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RESUMEN

TITULO: AISLAMIENTO Y CARACTERIZACION PRELIMINAR DE GENES DE
POLICETIDO SINTASAS TIPO | EN ACTINOMICETOS AISLADOS A
PARTIR DE HORMIGAS CORTADORAS DE HOJAS Atta cephalotes.”

AUTORA: Paillié Jiménez Daniela”

PALABRAS CLAVE: Actinomicetos, Atta cephalotes, Actividad antimicrobiana,

Policétido sintasas.
DESCRIPCION:

Las hormigas pertenecientes a la tribu Attini, conocidas como cortadoras de hojas viven en un
mutualismo tripartito con hongos del género Leucoagaricus, que proporcionan el alimento a las
hormigas, y con actinomicetos productores de antibidticos como ectosimbiontes. Estas bacterias
son seleccionadas de forma natural por la hormiga con el fin de proteger el hongo simbionte de
otros hongos parasitos. Tradicionalmente los actinomicetos han constituido una fuente importante
de nuevos metabolitos con actividad antibiética. Entre ellos se destacan los macrélidos policétidos,
cuya hiosintesis depende del complejo multienzimatico policétido sintasa PKS. Por consiguiente la
evaluacion de la distribucion de sistemas biosintéticos PKS, constituye una estrategia adecuada
para determinar la posible produccion de antibidticos a partir de actinomicetos. En este trabajo de
investigacion preliminar, se aislaron siete cepas nativas de actinobacterias asociadas a la cuticula
de las hormigas cultivadoras de hongo Atta cephalotes Linnaeus, 1758 (Hymenoptera: Formicidae).
Estas se caracterizaron de acuerdo con sus caracteristicas morfolégicas (macro y microscépicas) y
moleculares (ADNr 16S). Adicionalmente se identificaron genes de PKSs Tipo | en los
actinomicetos aislados, empleando primers especificos para estas secuencias. Los resultados
obtenidos en este estudio sugieren que la comunidad cultivable de actinomicetos es diversa y
constituye una potencial fuente para el desarrollo de nuevos antibiéticos.

" Proyecto de grado
Facultad de Ciencias, Escuela de Quimica. Director: Rodrigo Torres Saez.
Facultad de Salud, Escuela de Bacteriologia y Laboratorio Clinico. Directora: Claudia Ortiz Lopez.
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ABSTRACT

TITLE: PRELIMINARY ISOLATION AND CHARACTERIZATION OF TYPE | PKS
GENES IN ACTINOMYCETES ISOLATED FROM LEAF CUTTER
ANTS Atta cephalotes.

AUTHOR: Paillié Jiménez Daniela™

KEYWORDS: Actinomycetes, Atta cephalotes, Antimicrobial activity, Polyketide
synthases.

SUMMARY

Ants belonging to Attini tribe known as leaf-cutter ants represent one of the insects with major
geographical dispersion and adaptability in South America. They live in a tripartite mutualism with
fungi of genus Leucoagaricus, which provides food to ants, and antibiotic-producing actinomycetes
as ectosymbionts. These bacteria are naturally selected by the ants in order to protect the symbiotic
fungus from other fungi and parasites. Actinomycetes traditionally have been an important source of
new metabolites with antibiotic activity. Among them are the macrolide polyketides, which
biosynthesis depends upon a complex multienzyme polyketide synthase PKS. Therefore the
assessment of the distribution of PKS biosynthetic systems is an appropriate strategy to determine
the possible production of antibiotics from actinomycetes. In this preliminary research work, were
isolated and characterized seven strains of actinomycetes associated with the cuticle of fungus-
growing ants Atta cephalotes Linnaeus, 1758 (Hymenoptera: Formicidae); they were characterized
according to their morphological (macro and microscopic) and molecular characteristics (16S
rDNA). Additionally, Type | PKS genes were identified in the isolated actinomycetes using specific
primers for these sequences. The results of this study suggest that the cultivable actinomycete
community is diverse and is a potential source for development of new antibiotics.

" Degree work
™ Science Faculty, School of Chemistry. Director: Rodrigo Torres Saez.
Health Faculty, School of Bacteriology and Clinical Laboratory. Director: Claudia Ortiz Lépez.
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ABREVIATURAS

°C Grados centigrados

ACP Proteina transportadora de grupos acilo
ADN Acido desoxirribonucleico

ADNr 16S ADN ribosémico de la subunidad 16S
ARN Acido ribonucleico

AT Aciltransferasa

BLAST Basic Local Alignment Search Tool
BSA Albumina de suero bovino

cm Centimetro

CoA Coenzima A

CS Agar Almidén-Caseina

DAP Acido diaminopimélico

DH Deshidratasa

DMSO Dimetil sulfoxido

dNTP’s Desoxirribonucleotidos trifosfato

EDTA Acido etilendiamino tetracético

ER Enoilrreductasa

ESI-TOF lonizacién por electrospray con analizador de tiempo de vuelo
g Gramos

g/ml Gramos por mililitro

HPLC Cromatografia liquida de alta eficiencia
kb Kilobase

KR Cetorreductasa

KS Cetosintasa

LC Cromatografia liquida

MS Espectrometria de masas

uM Micromolar

pL Microlitro
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mM
mL
min
NCBI
ORF

PCR
PDA
PKSs
PKS-I
psi
rpm
RMN

sp.
spp.
Taq
TBE
Tris
Xg
YME

Milimolar

Mililitro

Minuto

National Center for Biotechnology Information
Open Reading Frame

Pares de bases

Reaccion en cadena de la polimerasa
Agar Papa-Dextrosa

Policétido sintasas

Policétido sintasas Tipo |

Libra-fuerza por pulgada cuadrada
Revoluciones por minuto

Resonancia magnética nuclear
Svedberg

Segundo

Especie

Especies

Thermus aquaticus

Tris-borato-EDTA

Tris-2-amino-2 (hidroximetil)-1,3-propanodiol
Gravedades

Agar Extracto de levadura-Extracto de Malta
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INTRODUCCION

Las hormigas cortadoras de hojas de la tribu Attini, son endémicas de Suramérica,
Centroamérica y el sur de Estados Unidos. Se caracterizan por la relacion
simbidtica que mantienen con un hongo basidiomiceto, cultivado en el interior de
sus hormigueros, el cual requieren como alimento’. El género Atta es el mas
comun en Colombia, ya que se encuentra en un porcentaje aproximado de 80%,

siendo el de mayor importancia econémica?.

Las hormigas cortadoras de hojas se ven amenazadas principalmente por el
hongo Escovopsis spp., pues se ha demostrado que este tiene un efecto
perjudicial sobre los jardines del hongo simbidtico, y en consecuencia afecta la

supervivencia de la colonia de hormigas®.

Durante mas de diez afios se han llevado a cabo diversas investigaciones que
demuestran que las hormigas obreras defienden sus jardines de los hongos
perjudiciales, a través de una combinacibn de mecanismos quimicos y de
comportamiento. Entre los mecanismos quimicos se encuentran las secreciones
de las glandulas metapleurales y actinomicetos simbioticos, presentes en la

cuticula de las hormigas®.

Por su parte los actinomicetos, especialmente los del género Streptomyces,
también han sido objeto de estudio durante décadas, debido a que son la fuente
natural mas importante de sustancias con diferentes actividades biolégicas, como
por ejemplo los compuestos policétidos. Se sabe que una amplia gama de este
tipo de compuestos son biolégicamente activos, y presentan aplicaciones en la
medicina, la agricultura y la investigacion bioquimica. Son sintetizados por los
complejos enzimaticos policétido sintasas (PKSs), y se han disefiado primers

especificos para amplificar los genes de sus dominios, como herramienta para
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identificar bacterias productoras de metabolitos secundarios con potencial
actividad biol6gica®.

El descubrimiento de nuevos compuestos antimicrobianos y de otros metabolitos
secundarios bioactivos sigue siendo un objetivo importante en la investigacion de
nuevos medicamentos. La extensa busqueda de estos compuestos ha permitido
reconocer miles de moléculas bioactivas en diversos microorganismos. Sin
embargo se requiere de nuevos enfoques y estrategias, con el fin de aumentar la

probabilidad de descubrir sustancias con nuevas y mejores propiedades®.

Durante el desarrollo de este proyecto de investigacion se llevo a cabo el
aislamiento de actinomicetos a partir de la cuticula de hormigas cortadoras de
hojas de Atta cephalotes, encontrando distintas colonias del género Streptomyces
como potenciales productoras de compuestos policétidos con actividad biol6gica.
Este trabajo constituye el primer estudio realizado en el Grupo de Investigacion en

Bioquimica y Microbiologia, dirigido hacia la busqueda de nuevos antibioticos.
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1. MARCO TEORICO Y ANTECEDENTES
1.1. HORMIGAS CORTADORAS DE HOJAS
1.1.1. Generalidades

Las hormigas se destacan dentro del importante grupo taxondmico de los insectos,
por su alta diversidad, dominancia numérica e importancia ecologica,
constituyendo el 20% de toda de la biomasa animal® °. Comprenden la familia
Formicidae en el orden Hymenoptera. Actualmente se reconocen alrededor de
once mil quinientas especies de hormigas, descritas en todo el mundo, de las

cuales el 30% corresponden a la Regién Neotropical’.

La tribu Attini, perteneciente a la subfamilia Myrmicinae, es endémica del
Neotropico y uno de los grupos con mayor dispersién geografica, adaptabilidad y
éxito evolutivo, especialmente en Suramérica, Centroamérica y en el sur de
Estados Unidos » ® °. Es reconocida gracias a las hormigas denominadas
comunmente como cortadoras de hojas, de los géneros Atta y Acromyrmex,
consideradas como atinas superiores®. En total la tribu Attini posee doce géneros y
doscientos treinta especies; todas se valen de un hongo simbidtico caracteristico,
como fuente de alimento para sus crias, por lo cual a las atinas también se les

conoce como hormigas cultivadoras de hongo'® **

. La gran mayoria de estos
hongos, pertenecen a los dos géneros Leucoagaricus y Leucocoprinus, que juntos
constituyen la tribu Leucocoprineae en la familia Lepiotaceae (Basidiomycota:
Agaricales) *?. El hongo es cultivado en el interior de nidos subterraneos en
jardines formados a partir de pedazos pequefios de hojas y flores, cortados y
transportados por las hormigas obreras desde la vegetacion que rodea al
hormiguero®®. Las atinas menores, las cuales no son consideradas como hormigas
cortadoras de hojas, cultivan sus hongos con partes de flores, pulpa de frutas,

excremento de artrépodos e insectos muertos®® 2,
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Aunque las hormigas obreras se nutren con la savia azucarada del material
vegetal al cortarlo, la reina y las larvas se alimentan fundamentalmente de los
gonglidios en el &pice de las hifas del hongo cultivado, ricos en nutrientes® **. De
esta manera las hormigas preparan el hongo con hojas que posean caracteristicas
que permitan su adecuado crecimiento, escogiendo follaje rico en agua, nitrégeno
y fésforo, pero bajo en fibra y manganeso, ya que este elemento interfiere con la
actividad metabdlica del hongo simbionte®. Las hormigas acondicionan las hojas
gue cortan, eliminando de su superficie ceras que normalmente alojan fungicidas,
y ademas adicionan secreciones labiales y anales que contienen enzimas
digestivas, con lo cual contribuyen al crecimiento del jardin del hongo® ** *3,
Asimismo las hormigas obreras regulan las condiciones del nido, con el fin de
mantener las concentraciones de humedad, temperatura y diéxido de carbono
entre rangos estrechos™. El hongo por su parte, biotransforma las sustancias
insecticidas naturales presentes en el sustrato del material vegetal, de manera que

ya no afecte a las hormigas al ser consumido® °.

1.1.2. Mutualismo tripartito entre hormigas, su jardin de hongo vy

actinomicetos

La relacion de simbiosis entre las hormigas cortadoras de hojas y su jardin de
hongo, es un mutualismo obligado; las hormigas dependen del hongo que cultivan
para sobrevivir, por lo cual previenen la reproduccion sexual de este, con el fin de
evitar la pérdida de su productividad'*. Como consecuencia de ello las hormigas
protegen al hongo de amenazas, ya sea de otros hongos o bacterias en general,
qgue ingresan al nido por la actividad de forrajeo, o de parasitos especializados
como el hongo necrotréfico del género Escovopsis (Ascomycota: Hypocreales
anamoérficos) » *°. De este modo el hongo también depende exclusivamente de las
hormigas para sobrevivir. La estrategia de defensa por parte de las hormigas

cortadoras de hojas ocurre por mecanismos quimicos y de comportamiento.
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Los mecanismos de comportamiento incluyen tareas especificas para cada casta
dentro de la colonia de hormigas; en general, la eliminacion de las esporas del
hongo parasito, se lleva a cabo por parte de las obreras minimas y menores, que
lamen las superficies del jardin y recogen las esporas en el bolsillo infrabucal,
formando pellets que luego depositan en camaras especializadas de desechos
dentro del nido, o fuera de él. Las obreras mayores realizan la limpieza del
material infectado, retirdndolo y depositandolo con los desechos'” 8. Por otra
parte, la defensa quimica implica la secrecion de compuestos producidos por las
glandulas metapleurales de las hormigas, ademas de los compuestos
antimicrobianos producidos por actinomicetos que actian como ectosimbiontes

adicionales en este sistema®®.

Estudios experimentales han demostrado que el control de infecciones, es una
funcién primaria de las glandulas exocrinas metapleurales, Unicas en las hormigas.
Estas son un par de estructuras ubicadas en el extremo posterolateral del térax de
las hormigas, que sintetizan una serie de compuestos antibacterianos y
antifangicos'® ?°. Las secreciones de las glandulas metapleurales se extienden por
la cuticula de las hormigas, y son transferidas entre ellas para combatir y prevenir
el desarrollo y la propagacion de enfermedades dentro de la colonia. Asimismo las
hormigas regulan activamente el uso de las secreciones, controlando la limpieza
de la apertura de la glandula, pues se ha evidenciado que las hormigas aumentan
la velocidad del aseo, durante una infeccién microbiana®. Entre otras
investigaciones relacionadas, se ha encontrado que las secreciones de las
glandulas de las hormigas cortadoras de hojas del género Atta, estan constituidas
principalmente por citral, geraniol, B-citronelol, 4-metil-3-heptanol, 2-heptanona,
3-octanona, 4-metil-2-heptanona, y los acidos fenilacético, indolacético, hexanoico
y octandico; ensayos para evaluar el efecto contra el hongo Candida albicans,
mostraron que los mas efectivos son los compuestos citral, geraniol,

4-metil-3-heptanol y los acidos hexandico y octanéico?.
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Paralelamente en un trabajo pionero, Currie y col. (1999)' descubrieron
microorganismos simbidticos en el tegumento de las hormigas cortadoras de
hojas, y se sugirieron como participantes complementarios en la interaccion
mutualista con el hongo. Los microorganismos se identificaron como
Pseudonocardia spp., y se describié que hacian parte de una coevolucion tripartita
de 50 millones de afios con las hormigas y su jardin de hongo, para proteger al
sistema de microorganismos patdgenos, con la produccion de antibidticos; la
teoria, de larga data, propone que las bacterias junto con el hongo simbionte, se
transmiten verticalmente por las hembras reproductivas. Diferentes estudios
corroboraron las observaciones sobre la interaccibn entre las hormigas de
Acromyrmex y Pseudonocardia spp.??, pero la evidencia reciente indica que
existen diversas comunidades de actinobacterias asociadas a las hormigas
cortadoras de hojas, en lugar de un Unico tipo de simbiontes?®® 2% 2,
Streptomyces spp., Burkholderia spp., y Amycolatopsis spp., entre otras bacterias
presumiblemente provenientes del suelo, también participan en la interaccion

multitréfica®®.

Tanto las secreciones de las glandulas metapleurales como los actinomicetos,
estan presentes en la cuticula de las hormigas cortadoras de hojas; en
consecuencia también se ha investigado su interaccion, encontrando que dichas
secreciones controlan el crecimiento de los simbiontes microbianos, sobre los

cuerpos de las hormigas®® #'.

1.1.3. Hormigas cortadoras de hojas del género Atta

Las hormigas cortadoras de hojas del género Atta se caracterizan, porque su
mesosoma presenta tres pares de espinas, y el peciolo, pospeciolo y primer
segmento del gaster son lisos y no poseen tubérculos como en Acromyrmex®. Las
colonias estan formadas por una sola reina fértil y fecunda, que puede vivir

alrededor de quince afios 0 mas, y esta encargada de la reproduccion. La reina
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posee un tamafio entre 2.4 y 2.7 cm, varias veces mayor que el de sus hijas
obreras estériles, y su muerte trae consigo la desaparicién de la colonia®®. Uno de
los rasgos distintivos del género Atta, es su alto grado de polimorfismo, que facilita
el cumplimiento de las labores dentro de la colonia, de acuerdo con sus tamafos y
comportamientos. De esta manera la casta obrera, se puede clasificar en:
soldados u obreras mayores, las cuales poseen mandibulas fuertes, y son las
encargadas de proteger la colonia; cortadoras y obreras, que transportan el
material vegetal; nodrizas y jardineras que presentan el menor tamafio dentro de
la casta y se encargan del cuidado de las crias y el cultivo del hongo simbionte
respectivamente?®. Sus nidos frecuentemente se extienden mas de 100 m?
alcanzan profundidades de 6 m o més, y son caracteristicos para cada especie?’.
En un mismo nido existen cientos de cultivos con colonias que poseen entre uno y

diez millones de hormigas®.

En Colombia se encuentran once especies de hormigas cortadoras de hojas de las
cuales cuatro corresponden al género Atta, i.e: A. cephalotes (Linnaeus, 1758),
A. colombica (Guérin-Ménevill, 1844), A. laevigata (F. Smith, 1858) y A. sexdens
(Linnaeus, 1758); A. cephalotes es llamada vulgarmente como hormiga arriera y
es la especie mas abundante del pais y la de mayor distribucién en el

Neotrépico™ *°.

1.2. ACTINOMICETOS

1.2.1. Generalidades y clasificacién taxonémica

Los actinomicetos representan un grupo ubicuo y heterogéneo de
microorganismos, ampliamente distribuido en diversos ecosistemas naturales; son
abundantes en suelos, constituyendo entre el 20% y 60% de su poblacién
microbiana total, donde se ha demostrado que desempefian un papel ecoldgico

importante en la circulacién de los nutrientes del suelo® *?. Justamente una de las
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caracteristicas particulares de los actinomicetos, es que presentan un olor tipico a
suelo humedo por la produccion de un metabolito llamado geosmina
(1,10-dimetil-9-decalol) *3. Los actinomicetos también se han encontrado en gran

medida, en ambientes acuaticos, tanto dulces como marinos®* 3% 36

, Y participan
en la degradacion y mineralizacion de la materia organica de origen vegetal y
animal, por la produccién de enzimas extracelulares hidroliticas y ligninoliticas,
entre otras®. Su alta actividad metabdlica, frecuentemente esta acompafada por
la produccién de metabolitos secundarios de gran diversidad quimica, que se
propone, desempefian un papel primordial en el mantenimiento, sefializacion y

colonizacién del habitat microbiano®?.

Anteriormente los actinomicetos fueron clasificados como “hongos radiados”, ya
que su morfologia y desarrollo presentaban gran similitud con los demas hongos,
dotados de un micelio verdadero. Sin embargo en la actualidad los actinomicetos
se encuentran incluidos en el dominio Bacteria debido a que presentan
propiedades relativas a este, como la ausencia de una membrana nuclear, sus
hifas poseen diametros inferiores a las de los hongos, entre 0.5y 2.0 um, la pared
celular estd compuesta por peptidoglicano, son sensibles a la lisozima y agentes
antibacterianos, pero presentan resistencia a los antifungicos, los flagelos, cuando
se producen, son de tipo bacteriano, y la disposicion de su material genético es

tipicamente procariética® *’.

De esta manera los actinomicetos son bacterias Gram positivas, que se
caracterizan por formar largas hifas filamentosas y esporas asexuales; las hifas se
pueden ramificar y producir micelios, que pueden ser de dos tipos: micelio
vegetativo y micelio aéreo. Generalmente en respuesta a la limitacion por
nutrientes, se desarrollan las esporas por formacion de tabiques en la punta de los
filamentos®®. Las bacterias de este tipo presentan un alto contenido de guanina y

citosina (G+C) en su ADN, encontrandose en el rango de 51 a 78%. Constituyen el
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orden de los Actinomycetales, el cual comprende 63 géneros, dentro del filo

Actinobacteria (Figura 1)%*.

Figura 1. Clasificacion del filo Actinobacteria. La barra representa cinco

sustituciones de nucledtidos en 100 nucleétidos. Tomada de

Stackebrandt y col. (2006)*°.
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En general, los actinomicetos son organismos aerobios, aunque existen algunas
especies anaerobias; soportan condiciones alcalinas (pH 6.5 — 8.0) y presentan
intolerancia a los ambientes &cidos. La mayoria son mesofilos, pues su
crecimiento 6ptimo se registra entre 25 y 30°C, pero algunos Streptomyces sp.,
Thermomonospora sp. y Thermoactinomyces sp., pueden crecer a temperaturas
entre 55 y 66°C3*3, Por otra parte, los actinomicetos son heterétrofos, y por
consiguiente pueden utilizar como fuente de carbono, variedad de compuestos
moleculares organicos tales como acidos, azucares, polisacaridos, lipidos,
proteinas e hidrocarburos alifaticos; utilizan como fuente de nitrbgeno amonio,
nitratos, aminoAcidos, peptonas y un gran nimero de proteinas®'. Asimismo son
saprofitos, y de este modo resulta probable que su poblacién dependa de la
materia orgénica disponible susceptible de descomposicion®:. Aunque la mayoria
de los actinomicetos son organismos de vida libre, algunas especies pueden ser

patégenas de plantas, animales e incluso del humano®.

Ademas de las propiedades morfolégicas, macro y microscépicas, de los
actinomicetos, los criterios para su clasificacion se han basado en la
quimiotaxonomia; esta establece cuatro tipos principales de pared celular
bacteriana, segun la composiciéon y estructura del peptidoglicano, teniendo en
cuenta sus azucares, los isémeros del acido diaminopimélico (DAP), y la presencia
de glicina en los puentes interpeptidicos. Asimismo, la quimiotaxonomia incluye el
patron de acidos grasos y fosfolipidos de la membrana, las menaquinonas y su
grado de hidrogenacién, el contenido y tipo de &acidos micdlicos, y el porcentaje
molar de la relacién guanina-citosina del ADN®" %, A pesar de ello, la aplicacién de
técnicas moleculares al analisis de los genomas de los actinomicetos, y en general
de las bacterias, ha contribuido extensamente a su clasificacion taxondmica. Las
subunidades 16S y 23S del ARNr son moléculas razonablemente grandes y por
ende contienen informacion suficiente para llevar a cabo comparaciones
significativas. El ARNr 16S se utiliza principalmente para los estudios filogenéticos,

debido a que es mas manejable para la experimentacion que el de la subunidad
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23S. Ademaés la secuencia de nucleétidos de los genes que codifican para la
subunidad 16S del ARNr (ADNr), contiene regiones altamente conservadas y
regiones muy variables, que permiten la medida de relaciones filogenéticas entre
taxones cercanos o distantes, y la capacidad de resolver el dominio, reino, filo,

clase, orden, familia, género y especie de los microorganismo analizados>" *°.

1.2.2. Actinomicetos del género Streptomyces

El género Streptomyces, junto con otros dos géneros, pertenece a la familia
Streptomycetaceae, Unica del suborden Streptomycineae (Figura 1). Es un género
enorme, que engloba alrededor de quinientas especies, las cuales se caracterizan
por ser bacterias aerobias estrictas, con contenido de G+C del 69% al 78%; su
pared celular es del tipo |, compuesta por &cido L-diaminopimélico y glicina. Sus
hifas forman cadenas de tres hasta cincuenta o mas conidiosporas inmaviles, y el
micelio de sustrato o micelio vegetativo, cuando esta presente no presenta
fragmentacién. Los miembros de este género son llamados comunmente como
estreptomicetos (del Griego, streptos, doblados o torcidos; y myces, hongos) %, y

a diferencia de la mayoria de las bacterias, poseen cromosomas lineales **.

El habitat natural de la mayoria de las bacterias del género Streptomyces es el
suelo, del cual constituyen hasta el 20% de la poblacion cultivable. Son flexibles,
desde el punto de vista nutricional, y pueden degradar sustancias resistentes
como la pectina, lignina, quitina, queratina, latex y compuestos arométicos*®, por la
produccion de gran variedad de enzimas extracelulares, entre las que destacan:
proteasas, celulasas, nucleasas, amilasas, lipasas, quitinasas y xilanasas, de gran
interés en el sector industrial. Adicionalmente los estreptomicetos son reconocidos
por ser los productores de mas de la mitad de los antibioticos utilizados. Por
ejemplo, de los doce mil antibibticos caracterizados hasta el afio de 1995, el 55%
eran producidos por actinomicetos del género Streptomyces, 11% por otros

actinomicetos, 12% por bacterias no filamentosas y el 22% restante por hongos
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filamentosos*'. Dentro de los metabolitos secundarios con actividad antibidtica,
sintetizados por Streptomyces spp., cabe destacar un grupo de compuestos
denominados policétidos entre los cuales se encuentran sustancias de gran

aplicacién en medicina®.

Los estreptomicetos presentan un ciclo de vida complejo que implica procesos de
diferenciacion morfologica y fisiologica. Este empieza con la germinacion de una
espora, y se ponen en marcha una gran cantidad de procesos metabdlicos durante
su crecimiento, como la sintesis de proteinas, ADN, ARN, etc. Una vez formado el
micelio vegetativo, solubiliza los restos organicos del medio en el que crece,
gracias a las enzimas hidroliticas que secreta, y los productos de degradacion
sirven de nutrientes para el desarrollo del micelio aéreo. Posteriormente las hifas
aéreas sufren un proceso de plegamiento, enrollamiento, formacion de septos y
engrosamiento de la pared celular, dando lugar a una cadena de nuevas esporas
unicelulares. Las esporas maduran y posteriormente se liberan al medio, cerrando
de esta manera el ciclo. En determinadas zonas de la colonia, a medida que ésta
va creciendo, se produce una limitacién de nutrientes y como consecuencia de
esto, comienza la esporulacién. Se ha observado que existe una correlacién entre
la diferenciacion morfolégica y la sintesis de metabolitos secundarios; la
produccion de antibidticos, por lo general coincide con el inicio de la esporulacion,

una vez terminado el desarrollo vegetativo*" *.

1.3. POLICETIDOS

1.3.1. Definicién

Los policétidos son sustancias ubicuas entre los seres vivos; son metabolitos
secundarios con actividades antibidticas, antifungicas, antihelminticas,
antitumorales e inmunosupresoras, entre otras, producidos por bacterias,

43, 44

principalmente actinomicetos, hongos, plantas y animales . Incluyen un gran
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namero de compuestos con estructuras quimicas diversas aunque todos
comparten un mismo patron de biosintesis. Esta comienza con la construccion de
una cadena carbonada originada por la condensacion sucesiva de unidades de
residuos de &cidos carboxilicos*. Cada unidad contribuye con dos atomos de
carbono al montaje de la cadena lineal, llevando el carbono-f siempre un grupo
ceto; algunos de estos son eliminados por descarboxilacion durante la
condensacion. El hecho de que existan grupos ceto alternos, da lugar al nombre
de policétidos para esta familia de compuestos. Después de un numero
determinado de condensaciones se obtiene como producto final una cadena
policetonica, que puede tener entre seis y cincuenta atomos de carbono. La
cadena policetonica posteriormente sufre modificaciones para dar lugar a la

formacion de la estructura propia de cada policétido™.

1.3.2. Clasificacién

Los policétidos se clasifican en funcion de su complejidad estructural en
aromaticos, poliéteres y macrélidos. Como su nombre lo indica, los primeros
presentan un anillo aromatico en su estructura quimica, mientras que los
policétidos poliéteres son moléculas lineales formadas a partir de una unidad
iniciadora de acetato y por condensacibn de unidades metiimalonato o
etilmetilmalonato. A diferencia de estos, los policétidos macrolidos se caracterizan
por presentar en su estructura un anillo macrociclico, originado por la ciclacion de
la cadena policeténica correspondiente, mediante la reaccion de lactonizacion.
Son producidos generalmente por las bacterias del género Streptomyces y por
otras bacterias filamentosas relacionadas. Los policétidos macrélidos a su vez se
agrupan como polienos, por la presencia de dobles enlaces conjugados en el

anillo macrociclico, y como no polienos si el anillo macrociclico carece de estos*.
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1.3.3. Biosintesis

Las enzimas encargadas de la sintesis de los policétidos se conocen como
policétido sintasas (PKSs). Estructuralmente las PKSs son polipéptidos
multifuncionales cuyas actividades cataliticas comprenden aciltransferasa (AT),
cetosintasa (KS), proteina transportadora de grupos acilo (ACP), cetorreductasa
(KR), deshidratasa (DH) y enoilrreductasa (ER)*" 3.

La biosintesis de policétidos se da por la incorporacion sucesiva de unidades de
elongacion a partir de una unidad iniciadora. Ambas unidades son activadas al
unirse a la molécula de la coenzima A (CoA), formando los correspondientes
tioésteres-CoA*"" #2, La unidad iniciadora puede ser acetil-, proionil- o butiril-CoA,
aunque se han descrito unidades iniciadoras mas complejas*" **. Por otra parte la
unidad de elongacion es malonil-CoA para la formacién de los policétidos
aromaticos, y metilmalonil- o etilmalonil-CoA para el caso de los policétidos

poliéteres y macrolidos, originandose cadenas laterales metilo o etilo**.

El primer paso de la biosintesis se caracteriza por la transferencia catalizada por
AT, de la unidad iniciadora desde la CoA hacia el grupo tiol de un residuo cisteina
en el sitio activo de la KS, para su posterior condensacion** *°. Por su parte, la
unidad de elongaciéon es trasferida por la misma AT al grupo tiol del brazo de
4’ -fosfopantoteina de la ACP, la cual sirve como soporte de la cadena
policarbonada en formacién*" *. A continuacién tiene lugar la condensacién entre
ambas moléculas, catalizada por el dominio KS, produciéndose la pérdida de un
atomo de carbono de la unidad elongadora por descarboxilacion. De esta manera
se forma un residuo policetonico de cuatro atomos de carbono unido al brazo de
4’ -fosfopantoteina del dominio ACP, que podria sufrir o no reacciones de
B-cetorreduccion, deshidratacion y enoilreduccién (Figura 2)*'. Mediante ciclos de

condensaciones de unidades de elongacion llega a constituirse la cadena
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policetonica la cual posteriormente se libera de la PKS por la accion de una
tioesterasa (TE) *°.

Los ciclos son diferentes para todos los policétidos y pueden ocurrir reacciones

como*:

A. Condensacion — condensacion, que mantiene dos grupos ceto muy préximos.
En este proceso de biosintesis no existe ninguno de los dominios cataliticos de
reduccion.

B. Condensacion — reduccion, formando grupos hidroxilo; el dominio de reduccion
presente es KR.

C. Condensacion — reduccion — deshidratacion, dando lugar a la formacion de un
doble enlace, pues los dominios presentes son KR y DH.

D. Condensacion — reduccion — deshidratacion — reduccién, que origina una
cadena saturada. En este caso estan presentes los tres dominios funcionales
KR, DHy ER.

Figura 2. Ruta basica de biosintesis de policétidos. A, B, C y D indican los distintos
grados de reduccion que puede sufrir la cadena policeténica®.
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Una vez sintetizada la cadena policetdnica, pueden ocurrir una serie de reacciones
de plegamiento y ciclacién, que dan lugar a las estructuras caracteristicas de los
policétidos aromaticos o macrociclicos, asi como metilaciones, glicosilaciones y

amidaciones entre otras. Estas se conocen como modificaciones post-PKS*.
1.3.4. PKSs Tipo |

Las PKSs se han clasificado en diferentes tipos de acuerdo con sus secuencias y
estructuras primarias, asi como a la naturaleza de las unidades de elongacion que
utilizan en el montaje de la cadena policeténica®®. De esta manera se clasifican en
PKSs Tipo I, Tipo Il y Tipo lll; las tres han sido descritas en sistemas

bacterianos** 6.

Las PKSs Tipo | (PKS-I), implicadas en la biosintesis de los policétidos poliéteres y
macrolidos, se componen de varias enzimas multifuncionales, cada una de las
cuales presenta diferentes dominios cataliticos, dispuestos en el orden preciso en
que van a ser utilizados en cada ciclo de elongacién de la cadena policetonica. Por
otro lado las PKSs Tipo Il, conformadas por varias proteinas en un complejo
multienzimatico, actian de forma reiterada para originar la cadena. Estas son las
responsables de la sintesis de los policétidos aromaticos. Por ultimo las PKSs
Tipo lll representan un subtipo de enzimas menos complejas, estructural y
cataliticamente, que las PKSs Tipo | y Il; son un grupo de proteinas
homodiméricas dentro de las que se incluye la superfamilia de las sintasas
chalconas. Estas también actian fundamentalmente de forma repetida para formar
policétidos aromaéticos, a menudo, monociclicos o biciclicos* ** ¢, Las PKSs
Tipo | y Il se valen de la ACP para activar los sustratos acil-CoA y conducir los
intermediarios policétidos en formacion, mientras que las PKSs Tipo lll, actian

directamente sobre el sustrato acil-CoA sin depender de la ACP*°.
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A nivel gendmico las PKS-I son extremadamente complejas llegando a ocupar
varias decenas de miles de nucleétidos, con unidades secuenciales repetidas en

el gen que dan lugar a una organizacién conocida como modular®.

El conjunto de actividades asociadas a una PKS-I, se encuentra distribuido a lo
largo de un numero variable de polipéptidos multifuncionales, que igualmente
reciben el nombre de PKSs. Estos a su vez estan compuestos por diferentes
dominios cataliticos; los dominios KS, AT y ACP necesarios para la biosintesis de
la cadena policeténica forman una asociacion invariable, mientras que los
dominios cataliticos KR, DH y ER pueden estar presentes dependiendo del grado
de reduccion de dicha cadena. El orden de los dominios cataliticos dentro de
cada modulo es: KS, AT, (DH, ER, KR cuando existan) y ACP*.

En las PKS-I, los diferentes polipéptidos que la componen actdan en un solo paso
de la ruta de biosintesis, de tal manera que existen tantos dominios cataliticos KS,
AT y ACP como médulos de elongacion sean necesarios para constituir la cadena
policetdnica. El polipéptido encargado del inicio de la biosintesis esta formado, al
menos, por el modulo de “carga”, el cual toma la unidad iniciadora de la ruta
biosintética. Este presenta naturalezas muy diversas, constituido por diferentes
dominios en cada caso, y puede encontrarse tanto aislado del resto de

polipéptidos multifuncionales, como asociado a médulos de elongaciéon®.

El resto de PKSs encargadas de la elongacion de la cadena policeténica
presentan tamafios muy variables segun el numero de médulos de elongacion que
posean. La PKS implicada en el ultimo mdédulo de elongacién suele presentar en
su extremo C- terminal un dominio tioesterasa. Este dominio es el encargado de
hidrolizar el enlace entre la cadena policetonica ya formada y el brazo de
4’ -fosfopantoteina del dltimo dominio ACP. Ademas de esta actividad

enzimatica tioesterasa integrante de una PKS, existen otras proteinas
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tioesterasas independientes, cuya funcion es corregir aquellos errores que se

pueden producir durante el ensamblaje de la cadena**.
1.4. ANTECEDENTES

1.4.1. Aislamiento y caracterizacion de actinomicetos con actividad

antimicrobiana, a partir de hormigas cortadoras de hojas

Entre las investigaciones recientes sobre las comunidades de actinobacterias
relacionadas con las hormigas cortadoras de hojas y su jardin de hongo, se
encuentra el trabajo de Haeder y col. (2008)%en el que se aislaron vy
caracterizaron diecinueve cepas de actinomicetos, asociados a tres especies de
hormigas cortadoras de hojas del género Acromyrmex, recolectadas en Panama.
El aislamiento de los microorganismos se hizo a partir del exoesqueleto del cuerpo
de hormigas obreras individuales, y su identificacion se llevdé a cabo mediante el
andlisis del ADNr 16S. Se verificd que a partir de la especie A. octospinosus se
obtuvieron cuatro cepas del género Pseudocardia, una del género Dermacoccus y
una del género Streptomyces, de A. echinator, una cepa del género
Pseudonocardia y una de Streptomyces, mientras que a partir de A. volcanus se
aislaron diez cepas de este ultimo y una del género Pseudonocardia.

Con el fin de evaluar la actividad antifingica, los actinomicetos aislados se co-
cultivaron con diversos hongos patdégenos como Escovopsis aspergilloides,
Escovopsis weberii, Beauveria bassiana, Metarhizium anisopliae y Lecanicillium
lecanii. Se observo una fuerte inhibicion del crecimiento de los hongos
representativos del género Escovopsis, por parte de algunas cepas de
Streptomyces, y por consiguiente se determinaron las bases moleculares de su
actividad. Para ello se realiz6 la extraccion de los productos de la fermentacion, de
las cepas seleccionadas, cuyas fracciones bioactivas fueron analizadas por

LC-UV-MS vy purificadas por HPLC; la actividad de las fracciones se evaluo6 por el
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método de difusion de disco. Igualmente se observd la inactividad de las cepas

aisladas, frente al crecimiento del hongo simbiético Leucoagaricus gongylophorus.

La férmula molecular del macrélido antifungico candicidina D fue dilucidada por
espectrometria de masas por ESI de alta resolucién, y comparando los resultados
con un estandar, se corrobor6 su identidad. Adicionalmente se llevd a cabo la
amplificacion de los genes fscA, fscM y fscP, especificos de la biosintesis de
candicina, usando como molde el ADN de las cepas que mostraron ser altamente
bioactivas. De esta manera se concluyé que 6 de las cepas aisladas,
pertenecientes al género Streptomyces, produjeron candicidina, y debido a que al
menos una se encontré6 en cada especie de Acromyrmex, se evidencio el
importante papel que juega la candicidina en la proteccion de los jardines de
hongos de las hormigas cortadoras de hojas. Esta sustancia fue nombrada asi, en
los afios cincuentas, por sus propiedades antifingicas contra Candida albicans, un

hongo levaduriforme patégeno para el humano, responsable de la candidiasis.

Para confirmar la presencia de los actinomicetos productores de candicidina en los
cuerpos de las hormigas, se prepard el ADN total de los microorganismos a partir
de una sola obrera de A. echinator, mediante lavados con agua estéril, y se utilizd
como molde para amplificar el gen fscP. La comparacién de la secuencia obtenida,
con la del gen previamente caracterizado de S. griseus, proporcioné la evidencia.
También se demostro la existencia de los actinomicetos de interés, en el jardin del
hongo simbionte, ya que la cepa que mostré mayor actividad antifungica, fue
aislada a partir de este. Por ello se concluyd que la presencia de actinomicetos, es
la proteccion mas eficiente del hongo simbionte frente a Escovopsis sp., mientras
las biopeliculas bacterianas sobre las hormigas, contribuye precisamente con la
distribucion de los microorganismos en el sistema, y del mismo modo las protege.
Esta conclusion es apoyada por la observacion de que las hormigas obreras, al
preparar el material de las hojas como sustrato para el hongo simbidtico, inoculan

el material con los microorganismos. Por otra parte el poco desarrollo de
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resistencia a los polienos policétidos, entre los hongos patdgenos, podria explicar
el hecho de que las hormigas cortadoras de hojas se benefician de la presencia de

microorganismos productores de candicidina.

Asimismo Oh y col. (2009)*" estudiaron la asociacién mutualista entre hormigas
cortadoras de hojas y actinomicetos a nivel molecular, encontrando que la bacteria
asociada con las atinas menores de Apterostigma dentigerum, produce un
depsipéptido ciclico, para inhibir selectivamente el hongo paréasito Escovopsis sp.
La bacteria del género Pseudonocardia fue aislada de la cuticula de las hormigas,
tomadas de una colonia en Panama, y se observo su fuerte actividad contra el
hongo parasito, mientras no tuvo ningun efecto sobre el hongo simbionte, ambos
aislados del mismo nido. Los analisis iniciales por LC/MS de los extractos de los
cultivos de Pseudonocardia sp., tanto en liquido como en sdlido, revelaron la
presencia de un Unico compuesto principal. Investigaciones posteriores con
cultivos a gran escala y utilizando la técnica de HPLC, confirmaron que dicho
compuesto era el responsable de la inhibicion de Escovopsis sp., el cual llamaron
dentigerumicina. Este nuevo compuesto fue aislado como un polvo blanco y su
férmula molecular se determiné por espectrometria de masas, por ESI-TOF de alta
resolucién, acoplada a RMN de *H y *3C. La dentigerumicina aislada también
inhibid el crecimiento de cepas de C. albicans, entre las que se destaca una cepa
resistente a anfotericina.

Previamente en el afio 2008, Sanchez-Pefia y col.*®

publicaron los resultados de
su trabajo orientado a investigar si los actinomicetos que se encuentran en la
cuticula de las hormigas de la tribu Attini, también tenian propiedades inhibidoras
contra hongos patogenos de plantas. Para ello se aislaron treinta y dos cepas de
actinomicetos de la superficie del cuerpo de hormigas de los géneros Atta,
Trachymyrmex y Cyphomyrmex, de los estados mexicanos de Coahuila, Nuevo
Ledn y Tamaulipas; morfologicamente fueron caracterizados como Streptomyces

spp. Trece de los actinomicetos probados contra los hongos fitopatdogenos
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seleccionados,  Alternaria  solani,  Aspergillus  flavus, Colletotrichum
lindemuthianum, Rhizoctonia solani, Sclerotium sp., inhibieron por lo menos uno
de ellos. C. lindemuthianum fue inhibido por once actinomicetos y R. solani por
tres, y una cepa aislada de la hormiga Cyphomyrmex rimosus inhibié los cinco
hongos ensayados (31%- 68%).

Zucchi y col. (2010)* posteriormente caracterizaron la comunidad cultivable de
actinobacterias, asociada con el tegumento de la hormiga cultivadora de hongo
comun en Brasil, Acromyrmex subterraneus brunneus. Un total de veinte cepas
fueron aisladas, de las cuales diecisiete correspondieron a diez especies
diferentes de Streptomyces, y las otras tres a Pseudonocardia antartica,
Kitassatospora paranensis y Propionicimonas paludicola; la clasificacion se llevo a
cabo con base en su caracterizacion morfolégica y molecular (ADNr 16S). En este
trabajo también se evalud la interaccion entre las cepas aisladas y el hongo
E. weberii, mediante una prueba de antagonismo, en la que se inocularon ambos
microorganismos sobre la misma placa de agar. Los resultados demostraron
variedad en las respuestas, entre las que se destaca la inhibicién del hongo en un
70%. De igual forma se observo que dos cepas de Streptomyces y la cepa de

Pseudonocardia no limitaron su crecimiento.

Con el objeto de discernir si estos actinomicetos mutualistas han coevolucionado
con las hormigas cortadoras de hojas o si fueron adquiridos del entorno, Barke y
col. (2010)*° los aislaron de tres colonias de A. octospinosus, encontradas en
Trinidad y Tobago. Haciendo uso de las secuencias del ADNr 16S, se identificaron
dos especies de Pseudonocardia y nueve de Streptomyces. Estas fueron
examinadas en bioensayos contra una cepa de E. weberii, aislada de un nido de
A. octospinosus, y contra C. albicans. Los bioensayos revelaron que algunas
cepas, tanto de Streptomyces como de Pseudonocardia, impidieron el crecimiento
de ambos hongos. Sin embargo la cepa de Pseudonocardia presentd una
actividad mas débil.
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De las cepas aisladas que mostraron actividad antifingica, solo una de cada
colonia se tomo para los analisis posteriores. Con la amplificacion por PCR,
empleando los primers apropiados, se observd que dos especies de Streptomyces
contenian los genes fscM y fscP de la biosintesis de candicidina. Su produccién
luego fue confirmada, al obtener el extracto del sobrenadante del cultivo de una de
las cepas, y analizarlo por LC-MS/MS. La no identificacion de los genes fscM y
fscP con las otras cepas que exhibieron actividad, sugiere que aquellas producen

nuevos compuestos que aun no han sido estudiados.

Con el fin de obtener una mayor comprensiéon sobre el antifingico producido por
Pseudonocardia, se llevo a cabo la exploracién de su genoma. El analisis de la
secuenciacion reveld varios fragmentos de genes de PKS, con aminoéacidos
idénticos, en un porcentaje >90%, con proteinas implicadas en la biosintesis de un
compuesto polieno antimicoético relacionado con la nistatina. Este es producido por
P. autotrophica y por tanto llamado NPP (del inglés nystatin-like Pseudonocardia
polyene). Para determinarlo, el extracto de la cepa fue analizado por
HPLC-MS/MS y se compar6 con un estandar de nistatina Al. Este compuesto
ademas mostré con claridad las bandas de absorciéon caracteristicas del polieno
en su espectro ultravioleta. En conjunto, los resultados evidenciaron fuertemente
que el extracto derivado de Pseudonocardia sp., contiene un nuevo compuesto
similar a la nistatina. Lo anterior esta en concordancia con reportes previos acerca
de que algunas bacterias de Pseudonocardia, asociadas con las hormigas, no
poseen propiedades especificas orientadas a Escovopsis spp., inhibiendo

variedad de hongos®’.

La produccion de candicidina registrada, esta estrechamente relacionada con la de
las cepas aisladas de las hormigas A. octospinosus en Panama, apoyando la
hipotesis de que dichas especies de Streptomyces son simbiontes mutualistas
comunes de las atinas superiores, y que seguramente son adquiridas del suelo,

pero consecuentemente seleccionadas y mantenidas por su beneficio. Sin
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embargo el aislamiento de Pseudonocardia sp., sugiere la co-evolucion con las
hormigas. De este modo se concluyé que la diversidad de actinomicetos
asociados con las hormigas, al menos de A. octospinosus, se adquiere a través de
ambos métodos ya que, las dos posibilidades no son necesariamente excluyentes
entre si. Adicionalmente, dado que los compuestos candicidina y nistatina no son
antibacterianos, ninguno esta involucrado en la competencia entre las bacterias,
por los recursos. Por lo tanto, la identidad de estos antifingicos es consistente con
la hipétesis de que los actinomicetos asociados a las hormigas cortadoras de
hojas, son mutualistas de las hormigas y su jardin de hongo, al ser aplicados

correctamente por la hormiga.

Este estudio llevd el numero total de compuestos antimicéticos conocidos,
asociados con hormigas atinas a tres, dos de los cuales estan relacionados con
A. octospinosus. Asimismo proporciona la primera evidencia bioquimica directa, de
que la diversidad de actinomicetos simbiontes se traduce en variedad de

sustancias con actividad antifungica.

1.4.2. Disefio de primers especificos para genes de PKS-I

Con el fin de evaluar la incidencia de los sistemas biosintéticos PKS-I en
actinomicetos metabdlicamente activos, se han disefiado nuevos primers de PCR
dirigidos especificamente a ampliar las secuencias de los genes de estas enzimas.
Esto se ha venido implementando como estrategia para determinar previamente
cuales cepas microbianas sobresalen respecto a su potencial biosintético, y de

esta manera precisar los analisis** %% %3,

Los primers degenerados K1F y M6R fueron disefiados y validados por Ayuso y
col. (2004)*3, para amplificar especificamente las secuencias de los dominios KS'y
metil-malonil-CoA transferasa respectivamente. Para su disefio se basaron en el

alineamiento de las secuencias conocidas de ADN de once clisteres biosintéticos
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de PKS-I modulares, caracterizados en actinomicetos e implicados en la sintesis
de los compuestos Rapamicina, Rifamicina, Avermectina, Eritromicina,
Oleandomicina, Niddamicina, Picromicina, FK506, FK520, Nistatina y Pimaricina.
La posicion y extension de los dominios KS y AT fueron deducidas de la secuencia

del cluster PKS-I de Rapamicina de Streptomyces hygroscopicus NRRL 5491.

Una vez se corrobor6é la especificidad de la pareja de primers para detectar
secuencias de PKS-I con el sistema modelo, estos se emplearon para amplificar
los genes de interés en una coleccién de doscientas diez cepas de referencia,
representativas de treinta y tres géneros diferentes de actinomicetos. Las
secuencias de PKS-lI se encontraron en el 57% de las cepas analizadas, y se
observdé que su frecuencia depende del género. Por ejemplo, se obtuvieron
amplicones con el 79% de las cepas del género Streptomyces, 68% de
Micromonospora, 60% de Catenuloplanes y 22% de Actinoplanes. Asimismo, en
las cepas representativas de las familias Actinosynnemataceae, Nocardiaceae y
Pseudonocardiaceae, se detectaron genes de PKS-I con una frecuencia del 61%,

59% y 53% respectivamente.

De este modo, se demostré que la pareja de primers K1F/M6R puede amplificar
especifica y exclusivamente secuencias de moédulos de metil-malonil-CoA
transferasa, presentes en las cepas de actinomicetos de prueba. Por otro lado,
aunque la falta de amplificacién con algunas cepas puede ser un indicio de la
ausencia de sistemas PKS-I, se considera la presencia de dominios metilmalonil-
CoA transferasa con secuencias menos conservadas y por lo tanto, de menor

homologia con los primers.

Posteriormente Ayuso y col. (2005)>? probaron el rendimiento de los primers
K1F/M6R con actinomicetos aislados de suelos tropicales, encontrando con alta
frecuencia, secuencias de PKS-l en las poblaciones de Streptomyces,

Micromonosporaceae y Nocardiaceae. Ademas, se evalué la actividad
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antimicrobiana de los actinomicetos aislados frente a Bacillus subtilis,
Staphylococcus aureus, Escherichia coli y C. albicans. Asi se corroboré que mas
de la mitad (62%) de las cepas aisladas de Streptomyces poseia actividad
antimicrobiana frente a por lo menos una de las cuatro cepas de prueba, sobre
todo contra las bacterias Gram positivas B. subtilis y S. aureus (55%). Los niveles
de actividad contra E. coli y C. albicans fueron del 25% y 14%, respectivamente.
Estos resultados evidencian la relacion que existe, entre la aparicion de las
secuencias de genes de PKS-l y la produccién de actividades antimicrobianas, en

el género Streptomyces.
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2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La interaccion entre las hormigas cortadoras de hojas, sus jardines de hongos y
los actinomicetos, es muy compleja y consiguientemente las ventajas y
desventajas de esta asociacion mutualista no se han comprendido
completamente®; aunque el conocimiento acerca de los simbiontes bacterianos se
ha incrementado draméaticamente en los Gltimos afios!, su naturaleza y la base
microbiolégica y quimica de sus actividades antibitticas y antifingicas aun no ha
sido completamente dilucidada. Por otra parte los estudios relacionados, se han
llevado a cabo a nivel internacional, sin que en Colombia se hayan logrado
avances en este tipo de investigaciones. Es por ello que se propone ampliar el
conocimiento en este campo, mediante el estudio de los genes de PKS-I de los
actinomicetos presentes en hormigas cortadoras de hojas Atta cephalotes, las
cuales hacen parte de la mirmecofauna de la region santandereana.
Adicionalmente este estudio se constituye en una primera aproximacion al
descubrimiento y desarrollo de nuevos antibidticos policétidos derivados de los
actinomicetos, con mayor espectro de acciéon y menor toxicidad, a fin de satisfacer

su creciente demanda.
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3. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GENERAL

Aislar y caracterizar los actinomicetos con potencial capacidad de producir
antibioticos, a partir de hormigas cortadoras de hojas Atta cephalotes presentes en

los jardines de los terrenos de la Universidad industrial de Santander.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

= Aislar actinomicetos a partir de las hormigas cortadoras de hojas
Atta cephalotes recolectadas en los jardines de la Universidad Industrial de

Santander.

» Identificar y clasificar los actinomicetos aislados de acuerdo con sus

caracteristicas morfolégicas y moleculares.

» Determinar la presencia de genes de PKS-I en los actinomicetos aislados,

empleando técnicas de biologia molecular.
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4. METODOLOGIA EXPERIMENTAL

4.1. REACTIVOS Y EQUIPOS

Los reactivos empleados en la preparacion de medios de cultivo y en el
tratamiento de los microorganismos, fueron de grado bacteriol6gico y analitico.
Aquellos empleados en los procesos que implicaron la manipulacion de ADN
fueron de grado bioldgico, libres de nucleasas. Los reactivos y principales equipos

utilizados durante esta investigacion se resumen en la Tabla 1.

Tabla 1. Reactivos y equipos principales empleados

REACTIVOS CASA PRODUCTORA

Agarosa
Buffer de carga (5x)
Buffer de reaccion de PCR [160mM (NH4)>SOy;

670 mM Tris-HCI; 0,1% estabilizador]

Marcador de peso molecular Hyperladder Il
Mezcla de dNTPs (40 mM)
Solucién de cloruro de magnesio (50 mM)

Taqg. Polimerasa (5 u/pL)

Bioline

Almidén soluble

Carbonato de calcio

Sulfato de hierro Carlo Erba
Sulfato de magnesio

Nitrato de potasio

Azul de lactofenol

Lugol de Gram
Safranina para Gram

Violeta de genciana para Gram

Cirumedics Ltda.

Primers 27F/1492R y K1F/M6R Integrated DNA Technologies
Acetona J.T. Baker

Etanol

Nistatina en suspension Labinco S.A.
Agar-agar Merck
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REACTIVOS

CASA PRODUCTORA

BSA

Caseina hidrolizada

Cloruro de sodio

Glucosa

PDA

Kit UltraClean™ Microbial DNA Isolation

MOBIO Laboratories, Inc.

Czapek

Extracto de carne

Extracto de levadura

Extracto de malta

Peptona

Oxoid

Kit Wizard SV Gel and PCR Clean-UP System

Promega

Almidon de papa

Bromuro de etidio

Caseina

DMSO

TBE (1x)

Tween 20

Sigma-Aldrich

EQUIPOS

CASA PRODUCTORA

Camara de electroforésis Mini sub cell GT

Fuente de poder

Biorad

Termociclador PTC — 100

MJ Research Inc.

Transiluminador UV Select Series TS-312E

Spectroline

Agitador orbital MAXQ 4450

Centrifuga IEC CL31 Multispeed

Thermo Scientific

4.2, RECOLECCION DE HORMIGAS CORTADORAS DE HOJAS

Las muestras de hormigas obreras vivas se tomaron de forma manual, de la
entrada y los alrededores de un hormiguero de A. cephalotes localizado en los
jardines de la parte posterior del Edificio de Administracién de la Universidad
Industrial de Santander. La recoleccion se llevd a cabo empleando guantes de

latex y pinzas estériles, y las hormigas se almacenaron en tubos Falcon estériles

de 50 ml.
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4.3. DETERMINACION TAXONOMICA DE LAS HORMIGAS RECOLECTADAS

La clasificacion taxondmica de las hormigas obreras recolectadas fue determinada
en el Laboratorio de Entomologia, adscrito a la Escuela de Biologia de la
Universidad Industrial de Santander. Para ello previamente se realiz6 un
entrenamiento especial, guiado por los estudiantes de Biologia, con el fin de
adquirir la habilidad de distinguir entre las caracteristicas de las diferentes

especies de hormigas.

Empleando un microscopio estereoscépico se hizo el analisis de las hormigas,
montadas en seco, siguiendo la clave de Palacio y Fernandez® para la
determinacién de la subfamilia y el género, y la clave de Mackay y Mackay? para la
determinacion de la especie. Asi mismo se llevo a cabo la comparacion de las
hormigas recolectadas con ejemplares propios de la coleccion del Laboratorio de

Entomologia.
4.4. AISLAMIENTO Y CULTIVO DE ACTINOMICETOS NATIVOS

El aislamiento de los actinomicetos se hizo a partir de la cuticula del cuerpo
completo, de una muestra de 1 gramo de hormigas. Estas fueron sumergidas en
9 mL de una solucion estéril de peptona al 0.1% p/v, homogenizando con vortex
durante 1 minuto. Posteriormente la suspension obtenida fue sometida a choque
térmico a 70°C mediante bafio Maria por 10 minutos, con el fin de eliminar otras
bacterias y hongos presentes en la muestra, considerados como contaminantes
para el aislamiento. Una vez la solucién se enfrid, se realizaron diluciones

decimales hasta una concentracion final de 1x10™ g/mL de muestra (Figura 3).

49



Figura 3. Diluciones decimales a partir de la solucién 10™.

Cada dilucion se homogenizé con vortex durante 1 minuto y una alicuota de
100 pyL se sembr6 en superficie por triplicado, sobre los medios de cultivo Agar
Extracto de levadura - Extracto de malta (YME), Agar Czapek y Agar Almidon-
Caseina (SC), suplementados con nistatina (50 g/mL) como agente inhibidor de
hongos**>**°. Los medios de cultivo fueron esterilizados previamente en autoclave

a 121°C (15 psi) durante 15 minutos. Su composicion se describe en el Anexo A.

Las placas de agar se incubaron en posicién invertida a temperatura ambiente
(25 - 30°C) durante un periodo de 3 a 15 dias. Al observar el crecimiento de
diferentes colonias, se seleccionaron aquellas que presentaron caracteristicas
morfoldgicas, tanto macroscépicas como microscopicas, tipicas de actinomicetos.
Posteriormente cada una de las colonias seleccionadas, se aislo individualmente
por continuos repiques, empleando la técnica de siembra por agotamiento, en el
medio YME. Las condiciones de incubacion fueron las mismas durante todo el
proceso de aislamiento, hasta obtener cultivos axénicos.
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4.5. CARACTERIZACION MORFOLOGICA DE LOS ACTINOMICETOS
AISLADOS

4.5.1. Caracterizaciéon macroscoépica

Como caracterizacion preliminar, durante el tiempo de incubacion se observaron
las caracteristicas del crecimiento a nivel macroscopico de cada uno de los
actinomicetos aislados. La descripcion detallada de las colonias se hizo por
inspeccion visual, teniendo en cuenta el tamafio, forma, textura, margen,
consistencia, color del anverso y reverso, y produccion de pigmentos difusibles al

medio de cultivo >* %6,

4.5.2. Caracterizacién microscépica

Se observaron las caracteristicas microscopicas de los actinomicetos aislados,
mediante las tinciones de Gram y azul de lactofenol, utilizando un microscopio
optico. Los montajes con morfologias de interés se fotografiaron con una camara
digital adaptada al microscopio. La tincion de Gram se realiz6 segun el protocolo
descrito por Prescott (2004) 8.

El microcultivo con cada uno de los actinomicetos aislados se hizo en el medio de
cultivo Agar Papa-Dextrosa (Anexo A); en los cuatro cuadrantes y parte superior
de dos bloques de agar de 1x1 cm, dispuestos sobre una lamina portaobjetos, se
inoculé con el asa recta, una pequefia porcion de la colonia. Previo a ello, la
lamina de vidrio se acomodd sobre dos palillos de madera, en el interior de una
caja Petri con papel de filtro o de arroz humedecido en el fondo, como camara
hameda (Figura 4). Posteriormente en la superficie de cada bloque de agar se
instal6 un cubreobjetos y se dej6 en incubacién por 15 dias a temperatura

ambiente (25 - 30°C). Todo el material fue esterilizado con anterioridad en
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autoclave a 121°C (15 psi) durante 15 minutos, y el montaje se preparo con pinzas

estériles®’.

Figura 4. Montaje del microcultivo de cada uno de los actinomicetos aislados.

Pasado el tiempo de incubacion se observaron al microscopio los cubreobjetos
sobre una gota de azul de lactofenol depositada en una lamina portaobjetos. Para
conservar las laminas se sellaron los bordes de los cubreobjetos con esmalte de

ufas transparente.
4.6. IDENTIFICACION MOLECULAR DE LOS ACTINOMICETOS AISLADOS
4.6.1. Aislamiento de ADN gendmico de los actinomicetos aislados

La extraccion del ADN gendémico de cada uno de los actinomicetos aislados se
hizo a partir del in6culo de la suspension de esporas respectiva, en 30 mL de
caldo ATCC-2 (Anexo A) **. Los caldos se dejaron en agitacién a 150 rpm durante
tres dias a temperatura ambiente (25 - 30°C). Para que el crecimiento fuera

homogéneo se emplearon perlas de vidrio estériles®. La pureza de los caldos se
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examind inoculando 100 pL en placas estériles de agar YME, y mediante la

coloracién de Gram.

Las suspensiones de esporas fueron obtenidas al hacer un raspado de las cepas
con espatula estéril y 2 mL de una solucion estéril de Tween 20 al 0.1% v/v; el
raspado se hizo de la superficie del medio YME en pico de flauta, en el que los
actinomicetos crecieron durante 8 dias previos. Se hizo vortex para homogenizar

las suspensiones e inmediatamente se transfirieron a matraces de 300 mL>°.

Las células bacterianas de cada cepa fueron procesadas con el kit de extraccion
de ADN genomico UltraClean™ Microbial DNA Isolation segun el protocolo

detallado por el fabricante descrito a continuacion:

1) 1.8 mL del caldo se adicionaron a un tubo eppendorf de 2 mL, se
resuspendieron con vortex por 30 s y se centrifugaron a 10,000 x g por 30 s a
25°C, con el fin de concentrar las células de las bacterias en un pellet.

2) Una vez se eliminé todo el sobrenadante, el pellet se resuspendié en 300 L de
la solucién MicroBead, que contiene sales y un buffer que estabiliza y dispersa

homogéneamente las células bacterianas antes de realizar la lisis.

3) Las células resuspendidas se transfirieron al tubo MicroBead y se adicionaron
50 pL de la solucién MD1. Esta solucién contiene SDS y otros agentes que se
requieren para lograr la lisis celular y la liberacion de los acidos nucleicos. Para
aumentar el rendimiento de la extraccion, el tubo se calenté a 65°C durante 10
minutos. Posteriormente se hizo vortex a maxima velocidad por 10 minutos,

con el tubo asegurado horizontalmente, para hacer también la lisis mecanica.

4) El tubo se centrifugé a 10,000 x g por 30 s a temperatura ambiente, para

separar los residuos de las células, del ADN que queda en el sobrenadante, el
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5)

6)

7)

8)

cual se transfirid6 a un nuevo tubo eppendorf de 2 mL. En seguida se
adicionaron 100 pL de la solucién MD2, se hizo vortex para mezclar y se dejé
en refrigeracion (4°C) por 5 minutos. Dado que la solucibn MD2 precipita el
material organico e inorganico que reduce la pureza del ADN, el tubo se

centrifugod por 1 minuto a 10,000 x g y a temperatura ambiente.

Evitando el pellet, el sobrenadante se transfirié a un nuevo tubo eppendorf de
2 mL y se adicionaron 900 pL de la solucion salina MD3, la cual ofrece las
condiciones de salinidad necesarias para que el ADN se una a la membrana de

silica del Spin Filter en el siguiente paso.

Se afiadieron 700 pL de la mezcla al Spin Filter y se centrifug6 a 10,000 x g por
30 s a temperatura ambiente. Se descart6 el fluido que pasoé a través del filtro y
se repitié este paso con los 450 pL de mezcla restantes.

Para lavar el ADN unido al filtro, se adicionaron 300 pL de la solucion a base
de etanol MD4. De esta manera se removieron sales y otros contaminantes.
Asi mismo se eliminaron las trazas de etanol centrifugando nuevamente el Spin
Filter.

Finalmente se afiadieron 50 pL de la solucion MD5, que es un buffer de elucién
Tris 10 mM pH 8, y se centrifug6 a 10,000 x g por 30 s a temperatura ambiente
para obtener el ADN en un nuevo tubo eppendorf, el cual se conservé a - 20°C

para su uso posterior.

4.6.2. Amplificacion por PCR vy purificacion del ADNr 16S de los

actinomicetos aislados

El ADN gendmico obtenido de cada una de las cepas de actinomicetos se utilizd

como molde para la amplificacion por PCR del gen que codifica el ARNr 16S, o
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ADNr 16S. Para ello se emplearon los primers universales 27F y 1492R3> 3®

cuyas secuencias se especifican en la Tabla 2.

Tabla 2. Secuencias de los primers universales 27F/1492R

27F 5-AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3'

1492R 5-TACGGYTACCTTGTTACGACTT-3'

La mezcla de reaccion se hizo en un volumen final de 30 pyL, de manera que las

concentraciones de los reactivos fueron las siguientes®®:

Tabla 3. Concentraciones de los reactivos para la amplificacion por PCR del ADNr
16S

0.1 uM  Primers 27F/1492R
0.2 mM Mezcla de dNTPs
1,25U  Tag polimerasa

1X Buffer de reaccion
1.7mM MgCl,

10% viv. DMSO

10% v/v ADN extraido

La PCR se llevé a cabo en un termociclador y el programa utilizado se especifica

en la tabla a continuacion®®.
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Tabla 4. Programacion del termociclador para la amplificacion por PCR del ADNr

16S

Paso Temperatura (°C) Tiempo (min)
1) Desnaturalizacion inicial 94 3

2) Desnaturalizacion 94 1

3) Alineamiento 50 1

4) Extension 72 2

5) Volver al paso 2 por 30 veces
6) Extension final 72 7

7) Fin

Los productos de la amplificacion fueron examinados en un gel de agarosa
1.5% p/v en buffer TBE 1X pH 8, tefiido con bromuro de etidio de concentracion
0.5 pg/ml; la electroforesis se llevo a cabo en una camara horizontal a 100 voltios.
Para corroborar el tamafio de las bandas de los productos de reaccion se utilizo el
marcador de peso molecular Hyperladder Il (Anexo B), y asimismo para reconocer
el buen funcionamiento de la PCR, se utilizaron como patrones positivo y negativo,
la cepa certificada Streptomyces clavuligerus ATCC 27064, donada por la
Universidad de Antioquia, y agua tipo |, respectivamente. En los pozos del gel se
sembraron 5 pL del marcador y 5 pL de los productos de PCR mezclados con 1 pL
del buffer de carga 5X. El gel se revel6 con luz UV sobre un transiluminador, y se
tomaron fotografias con una camara digital. El analisis del tamafio de las bandas

obtenidas se realiz6 con el software Quantity One.
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La purificacion de los productos amplificados se hizo utilizando el kit de limpieza
de productos de PCR Wizard SV Gel and PCR Clean-UP System segun el

protocolo dado por el fabricante descrito a continuacion:

1)

2)

3)

4)

5)

Al producto de PCR se afiadi6 un volumen igual de la solucion Membrane
Binding Solution y el volumen resultante se transfirid a una mini columna de
silica, adaptada a un tubo eppendorf de 1.5 mL. Se dejo incubar a temperatura
ambiente por 1 minuto para que el ADN amplificado se uniera a la membrana

de la mini columna.

Se centrifugdé a 16,000 x g por 1 minuto y se descartd el fluido que pasé a

través de la membrana.

Posteriormente se adicionaron 700 pL de la solucibn a base de etanol
Membrane Wash Solution para lavar del ADN unido, y se centrifugd a
16,000 x g por 1 minuto. El fluido que pasé se deseché y se adicionaron 500 pL

més de la solucion de lavado. Esta vez se centrifug6 por 5 minutos.

Para que se evaporaran todos los residuos de etanol se vacié el tubo

eppendorf y se re-centrifugd por 1 minuto sin la tapa de la microcentrifuga.

La mini columna se transfiri6 a un nuevo tubo eppendorf de 1.5 mL, y se
adicionaron 30 pL de agua libre de nucleasas. Se dej6 incubar por 1 minuto a
temperatura ambiente y se centrifugd nuevamente a 16,000 x g. Se descarto la

mini columna y el ADN se conservo a -20°C.

Para verificar la purificacion y calidad del ADN obtenido, se realiz0 una

electroforesis en gel de agarosa como se describié previamente; en este caso se

sembré 1uL de ADN mezclado con 4 pL de agua tipo | y 1 pL del buffer de carga

oX.
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4.6.3. Secuenciacion del ADNr 16S de los actinomicetos aislados

Los productos de la amplificacion del ADNr 16S purificados, fueron enviados a
Macrogen (http://www.macrogen.com) para su correspondiente proceso de
secuenciacion. Las secuencias obtenidas fueron analizadas utilizando el software
SegMan del paquete libre en internet Lasergene 7, y los resultados se compararon
con otras secuencias de la base de datos NCBI, usando los servicios de la red
informatica BLAST. El andlisis filogenético de las cepas identificadas se hizo con

el software MegAlign del mismo paquete.

4.7. CONSERVACION DE LAS CEPAS DE ACTINOMICETOS

Para la conservacion de los actinomicetos se realiz6 la siembra de cada una de
las cepas aisladas en el medio YME en pico de flauta, y después de 15 dias de
incubacion a temperatura ambiente (25 - 30°C), se adicion6 glicerol al 10% v/v.
Posteriormente los tubos se almacenaron a temperatura de refrigeraciéon (4°C).
Igualmente se conservaron a -20°C, haciendo un raspado con espatula estéril de
cada cepa, y homogeneizdndola en 1 mL de glicerol al 10% v/v en tubos

eppendorf estériles de 1.5 mL>.
El mantenimiento de las cepas a corto plazo se hizo por subcultivo periédico,

utilizando el medio YME; pasado el tiempo de incubacién a temperatura ambiente,

las cepas de almacenaron a temperatura de refrigeracion.
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4.8. IDENTIFICACION Y CARACTERIZACION DE GENES DE PKS-l DE LOS
ACTINOMICETOS AISLADOS

4.8.2. Amplificacion por PCR y purificacion de genes de PKS-l1 de los

actinomicetos aislados
A partir del ADN gendmico de cada uno de actinomicetos aislados, se realizo la
amplificacion por PCR de genes que codifican para PKS-I, empleando los primers

degenerados K1F y M6R*®, cuyas secuencias se especifican en la Tabla 5.

Tabla 5. Secuencia de los primers degenerados K1F/M6R

K1F 5-TSAAGTCSAACATCGGBCA-3'

M6R 5'-CGCAGGTTSCSGTACCAGTA-3'

La mezcla de reaccion se hizo en un volumen final de 30 uL de manera que las

concentraciones de los reactivos fueron las siguientes**:
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Tabla 6. Concentraciones de los reactivos para la amplificacion por PCR de genes
de PKS-I

0.4 uM  Primers K1F/M6R
0.2 mM Mezcla de dNTPs
1U Tag polimerasa
1X Buffer de reaccion
3 mM MgCl,

1pg/uL BSA

10% viv. DMSO

5% v/v  ADN extraido

Estas fueron establecidas durante la experimentacion, tomando como base las

especificadas por Ayuso y col. (2004)*.

La reaccion se llevd a cabo en un termociclador de acuerdo con el siguiente

perfil*3:
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Tabla 7. Programacion del termociclador para la amplificacion PCR de genes de

PKS-I
Paso Temperatura (°C) Tiempo
1) Desnaturalizacion inicial 95 5 min
2) Desnaturalizacion 95 30s
3) Alineamiento 55 2 min
4) Extension 72 4 min

5) Volver al paso 2 por 30 veces
6) Extension final 72 10 min

7) Fin

Los productos de la reaccién fueron examinados y purificados como se indica en

el numeral 4.6.2.

4.8.2. Secuenciacion de los genes de PKS-l identificados en los

actinomicetos aislados

Los productos purificados de la PCR de genes de PKS-I presentes en los
actinomicetos aislados, fueron secuenciados por Macrogen. Las secuencias
fueron analizadas utilizando el software SeqMan del paquete Lasergene 7, y los
resultados se compararon con otras secuencias de la base de datos NCBI, usando
los servicios de la red informatica BLAST. Por otra parte se hizo la busqueda de

los marcos de lectura abiertos (siglas ORF del inglés Open reading frame), de los
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genes identificados, utilizando el buscador de ORF de NCBI, asi como el andlisis
BLAST respectivo.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION
5.1. DESCRIPCION TAXONOMICA DE LAS HORMIGAS RECOLECTADAS

Las hormigas cortadoras de hojas de la casta obrera, recolectadas para este
estudio, fueron determinadas taxonOmicamente como pertenecientes a la especie
A. cephalotes mediante la utilizacién de la clave de Mackay y Mackay (1986)?, asi
como la comparacion con ejemplares de la coleccibn mirmecologica del
Laboratorio de Entomologia. Los resultados de la clasificacion taxonomica se

encuentran consignados en la Tabla 8.

Entre las caracteristicas puntuales que permitieron identificar a las hormigas

recolectadas se destacan las siguientes?:

— El gaster no tiene tubérculos y es moderadamente liso y brillante.

— La antena tiene once segmentos: un escapo Yy funiculo de 10 segmentos.

— Eltérax posee 2 pares de espinas y poca pubescencia dorada.

— La cabeza presenta solo una espina a cada lado, es lisa y brillante, y de color
mas claro que el torax.

— La espina occipital es mas corta que el maximo diametro del ojo.

Tabla 8. Clasificacion taxondmica de las hormigas recolectadas

Clase Insecta
Orden Hymenoptera
Sub-orden Apocrita
Familia Formicidae
Sub-Familia Myrmicinae
Tribu Attini

Género Atta

Especie Cephalotes

Nombre cientifico Atta cephalotes (Linnaeus, 1758)
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5.2. AISLAMIENTO Y CULTIVO DE ACTINOMICETOS NATIVOS

Las diluciones obtenidas de la muestra de hormigas de la especie A. cephalotes,
como se describié previamente en el numeral 4.4 de la Metodologia Experimental,
fueron sembradas en tres medios de cultivo diferentes. Agar Czapek y SC, se

emplearon como medios no selectivos de actinobacterias*® >

, Y YME, ya que hace
parte del ISP (International Streptomyces Project) *>* y corresponde a un medio
estandar para el aislamiento y caracterizacién de Streptomyces spp. (Anexo A)>*.
De esta manera, se lograron aislar siete colonias nativas, presumiblemente
diferentes, con caracteristicas de actinomicetos, en un periodo de cinco meses.
Asi se comprobé que los medios empleados fueron adecuados para el aislamiento

de actinomicetos.

Durante el aislamiento, debido a que los actinomicetos son microorganismos de
crecimiento lento, los cuales no compiten eficientemente por los nutrientes®!, se
presentd una contaminacion considerable con bacterias no filamentosas y hongos,
de mas rapido crecimiento en las placas de agar. Sin embargo, el uso de nistatina
(50 g/mL) *° permitié controlar la proliferacién de los contaminantes.

Las colonias de bacterias no filamentosas se observaron al cabo de un dia de
incubacion, y las colonias de levaduras y mohos, después de dos o tres dias.
Estas se descartaron con base en su morfologia macroscépica; las bacterias eran
colonias brillantes y cremosas, y las levaduras y mohos, tenian un tamafio
considerablemente mayor al que se ha descrito para los actinomicetos®!, ademas

de consistencia cremosa en el caso de las levaduras.

El crecimiento de las colonias presuntivas de actinomicetos se noté despueés de un
tiempo de incubacion de tres o cuatro dias. Se seleccionaron aquellas que
presentaron consistencia seca y compacta, que se encontraban fuertemente

adheridas al medio solido. Estas caracteristicas corresponden con la apariencia de
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las colonias de actinomicetos®. Mediante continuos repiques en el medio YME,
se aislaron las siete colonias presuntivas de actinomicetos de manera axénica, y
se nombraron como Aclb, Ac2a, Ac2b, Ac2c, Ac2d, Ac2e y Ac2f. Posteriormente

fueron mantenidas por subcultivo periédico, a temperatura ambiente (25 - 30°C).

5.3. CARACTERIZACION MORFOLOGICA DE LOS ACTINOMICETOS
AISLADOS

Con el fin de realizar la caracterizacion morfoldgica precisa de las siete colonias
presuntivas de actinomicetos, y su comparacion, una vez se seleccionaron, se
cultivaron en el medio YME, adecuado para el desarrollo de esporas y/o
pigmentos. Este posee los nutrientes suficientes que permiten que se complete el

ciclo de vida de los actinomicetos®.

Por otra parte, la seleccion de las colonias que correspondian a posibles
actinomicetos, también se baso en sus caracteristicas microscopicas, examinadas
mediante la tincion de Gram y la tincion con azul de lactofenol del microcultivo. El
analisis de la microscopia 6ptica, mostré organismos filamentosos Gram positivos.
La caracterizacion macro y microscopica se llevé a cabo después de quince dias

de incubacion.

A continuacion se describe en forma detallada la caracterizacion macroscoépica y

microscopica de las diferentes colonias de posibles actinomicetos aislados.

En la Figura 5 se observan las colonias denominadas como Aclb, las cuales
fueron de color verde grisaceo en el anverso, es decir, el color del micelio aéreo®*,
y en el reverso, el cual corresponde al micelio vegetativo®*, de color amarillo
oscuro. Por otra parte la superficie de Aclb era aterciopelada, de elevacion
convexa y/o umbonada, y se apreciaron surcos alrededor de las colonias. La

forma era filamentosa, y por tanto tenian margen filamentoso. Eran opacas, de
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consistencia seca y dura, dificiles de tomar del medio de cultivo, y producian
pigmentos difusibles al medio, ya que este se oscureci6. Cada colonia tenia
aproximadamente un diametro de 4 mm. Ademas, se percibié el olor caracteristico
a suelo humedo, lo que indicé la produccién de geosmina®: *. También se
observo la presencia de pequefias gotas de liquido claro que demostraron la

produccion de metabolitos secundarios durante la esporulacién®.

Figura 5. Morfologia macroscépica de las colonias de la cepa Aclb en medio

YME, después de 15 dias de incubacion a temperatura ambiente.

Mediante la tincion de Gram y con azul de lactofenol (Figura 6A y 6B
respectivamente), se observO que las colonias identificadas como Aclb,
presentaron al microscopio conidiosporas, tanto individuales como originadas de
las ramificaciones de las hifas, organizadas en forma de cadenas largas, y
enrolladas en espiral; esta propiedad es caracteristica del género Streptomyces®'.

Al realizar la tincion del microcultivo de Aclb con azul de lactofenol, se aprecio la
forma de las conidiosporas de manera mas precisa. Sin embargo, con ambas
tinciones se observaron largas hifas delgadas onduladas y con ramificaciones no
fragmentadas. Estas se originan en un centro comdn y se extienden formando

redes que constituyen el micelio.
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Figura 6. Tinciones de las colonias de Aclb con aumento 100x: A. Gram; B. Azul

de lactofenal.

En la Figura 7 se observan las colonias denominadas como Ac2a; después de
siete dias de incubacion las colonias presentaron en el anverso, un color beige
claro, mientras que a los quince dias poseian un color gris oscuro. El color del
reverso era de color beige. La superficie era claramente pulverulenta, opaca y de
consistencia seca y fragil. Eran de forma filamentosa y molar, con margen
ondulado, el cual se elevaba dejando un hueco en el centro. Produjeron pigmentos
difusibles al medio de color rojo intenso y el diametro de cada colonia fue
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aproximadamente de 4 mm. El olor caracteristico a tierra himeda fue mas notorio

en esta colonia presuntiva de actinomiceto, en comparaciéon con las demas.

Figura 7. Morfologia macroscopica de las colonias de la cepa Ac2a en medio

YME, después de 15 dias de incubacion a temperatura ambiente.

Tanto la tincion de Gram como con azul de lactofenol (Figura 8), exhibieron el
desarrollo de hifas delgadas onduladas, relativamente cortas y fragmentadas. En
la imagen de la tincién con azul de lactofenol, se puede apreciar la formacion de
una red de hifas, que se extiende.
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Figura 8. Tinciones de las colonias de Ac2a con aumento 100x: A. Gram; B. Azul

de lactofenol.

En la Figura 9 se observan las colonias de Ac2b a los siete dias de incubacion, las
cuales eran de color blanco en el anverso, pero al cumplirse dos semanas, se
tornaron de color gris; el color del reverso era amarillo oscuro y el centro de las
colonias tenia una apariencia cuarteada. La consistencia era dura y seca, aunque
la textura de la superficie fuera aterciopelada. Eran de lustre opaco y forma
filamentosa, con margen erosionado. El pigmento difusible al medio fue de color
amarillo oscuro. Las colonias tenian un didmetro aproximado de 5 mm. También
se percibié el olor caracteristico a tierra humeda, observandose la presencia de

exudado, lo cual evidenciaria la produccién de metabolitos secundarios>".
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Figura 9. Morfologia macroscopica de las colonias de la cepa Ac2b en medio
YME, después de 15 dias de incubacion a temperatura ambiente.

Mediante la tincion de Gram y con azul de lactofenol (Figuras 10A y 10B
respectivamente) de las colonias denominadas como Ac2b, se verific6 el
crecimiento de largas hifas delgadas, con ramificaciones no fragmentadas. En la
imagen de la tincién con azul de lactofenol, se puede ver como los filamentos se
originan en un centro comun y se extienden formando redes. Asimismo, se logran
ver las conidiosporas, constituyendo cadenas enrolladas, en las puntas de las
hifas; por ello se infiere que la colonia corresponde a un estreptomiceto>".
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Figura 10. Tinciones de las colonias de Ac2b con aumento 100x: A. Gram; B. Azul
de lactofenol.

La Figura 11 muestra las colonias de Ac2c, de color beige y blanco para el micelio
aéreo, y amarillo oscuro para el micelio vegetativo. Sin embargo estas colonias
pareciera que tomaran el color del medio, en el cual se hunden con fuerza, lo que
hace mas dificil el subcultivo. Eran colonias secas y muy duras, pero el brillo leve
se debe a que la superficie era cartilaginosa. Poseian forma molar con margen
lobulado y diametro aproximado de 4 mm. Por otra parte no producian pigmentos

difusibles al medio, y se percibia un fuerte olor a suelo humedo.
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Figura 11. Morfologia macroscopica de las colonias de la cepa Ac2c en medio
YME, después de 15 dias de incubacion a temperatura ambiente.

En la Figuras 12A y 12B se observa la morfologia microscopica de Ac2c, la cual
comprende hifas largas y delgadas, en una red que se desarrolla. Las hifas
poseian forma onduladas, ramificadas, y no fragmentadas, y tendian a la
formacion de bucles.

Figura 12. Tinciones de las colonias de Ac2c con aumento 100x: A. Gram; B. Azul

de lactofenol
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En la Figura 13 se aprecia que las colonias de Ac2d eran de color gris claro en el
anverso, y en el reverso, se observan de color beige y con aspecto cuarteado. Las
colonias obtenidas eran superficie lanas pulverulenta, con formacion de surcos
alrededor. Poseian consistencia dura y seca, opacas, con un diametro aproximado
de 4 mm, y tienen forma molar y margen erosionado. No produjeron pigmentos
difusibles al medio, pero si el olor tipico de la tierra que compone al suelo, y gotas

de exudado, lo que estaria indicando la biosintesis de metabolitos secundarios.

Figura 13. Morfologia macroscépica de las colonias de la cepa Ac2d en medio
YME, después de 15 dias de incubacion a temperatura ambiente.

La tinciébn de Gram de la colonia de Ac2d gque se observa en la Figura 14, muestra
hifas largas, que al final se enrollan en un bucle perfecto, tal como se describe
para los actinomicetos del género Streptomyces®. Adicionalmente la tincién con
azul de lactofenol permitid observar esporas individuales dispuestas en cadenas
cortas, asi como hifas onduladas delgadas, con ramificaciones no fragmentadas,

que se originan de un centro comun, formando la red del micelio.
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Figura 14. Tinciones de las colonias de Ac2d con aumento 100x: A. Gram; B. Azul

de lactofenal.

En la Figura 15 se observan las colonias de Ac2e, con micelio aéreo de color
blanco y beige, y micelio vegetativo de color café. Por otra parte, la superficie era
cartilaginosa, y la forma se asemejaba a la de una flor, con margen ondulado.
Eran opacas, de consistencia seca y dura, y producian pigmentos difusibles al
medio, oscureciendo las colonias. Una colonia tenia aproximadamente 4 mm y se
adheria fuertemente a medio de cultivo sélido.
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Figura 15. Morfologia macroscopica de las colonias de la cepa Ac2e en medio
YME, después de 15 dias de incubacion a temperatura ambiente.

En la Figura 16 se observan las colonias de Ac2e tefiidas con los colorantes de la
tincion de Gram, y con azul de lactofenol. Las hifas tenian una forma delgada,

eran onduladas y no fragmentadas.

Figura 16. Tinciones de las colonias de Ac2e con aumento 100x: A. Gram; B. Azul

de lactofenol.
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La Figura 17 corresponde a las colonias de Ac2f. Estas presentaron color naranja
y amarillo con borde blanco, en el anverso, y de color naranja oscuro en el
reverso. La superficie también era cartilaginosa opaca, y la consistencia seca y
dura. Cada colonia tenia un diametro aproximado de 4.5 mm, forma de flor, y
margen evidentemente ondulado. No producian pigmentos difusibles al medio, se
hundian con fuerza en el medio sélido, observdndose un exudado, lo que indicaba

su esporulaciéon y produccion de metabolitos secundarios.

Figura 17. Morfologia macroscépica de las colonias de la cepa Ac2f en medio
YME, después de 15 dias de incubacion a temperatura ambiente.

Mediante la tincibn de Gram y con azul de lactofenol (Figura 18), se pudo
diferenciar la formacion de hifas largas, delgadas, onduladas, con ramificaciones

no fragmentadas, formando una red.
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Figura 18. Tinciones de las colonias de Ac2f con aumento 100x: A. Gram; B. Azul

de lactofenol.

Js.

Las siete colonias aisladas presentaron caracteristicas macro y microscépicas
comunes, las cuales se encuentran resumidas en la Tabla 9. Las siete
presentaron una consistencia seca, y didmetro aproximado entre 4 y 5 mm, e hifas
delgadas ramificadas Gram positivas. En el caso de las cepas denominadas Aclb,
Ac2b, Ac2c y Ac2d, se apreciaron las formaciones de cadenas de conidiosporas
en espirales. Asimismo en las colonias Aclb, Ac2b y Ac2f, se observo una
secrecion, lo cual dio un primer indicio de la capacidad que estas poseen para
biosintetizar metabolitos secundarios. Sin embargo, cada una de las siete colonias
mostré propiedades Unicas, que permitieron distinguirlas entre si, y se infiri6 que

correspondian a especies diferentes.
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Tabla 9. Comparacion de las caracteristicas morfoldégicas macro y microscopicas
de las cepas aisladas

CARACTERISTICAS | Aclb [ Ac2a | Ac2b | Ac2c | Ac2d | Ac2e | Ac2f
Color Anverso V-G | B/G | BL/G | B-BL G B-BL | N-A
Reverso AO B AO AO B C NO

Forma F M F M M FL FL
Superficie AT P AT CT P CT CT
Consistencia SD SF SD SD SD SD | SD
Diametro (mm) 4.0 4.0 5.0 4.0 4.0 40 | 45
Pigmentos difusibles AO R AO NP NP NP | NP
Presencia de exudado (+) ) (+) ) ) ) (+)
Tincién de Gram (60 I T . . .9 A .0 I I )
Esporas en microcultivo E ND E E E ND | ND

amarillo, AO amarillo oscuro; B beige; BL blanco;, C café; G gris;

A

N anaranjado; NO anaranjado oscuro R rojo; V verde; NP No produce;
F filamentosa; FL floral; M molar; AT aterciopelada; CT cartilaginosa;
P pulverulenta; SD seca y dura; SF seca y fragil; (+) Positivo; (-) Negativo;

E espirales; ND No determinado

En la Figura 19 se observa la morfologia macroscépica de algunos de los
actinomicetos aislados por Barke y col. (2010), a partir de hormigas cortadoras de
hojas de A. octospinosus®. En las imagenes se ven colonias con caracteristicas
semejantes a las colonias aisladas en este trabajo, como superficies
pulverulentas, colonias con surcos alrededor y la presencia de exudado. Es
importante mencionar que en el aislamiento a partir de las hormigas de
A. octospinosus, se emplearon medios de cultivo diferentes a los empleados
durante esta investigacion, y por consiguiente la morfologia se exhibe de manera
distinta, ya que ciertamente el desarrollo de los microorganismos depende de las

fuentes de carbono y nitrégeno que componen cada medio>".
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Figura 19. Actinomicetos aislados de hormigas obreras de A. octospinosus. Las
cepas de Streptomyces son numeradas como S1-S9 y las de
Pseudonocardia como P1-P2. Tomada de Barke y col. (2010)°.

Por otra parte, se deduce que los actinomicetos nativos aislados, serian adquiridos
por las hormigas obreras al estar en permanente contacto con el suelo durante las
actividades de forrajeo, teniendo en cuenta que la muestra de partida para el

aislamiento, correspondia al cuerpo entero de las hormigas® *° *°.
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5.4. IDENTIFICACION MOLECULAR DE LOS ACTINOMICETOS AISLADOS
5.4.1. Aislamiento de ADN gendmico de los actinomicetos aislados

Una vez que se aislaron, de forma axénica, las siete colonias de actinomicetos
previamente descritas, se inocularon en medio liquido, con el fin de realizar
posteriormente la extraccion del ADN gendmico. Cada colonia fue cultivada en el
medio liquido denominado ATCC-2, el cual ha sido referenciado en la literatura**
2 (Anexo A). La incubacién se hizo durante tres dias con agitaciéon de 150 rpm, a
temperatura ambiente (25 — 30°C).

El crecimiento de las siete colonias en el medio ATCC-2, se determiné por la
presencia de pellets (Figura 20), tal como se ha descrito para este tipo de
microorganismos®'. Debido a que los actinomicetos son bacterias aerobias, la baja
concentracion de oxigeno en el sistema, condiciona el crecimiento y ocasiona la
formacion de autoagregacion, que sirve como soporte para poder desarrollar los
filamentos y esporas®®. De este modo se obtuvo la suficiente biomasa microbiana,
y se complet6 el aislamiento del ADN de cada colonia, siguiendo el protocolo

descrito en el numeral 4.6.1 de la Metodologia Experimental.
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Figura 20. Ejemplo del crecimiento de los actinomicetos aislados, en caldo ATCC-
2, por incubacién de 3 dias, con agitacion de 150 rpm y 25 - 30°C.

5.4.2. Amplificacién por PCR del ADNr 16S de los actinomicetos aislados

Con el objeto de realizar la identificacion molecular de las siete colonias con
caracteristicas macro y microscépicas de actinomicetos, previamente aisladas, se
llevo a cabo la amplificacién del gen codificante del ARNr 16S de cada una,
empleando los primers universales 27F y 1492R. Estos se unen a la posicién 8-27
y 1492-1513 del gen del ARNr 16S de E.coli (rrnB, GenBank J01695)>°
respectivamente, amplificando toda la secuencia del ADNr 16S. De esta manera

se generd con cada colonia, un fragmento de alrededor de 1500 pb. (Figura 21).
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Figura 21. Gel de agarosa 1.5 % con los productos de la amplificacién del ADNr
16S de los actinomicetos nativos. Carriles, M: marcador de peso
molecular Hyperladder II; 1: Aclb; 2: Ac2a; 3: Ac2b; 4: Ac2c; 5: Ac2d,;
6: Ac2e; 7: Ac2f.
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5.4.3. Secuenciacion del ADNr 16S de los actinomicetos aislados

La secuenciacion de los ADNr 16S amplificados de las siete colonias aisladas, se
llevé a cabo por Macrogen, empleando los dos primers 27F y 1492R, para abarcar
de manera precisa todo el gen. Por consiguiente se obtuvieron dos secuencias
individuales para cada colonia, las cuales fueron ensambladas empleando el
software SeqgMan de Lasergene 7. Las secuencias consenso posteriormente se
sometieron a un analisis estdndar BLAST nucleétido—nucleétido, para hacer la
comparacion con otras secuencias de la base de datos NCBI, y de este modo
identificar a que microorganismo correspondian. Los resultados del andlisis se

consignan en la Tabla 10.
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Teniendo en cuenta que una identidad >99% es el criterio utilizado para identificar
un aislamiento a nivel de especie, y que una identidad de >97% identifica un
organismo a nivel de género®, se evidencié que las siete colonias aisladas,
corresponden a especies de Streptomyces. En el caso de las colonias
denominadas como Aclb, Ac2b, Ac2c y Ac2d, los resultados confirmaron lo
seflalado a partir de las observaciones morfolégicas. Las secuencias de las
colonias nativas Ac2e y Ac2f, por ser idénticas en un porcentaje <99% con las de
las cepas de la bases de datos, podrian considerarse como propias de nuevas

especies®.

Tabla 10. Resultados del analisis BLASTN de las secuencias del ADNr 16S de las

cepas aisladas de actinomicetos

Cepa nativa Ceparelacionada/Numero GenBank Identidad, %
Aclb Streptomyces chartreusis/AJ399468.1 100
Ac2a Streptomyces sp. BS11/HM057832.1 99
Ac2b Streptomyces sp. IR027-SDHV6/AB572860.1 99
Ac2c Streptomyces gelaticus/EU741111.1 99
Ac2d Streptomyces sp. 1356/EU864308.1 99
Ac2e Streptomyces triostinicus/AB184519.1 98
Ac2f Streptomyces seoulensis /EU595010.1 97

La mayoria de las cepas de Streptomyces spp., correspondientes a las colonias
nativas aisladas, se han descrito previamente como productoras de diversos

metabolitos secundarios con actividad biologica.
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Por ejemplo, se ha demostrado que el agente antitumoral chartreusina, conocido
también como lambdamicina, ha sido aislado de S. chartreusis, el cual se
relaciona con la colonia nativa Aclb, identificada como la cepa ISP 5085. La
chartreusina es un policétido aromatico, biosintetizado por policétido sintasas
Tipo Il, que posee una actividad quimioterapéutica significativa contra varias lineas
celulares tumorales®. Por otra parte, recientemente se ha caracterizado un clister
biosintético del poliéter calcimicina, de la cepa S. chartreusis NRRL 3882, del cual
hacen parte genes que codifican policétido sintasas modulares Tipo I. La
calcimicina inhibe el crecimiento de bacterias Gram positivas y algunos hongos, y
es ampliamente utilizada como herramienta bioquimica en estudios
farmacoldégicos. Los compuestos antibioticos X-14885A 'y cezomicina,
estructuralmente similares a la calcimicina, también son producidos por cepas de

S. chartreusis®.

En relacion con la colonia Ac2b, identificada como S. Streptomyces sp. IR027-
SDHV6, en el afio 2010, se publicé el aislamiento de un macrélido, analogo de
bafilomicina, denominado JBIR-100, a partir de esta nueva cepa aislada del suelo
en Japon. Se observé que el compuesto JBIR-100 sirve como inhibidor de
ATPasas del tipo vacuolar, cuyo mal funcionamiento ocasiona enfermedades
como osteopetrosis, infertilidad en los hombres y acidosis renal®.

Por otra parte S. gelaticus, correspondiente a la colonia nativa Ac2c, produce
elaiomicina, un compuesto azoxi con actividad antibiética®. Asimismo
S. triostinicus, asignado a la colonia Ac2e, produce principalmente los antibiéticos
triostina A y equinomicina, los cuales son del tipo quinomicina, conocidos por su
amplio espectro de actividades biologicas, incluyendo propiedades antitumorales.
Estos son biosintetizados por péptidosintetasas no ribosomales (NRPS) ®, pero
del mismo modo una PKS-I de S. triostinicus ha sido previamente descrita
(GenBank AB431386.1). Adicionalmente, se ha publicado la produccién de

actinomicina V, un agente antitumoral que inhibe la formacién de células de
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leucemia, por S. triostinicus sp.?®, y el antibiético quinoxalina®’. En la India fue
aislada del suelo también una nueva cepa de S. triostinicus, comprobandose sus

actividades antibacteriales y antif(ngicas®’.

Se identificd la secuencia de S. seoulensis DA07118, relacionada con la colonia
Ac2f, la cual fue identificada al evaluar actinomicetos con actividad nematicida

(GenBank: EU595010.1). Sin embargo estos datos aun no estan publicados.

Por otro lado, no se encuentran reportes sobre el estudio de la actividad biol6gica
de las cepas Streptomyces sp. BS11 y Streptomyces sp. 1356, relacionadas con

las colonias nativas Ac2a y Ac2d, respectivamente.

Los resultados obtenidos a partir del analisis BLASTN, se corroboraron mediante
el analisis filogenético de las cepas aisladas, a partir de la construccién de un
arbol filogenético utilizando en software MegAlign de Lasergene. Se usaron las
secuencias completas y/o parciales del ADNr 16S de Streptomyces spp.
(Figura 22) y Nocardia spp. (Figura 23), tomadas de la base de datos NCBI. Los
nameros de acceso del GenBank se especifican en el Anexo C.

Al hacer la comparacion con las cepas de Streptomyces spp, se observéd que los
siete actinomicetos nativos (indicados en corchetes), pertenecian a un mismo
grupo, que a su vez incluia la mayoria de las cepas de referencia, evidenciando su
estrecha relacion taxonémica con las especies de este género. Las cepas
Streptomyces sp. IR027-SDHV6 (colonia Ac2b) y S. gelaticus (colonia Ac2c), las
cuales presentaron gran similitud entre ellas, se relacionan con la cepa
S. clavuligerus (GenBank AB045869.1); S. chartreusis ISP 5085 (colonia Aclb) y
Streptomyces sp. 1356 (colonia Ac2d), que se asemejan entre si, se agrupan con
las primeras, en un solo brazo del arbol filogenético. Por su parte, las tres cepas
aisladas restantes se asocian en otro grupo; S. seoulensis DA07118 (colonia Ac2f)

presenta gran similitud con S. noursei (GenBank AY999827.1), y estas a su vez
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con S. antibioticus (GenBank NR043348.1), mientras Streptomyces sp. BS11
(colonia Ac2a) y S. triostinicus (colonia Ac2e), a la misma distancia, se

corresponden con S. ambofaciens (GenBank AB184465.1).

Figura 22. Arbol filogenético construido con las cepas nativas y cepas de
Streptomyces spp. de la base de datos NCBI.
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Asimismo la comparacion con actinomicetos del género Nocardia, indica que las
colonias de actinomicetos aisladas se reunen en un brazo diferente en el arbol

filogenético, probando de esta manera su identidad con el género Streptomyces.
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Figura 23. Arbol filogenético construido con las cepas nativas, cepas de
Streptomyces spp. y Nocardia spp. de la base de datos NCBI.
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5.5. IDENTIFICACION Y CARACTERIZACION DE GENES DE PKS-l DE LOS
ACTINOMICETOS AISLADOS

5.5.1. Amplificacion por PCR de genes de PKS-I de los actinomicetos

aislados

La amplificacion de genes de PKS-I, a partir del ADN gendmico de cada uno de
los actinomicetos nativos, se realizO empleando los primers degenerados K1F vy
M6R. La pareja de primers se disefid para amplificar los dominios KS vy

metilmalonil-CoA transferasa de PKS-I, respectivamente®?,

Al revelar el resultado de la electroforesis en gel de agarosa, con los productos de
la amplificacién, se observaron las bandas del tamafio esperado (1200 - 1400 pb)
43 para la cepa control S. clavuligerus ATCC 27064, y para las cepas identificadas
previamente como S. chartreusis ISP 5085, Streptomyces sp. BS11, Streptomyces
sp. IR027-SDHV®6, S. triostinicus y S. seoulensis DA07118. Asi se evidencio su
potencial como productores de metabolitos secundarios del tipo policétido (Figura
24).

S. clavuligerus es el actinomiceto mas importante desde el punto de vista
industrial, ya que produce variedad de compuestos [-lactamicos, utiles
clinicamente, entre los que se incluyen los antibiéticos cefamicina C y el &cido
clavulanico. Ademas, se han descrito otros tres antibioticos, entre los que se
incluye un macrélido similar al inmunosupresor tacrolimus, en cuya biosintesis
esta implicado un cluster de genes de PKS de once mddulos. En total, se han
descrito ocho cllsteres putativos de genes de PKS para S. clavuligerus ATCC
27064°%, por lo cual se usé como control positivo de la amplificacién de genes de
PKS-I.
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Figura 24. Gel de agarosa 1.5% con los productos de la amplificacién de genes de
PKS-I de los actinomicetos nativos. Carriles, M: marcador de peso
molecular Hyperladder Il; 1: S. clavuligerus; 2: S. chartreusis ISP 5085
(Aclb); 3: Streptomyces sp. BS11 (Ac2a); 4: Streptomyces sp. IR027-
SDHV6 (Ac2b); 5: Streptomyces sp. 1356 (Ac2d); 6: S. triostinicus
(Ac2e); 7: S. seoulensis DA07118 (Ac2f).
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En el caso de la cepa identificada como Streptomyces sp. 1356, se amplificaron
dos bandas de aproximadamente 1900 y 700 pb respectivamente. Los tamafios de
todos los fragmentos amplificados fueron estimados con el software Quantity One,
tomando como patron las bandas del marcador de peso molecular Hyperladder Il
(50 — 2000 pb) (Tabla 11).

El fragmento de 700 pb, puede estar relacionado con el dominio B-cetoacil sintasa,

como se ha reportado en otros estudios®, y por este motivo se puede inferir que
Streptomyces sp. 1356 también podria producir compuestos del tipo policétido.
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Tabla 11. Tamafios bandas amplificadas con los primers K1F/M6R

Cepas aisladas Tamarfio fragmento (pb)

Control:  S. clavuligerus 1359.29

Aclb: S. chartreusis ISP 5085 1369.22

Ac2a: Streptomyces sp. BS11 1379.29

Ac2b: Streptomyces sp. IR027-SDHV6 1358.25

Ac2d: Streptomyces sp. 1356 1903.88 — 732.26

Ac2e: S. triostinicus 1323.12 - 1067.43

Ac2f. S. seoulensis DA07118 1331.40

La amplificacibn de mas de una fragmento de ADN para una sola muestra, se
debe a que los primers K1F/M6R son degenerados y fueron disefiados para
amplificar genes similares, pero no idénticos, por lo cual su especificidad es menor
respecto a la de otros pares de primers. Ademas, debido a que en la organizacion
modular de los genes de las PKS-I se repiten dominios*, y que las cepas de
actinomicetos poseen méas de un clister de genes de PKS®, los productos de la

PCR pueden ser mezclas de secuencias codificantes para los dominios de interés.

Por otro lado, la colonia identificada como S. gelaticus (Ac2c), no produjo ninguna
banda, como resultado de la amplificacibn con K1F/M6R. La biosintesis de
elaiomicina relacionada con este microorganismo, no se lleva a cabo por PKS-I ®,
y por tal razén, no posee los dominios KS y AT. Este resultado ratifica la identidad
de Ac2c, y se considera que aunque no posea el potencial para producir
compuestos policétidos, se debe probar su actividad contra diferentes bacterias u
hongos, con el fin de investigar si puede producir otras sustancias similares a la

elaiomicina.
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5.5.2. Secuenciaciéon de los genes de PKS-l identificados en los

actinomicetos aislados

De igual forma, en Macrogen se hizo la secuenciacién de los genes de PKS-|
amplificados. Las secuencias consenso, obtenidas con el software SeqgMan, se
sometieron al andlisis estdndar BLAST nucledtido—nucleétido, con lo que se
identificaron tres clusteres biosintéticos relacionados con las cepas nativas
denominadas como Aclb, Ac2a y Ac2b, relacionadas con S. chartreusis ISP 5085,
Streptomyces sp. BS11 y Streptomyces sp. IR027-SDHV6, respectivamente
(Tabla 12).

Los resultados obtenidos del analisis BLASTN son satisfactorios, puesto que los
porcentajes de identidad demuestran que las secuencias de los nucle6tidos de los
genes amplificados, poseen similitud con clisteres implicados en la biosintesis de

antibioticos policétidos ya caracterizados.

Tabla 12. Resultados del andlisis BLASTN de las secuencias de genes de PKS-I
de las cepas aisladas de actinomicetos

Cepa nativa Claster biosintético relacionado/ Identidad, %

NUumero GenBank

Aclb Policétido-2 de S. avermitilis/AB070942.1 85

Ac2a Anfotericina de S. nodosus/AF357202.1 82

Ac2b Concanamicina A de S. neyagawaensis/ 82
DQ149987.
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Las secuencias de los genes de PKS-I amplificados, correspondientes a las
demas cepas nativas, no se ensamblaron. En el caso de las cepas Streptomyces
sp. 1356 (Ac2d) y S. triostinicus (Ac2e), debido a que en los productos de la PCR
estan mezclados los dos fragmentos de ADN amplificados que se observaron con
la electroforesis, y seguramente se solaparon las sefiales en el momento de
realizar la secuenciacion. De este modo, se dificulté la determinacidén precisa de
los nucledtidos que conforman las secuencias individuales, que se obtienen con

cada primer y no se lograron ensamblar.

Adicionalmente, con el fin de la confirmar la funcién policétido sintasa determinada
para cada una de las tres cepas nativas, denominadas como Acla, Ac2a y Ac2b,
se identificaron los marcos de lectura abiertos (ORFs) relacionados con las
secuencias obtenidas de los genes identificados, utilizando el buscador de ORF de
NCBI. Estos se analizaron con BLASTP.

Estas comparaciones demostraron que el gen amplificado a partir de
S. chartreusis ISP 5085, se relaciona en un 80%, tanto con la policétido sintasa
putativa de S. lasaliensis (GenBank BAG85027.1) como con la policétido sintasa
modular relacionada con el antibiético lasalocid (GenBank CAQ64687.1), aislada
de la misma especie. Los genes amplificados de Streptomyces sp. BS11 y
Streptomyces sp. IR027-SDHV6, se relacionan en un 99% con la proteina Amphi
de S. nodosus (GenBank AAK73501.1), y con una policétido sintasa de S.
platensis (GenBank BAH02268.1), respectivamente; Amphl esta involucrada en la
biosintesis de Anfotericina®®, y la PKS de S. platensis, en la biosintesis de
pladienolide, un macrélido antitumoral™.

Aunqgue la relacion entre los genes identificados y las proteinas mencionadas es
bastante significativa, el hecho de que las cepas nativas aisladas correspondan a
especies de Streptomyces diferentes a S. lasaliensis, S. nodosus y S. platensis,

permite la hipétesis de que los genes caracterizados corresponden posiblemente a
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nuevas policétidos sintasas, y por tanto podrian estar involucradas en la
biosintesis de compuestos del tipo policétido con estructuras quimicas diferentes a

las conocidas actualmente.
Igualmente estos resultados reafirman que las cepas nativas aisladas en este

trabajo poseen un alto potencial como productoras de compuestos policétidos con

actividad bioldgica.
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6. DIVULGACION DE RESULTADOS

Resultados parciales obtenidos en el presente trabajo de investigacion fueron
expuestos a la comunidad cientifica en el 43" [UPAC World Chemistry Congress,
realizado en el marco de la celebracion del Afio Internacional de la Quimica, en el
municipio de San Juan Bautista, ciudad capital de Puerto Rico, del 30 de Julio al 7
de Agosto de 2011. El trabajo se expuso en la modalidad de péster con el titulo:
“PRELIMINARY ISOLATION AND CHARACTERIZATION OF TYPE | PKS GENES
IN ACTINOMYCETES ISOLATED FROM LEAF CUTTER ANTS Atta cephalotes”.
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CONCLUSIONES

. La presencia de actinomicetos en la cuticula de las hormigas cortadoras de
hojas Atta cephalotes, recolectadas en los terrenos de la Universidad Industrial

de Santander, se comprobo con el aislamiento de siete cepas nativas.

. Las caracteristicas morfoldégicas macro y microscépicas, y las secuencias del
ADNr 16S, permitieron clasificar a las cepas nativas aisladas, como especies

del género Streptomyces.

. El uso de la pareja de primers K1F/M6R fue adecuado para la identificacion de
genes de policétido sintasas Tipo I, porque se amplificaron en seis de las siete
cepas nativas, indicando su potencial como productoras de compuestos

policétidos.

. La caracterizacidon de tres secuencias diferentes de genes de policétido
sintasas Tipo I, correspondientes a las cepas nativas denominadas como Aclb,
Ac2a y Ac2b, corroboran que estas son una posible fuente de nuevos

compuestos policétidos con actividad biolégica.
. Los resultados obtenidos en este trabajo de investigacion, corroboran la

diversidad entre los actinomicetos, y de los genes de policétido sintasas Tipo |

relacionados.
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RECOMENDACIONES

Llevar a cabo la amplificaciéon por PCR de las cepas nativas denominadas
como Ac2e y Ac2f, con primers especificos para actinomicetos, con el fin de

identificarlas a nivel de especie.

Comprobar la actividad biolégica de las siete cepas nativas de estreptomicetos
aisladas, contra diferentes bacterias, hongos y levaduras mediante ensayos de

difusion de disco.

Determinar la produccion de metabolitos secundarios mediante la fermentacion
de las siete cepas nativas de estreptomicetos aislados, en medios de cultivo

liquido.
Estudios adicionales se requieren para comprender y explicar la ecologia de

las hormigas cortadoras de hojas Atta cephalotes. Este trabajo sirve como

punto de partida para dichos andlisis.
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ANEXOS

Anexo A. Composicion de los medios de cultivo

MEDIO DE CULTIVO COMPONENTE g/L
Extracto de levadura 4
Extracto de malta 10
Agar Extracto de levadura - Extracto de malta Glucosa 4
(YME 0 ISP2) Agar-agar 15
pH 7.2
KCI 0.5
KoPOg4 1.0
NaNO3 2.0
Czapek Sacarosa 3.0
FeSO, 0.01
MgSO,4 0.5
Agar-agar 15
pH 7.3
Almidén 10
Caseina 0.3
NacCl 1.25
KNO3 1.25
Agar Almidén-Caseina FeSO, 0.01
(CS) MgSO, 0.5
CaCO3 0.02
Agar-agar 15
pH 7.0
Extracto de papa 4
Agar Papa Dextrosa Glucosa 20
(PDA) Agar-agar 15
pH 5.6
Extracto de levadura 5
Extracto de carne 3
Caldo ATCC2 Peptona S
Glucosa 1
Almidon de papa 2
Caseina hidrolizada 5
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Anexo B. Marcador de peso molecular Hyperladder Il (Bioline)

SIZE (bp) ngBAND

~— 2000 S0
/— 1800 20

1600 20
T— 1400 | 20
e 1200 | 20
— 1000 100
— 800 30
— 700 30
—_ B S0
b 500 30
—_ 400 30
— 300 | 100
— 200 40
— 100 40
— 50 40
1.5% agaross gel

Consiste en quince bandas de DNA mostrando rangos de 50 a 2000 pb. Puede ser

usado para andlisis de cuantificacion.

108



Anexo C. Numeros de acceso del GenBank de las secuencias del ADNR 16s de
cepas de la base de datos NCBI

CEPA NUMEROS DE ACCESO
S. ambofaciens NBRC 13685 AB184465.1
S. antibioticus NRRL B-1701 NR043348.1
S. antimycoticus NBRC 12839 NR041080.1
S. avermitilis AF145223.1
S. clavuligerus AB045869.1
S. coelicolor DSM 40682 Z76698.1
S. erythrogriseus LMG 19406 NR042294.1
S. fimbriatus AB045868.1
S. flaevolus NBRC 3715 AB184786.1
S. griseoflavus LMG 19344 NR042291.1
S. humidus NBRC 12877 AB184213.1
S. hygroscopicus subsp. angustmyceticus AB184817.1
S. lividans NBRC 15680 AB184695.1
S. monomycini NBRC 100769 AB249936.1
S. niger DSM 43049 NR025619.1
S. noursei KCTC 1083 AY999827.1
S. platensis AB163439.1
S. resistomycificus DSM 40133 AJ310926.1
S. scabies DNK-GO01 AB026214.1
N. asteroides Z36934.1
N. brasiliensis Z36935.1
N. brevicatena Z36928.1
N. carnea Z36929.1
N. farcinica Z36936.1
N. nova Z36930.1
N. seriolae Z36925.1
N. transvalensis 236926.1
N. vaccinii 236927.1
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