde el extracto etanélico y el residuo del SN liofilizado
del cultivo del medio de referencia ISP2, no presentaron actividad. Esto prueba que los
compuestos antifangicos producidos por estas cepas podrian ser proteinas o enzimas que
perdieron su actividad durante la extraccion etandlica o que existe un efecto sinérgico
entre los compuestos en el sobrenadante que se pierde durante la separacion en la
extraccion orgénica (Escalante-Réndiz et al., 2019). Otro factor podria ser la naturaleza
hidréfilicaa de los compuestos presentes en los residuos, determinante para la actividad.
Lo anerior debido a que deben producirse en una gran cantidad para mantener la
concentracion efectiva cerca de la superficie de la célula, lo que significa un mayor uso de

energia para estos microorganismos (Thakur y Anil, 2000).

Los resultados del bioensayo antifingico para los extractos etandlicos de los SN
liofilizados de S. parvisporogenes S2A-04 en los medios de induccion muestran que la
actividad se encuentra en los extractos organicos obtenidos con etanol y no en los
residuos sélidos. El extracto delSN liofilizado del cultivo en AIPC fue el que tuvo la menor
CMI (0.12 mg/mL), seguido por los extractos etandlicos de los cultivos AIHS y GIHS a CMI
de 0.25 mg/mL. En este ultimo, a pesar de no mostrar una actividad en su SN liofilizado,

la actividad fue buena en el extracto organico. Esto podria deberse a un aumento de la
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concentracion de los compuestos anti-Candida de mediana polaridad después de la
extraccion, cuando las fases hidrofilicas y organicas se separan. Lo opuesto ocurre con el
extracto del sobrenadante liofilizado del cultivo de PC, que mostré una actividad mas alta
que la del cultivo del medio de referencia, pero cuando se le realizd la extraccion
organica, la actividad disminuyd, dando como resultado una CMI mas alta que el extracto
del SN liofilizado del medio de referencia.

Los andlisis de LC-MS para los extractos organicos de los SN liofilizados de S.
parvisporogenes cultivados en los medios de induccion se compararon con Sus
respectivos blancos. En ellos se observo claramente la presencia de carbazomicina G en
los extractos de todos los medios, con las mismas caracteristicas detectadas en el
extracto organico ISP2, con un tiempo de retencién de 2.30 min (Escalante-Réndiz et al.,
2019). Comparando el area debajo del pico de carbazomicina G de todos los extractos
organicos, podemos obsevar que la abundancia del compuesto en los extractos activos no
es proporcional a la actividad anti-Candida que presentan. Esto sugiere que
carbazomicina G no es el Unico responsable de la actividad antifingica. Inclusive lo que
lleva a la posibilidad de la existencia de otros compuestos involucrados en esta actividad.
Un segundo compuesto en comin en seis de los extractos de S. parvisporogenes
correspondié al 2-(1,3-pentadienil)-piperidina, detectado al cultivarlo en los medios G, HS,
AIPC, AIHS, GIPC y GIHS. Las piperidinas se han informado de otros estreptomicetos,
siendo detectadas por primera vez en esta especie (Ohno et al., 2015; Groenhagen et al.,
2014).

Entre los otros diez componentes detectados, la molécula N-(2-(1H-indol-3-il)-2-oxoetil)
acetamida, es un alcaloide derivado de indol detectado en los extractos Al, HS y GIHS.
Esta molécula ya se ha descrito a partir de especies del género Streptomyces. Las
actividades reportadas incluyen la antitumoral, antibacterianas contra bacterias Gram-
positivas (Micrococcus luteus y S. aureus) y Gram-negativas (Salmonella enterica y
Escherichia coli), asi como actividades antifungicas (Fusarium sp.), (Abdelkader et al.,
2017; Smaoui et al., 2012).

Entre los otros diez componentes detectados, la molécula N-(2-(1H-indol-3-il)-2-oxoetil)
acetamida es un alcaloide derivado de indol detectado en los extractos Al, HS y GIHS.
Esta molécula ya se ha descrito a partir de especies del género Streptomyces. Las

actividades reportadas incluyen la antitumoral, antibacterianas contra bacterias Gram-
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positivas (Micrococcus luteus y S. aureus) y Gram-negativas (Salmonella enterica y
Escherichia coli), asi como actividades antifungicas (Fusarium sp.) (Abdelkader et al.,
2017; Smaoui et al., 2012).

Las coproporfirinas Il presentes en los extractos PC y GIPC son compuestos de la serie
de porfirinas aislados de Streptomyces sp., son ampliamente utilizadas en la esterilizacion
de la sangre, la terapia contra el cancer y las terapias fotodinamicas de control de
insectos y malezas (Martinez et al., 2017; Locatelli et al., 2013).

La estreptazolina se identifico en los extractos de Al y GIHS. Se informé por primera vez
como un metabolito aislado de cultivos de Streptomyces viridochromogenes cepa Ti1678.
También se reporté de Streptomyces chartreusis NA02069, junto con los nuevos
alcaloides estrepchazolinas A y B y de Streptomyces thermoviolaceus SRC3. Esta cepa,
recientemente aislada de los sedimentos del rio argelino, exhibié una amplia actividad
contra varios patégenos humanos bacterianos y contra C. albicans. Recientemente se ha
demostrado que la estreptazolina aumenta la destruccion bacteriana y la elaboracién de
citocinas inmunoestimuladoras por macréfagos in vitro (Djinni et al.,, 2018; Luo et al.,
2018; Yang et al., 2017).

La N-acetiltiramina esta presente en los extractos de AIHS e ISP2. Este compuesto se
aisl6 del enddfito Streptomyces sp. YIM67086 con actividad antimicrobiana contra B.
subtilis, tambien se ha aislado de Streptomyces alni sp. nov y tuvo actividad contra S.
aureus y la linea celular de melanoma de ratén B16; el organismo lo produce en el caldo
de fermentacion ISP2 (Yang et al., 2014; Liu et al., 2009).

Vaden et al. (2017) aislaron y caracterizaron la N-N-dimetiladenosina de Streptomyces
coeruleoaurantiacus SNA-024 aislado del mar. Este compuesto inhibe la sefializacion de
AKT en una variedad de lineas celulares de cancer de células no pequefas. Este
compuesto fue identificado por primera vez por Hammargren et al. (1991) y lo biosintetizo

S. parvisporogenes Unicamente en el medio de Al.

La hemi-oxantromicina A es un policétido de tipo antraquinona que se ha aislado de los
actinomicetos terrestres Actinomodura sp. BCC47066 y Streptomyces sp. MST-134270.
Las oxantromicinas naturales y sintéticas son inhibidores potentes y selectivos de la
localizacién de la membrana plasmatica (PM) de K-Ras, un factor clave de la oncogénesis

en adenocarcinomas pancredticos, adenomas de colon y céancer de pulmén no
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microcitico, su inhibicién bloquea toda actividad oncogénica (Bunbamrung et al., 2018,
Salim et al., 2014).

La macrolactona albociclina fue aislada por Tanabe Seiyaku Company en 1967 y Upjohn
(como ingramicina) en 1968 a partir de cepas de Streptomyces. Gu et al. (2019)
identificaron y caracterizaron recientemente 10 macrélidos de tipo albociclina, producidos
por Streptomyces sp. 4205 aislada del suelo de arroz. Esta cepa mostré actividades
antimicrobianas contra C. albicans con un valor de MIC de 10.0 mg/mL; también es un
candidato muy prometedor para el tratamiento de MRSA y S. aureus resistente a la
vancomicina (VRSA), se sugiere que la albociclina bloquea la biosintesis de
peptidoglucano de la pared celular de esta bacteria Gram positiva (Liang et al., 2018,
Chatare et al., 2017; Koyama et al., 2013).

Se ha informado que los isoflavonoides como la daidzeina poseen diversas actividades
biolégicas. Por ejemplo, actividades antioxidantes, antiinflamatorias, son inhibidores de
diversas enzimas liticas o tienen actividades antifungicas o estrogénicas. La daidzeina se
ha aislado de Streptomycetes de origen marino y terrestre, cuando se cultivan en extracto
de malta o en medios de harina de soya (Shi et al., 2012; Maskey et al., 2003). El enddfito
Streptomyces sp. BT01 aislado del tejido radicular de Boesenbergia rotunda (L.) Mansf.,
produjo daidzeina en el caldo de fermentacion ISP2, que fue activo contra bacterias Gram
positivas: S. aureus, Bacillus cereus y B. subtilis y fue débilmente activo contra bacterias

gram negativas: E. Coli, Pseudomonas aeruginosa (Taechowisan et al., 2014).

La gliciteina es una isoflavona aglicona, generalmente se produce por biotransformaciéon
bacteriana de sustancias de medios de cultivo con glicitina (Rao et al., 2013).
Streptomyces sp. AC35 y Streptomyces spp. 060524 producen gliciteina con fuerte
citotoxicidad contra la leucemia crénica humana K562 (Ondrejic’kova et al., 2016;
Kannabiran y Deepika, 2016; Hu et al., 2009.

La piracrimicina A o ciclamidomicina es una acrilamida con actividad antitripanosomal y
antibacteriana, aislada por primera vez, por Coronelli en 1972 de Streptomyces eridani.
Su modo de accidon es mediante la inhibicion de la nucledsido difosfato quinasa y la
piruvato quinasa (en E. coli) y la fosforilacion oxidativa en las mitocondrias hepaticas de
ratas (Otoguro et al., 2010; Coronelli et a.l, 1972;).
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De acuerdo a la bibliografia consultada, S. parvisporogenes S2A-04, produce en todos los
medios de induccién metabolitos reportados con actividad citotoxica, antitumoral y
cancerigena. En la mayoria de los medios el microorganismo produce compuestos
antimicrobianos; en Al, GIPC y GIHS sintetiza compuestos antifungicos. En este ultimo
medio produce el compuesto estreptazolina reportado con actividad contra C. albicans, lo
cual coincide en el presente trabajo. En los medios PC y GIPC produce el compuesto
coproporfirina reportado como insecticida. El medio de induccion GIHS presenta el perfil
guimico con la mayoria de los compuestos identificados, en este medio S.
parvisporogenes sintetiza metabolitos con actividades citotoxica, antimicrobiana contra
bacterias Gram positivas y negativas, antifungica contra C. albicans, antiinflamatorias,
antioxidantes y antitripanosomal (Djinni et al., 2018; Deepika, 2016; Taechowisan et al.,
2014; Smaoui et al., 2012; Kannabiran y Otoguro et al., 2010).
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CAPITULO V

5.1 CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

5.1.1 CONCLUSIONES

. EI 93% de las cepas identificadas molecularmente pertenecen al género Streptomyces,
correspondientes a siete diferentes especies, siendo éstas S. angustumyceticus, S.
griseochromogenes, S. manipurensis, S. resistomycificus, S. parvisporogenes y S.
libani.

. Las cepas S. manipurensis se reportan por primera vez para Latinoamérica y es el
primer registro de una cepa de S. parvisporogenes obtenida en México.

. El andlisis de la huella genética de las dos cepas de S. manipurensis S3A-05 y S3A-09,
aisladas en el mismo sitio de muestreo, evidencié que son diferentes.

. Entre los 15 aislados, S. parvisporogenes (S2A-04) y las dos cepas de S. manipurensis
(S3A-05 y S3A-09) son las que poseen actividad anti-Candida.

. La presencia de los genes PKS y NRPS en las tres cepas estudiadas indica la
existencia en sus genomas de un potencial biosintético de naturaleza policétida y
péptidos no ribosomales.

. Las tres cepas reaccionaron de manera particular a las diferentes fuentes de carbono y
nitrdgeno evaluadas. El almidén influye en el incremento de la actividad antifangica en
los cultivos de las cepas de S. manipurensis. La actividad de la cepa S.
parvisporogenes aumenta con la peptona de carne como fuente de nitrégeno y se
potencializa con la presencia de almidén o glicerol.

. La cepa S. parvisporogenes cultivada en el medio de glicerol con harina de soya (GIHS)
biosintetiza diversos metabolitos secundarios reportados con diferentes actividades
biol6gicas.

. La presente contribucién confirma que los actinomicetos de los suelos tropicales
mexicanos constituyen una fuente importante en la busqueda de productos alternativos

contra C. albicans.
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5.1.2 PERSPECTIVAS

Los resultados de la presente contribucion proporcionan la evidencia de la microflora de
las regiones tropicales de México, los cuales deben continuar siendo explorados.

La cepa S. parvisporogenes S2A-04 debe continuar siendo estudiada para aislar el
metabolito carbazomicina G, purificarlo y corroborar su actividad anti-Candida.

De igual manera, el resultado de la pérdida de la actividad de los extractos etandlicos de
las cepas de S. manipurensis da la premisa de realizar estudios mas amplios para

corroborar si la actividad es dada por proteinas o enzimas quitinasas o gluconasas.

La presencia de los genes PKS y NRPS en el genoma de las cepas proporciona el
conocimiento para realizar el andlisis de su expresién génica, utlizando primers
especificos, con la finalidad de determinar el gen o los genes involucrados en la sintesis

de los metabolitos activos para mejorar su produccion.

Este estudio da la pauta para continuar con la optimizaciéon en la produccién de
compuestos de interés con diferentes acividades bioldgicas, modificando en el cultivo
otros factores tales como la temperatura, pH, cantidad de inéculo, entre otros, de esta

manera se podra realizar un estudio biodirigido en su produccion.
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ANEXOS

1. Actividad antifungica de los medios de cultivo sin inocular (blancos).

Medios Actividad
Al -
Gl _

PC —
HS —
AIPC —

AIHS —

GIPC —
GIHS —

ISP2 —

No activo -

2. Rendimiento de los sobrenadantes liofilizados

Rendimiento de los SN

Medios liofilizados % (p/v)
S.04 S.05 S.09
Al 0.4 0.4 0.6
Gl 0.3 0.4 0.4
PC 0.1 0.7 1.0
HS 0.7 0.65 1.0
AlIPC 0.3 0.4 0.5
AIHS 0.3 1.0 0.4
GIPC 0.3 0.7 1.0
GIHS 0.1 0.5 0.4
ISP2 0.7 0.7 1.0

S.04: S. parvisporogenes S2A-04. S.05: S.
manipurensis S3A-05. S.09: S.
manipurensis S3A-09
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3. Actividad y rendimiento de residuos solidos del cultivo de cepas de Streptomyces sp. en los

diferentes medios medios de induccion y el medio de referencia (ISP2).

Sélidos Residuales Rendimiento del Extracto
Medio CMI mg/mL % (p/v)

S.04 S.05 S.09 S.04 S.05 S.09

Al >1.0 >1.0 >1.0 0.07 0.03 0.17
Gl >1.0 >1.0 >1.0 0.07 0.18 0.24
PC >1.0 >1.0 >1.0 0.05 0.2 0.15
HS >1.0 >1.0 >1.0 0.1 0.18 0.22
AIPC >1.0 >1.0 >1.0 0.09 0.14 0.12
HS >1.0 >1.0 >1.0 0.08 0.27 0.06
GIPC >1.0 >1.0 >1.0 0.13 0.62 0.77
GIHS >1.0 >1.0 >1.0 0.26 0.26 0.17
ISP2 >1.0 >1.0 >1.0 0.13 0.03 0.12

S.04: S. parvisporogenes S2A-04. S.05: S. manipurensis S3A-05. S.09: S. manipurensis S3A-09

4. Rendimiento de los extractos etandlicos de Streptomyces sp. cultivado en los

diferentes medios de induccion y en el medio basal (ISP2).

Rendimiento de extractos

Medlp de % (piv)
cultivo

S.04 S.05 S.09
Al 0.07 0.03 0.17
Gl 0.07 0.18 0.24
PC 0.05 0.2 0.15
HS 0.1 0.18 0.22
AIPC 0.09 0.14 0.12
HS 0.08 0.27 0.06
GIPC 0.13 0.62 0.77
GIHS 0.26 0.26 0.17
ISP2 0.13 0.03 0.12

S.04: S. parvisporogenes S2A-04. S.05: S. manipurensis
S3A-05. S.09: S. manipurensis S3A-09
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5 Cromatograma del espectro de ultravioleta (210 nm) de los extractos etanolicos de
S. parvisporogenes (S2A-04) en los differentes medios de induccién vs. el extracto

del cultivo en el medio basa (ISP2) y la presencia de carbazomicina G (pico a 2.30

min).
A) B)
earw. T e .
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(A) medios Al y Gl media vs. medio de cultivo basal. (B) Medios PC y HS vs. medio de cultivo
basalba. (C) Mediso AIPC y AIHS vs. medio basal. (D) Medios de cultivo GIPC and GIHS vs.
medio basal.
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6. Abundancia de Carbazomicina G en los extractos etandlicos de los sobrenadantes
de los cultivos de S. parvisporogenes (S2A-04) en diferentes medios de induccién y
en el medio basal. Area del pico de carbazomycin G en espectro de ultravioleta UV 210

nm (pico a 2.30 min RT).

Abundancia de

Medio de cultivo Carabazomycin G
Area del pico

Basal (ISP2) 297

Al 5479

Gl 4880

PC 639

HS 1528
AIPC 17

AIHF 31
GIPC 112
GIHS 628
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