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RESUMEN 

Las actinobacterias generan la mayoría de los metabolitos secundarios o productos 

naturales aprovechables en el área médica para la producción de fármacos. Mientras 

que Streptomyces spp. encabezan esta producción, actinobacterias patógenas como 

Nocardia spp. han demostrado tener la capacidad para producir metabolitos con 

actividad biológica, pero no se han considerado como fuente de productos naturales. 

Nocardia brasiliensis es una actinobacteria patógena causante del actinomicetoma y 

la nocardiasis, con gran impacto en América Latina y el Caribe, pero escasamente 

estudiada. Es importante buscar nuevas fuentes de productos naturales para 

responder a problemas de salud pública mundial como la resistencia a los 

antimicrobianos. Este trabajo tiene como objetivo detectar el potencial productor de 

moléculas de importancia biomédica de N. brasiliensis aislada de actinomicetoma en 

México por medio del análisis genómico comparativo. Se incluyeron 65 cepas clínicas 

de N. brasiliensis de origen mexicano y se eligieron cuatro cepas para la extracción de 

DNA y secuenciación genómica. Se incluyeron 22 genomas de acceso público, con un 

total de 26 genomas. Se realizó la identificación genómica, se estimó la composición 

del pangenoma, el genoma central y la proporción de genes ortólogos para el análisis 

filogenómico. Se buscaron BGCs en los genomas, se identificaron los metabolitos 

secundarios relacionados y la actividad biológica reportada. Se calculó un pangenoma 

abierto, compuesto por 17,715 clústeres, el genoma central representó el 22.76% y el 

genoma diferencial el 48.17% de los clústeres. Se encontró que las diferencias 

evolutivas estaban influenciadas por el tipo de muestra y origen geográfico de las 

cepas. Se detectaron BGCs (PKS, NRPS, híbridos y otros) que codifican para 

metabolitos secundarios con actividad antimicrobiana (ε-Poli-L-lisina, brasiliquinonas 

A-B), antitumoral (rizomidas A-C, antramicina), antioxidante (isorenierateno), entre 

otros. Se demostró que las cepas de N. brasiliensis aisladas de actinomicetoma en 

México tienen potencial para producir moléculas con actividad biomédica. 
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INTRODUCCIÓN 

Nocardia brasiliensis es una actinobacteria presente en el medio ambiente, 

tradicionalmente conocida como patógena y uno de los agentes causales más 

comunes del actinomicetoma y la nocardiosis. Estas patologías suelen diagnosticarse 

de forma tardía y en presentaciones avanzadas, periodo en el cual las secuelas son 

comunes. A pesar del impacto que presentan, poco se estudia acerca de estas 

enfermedades y de sus agentes causales.1,2   

En 2021, se estimó que se realizan únicamente 20 publicaciones por año sobre estas 

enfermedades y sus agentes causales y, únicamente, se cuentan con 22 publicaciones 

sobre N. brasiliensis entre 2017 y 2022.3 Dentro de estas publicaciones, revisiones 

actualizadas reportan que N. brasiliensis no solo es relevante clínicamente, sino que 

puede tener un importante papel en la biomedicina derivado de su potencial productor 

de moléculas de importancia biomédica. A partir de esta actinobacteria, han sido 

extraídas sustancias con actividad antibiótica, antineoplásica e inmunomoduladora, sin 

embargo, continúan siendo pocos los estudios referidos.4 De especial relevancia es la 

limitación de estudios genómicos que permitan detectar los clústeres de genes 

biosintéticos o BGC que codifiquen para moléculas bioactivas que sean de relevancia 

para la salud humana.     

Derivado de lo anterior, este trabajo tiene como propósito realizar un análisis genómico 

comparativo de cepas de N. brasiliensis que permita detectar los clústeres de genes 

biosintéticos que presentan, así como la identificación de las moléculas de importancia 

biomédica relacionadas y su actividad. En este trabajo, se presentan inicialmente los 

antecedentes de relevancia sobre la genómica microbiana, los clústeres de genes 

biosintéticos y los productos naturales microbianos, así como los estudios previos 

realizados en N. brasiliensis.  
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1. ANTECEDENTES 

1.1 Genómica microbiana 

La genómica microbiana es la secuenciación de los genomas completos y su análisis.5 

Sus primeros antecedentes datan de 1995 cuando fueron publicadas las secuencias 

completas de Haemophilus influenzae6 y Mycoplasma genitalium,7 permitiendo 

conocer de ese modo la descripción de todos los genes presentes en el DNA de ambas 

bacterias.  

La secuenciación de los genomas provee de ventajas cuando se compara con la de 

un solo gen o un segmento de éste; permitiendo conocer y comprender, según los 

genes presentes, su tipo de organización, relación con su ambiente, patogenicidad y 

su evolución. Permite también realizar estudios de genómica comparativa entre 

distintas especies o cepas de la misma especie. De forma técnica, además, evita la 

manipulación de las secuencias para su estudio. Los cromosomas bacterianos son, en 

su gran mayoría, circulares y tienen una longitud entre 500 a 10, 000 kb, lo cual permite 

que la secuenciación completa sea posible y práctica.8,9 

Para el estudio de una especie bacteriana patógena, la secuenciación genómica puede 

aportar datos que permitan explicar las vías patógenas, la variabilidad relacionada con 

la citotoxicidad y la virulencia, permitiendo así ampliar el panorama epidemiológico 

subyacente.5  

El análisis genómico permite también la construcción de árboles filogenómicos, los 

cuales utilizan secuencias genómicas para realizar una determinación de las 

relaciones evolutivas existentes entre diferentes especies de estudio. A diferencia de 

los estudios filogenéticos, que incluyen únicamente algunos genes específicos, la 

filogenómica utiliza para su estudio los genomas de las especies de interés.10 

La genómica comparativa es una técnica que se ha utilizado con más frecuencia a 

partir de la obtención de genomas de cualquier especie, en la cual, por medio de 

distintas herramientas bioinformáticas, se buscan aquellas diferencias y semejanzas 

con otros genomas ya conocidos y depositados en bases de datos de acceso público.11  
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Por otro lado, considerando que muchas bacterias no causan enfermedad, sino que 

pueden ser aprovechadas por el ser humano por medio de la biotecnología, los 

genomas completos de las especies de interés permiten conocer las capacidades 

metabólicas o de síntesis, como la presencia de clústeres de genes biosintéticos y 

productos naturales, así como las posibles aplicaciones que éstas puedan tener y su 

utilidad en la identificación y el desarrollo de moléculas de interés biomédico, de 

biorremediación e industrial.12,13 

1.2 Clústeres de genes biosintéticos y productos naturales 

1.2.1 Clústeres de genes biosintéticos  

También denominados grupos de genes biosintéticos (BGCs, por sus siglas en inglés), 

son un grupo de genes que se encuentran en proximidad y que, en conjunto, codifican 

para la síntesis de metabolitos secundarios por medio de rutas bioquímicas 

complejas.13 En una revisión realizada en 2021,14 se pudo hallar que la mayoría de los 

clústeres de genes biosintéticos encontrados en bacterias desde el 2017 provenían de 

actinobacterias, entre las cuales se encuentran Streptomyces sp., Streptomyces 

artemisiae, Streptomyces avermitilis, Streptomyces seoulensis, Streptomyces levis, 

Streptomyces conglobatus, Actinoallomurus fulvus y  Micromonospora 

zhangzhouensis; mientras que entre otras especies con clústeres de genes 

biosintéticos están Bacillus amyloliquefaciens, Pseudomonas fluorescens, 

Faecalibacterium prausnitzii, Lactobacillus rhamnosus e incluso bacterias de la 

microbiota humana. 

1.2.2 Productos naturales microbianos 

Son todas aquellas moléculas que produce una bacteria, entre estas pueden 

encontrarse a los metabolitos primarios y los secundarios. Los metabolitos primarios 

son aquellos esenciales para la vida del microorganismo, mientras que los secundarios 

son aquellos que no se requieren estrictamente pero que interactúan con elementos 

intrínsecos o del medio ambiente.13,15 

Los policétidos (PKs) y los péptidos no ribosomales (NRPs) son dos importantes 

grupos de metabolitos secundarios, de utilidad clínica e industrial, sintetizados por las 
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enzimas policétido sintasa (PKS, por sus siglas en inglés) y sintetasa de péptido no 

ribosomal (NRPS, por sus siglas en inglés), respectivamente.16–18 

1.2.3 Policétido sintasa (PKS) 

Los policétidos sintasa son estructuras enzimáticas conformadas por módulos, de 

estructura compleja, donde participan dominios que realizan funciones específicas en 

la síntesis de los policétidos, como se observa en la Figura 1. Algunos elementos en 

la vía de síntesis realizada por los PKS son comparables a los realizados en la 

biosíntesis de ácidos grasos, con la diferencia de que los PKS pueden producir 

moléculas con mayor complejidad.19,20 

Los dominios catalizadores que componen a los PKS19–22 son los siguientes: 

• Dominio de aciltransferasa (AT) 

• Dominio de tiolación (T) o proteína transportadora de acilo (ACP) 

• Dominio de cetosintasa (KS) 

Los PKS presentan dominios accesorios,19,20,22 entre los cuales se encuentran: 

• Dominio de tioesterasa (TE) 

• Dominio de ceto-reductasa (KR) 

• Dominio de deshidratasa (DH) 

• Dominio de enoil-reductasa (ER) 

• Dominio de metiltransferasa (MT) 
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Figura 1. Estructura modular de un PKS I (Obtenido de antiSMASH23) 

Durante la producción de policétidos, el dominio AT realiza el reconocimiento y 

activación del estrato, posteriormente la molécula en formación será transportada por 

una ACP, que le llevará al dominio KS, donde ocurre la condensación descarboxilativa 

de Claisen y se permite la elongación de la cadena. Este proceso se repite, mientras 

el dominio AT añade a la molécula derivados de acetil-CoA (con mayor afinidad, 

malonil-CoA o metilmalonil-CoA), que son transportados al dominio KS, para 

finalmente ser liberada por el dominio TE, por medio de hidrólisis o macrociclación, 

una vez que la molécula ha completado su estructura. Los dominios accesorios 

realizarán modificaciones a las moléculas, derivando de ello la diversidad de productos 

19,22. Por sus diferencias estructurales, los PKS se subdividen en tres, PKS I, PKS II y 

PKS III.20 

Algunos de los productos naturales sintetizados por los PKS son antibióticos, 

antiparasitarios, medicamentos de uso oncológico y moduladores inmunológicos,20 

como se muestra en la Tabla 1. 

. 

  



 

10 
 

Tabla 1. Características de los tipos de PKS 

Tipo PKS I PKS II PKS III 

Estructura 
Multidominios 

complejos 
Dominios sencillos Solo un dominio 

Organismos en los 
cuáles se 
presentan 

Bacterias y hongos Bacterias Plantas y bacterias 

Especies donde se 
han hallado 

Chaetomium 
globosum; 

Streptomyces 
seoulensis 

Streptomyces 
venezuelae; 

Streptomyces 
reseiscleroticus 

Myxococcus 
xanthus; 

Streptomyces 
coelicolor 

Metabolitos 
producidos 

Quetoglobosina A, 
Ansaseomicina A y 

B 

Jadomicina hidroxi-
4AMBA; 

cromomicina 

Alquilpirona-407 
y393; germicidina 

Actividad 

Control de 
patógenos en 

agricultura; 
citotóxico 

Citotóxico; 
antineoplásico 

Antimicrobianos 

Referencia 
Gherbawy y El-

Dawy, 2020;24Liu y 
col., 201925 

Robertson y col., 
2018;26 Sun y col., 

201827 

Joachim y col., 
2019;28 Čihák y col., 

201729 

 

1.2.4 Sintetasa de péptido no ribosomal (NRPS) 

Las sintetasas de péptido no ribosomal son estructuras son complejas, compuestas 

por módulos, en los cuales se llevan a cabo distintas reacciones químicas, como la 

modificación de carboxilos y aminoácidos. Los módulos que componen a los NRPS 

pueden diferir en su número y estructura, según el metabolito que producen. Cada 

módulo contiene, al menos, dominios de adenilación y tiolación. 19,21 Existen dominios 

catalizadores y dominios accesorios dentro de sus estructuras, como se observa en la 

Figura 2. 
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Los dominios catalizadores que componen los NRPS19,21 son los siguientes: 

• Dominio de adenilación (A): Encargada de la selección, reconocimiento y 

activación del sustrato o aminoácido. La selección del sustrato es altamente 

específica y puede ser de ayuda al momento de realizar la predicción de 

productos.  

• Dominio de tiolación (T) o proteína transportadora de péptidos (PCP): Realiza 

el transporte de los péptidos y de las proteínas. 

• Dominio de condensación (C): Realiza los enlaces peptídicos de carbono-

nitrógeno, permitiendo la elongación de la molécula. La determinación del tipo 

de dominio de condensación, específico para distintos aminoácidos, es de 

utilidad para la predicción de los productos.  

Algunos de los módulos accesorios dentro de los NRPS19,21 se enlistan a continuación.  

• Dominio de tioesterasa (TE): Realiza la liberación del producto final por medio 

de hidrólisis o ciclación.  

• Dominio de epimerización (E) 

• Dominio de metiltransferasa (MT) 

 

Figura 2. Estructura modular de un NRPS (Obtenido de antiSMASH (29)) 

La diversidad de los NRPS depende del tipo y cantidad de módulos accesorios que 

contenga en su estructura, principalmente.21 La formación de los péptidos se lleva a 

cabo en un proceso en el cual ocurre el reconocimiento y activación del aminoácido en 

el dominio A, la condensación subsecuente en el módulo C que prolonga la cadena 

peptídica, mientras ésta se mantiene unida a los PCP. El proceso se repetirá hasta 

completar la estructura del péptido final y ocurrir su liberación en el dominio TE.19 
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Por su estructura y ensamblaje de moléculas, los NRPS se subdividen en 2 tipos; 

NRPS I y NRPS II.30,31 Dentro de los metabolitos secundarios que pueden ser 

producidos por los NRPS, se encuentran los lipopéptidos (estructuras lipídicas) y los 

sideróforos (compuestos que se producen en medios de poca disponibilidad de hierro, 

ayudando al transporte, almacenamiento y competición por el elemento),19 como se 

muestra en la Tabla 2. 

Tabla 2. Características de los tipos de NRPS 

Tipo NRPS I NRPS II 

Estructura involucrada en 
el ensamblaje de la 

molécula 
Megaenzimas Proteínas de transporte 

Tipo de ensamblaje 
Incorporación de un 

aminoácido en cada módulo 
de manera secuencial 

Incorporación de los 
aminoácidos en dominios 

coordinados en cada 
dominio, transportados por 

proteínas. 

Especies donde se han 
hallado 

Kroppenstedtia sanguinis 
Streptomyces 

griseovariabilis; 
Pseudomonas syringae 

Metabolitos producidos Sideróforos; macrólidos 
Ecinomicina/Quinomicina A; 

Coronatina 

Actividad 
No determinada; 
antimicrobiano 

Antimicrobiano; 
antineoplásico 

Referencia 
Arthur y col., 2019;32 

Zin y col., 202033 
Yang y col., 2019;34 Kim y 

col., 201935 
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1.2.5 Métodos de detección de clústeres de genes biosintéticos en bacterias 

Las herramientas bioinformáticas son utilizadas como métodos de detección de 

clústeres de genes biosintéticos en secuencias de nucleótidos o aminoácidos 

provenientes de bacterias. Su detección se basa en la identificación de dominios 

proteicos específicos, algoritmos de identificación de genes y la determinación de las 

rutas biosintéticas.13,21,36 Su continuo desarrollo ha hecho posible predecir los 

metabolitos secundarios relacionados con los clústeres de genes biosintéticos 

encontrados y su potencial actividad, así como realizar la comparación con otras 

especies bacterianas que produzcan las mismas moléculas bioactivas. También es 

posible detectar genes que no se expresan, pero que por medio de la biotecnología 

pueden ser activados.13,15 

Algunas de estas herramientas bioinformáticas se enlistan a continuación. 

• antiSMASH: Plataforma que realiza la identificación de clústeres de genes 

biosintéticos en secuencias genómicas y los compara en valor porcentual con 

los metabolitos secundarios que han sido publicados anteriormente.23 

• Natural Product Domain Seeker (NaPDoS2): Plataforma que realiza la 

identificación de PKSs y NRPSs en secuencias genéticas, genómicas o 

metagenómicas. Utiliza una clasificación basada en filogenia para las 

predicciones de estos genes.37 

• Minimum Information about a Biosynthetic Gene cluster (MIBiG): Plataforma que 

permite realizar estudios comparativos de clústeres de genes biosintéticos y sus 

moléculas relacionadas.38 

• PRISM: Software que permite la identificación de clústeres de genes 

biosintéticos y sus posibles estructuras resultantes a partir de secuencias 

genéticas.39 

• The Integrated Microbial Genomes Atlas of Biosynthetic gene Clusters (IMG-

ABC): Base de datos que contiene la información de más de 400,000 clústeres 

de genes biosintéticos y sus metabolitos secundarios.40 
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• BAGEL4: Plataforma que permite la identificación de bacteriocinas y RiPPs a 

partir de secuencias genómicas y metagenómicas.41 

• The Natural Products Atlas (npatlas): Base de datos que incluye productos 

naturales derivados de bacterias, hongos y cianobacterias.42 

• Non-Ribosomal Polyketide Synthase PURified (NRPPUR): Base de datos que 

contiene información sobre sistemas NPRS y PKS, permitiendo su identificación 

en genomas por medio del programa rpsBlast.43 

• Natural Product Activity and Species Source database (NPASS): Base de datos 

que proporciona la información acerca de la estructura, actividad y especies 

productoras de distintos productos naturales.44 

• Antibiotic Resistant Target Seeker (ARTS): Plataforma que permite la detección 

de metabolitos secundarios relacionados a compuestos antibióticos a partir de 

genomas, así como de elementos relacionados con la resistencia 

antimicrobiana.45 

• Biosynthetic Gene Similarity Clustering and Prospecting Engine (BiGSCAPE): 

Software que realiza agrupaciones de familias de clústeres de genes 

biosintéticos a partir de sus similitudes.46 

• InterPro: Plataforma que realiza análisis de la estructura y los dominios de las 

proteínas a partir de secuencias de animoácidos, además de su clasificación.47 

• UniProt Knowledgebase (UniProtKB): Plataforma que permite realizar el análisis 

de estructuras proteicas, descripción y clasificación taxonómica a partir de 

secuencias de animoácidos.48 

• BLASTP: Plataforma que permite realizar la identificación y comparación de 

secuencias de aminoácidos con las proteínas de la base de datos de NCBI.49 

La identificación de productos naturales conlleva un largo proceso de investigación que 

consta de una parte inicial in silico, por medio de herramientas bioinformáticas y otros 

softwares, y una final in vitro, cuando se contrastan los resultados en la 

experimentación. En los estudios in silico, se obtienen las secuencias de genes o el 

genoma de las especies de interés, que pueden obtenerse de las bases de datos 

genéticas públicas o de la extracción y análisis de DNA realizados previamente. 
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Posteriormente se inicia la detección de los clústeres de genes biosintéticos por medio 

de los softwares bioinformáticos especializados, se determina la predicción los 

productos y su función, y se compara con los presentes en otras bacterias. Los 

ensayos in vitro engloban el aislamiento, la caracterización e identificación de las 

propiedades químicas de la molécula de interés, para finalmente realizar la 

determinación de la bioactividad.21,36 

Algunas limitantes en la detección de clústeres de genes biosintéticos son la 

disponibilidad limitada de genomas bacterianos, hallándose pocos en las bases de 

datos públicas, además de los costos, la complejidad y la especialización requerida 

para la obtención y análisis de estas secuencias.13,50 La búsqueda de productos 

naturales en especies microbianas requiere de un largo trabajo interdisciplinar de 

especialización en microbiología, química, genómica, filogenómica y bioinformática.51 

1.2.6 Análisis genómico para la detección de clústeres de genes biosintéticos  

El análisis de genomas y la genómica comparativa, permiten obtener predicciones de 

los clústeres de genes biosintéticos presentes en una especie bacteriana y de los 

metabolitos secundarios que pueden ser producidos por estos genes. Actualmente, la 

mayoría de los estudios de detección de clústeres de genes biosintéticos se realizan 

en actinobacterias, por su conocido potencial biotecnológico, pero también se han 

realizado en especies patógenas, en especies del medio ambiente de distintas 

regiones, incluyendo aquellas con condiciones extremas, y en especies nuevas.52–59 

Mientras que las técnicas para la extracción del DNA y la secuenciación para la 

obtención de las secuencias del genoma pueden variar, muchos de los estudios 

utilizan, para la detección de clústeres de genes biosintéticos y predicción de 

metabolitos secundarios, herramientas bioinformáticas en común, como lo son 

antiSMASH, BiGSCAPE, MiBIG y BAGEL.52–59 

Los clústeres de genes biosintéticos más comúnmente detectados son los PKS y 

NRPS, sin embargo, las plataformas bioinformáticas permiten hallar sistemas híbridos, 

sideróforos, betalactonas y terpenos conforme presentan más datos. La predicción 

subsecuente de los metabolitos secundarios ha permitido conocer el potencial 
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antimicrobiano de las especies de estudio, que puede tener acción contra patógenos 

humanos o de plantas.52–59 

Mientras algunos de los estudios genómicos con búsqueda de clústeres de genes 

biosintéticos se realizan en muestras de suelos con la finalidad de identificar especies 

bacterianas ambientales conocidas o describir especies nuevas,52,53,56–59 también 

suelen reportarse comparaciones con genomas de otras especies relacionadas, que 

auxilien a detectar tanto las relaciones filogenéticas como las diferencias en cuanto a 

la biosíntesis.54,55 Otras comparaciones se han reportado entre genomas de la misma 

especie, permitiendo detectar mutaciones que tienen implicaciones en la producción 

de metabolitos secundarios.57 Algunos de estos estudios genómicos realizados en 

2022 incluyeron a Streptomyces sp.,52 Streptomyces spectabilis,53 Photobacterium 

sp.,54 Lysobacter enzymogenes,55 Corallococcus soli,56 Streptomyces rapamycinicus,57 

Acinetobacter baumannii58 y Anoxybacillus flavithermus59 como se resume en la Tabla 

3. 

Además, al realizar análisis en búsqueda de clústeres de genes biosintéticos en 

bacterias de la misma especie o con alto porcentaje de semejanza en el gen 16S rRNA, 

sin mutaciones conocidas, se ha demostrado que las especies de estudio presentan 

diferencias en cuanto a los clústeres de genes biosintéticos y sus posibles metabolitos 

secundarios.15 
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Tabla 3. Estudios genómicos comparativos realizados durante 2022 

Especies 
bacterianas 
estudiadas 

Clústeres de 
genes 

biosintéticos 

Metabolitos 
secundarios 

Actividad 
Herramientas 

bioinformáticas 
utilizadas 

Referencia 

Streptomyces sp. 

NRPS, PKS, 
híbridos, 
sideróforos, 
péptidos 

Meridamicina 
Antibacteriano y 
antifúngico 

antiSMASH 
Ashraf y col., 

202252 

Streptomyces 
spectabilis, 
Streptomyces sp. 

NRPS, PKS, 
híbridos, terpenos 

Espectinabilina, 
estreptorubina B 

Antinematodo antiSMASH 
Yi y col., 

202253 

Photobacterium 
sp. 

NRPS, híbridos, 
betalactonas, 
butirolactonas, 
cianobactinas, 
ectoina, tipo-RiPP, 
sideróforos 

Cianobactina, 
Lipopolisacáridos, 
Ectoina, 
Aerobactina 

Antimicrobiano antiSMASH 
Lau y col., 

202254 

Lysobacter 
enzymogenes 

NRPS, 
lantipeptidos, 
arilpolienos, tipo-
RiPP 

Xanthomonadin 1, 
lankacidina C 

Antibiótico antiSMASH 
Xu y col., 

202255 

Corallococcus 
soli 

NRPS, PKS, 
híbridos, terpenos 

Carotenoide, 
Mixochelina A y 
B, Geosina, 
Rizomida A, B, C 

Antibiótico 
antiSMASH, 
BiGSCAPE, 
MiBIG, Pfam 

Babadi y col., 

202256 

Streptomyces 
rapamycinicus 

Híbridos Rapamicina 
Antifúngico, 
antitumoral, 
inmunosupresor 

antiSMASH 
Jo y col., 

202257 

Acinetobacter 
baumannii 

NRPS, 
sideróforos, 
betalactonas, 
arilpolieno 

Acinetobactina, 
acinetoferrina, 
fengicina, tirosina 

Antibiótico y 
antifúngico 

antiSMASH 
Pooalai y col., 

202258 

Anoxybacillus 
flavithermus 

PKS, NRPS, 
betalactonas, 
RiPPs 

Amilopululanasa, 
pululanasa, 
a-amilasa 

Mecanismos de 
adaptación en 
ambientes 
hostiles. Posible 
uso en 
astrobiología. 

antiSMASH, 
BAGEL 4-0, 
PHASTER 

Schultz y col., 

202259 
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1.2.7 Aplicaciones y utilidades de los productos naturales 

Desde las primeras civilizaciones humanas, los microorganismos han sido utilizados 

para distintas actividades, tal es el caso de los procesos de fermentación y uso de 

levaduras en China, Egipto y Mesopotamia. Fue en el S. XIX cuando los 

microorganismos tuvieron aplicaciones directas en la salud humana, siendo 

precedentes de las primeras vacunas contra rabia y ántrax y, en el siglo XX, el inicio 

de la producción de antibióticos.60 

Contemporáneamente, se conocen diversas aplicaciones biotecnológicas de los 

microorganismos, refiriéndose específicamente a las bacterias, se puede afirmar que 

su utilidad es conocida en el área alimenticia, la agroindustria, la industria química, 

búsqueda de biocombustibles, la remediación ambiental y tecnología médica.12,18,60 

Dentro de las utilidades de las bacterias en la tecnología médica, se sabe que pueden 

participar en la producción de antibióticos, antifúngicos, antivirales, antiparasitarios, 

antineoplásicos, inmunomoduladores, medicamentos de uso en patologías 

neurológicas, cardiovasculares, Diabetes Mellitus, esclerosis múltiple, glaucoma, 

además de la producción de vacunas y el control biológico de enfermedades causadas 

por vector.60,61 Según la revisión actualizada en 2020 de Newman y Gordon62 sobre la 

fuente de nuevos fármacos desde 1981 a 2019, al menos el 45% de los fármacos 

aprobados durante ese periodo son productos naturales, derivados o con estructuras 

iguales a los de éstos, mientras que sólo el 25% fueron totalmente sintéticos. En cuanto 

a los agentes antibacterianos, excluyendo a las vacunas y biológicos, el 70.63% son 

originados a partir de productos naturales o derivados de éstos, mientras que sólo el 

28.5% fueron completamente sintéticos. Lo cual confirma que la mayoría de los 

antibióticos disponibles en la actualidad son derivados de productos naturales.62,63 

Hoy en día, es bien conocido el problema mundial de resistencia a los antimicrobianos, 

el cual se ha ido agudizando en los últimos años. En 2015, la Organización Mundial de 

la Salud (OMS) publicó un plan de acción mundial ante la resistencia microbiana, 

catalogándola como una amenaza a la salud pública mundial.64 Causas de este 

problema incluyen la prescripción indiscriminada de antibióticos por parte del personal 
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de salud, el uso no regulado de medicamentos, el incumplimiento de la terapéutica 

prescrita que termina en esquemas de antibioticoterapia incompletos, y el uso de 

antibióticos como suplementos agrícolas profilácticos por parte de la industria. Estos 

factores conllevan a la existencia de infecciones de difícil manejo, con complicaciones 

y tasas altas de mortalidad.63,65 Una revisión sistemática de casos de 204 países en 

2019 estimó que se produjeron a nivel mundial 4.95 millones de muertes asociadas a 

resistencia bacteriana, de las cuales 1.27 millones de muertes estuvieron directamente 

relacionadas con ésta.66 

Una de las estrategias para contrarrestar este problema mundial es la regulación de la 

prescripción y distribución de antibióticos. No obstante, es innegable que, en la 

actualidad y a futuro, nuevos antibióticos que puedan ser eficaces contra las bacterias 

que presentan multirresistencia serán requeridos.62,63 Una de las estrategias 

publicadas por la OMS,64 es mantener la prioridad en el desarrollo de nuevos 

antimicrobianos como una respuesta a largo plazo. Por lo tanto, la producción de 

nuevos antimicrobianos derivados de productos naturales es una estrategia 

fundamental ante el creciente aumento de microorganismos multirresistentes, razón 

por la cual el análisis y la detección de nuevas fuentes de compuestos con actividad 

antimicrobiana es requerida.61,65 

1.2.8 Principales bacterias portadoras de clústeres de genes biosintéticos 

A partir del descubrimiento de la estreptomicina en 1947 derivada de Streptomyces 

griseus, la detección de productos naturales y derivados de utilidad en la biomedicina 

ha ido incrementando en las últimas décadas.14,15,67 Algunos de los compuestos 

aislados a partir de 2017, se muestran en la Tabla 4.  

Históricamente los microorganismos que producen una mayor cantidad de metabolitos 

secundarios son las actinobacterias y, entre éstas, es el género Streptomyces el más 

representativo y del que derivan la mayoría de los medicamentos antimicrobianos 

aprobados por la Administración de Alimentos y Medicamentos de los Estados Unidos 

(FDA, por sus siglas en inglés).21,51 Además, se ha encontrado evidencia de que las 

actinobacterias son capaces de obtener nuevos genes codificadores para metabolitos 
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secundarios a través de transferencia horizontal.15 Sin embargo, se ha encontrado que 

otras actinobacterias patógenas, como el género Nocardia, presentan en su genoma 

clústeres de genes biosintéticos en una cantidad equiparable a Streptomyces, tal es el 

caso de Nocardia brasiliensis.68 

Tabla 4. Ejemplos de metabolitos secundarios de utilidad biomédica aislados de 

bacterias en los últimos 5 años 

Metabolito 
secundario 

Tipo de 
metabolito 
secundario 

Actividad 
Bacteria de 

origen 
Referencia 

Ácido esclérico NRP 
Antibiótico, 

antineoplásico 
Streptomyces 

sclerotialus 

Alberti y col., 

201969 

Acetato de etilo 
del extracto crudo 

de MUM256 
(MUM256 EA) 

Dipéptidos 
cíclicos, entre 

otros 
Antineoplásico Streptomyces sp. 

Tan y col., 

201970 

Acetato de etilo 
del extracto 
MCCB 248 

Polioles Antineoplásico 
Streptomyces 

artemisiae 

Dhaneesha y 

col., 201771 

Acetato de etilo 
del extracto 

OA293 (SEA4) 

Complejo de 
sustancias 

Antineoplásico Streptomyces sp. 
Dan y col., 

201872 

Actinoalolidos Macrolido Antiparasitario 
Actinoallomurus 

fulvus 

Inahashi y 

col., 201873 

Antimicina A, E, F, 
G y H, N-acetyl-

deformilantimicina, 

Alcaloides de 
antimicina 

Citotóxico en 
células 

transformadas 
por VPH 

Streptomyces sp. 
Zhang y col., 

201774 

Avermectina Policétido (PK) Antiparasitario 
Streptomyces 

avermitilis 

Deng y 

col., 201775 

Cosmomicina Policétido (PK) Antineoplásico Streptomyces sp. 
Larson y 

col., 201776 
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Metabolito 

secundario 

Tipo de 
metabolito 
secundario 

Actividad 
Bacteria de 

origen 
Referencia 

Estreptoseomicina Macrolactona Antibiótico 
Streptomyces 

seoulensis 

Zhang y 

col., 201877 

Exopolisacárido 
BAEPS 

Exopolisacárido Antineoplásico 
Bacillus 

amyloliquefaciens 

Ibrahim y col., 

202078 

Extracto de la 
cepa 

ABRIINW111 

Complejo de 
sustancias 

Antineoplásico 
Streptomyces 

levis 

Faramarzian y 

col., 201879 

Extracto de la 
cepa 

ABRIINW111 

Complejo de 

sustancias 
Antineoplásico 

Streptomyces 

levis 

Valipour y col., 

201880 

Extracto de la 
cepa HM134 

Diterpenoide Antineoplásico 
Micromonospora 
zhangzhouensis 

Fu y col., 202081 

Gacamida A Lipopéptido Antibiótico 
Pseudomonas 

fluorescens 

Jahanshah y 

col., 201982 

Molécula 
microbiana 

antiinflamatoria 
(MAM) 

Péptido Antiinflamatorio 
Faecalibacterium 

prausnitzii 

Breyner y col., 

201783 

Neoantimicina F 
(NAT-F) 

Depsipéptido Antineoplásico 
Streptomyces 
conglobatus 

Liu y col., 201984 

p8 Proteína Antineoplásico 
Lactobacillus 
rhamnosus 

An y col., 201985 

Propionato de 
sodio (SP) 

Propionato Antineoplásico Microbiota 
Kim y 

col., 201986 

Siringolina 
Complejo de 

policétidos 
Antineoplásico 

Pseudomonas 

syringae 

Huang y col., 

201887 
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1.3 Nocardia brasiliensis 

Nocardia brasiliensis es una actinobacteria, perteneciente al género Nocardia, familia 

Nocardiaceae del orden Actinomycetales.88 Fue reportada por primera vez en 190989 

y descrita en 1959.90 Es una bacteria aerobia, Gram positiva y ácido-alcohol resistente 

que suele encontrarse en el suelo, agua y materia orgánica en descomposición. 

Muestra un patrón de crecimiento común entre las actinobacterias, caracterizado por 

formación de micelios ramificados que se fragmentan en cocos y bacilos conforme se 

van alargando.91,92 

Las colonias son acuminadas, elevadas y rugosas, de tonalidades diversas de 

amarillo, naranja y café. Además, forman micelio aéreo, que al estar presente tiene 

una apariencia blanquecina sobre la superficie de la colonia. Metaboliza caseína y 

tirosina, produce ácidos a partir de inositol, manitol, glucosa y glicerol, y utiliza acetato, 

citrato, malato, propionato, piruvato y succinato como fuentes de carbono. Es catalasa 

positiva y contiene ácido micólico en la pared celular.91,92 

Existen pocas secuenciaciones genómicas de N. brasiliensis. Las secuencias más 

recientes fueron publicadas en 2020, reportando que se trata de un DNA circular largo, 

como el resto de las actinobacterias.  El genoma mide aproximadamente 8 Mb con alto 

porcentaje de las bases nitrogenadas guanina y citocina (G y C), conformando 

alrededor del 68.2% del total. Presenta 7,304 genes, 7,240 regiones codificantes y 117 

pseudogenes.93 

N. brasiliensis representa una especie relevante dentro del género Nocardia, 

principalmente a causa de su potencial patogénico, siendo causante de enfermedades 

como actinomicetoma y nocardiosis.94 Sin embargo, su importancia no radica 

únicamente en las patologías, sino que en los últimos años se ha estudiado su 

potencial como especie productora de metabolitos secundarios que puedan 

representar un beneficio a la humanidad.68 
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1.3.1 Métodos de identificación de Nocardia brasiliensis 

El estándar de oro para la identificación molecular de N. brasiliensis es el gen 16S 

rRNA, utilizado en bacterias desde 1993 hasta la actualidad.95 Sin embargo, se ha 

encontrado que el gen ribosomal contiene alta semejanza entre distintas especies del 

género Nocardia, además de múltiples copias dentro del genoma lo cual hace que el 

uso de este gen sea insuficiente para realizar una identificación certera.96,97 

Como alternativa, se ha realizado la identificación mediante Tipificación de Secuencias 

Multilocus (MLST), analizando genes constitutivos o housekeeping, los cuales se 

expresan persistentemente en el DNA del microorganismo y se hallan altamente 

conservados entre la especie bacteriana; a partir de estos genes se han realizado 

identificaciones con mayor certeza.98,99 Algunos de los genes utilizados con este 

propósito han sido la superóxido dismutasa A (sodA), la proteína de choque térmico 

65 (hsp65), la fracción beta de la RNA polimerasa (rpoB) y la subunidad beta de la 

DNA girasa (gyrB), obteniendo en todos los estudios porcentajes de identidad mayores 

en comparación al gen 16S rRNA y una alta capacidad de discriminación entre las 

especies del género Nocardia.100–106 

1.3.2 Variabilidad fenotípica y genotípica intraespecie  

Las descripciones morfológicas de la especie han mostrado variabilidad en cuanto a 

las características macroscópicas, como el patrón de crecimiento, el color de las 

colonias y la pigmentación difusible en el medio de cultivo.107,108 Análisis en cuanto al 

perfil de susceptibilidad de antibióticos en cepas de origen clínico, han mostrado 

variaciones en la susceptibilidad de las cepas a moxifloxacino, minociclina, ceftriaxona, 

doxiciclina e imipenem.105,109,110 

Además, se ha detectado variaciones genéticas mediante la detección de 

polimorfismos y haplotipos en los genes 16S rRNA,111 gyrB,100 hsp65105 y sodA102. Lo 

cual sugiere que es posible encontrar diversidad dentro de la propia especie. 
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1.3.3 Potencial patogénico 

1.3.3.1 Actinomicetoma  

Es un síndrome anatomo-clínico que ha sido catalogado por la OMS como una 

enfermedad tropical desatendida (ETD),112 ocasionada por actinobacterias, siendo N. 

brasiliensis el agente causal más común en América Latina y el Caribe.94 La vía de 

acceso más común es la piel, a través de heridas expuestas.113  

Se caracteriza por la presencia de lesiones nodulares y granulomatosas subcutáneas 

indoloras, de crecimiento progresivo, con presencia de exudado serohemático desde 

donde se aísla al patógeno en forma de granos. Las regiones corporales comúnmente 

afectadas son miembro inferior, miembro superior y tronco.112 Puede presentar 

extensión a órganos distantes y causa deformidad e incapacidad según las zonas 

afectadas.114 

El actinomicetoma se presenta en las regiones tropicales, siendo México, Brasil, 

Venezuela, Sudán, Nigeria y la India los países que presentan más casos. Es una 

enfermedad que afecta a las zonas marginadas con escaso acceso a los servicios 

básicos de salud y vivienda, además de que no existe ningún programa de control a 

nivel mundial, con excepción de Sudán.94,112 Todas estas características, hacen del 

actinomicetoma una enfermedad poco estudiada y atendida.  

El tratamiento se realiza con largos esquemas de antibióticos que incluyen cuatro a 

ocho ciclos de trimetoprim-sulfametoxazol 8/40 mg/kg/12h, amoxicilina con ácido 

clavulánico 500/125 mg cada 8 horas, amikacina 15mg/kg/24h e imipenem 1500mg 

vía IV durante 3 a 5 semanas.113,115 En ocasiones, es necesaria la realización de 

amputaciones según la extensión de la región afectada.116 

1.3.3.2 Nocardiosis  

Se trata de una enfermedad infecciosa ocasionada por distintas especies de Nocardia, 

siendo N. brasiliensis la más frecuentemente aislada. La vía de entrada del patógeno, 

que puede ser a través de la piel o por inhalación, determina las manifestaciones 

clínicas, pudiendo presentarse como infección cutánea, pulmonar o sistémica. 
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Ocasiona lesiones nodulares, inflamatorias, eritematosas, que pueden ser dolorosas y 

presentar exudado seroso, según el sitio de presentación. Se acompaña de 

crecimiento linfático doloroso. Pueden presentarse síntomas pulmonares o de sistema 

nervioso central, si se ubican en esas estructuras. Las regiones corporales donde es 

más común encontrar la enfermedad es el pulmón, piel y cerebro.91,92,117 

La nocardiosis se relaciona frecuentemente con pacientes inmunocomprometidos, 

aunque también pueden hallarse casos en individuos aparentemente sanos. No existe 

un grupo etario más afectado, así como tampoco se ha registrado una región 

geográfica de predominio. Es más común en hombres que en mujeres, en una 

proporción de 2:1.91,92 

El tratamiento para la enfermedad dependerá del agente causal, el cual puede aislarse 

de las lesiones, además del antibiograma individualizado. Comúnmente, se prescribe 

trimetoprim-sulfametoxazol 160/800 mg con doble toma cada 8 horas por 2 a 6 meses. 

Amoxicilina con ácido clavulánico 875/125 mg cada 12 horas y ciprofloxacino 500 mg 

cada 12 horas pueden acompañar el esquema antibiótico. El tratamiento quirúrgico 

puede ser requerido según la extensión de las lesiones.92,117 

1.3.4 Potencial biotecnológico 

A pesar de tratarse de una especie patógena, se han aislado diversos productos 

naturales a partir de cepas de N. brasiliensis.4 Durante 1990 y 2005, se reportaron 

análisis químicos a partir de la fermentación del caldo de cultivo de las cepas, logrando 

aislar moléculas como la brasilicardina A, brasiliquinona A, B y C, brasilinoida B, 

brasilidina A y nocardiolactona. Se reportó diversidad en cuanto a la actividad biológica 

de estas moléculas, incluyendo antibacterianos, antifúngicos, antineoplásicos e 

inmunomoduladores4 (Tabla 5). 

Con el advenimiento de la biología molecular y, más tarde, la secuenciación genómica, 

sería esperado encontrar estudios nuevos que retomaran a N. brasiliensis como 

productora de metabolitos secundarios de importancia, así como identificar y describir 

a los genes codificantes para las moléculas anteriormente descritas, sin embargo, son 
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pocos los estudios que se dedican a este patógeno, a pesar de la evidencia de su 

potencial biotecnológico.  

Los estudios en los cuales se han realizado análisis genómicos y búsqueda selectiva 

de clústeres de genes biosintéticos han sido realizados tanto en cepas de origen clínico 

como en las secuencias genómicas disponibles en el sitio Genomes de NBCI, 

derivando de ello que se cuente en la actualidad con nueve secuencias genómicas 

accesibles.68,93,118 

Al realizar los análisis genómicos en búsqueda de clústeres de genes biosintéticos, las 

herramientas bioinformáticas más comúnmente utilizadas han sido antiSMASH, 

InterPro, MIBiG, UniProtKB y BLASTP, mientras que los clústeres de genes 

biosintéticos buscados han sido PKS I, PKS II, NRPS y betalactona. A partir de estos 

análisis, ha sido posible detectar en N. brasiliensis una cantidad de clústeres de genes 

biosintéticos similar a Streptomyces sp., aunque sin determinación específica de 

predicción de productos; también se han caracterizado los clústeres de genes 

responsables de la codificación de brasiliquinona B y nocardiolactona (Tabla 6). 

También se describió que N. brasiliensis presenta variabilidad en cuanto a los clústeres 

de genes encontrados entre las tres distintas cepas estudiadas, lo cual indicaría que 

estudios en muestras más grandes serían requeridas.68,93,118 

Realizar análisis nuevos de genómica comparativa con búsqueda de sistemas 

biosínteticos en N. brasiliensis, ampliando los parámetros a una mayor diversidad de 

clústeres e identificando los metabolitos secundarios relacionados, generaría 

información actual acerca del potencial de producción de moléculas de interés en la 

biomedicina y serviría como referente para futuros estudios.  
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Tabla 5. Moléculas aisladas del caldo de cultivo de N. brasiliensis durante 1990 a 2005 

Molécula 
Actividad  
biológica 

Cepas de N. brasiliensis 
analizadas 

Referencia 

SF2457 Antibacteriano SF2457 Itoh y col., 1992119 

SO-75R1 Antibacteriano IFM 075 Ishibashi y col., 1992120 

PC-766B Antibacteriano 
SC-4710, aislada de 

suelo 
Kiyoshi y col., 1993121 

M-3, M-4, M-13-1 Antibacteriano 
IFM 0075,  

IFM 0075-13-1 (mutación) 
Maeda y col., 1994122 

Brasilinolida A 
Antibacteriano, 

inmunomodulador 
IFM 0406 Tanaka y col., 1997123 

Brasiliquinonas A-C Antibacteriano IFM 0089 Nemoto y col., 1997124 

Brasilidina A Antineoplásico IFM 0089 Kobayashi y col., 1997125 

Notramicina Antibacteriano MJ896-43F17 Momose y col., 1998126 

Nocarasinas A-C, 

brasiliquinona D 

Antineoplásico, 

antibacteriano 
IFM 0667 Tsuda y col., 1999127 

Brasilicardina A 
Inmunosupresor, 

antineoplásico 
IFM 0406 Komaki y col., 1999128 

Nocardiolactona Antibacteriano IFM 0406 Mikami y col., 1999129 

Eritromicina Antibacteriano IFM 0466 Mikami y col., 1999130 

Brasilinolida B Antifúngico IFM 0466 Mikami y col., 2000131 

Brasilicardinas B-D Inmunosupresor IFM 0406 Komatsu y col., 2004132 

Brasilibactina A Antineoplásico IFM 0995 Tsuda y col., 2005133 
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Tabla 6. Clústeres de genes biosintéticos detectados en secuencias genómicas de 

cepas de Nocardia brasiliensis 

Cepas analizadas 
Clústeres de genes 

biosintéticos 
detectados 

País Referencia 

N. brasiliensis NBRC 14402T,  

N. brasiliensis IFM 10847 y  

N. brasiliensis HUJEG-1. 

PKS I, NRPS e híbridos 

(NRPS/PKS) 
Japón 

Komaki y col. 

201468 

N. brasiliensis AUSMDU00024985,  

N. brasiliensis ATCC 700358,  

N. brasiliensis AUSMDU00024985,  

N. brasiliensis IFM 10847,  

N. brasiliensis NBRC 14402 

PKS II (genes brq) 
Australia y 

Alemania 

Herisse y col. 

202093 

Cepas patógenas de  

N. brasiliensis no especificadas 

β-lactona sintetasa 

(clúster nltABCD) 

Estados 

Unidos y 

Australia 

Robinson y 

col. 2020118 
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2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

Nocardia brasiliensis es una actinobacteria de relevancia clínica y epidemiológica, 

causante de patologías como el actinomicetoma y la nocardiosis.113 El actinomicetoma 

se declaró una enfermedad tropical desatendida (ETD) por la OMS en 2016.112 

Predomina en las zonas rurales de las regiones tropicales, donde el acceso a los 

servicios de vivienda y salud es escaso. N. brasiliensis es el agente causal más común 

del actinomicetoma en México y en el resto de América Latina.94,134 

N. brasiliensis fue descubierta en 1909 y, desde entonces, se ha reconocido su 

importancia como patógeno, sin embargo, a pesar de que las enfermedades que 

produce tienen un impacto importante en las complicaciones y secuelas de los 

pacientes, son pocos los recursos que se destinan para su estudio.89,90 Actualmente, 

sólo se cuentan con 22 secuencias genómicas de acceso público.135  

Mediante los análisis genómicos, se ha logrado saber que N. brasiliensis presenta 

clústeres de genes biosintéticos (BGCs) en cantidad equiparable a Streptomyces spp., 

actinobacterias de referencia en la producción de metabolitos secundarios 

aprovechables.4,68,118 Sin embargo, solo se han reportado tres estudios de esta índole 

y no se han incluido cepas clínicas de México.  

El limitado análisis de N. brasiliensis como potencial productor de metabolitos 

secundarios de importancia biomédica, restringe la aplicación de esta actinobacteria 

en la producción de fármacos como antibióticos, antiparasitarios, antifúngicos, 

antineoplásicos e inmunomoduladores, de utilidad para el ser humano.14,62,67 Por lo 

cual, el aprovechamiento en el área biomédica con impacto en la salud humana, de 

moléculas bioactivas derivadas de N. brasiliensis puede ser el resultado de la 

detección de clústeres de genes biosintéticos y la identificación de los metabolitos 

secundarios relacionados.4 Por lo tanto, surge la siguiente pregunta de investigación 

¿Las cepas de Nocardia brasiliensis aisladas de actinomicetoma en México tienen 

potencial productor de moléculas de importancia biomédica detectado por medio de 

análisis genómico comparativo? 
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3. JUSTIFICACIÓN 

Las actinobacterias son microorganismos ambientales, ocasionalmente patógenos, 

reconocidas por su potencial de producción de moléculas de importancia en la 

biomedicina, biorremediación, industria agrícola y alimentaria.14 Su relevancia en la 

biomedicina se conoció a partir de 1947, cuando se extrajo la estreptomicina a partir 

de una especie del género Streptomyces.136 En la actualidad, la mayoría de los 

antimicrobianos aprobados por la Administración de Alimentos y Medicamentos de los 

Estados Unidos (FDA, por sus siglas en inglés) son derivados del mismo género.62 

Mientras la mayor parte de las actinobacterias existen en el medio ambiente, algunas 

otras son patógenas en el ser humano, como diversas especies del género 

Nocardia.21,51 

Entre las especies patógenas del género Nocardia, sobresale Nocardia brasiliensis, el 

principal agente etiológico de enfermedades como el actinomicetoma y la nocardiosis 

en las regiones de América Latina y el Caribe.94 No obstante, aunque se conoce el 

papel patogénico de N. brasiliensis, pocos estudios se han enfocado a la búsqueda de 

su potencial biotecnológico.  

Detectar e identificar moléculas de importancia biomédica a partir de genomas 

bacterianos es fundamental para el desarrollo de fármacos novedosos, siendo los 

microorganismos la fuente de al menos el 45% de los medicamentos aprobados entre 

1981 y 2019, entre los que se incluyen antibióticos, antifúngicos, antivirales, 

antiparasitarios, antineoplásicos, inmunomoduladores, medicamentos de uso en 

patologías neurológicas y cardiovasculares.62,63 La producción de estos medicamentos 

nuevos es, además, un punto clave para la respuesta ante problemas de salud 

globales como lo son la resistencia antimicrobiana, la cual es causante de infecciones 

de difícil manejo, que suelen presentar complicaciones y llevar a la muerte.64 En 2019, 

se estimó que la resistencia antimicrobiana fue causante de 4.95 millones de muertes 

a nivel mundial.66 
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Realizar estudios enfocados en identificar el potencial de producción de metabolitos 

secundarios de importancia biomédica, por medio de la detección de clústeres de 

genes biosintéticos, en especies poco estudiadas como N. brasiliensis, puede aportar 

conocimientos nuevos sobre esta actinobacteria que sean aprovechables en el área 

médica e impacten en la biomedicina y la salud humana. 

La trascendencia e importancia de detectar clústeres de genes biosintéticos en cepas 

de N. brasiliensis e identificar los metabolitos secundarios relacionados que tengan 

una potencial aplicación biomédica, por medio de un análisis genómico comparativo, 

permitirá que el potencial biotecnológico de esta actinobacteria poco estudiada sea 

aprovechable para la salud humana.  

  



 

32 
 

4. HIPÓTESIS 

Hipótesis de investigación 

Las cepas de Nocardia brasiliensis aisladas de actinomicetoma en México tienen 

potencial productor de moléculas de importancia biomédica. 

 

Hipótesis nula 

Las cepas de Nocardia brasiliensis aisladas de actinomicetoma en México no tienen 

potencial productor de moléculas de importancia biomédica. 
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5. OBJETIVOS 

Objetivo general 

Detectar el potencial productor de moléculas de importancia biomédica de Nocardia 

brasiliensis aislada de actinomicetoma en México por medio de análisis genómico 

comparativo.  

Objetivos específicos 

1. Reactivar cepas clínicas de N. brasiliensis para obtener DNA y los productos de 

la amplificación de los genes hsp65 y 16S rRNA. 

2. Analizar mediante programas y plataformas bioinformáticas las secuencias de 

los genes hsp65-16S rRNA para asignar la identidad genética de las cepas.  

3. Detectar los polimorfismos genéticos e inferir la estructura poblacional de N. 

brasiliensis mediante el análisis bioinformático de los genes hsp65 y 16S rRNA. 

4. Obtener las secuencias genómicas de cuatro cepas de N. brasiliensis mediante 

la extracción y secuenciación de DNA de alto peso molecular. 

5. Comparar los genomas de N. brasiliensis mediante los análisis bioinformáticos 

para la identificación genómica, la identificación de genes ortólogos, la 

estimación de la composición del pangenoma y el genoma central y la inferencia 

filogenómica.  

6. Identificar los BGCs y los metabolitos secundarios con potencial actividad 

biomédica relacionados a partir del análisis genómico comparativo de todas las 

cepas de estudio.  
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6. MATERIALES Y MÉTODOS 

6.1 Diseño del estudio 

Se trata de un estudio observacional, transversal, descriptivo, comparativo y analítico.  

6.2 Universo  

65 cepas de Nocardia brasiliensis obtenidas de casos clínicos de actinomicetoma en 

humanos. 

6.3 Muestra 

4 cepas de Nocardia brasiliensis obtenidas de casos clínicos de actinomicetoma en 

humanos. 

6.4 Criterios de inclusión, exclusión y eliminación 

Criterios de inclusión 

• Cepas que pertenezcan a la colección de actinobacterias aisladas de casos clínicos 

de actinomicetoma. 

• Cepas de actinobacterias que sean identificadas como Nocardia brasiliensis por 

medio de los genes hsp65 y 16S rRNA. 

• Cepas que presenten variabilidad en las características morfológicas 

macroscópicas. 

Criterios de exclusión  

• Cepas de las cuales no se cuente con material biológico para su reactivación.  

Criterios de eliminación 

• Cepas que se contaminen durante el procedimiento o que no puedan reactivarse 

adecuadamente.   

• Cepas de las cuales no sea posible obtener el material genético o realizar la 

secuenciación genómica. 
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6.5 Variables 

Cuadro de operacionalización de variables 

 

Variable 

Definición 

Tipo de 
variable 

Escala de 
medición 

Análisis 
estadístico 

Conceptual Operativa 

Independiente 
Genoma de 
Nocardia 
brasiliensis 

ADN total presente 
en la especie 
bacteriana 
Nocardia 
brasiliensis 

Secuencia total de ADN que 
poseen las cepas aisladas de 
casos clínicos de 
actinomicetoma en humanos e 
identificadas por medio de los 
genes hsp65 y 16S rRNA 
como Nocardia brasiliensis 

Cualitativa Nominal 
Distribución 
de 
frecuencias 

Dependiente 

Potencial 
productor 
de 
moléculas 
de 
importancia 
biomédica 

Virtud de poseer la 
capacidad de 
producir moléculas 
con aplicación en 
biomedicina 

Capacidad de producción de 
antimicrobianos, 
antineoplásicos e 
inmunomoduladores a partir de 
metabolitos secundarios 
codificados por clústeres de 
genes biosintéticos NRPS I, 
NRPS II, PKS I, PKS II, PKS 
III, betalactonas, sideróforos, 
terpenos, péptidos e híbridos. 

Cualitativa 
Nominal 
dicotómica 

Distribución 
de 
frecuencias 
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6.6 Procedimiento  

6.6.1 Cepas de estudio 

Se trata de una colección de actinobacterias aisladas de casos clínicos de 

actinomicetoma en humanos durante los años 1944 hasta 1999, recolectadas por el 

Instituto de Diagnóstico y Referencia Epidemiológica (InDRE) desde distintos institutos 

de salud en América. 

Las muestras de actinomicetoma fueron tomadas de lesiones en distintas regiones 

corporales, incluyendo miembro superior e inferior, pulmón, cabeza y cuello y zona 

dorsal. Posteriormente fueron cultivadas y conservadas en criotubos a -20°C hasta su 

reactivación. Se trabajó con las cepas provenientes de esta colección, identificadas 

previamente por métodos fenotípicos como Nocardia brasiliensis. 

Adicionalmente, se utilizaron 22 secuencias genómicas de cepas de acceso público 

de N. brasiliensis, obtenidas del Centro Nacional para la Información Biotecnológica 

(NCBI),135 con los números de acceso GCF_002209125.2, GCF_011801125.1, 

GCF_000308475.2, GCF_000710915.1, GCF_001689765.1, GCF_900454265.1, 

GCF_015476985.1, GCF_015478325.1, GCF_029867465.1, GCF_029867765.1, 

GCF_029868505.1, GCF_029868525.1, GCF_029868545.1, GCF_029868565.1, 

GCF_029868585.1, GCF_029869025., GCF_029869565.1, GCF_029869625.1, 

GCF_029869645.1, GCF_963869805.1 y GCF_040629275.1. 

6.6.2 Reactivación y mantenimiento de las cepas 

Para la reactivación de las cepas, se realizó la inoculación en cajas Petri de 90 mm 

con medio de cultivo agar dextrosa Sabouraud (BD Bioxon™ número de catálogo 

210700) adicionada con papa deshidratada al 1% y en agar Bennett. Posteriormente 

se incubaron a 37°C durante tres semanas o hasta que mostraran crecimiento.  

Composición del medio de cultivo agar dextrosa Sabouraud 

modificado con papa deshidratada al 1% 

Agar dextrosa Sabouraud 65 g 

Papa deshidratada 10 g 

Agua destilada 1000 ml 
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Composición del medio de cultivo agar Bennett 

Extracto de levadura 1 g 

Dextrosa 10 g 

N-Z amina 2 g 

Agar bacteriológico 15 g 

Extracto de carne 1 g 

Agua destilada  1000 ml 

Se realizó la inspección macroscópica, visualizando la calidad, cantidad y morfología 

de las colonias obtenidas, y la microscópica, por medio de tinción de Gram y revisión 

en microscopía óptica, descartando posibles contaminaciones. Se realizó la resiembra 

periódica de la colección. 

6.6.3 Conservación de las cepas  

Posterior a la obtención de cepas puras y con un adecuado crecimiento, se siguió el 

protocolo de conservación en criotubos que fueron almacenados a -20°C. Las 

especificaciones de la conservación se describen a continuación. 

1. Preparar una solución de glicerol al 40% con 30 ml de agua destilada y 20 ml 

de glicerol. 

2. Preparar 50 ml de medio de cultivo caldo dextrosa Sabouraud. 

3. Esterilizar material. 

4. Colocar en criotubos estériles, 500 µl de glicerol y 500 µl de caldo dextrosa 

Sabouraud. Mezclar.  

5. Con ayuda de un asa estéril, obtener 2 a 3 colonias bacterianas a partir de las 

cajas Petri y depositarlas en los criotubos. Rotular cada tubo correctamente, 

indicando clave de cepa, número de copia y fecha de conservación. 

6. Almacenar a -20°C. 

6.6.4 Determinación de la curva de crecimiento de N. brasiliensis  

Una vez que se obtuvieron colonias con buen crecimiento y sin contaminación a partir 

del medio de cultivo sólido, se inocularon las cepas 4037 y 4113, elegidas 

aleatoriamente a partir de la colección de estudio, en medio de cultivo líquido dextrosa 
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Sabouraud (BD Bioxon™, número de catálogo 222400) en matraz Erlenmeyer de 50 

ml, permaneciendo en incubación a 37°C durante 15 a 20 días. Posteriormente, se 

verificó su crecimiento y pureza, y se utilizó como inóculo inicial para la determinación 

de la curva de crecimiento bacteriana.  

La medición de la curva de crecimiento se realizó en placas de cultivo celular de 12 

pocillos, con 3 ml de caldo Dextrosa Sabouraud sin inóculo como blanco por duplicado 

y 200 µl de cultivo bacteriano de cada cepa por quintuplicado, como se muestra en la 

Figura 3. 

 

Figura 3. Medición de curva de crecimiento de N. brasiliensis en placas de 12 

pocillos 

Se realizó la medición del crecimiento por medio de espectrofotometría UV (EPOCH, 

Biotech), previa creación de protocolo de lectura de absorbancia para N. brasiliensis 

con los siguientes parámetros: placa de 12 pocillos, longitud de onda de 600 nm y 

escaneo en área con tamaño de matriz de 5 x 5. Las lecturas se realizaron cada 24 

horas durante 23 días.  
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6.6.5 Antibiograma de cepas de N. brasiliensis por difusión en disco Kirby-

Bauer  

Se realizó la estandarización del protocolo de antibiograma por difusión en disco Kirby-

Bauer para cepas de lento crecimiento de N. brasiliensis. El procedimiento, modificado 

de Kosova-Maali, et.al,105 se describe a continuación.  

1. Realizar la preparación de un inóculo bacteriano con patrón de turbidez 0.5 

McFarland. Para esto, se recolecta una colonia fresca a partir de medio de 

cultivo sólido y se transfiere con un palillo estéril a un tubo de cultivo de vidrio 

con 6 ml de solución salina 0.85% y 7 perlas de vidrio estériles. Posteriormente, 

se separan las células con agitación en vórtex de 3 a 5 minutos. 

2. En una caja Petri de 90 mm con agar Mueller-Hinton de 4 mm de espesor a 

temperatura ambiente, se realiza la siembra del inóculo bacteriano por 

confluencia en tres direcciones con ayuda de un hisopo estéril. 

3. Se coloca un disco de antibiótico en el centro de la caja, sin dejar pasar más de 

10 minutos a partir de la siembra. 

4. Se incuban las cajas a 37°C durante 72 horas. 

5. Se realiza la lectura de la presencia o ausencia del halo de inhibición, 

cuantificando en milímetros el diámetro del halo cuando está presente. 

6.6.6 Extracción de DNA para amplificación de genes housekeeping hsp65 

y sodA 

A partir de las cepas activas y purificadas, en fase de crecimiento exponencial, se 

obtuvo DNA por medio del método de choque térmico (modificado de Ribeiro Junior J. 

C, et.al137). Para realizarlo, se siguió el protocolo que se describe a continuación.  

1. Colocar 50 µl de buffer TE en un tubo de PCR de 0.2 ml. 

2. Tomar una a dos colonias bacteriana fresca con la ayuda de un palillo de 

madera estéril. Resuspender en el buffer TE, rompiendo la colonia hasta 

homogeneizar el contenido. 

3. Incubar a 96°C durante 10 minutos dentro del termociclador Axygen® 

MaxyGene II Thermal Cycler. 
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4. Incubar las muestras a -20°C durante 10 minutos. 

5. Centrifugar a 10,000 rpm durante 10 minutos, hasta precipitar el sedimento.  

6. Recolectar el DNA contenido en 25 µl del sobrenadante y transferir a un tubo 

Eppendorf estéril de 0.6 ml.  

7. Utilizar inmediatamente el DNA o almacenar a -20°C. 

El DNA obtenido se utilizó para la amplificación de genes por medio de reacción en 

cadena de la polimerasa (PCR). 

6.6.7 Amplificación del gen 16S rRNA por medio de PCR 

La amplificación del gen sodA se realizó en un termociclador Axygen® MaxyGene II 

Thermal Cycler, con el siguiente protocolo.  

Primer F 27F 5’-AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3’ 

Primer R 1492R 5’-TACGGYTACCTTGTTACGACTT-3’ 

Cálculo para las reacciones de PCR para amplificación del gen 16S rRNA. 

16.3 μl Agua libre de nucleasas 

2.5 μl Buffer PCR Bioline, Meridian (5X) 

2.5 μl Primer 27F (10 μM) 

2.5 μl Primer 1492R (10 μM) 

0.20 μl MyTaq™ DNA Polymerase, Meridian, Bioline, BIO 21105, Meridian (5U/μl) 

1 μl DNA 

Preparación de mezcla maestra 

1. Añadir 1 μl del DNA extraído en un tubo para PCR de 0.2 ml y reservar. 

2. En un tubo Eppendorf de 1.5 ml, añadir el agua libre de nucleasas. 

3. Descongelar y homogeneizar el buffer de PCR previamente a ser añadido. 

4. Descongelar y homogeneizar cada uno de los primers previamente a ser 

añadidos. 

5. Añadir Taq™ DNA polimerasa. 

6. Homogeneizar la mezcla en vórtex por 10 segundos. 

7. Adicionar 24 μl de la mezcla maestra a cada tubo con el DNA. 
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8. Colocar en el vórtex los tubos con DNA y mezcla de PCR durante 10 segundos. 

9. Centrifugar los tubos y precipitar el contenido previo a ser colocados dentro del 

termociclador. 

Protocolo de amplificación de PCR 

1. Ingresar los tubos con DNA y mezcla de PCR al termociclador Axygen® 

MaxyGene II Thermal Cycler 

2. Seleccionar el programa correspondiente a 16S rRNA, integrado por un ciclo de 

desnaturalización inicial a 94°C durante 5 minutos; 30 ciclos desnaturalización 

a 94°C durante 1 minuto, alineación a 59°C durante 30 segundos y elongación 

a 72°C durante 1 minuto; con una elongación final a 72°C durante 10 minutos. 

El programa se ilustra a continuación en la Figura 4.  

 

Figura 4. Condiciones del termociclador para PCR del gen 16S rRNA 

Los productos de amplificación fueron observados en una electroforesis en gel de 

agarosa al 1% (BioBasic, número de catálogo D0012) con 3μl de bromuro de etidio 

(1mg/ml) y marcador de peso molecular de 1 kb (Thermo Scientific™, número de 

catálogo SM1163). Para la corrida se utilizó buffer TAE 1X (Invitrogen, número de 

catálogo 24710-030) a 120V durante 30 minutos en una caja de gel horizontal 

(Axygen™, número de catálogo HGB-15). El gel se transfirió al fotodocumentador y la 

imagen fue capturada y digitalizada. El amplicón se identificó como una banda de 1500 



 

42 
 

pb en la imagen resultante. Posteriormente, los fragmentos amplificados fueron 

enviados al servicio de secuenciación de Macrogen en Maryland, Estados Unidos.  

6.6.8 Amplificación del gen sodA por medio de PCR 

La amplificación del gen sodA se realizó en un termociclador Axygen® MaxyGene II 

Thermal Cycler, con el siguiente protocolo.  

Primer F SODV1 
5’-CACCAYWSCAAGCACCA-3’ 

(Donde Y = C or T, W = A or T, and S = C or G) 

Primer R SODV2 
5’-CCTTAGCGTTCTGGTACTG-3’ 

(Donde Y = C or T, W = A or T, and S = C or G) 

Cálculo para las reacciones de PCR para amplificación del gen sodA 

8.5 μl Agua libre de nucleasas 

3.75 μl Buffer PCR Bioline, Meridian (5X) 

5.0 μl Primer SODV1 (10 μM) 

5.0 μl Primer SODV2 (10 μM) 

1.25 μl Dimetilsulfóxido (DMSO) al 5% 

0.50 μl MyTaq™ DNA Polymerase, Meridian, Bioline, BIO 21105, Meridian (5U/μl) 

1 μl DNA 

Preparación de mezcla maestra 

1. Añadir 1 μl del DNA extraído en un tubo para PCR de 0.2 ml y reservar. 

2. En un tubo Eppendorf de 1.5 ml, añadir el agua libre de nucleasas. 

3. Descongelar y homogeneizar el buffer de PCR previamente a ser añadido. 

4. Descongelar y homogeneizar cada uno de los primers previamente a ser 

añadidos. 

5. Añadir Taq™ DNA polimerasa. 

6. Homogeneizar la mezcla en vórtex por 10 segundos. 

7. Adicionar 24 μl de la mezcla maestra a cada tubo con el DNA. 

8. Colocar en el vórtex los tubos con DNA y mezcla de PCR durante 10 segundos. 

9. Centrifugar los tubos y precipitar el contenido previo a ser colocados dentro del 

termociclador. 
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Protocolo de amplificación de PCR 

1. Ingresar los tubos con DNA y mezcla de PCR al termociclador Axygen® 

MaxyGene II Thermal Cycler 

2. Seleccionar el programa correspondiente a sodA, integrado por un ciclo de 

desnaturalización inicial a 94°C durante 5 minutos; 35 ciclos desnaturalización 

a 94°C durante 1 minuto, alineación a 55°C durante 1 minuto y elongación a 

72°C durante 1 minuto; con una elongación final a 72°C durante 10 minutos. El 

programa se ilustra en la Figura 5.  

 

Figura 5. Condiciones del termociclador para PCR del gen sodA 

Los productos de amplificación fueron observados en una electroforesis en gel de 

agarosa al 1% (BioBasic, número de catálogo D0012) con 3μl de bromuro de etidio 

(1mg/ml) y marcador de peso molecular de 100 pb (Thermo Scientific™, número de 

catálogo SM1143). Para la corrida se utilizó buffer TAE 1X (Invitrogen, número de 

catálogo 24710-030) a 90V durante 30 minutos en una caja de gel horizontal 

(Axygen™, número de catálogo HGB-15). El gel se transfirió al fotodocumentador y la 

imagen fue capturada y digitalizada. El amplicón se identificó como una banda de 440 

pb en la imagen resultante. Posteriormente, los fragmentos amplificados fueron 

enviados al servicio de secuenciación de Macrogen en Seúl, Corea del Sur.  
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6.6.9 Amplificación del gen hsp65 por medio de PCR 

La amplificación del gen hsp65 se realizó en un termociclador Axygen® MaxyGene II 

Thermal Cycler, con el siguiente protocolo.  

Primer F TB11 5’-ACCAACGATGGTGTGTCCAT-3’ 

Primer R TB12 5’-CTTGTCGAACCGCATACCCT-3’ 

Cálculo para las reacciones de PCR para amplificación del gen hsp65 

16.3 μl Agua libre de nucleasas 

2.5 μl Buffer PCR Bioline, Meridian (5X) 

2.5 μl Primer TB11 (10 μM) 

2.5 μl Primer TB12 (10 μM) 

0.20 μl MyTaq™ DNA Polymerase, Meridian, Bioline, BIO 21105, Meridian (5U/μl) 

1 μl DNA 

Preparación de mezcla maestra 

1. Añadir 1 μl del DNA extraído en un tubo para PCR de 0.2 ml y reservar. 

2. En un tubo Eppendorf de 1.5 ml, añadir el agua libre de nucleasas. 

3. Descongelar y homogeneizar el buffer de PCR previamente a ser añadido. 

4. Descongelar y homogeneizar cada uno de los primers previamente a ser 

añadidos. 

5. Añadir Taq™ DNA polimerasa. 

6. Homogeneizar la mezcla en vórtex por 10 segundos. 

7. Adicionar 24 μl de la mezcla maestra a cada tubo con el DNA. 

8. Colocar en el vórtex los tubos con DNA y mezcla de PCR durante 10 segundos. 

9. Centrifugar los tubos y precipitar el contenido previo a ser colocados dentro del 

termociclador. 

Protocolo de amplificación de PCR 

1. Ingresar los tubos con DNA y mezcla de PCR al termociclador Axygen® 

MaxyGene II Thermal Cycler. 
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2. Seleccionar el programa correspondiente a hsp65, integrado por un ciclo de 

desnaturalización inicial a 94°C durante 5 minutos; 35 ciclos desnaturalización 

a 94°C durante 1 minuto, alineación a 55°C durante 1 minuto y elongación a 

72°C durante 1 minuto; con una elongación final a 72°C durante 5 minutos. El 

programa se ilustra en la Figura 6.  

 

Figura 6. Condiciones del termociclador para PCR del gen hsp65 

Los productos de amplificación fueron observados en una electroforesis en gel de 

agarosa al 1% (BioBasic, número de catálogo D0012) con 3μl de bromuro de etidio 

(1mg/ml) y marcador de peso molecular de 100 pb (Thermo Scientific™, número de 

catálogo SM1143). Para la corrida se utilizó buffer TAE 1X (Invitrogen, número de 

catálogo 24710-030) a 90V durante 35 minutos en una caja de gel horizontal 

(Axygen™, número de catálogo HGB-15). El gel se transfirió al fotodocumentador y la 

imagen fue capturada y digitalizada. El amplicón se identificó como una banda de 401 

pb en la imagen resultante. Posteriormente, los fragmentos amplificados fueron 

secuenciados por medio de Sanger en el servicio de secuenciación de Macrogen en 

Seúl, Corea del Sur. 
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6.6.10 Limpieza y ensamblaje de secuencias de los genes sodA, hsp65 y 16S 

rRNA 

Las secuencias recibidas fueron analizadas por medio de programas bioinformáticos, 

donde se realizó la limpieza en ChromasPro versión 1.5 (Technelysium, 2003-2009; 

RRID:SCR_000229) y el ensamblaje en BioEdit versión 7.0.9.0,138 obteniendo así la 

secuencia consenso en formato FASTA para cada uno de los genes amplificados. 

Posteriormente, se realizó la concatenación y almacenamiento en formato FASTA de 

las secuencias en orden sodA-hsp65-16S rRNA y hsp65-16S rRNA. 

6.6.11 Identificación molecular de las cepas de N. brasiliensis por medio de 

los genes sodA, hsp65 y 16S rRNA 

Las secuencias genéticas fueron procesadas en la plataforma BLAST49 de NCBI, 

donde se compararon con secuencias de referencia para la especie, arrojando datos 

sobre los porcentajes de similitud y de cobertura. Se realizó una identificación 

preliminar con el gen 16S rRNA y dos identificaciones con las secuencias 

concatenadas sodA-hsp65-16S rRNA y hsp65-16S rRNA. 

6.6.12 Detección de variaciones genéticas y haplotipos en los genes hsp65 y 

16S rRNA 

Se realizó el alineamiento múltiple de las secuencias del gen hsp65 con la plataforma 

Clustal Omega,139 se recortaron las secuencias alineadas por medio de la plataforma 

Gblocks 0.91.1140 y se recopilaron en un archivo en formato fasta (.fas). Se definieron 

los ORF (marco abierto de lectura) mediante la herramienta ORF finder de NCBI,141 

utilizando las secuencias de referencia N. brasiliensis NBRC 14402 y N. brasiliensis 

4004. Se repitió el mismo procesamiento para las secuencias del gen 16S rRNA. Con 

el software DnaSP versión 6142 se realizaron las pruebas de aproximación estadística 

a la adaptación molecular con métodos basados en la distribución de polimorfismos en 

las secuencias de DNA, utilizando los parámetros por defecto del software. Se hizo la 

detección de sitios polimórficos o segregativos (S), diversidad nucleotídica (π) con 

corrección de Jukes y Cantor, parámetro de diversidad genética (θ), estimación de 

haplotipos, polimorfismos de inserción-deleción no superpuestos (InDel) mediante un 
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modelo dialélico, divergencia de DNA entre poblaciones, regiones conservadas de 

DNA, eventos de recombinación y la prueba de Tajima (a partir del número de sitios 

segregativos) para evaluar la adaptación molecular. Se definieron dos poblaciones: 

Núm. 1 con las secuencias de referencia y Núm. 2 las secuencias clínicas de México.  

Finalmente, se realizó un análisis de significancia estadística por coalescencia, a partir 

del número de sitios segregativos y valor theta por gen y por sitio, donde la hipótesis 

nula fue el modelo neutral estándar (MNE) y se estableció un nivel de significancia α 

de 0.005. Las pruebas fueron realizadas para los valores obtenidos de diversidad 

nucleotídica (π), parámetro de diversidad genética (θ), número de haplotipos (h), 

diversidad de haplotipos (Hd), eventos de recombinación (Rm) y prueba de Tajima 

(TD).  

6.6.13 Inferencia poblacional basada en los genes hsp65-16S rRNA 

A partir de los haplotipos para los genes hsp65 y 16S rRNA inferidos en DnaSP, se 

realizó un análisis de inferencia poblacional en STRUCTURE.143 Se incluyó 

información del origen de las cepas (población 1: cepas de referencia, población 2: 

cepas clínicas de México) y del fenotipo según su caracterización morfológica. Se 

utilizó el modelo Admixture, con un burnin length de 100,000 y el número de 

repeticiones MCMC en 1,000,000. Se predefinieron 12 clústeres o K, basándose en la 

información obtenida en el estudio de RFLP realizada en el gen 16S rRNA en la misma 

muestra y 10 repeticiones para cada una. Los resultados generados se visualizaron en 

StructureSelector,144 donde se implementó el método de Evanno para determinar el 

mejor número de poblaciones obtenidas.   

6.6.14 Análisis filogenético y pruebas de especiación con los genes hsp65-

16S rRNA  

Las secuencias alineadas y recortadas de los genes hsp65-16S rRNA se concatenaron 

y fueron analizadas para realizar la inferencia filogenética en el programa IQ-TREE 

versión 2.2.0.3.145,146 Se utilizó la función ModelFinder147 para encontrar el mejor 

modelo para la estimación filogenética. El árbol filogenético de Maximum-likelihood 
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(ML) fue inferido a partir de 1,000 réplicas de Bootstrap. Finalmente, se utilizó FigTree 

versión 1.4.4148 para visualizar y exportar el árbol filogenético.  

Las pruebas de especiación se realizaron mediante los métodos de la implementación 

Bayesiana del modelo de Poisson (bPTP) y K/θ (KoT) para obtener bases estadísticas 

confiables y sólidas en cuanto a la diferenciación a nivel especie. La delimitación de 

especies se realizó con bPTP a través de la plataforma 

https://github.com/zhangjiajie/PTP,149 aplicando el modelo Bayesiano de procesos de 

árbol de Poisson utilizando un muestreo de cadenas de Markov de Monte Carlo 

(MCMC) con 500, 000 generaciones, verificando posteriormente la convergencia en 

las cadenas. La limitación de especies se evaluó con el método de KoT,150 el cual se 

calcula a partir de la relación K/θ, donde K es la distancia genética media entre dos 

clados putatuvos a nivel especie y θ es la diversidad genética dentro de los clados.  

6.6.15 Elección de cepas representativas de la colección para secuenciación 

genómica 

Cuatro cepas representantes de la colección fueron elegidas de acuerdo con los 

siguientes criterios: disponibilidad, características morfológicas, perfil de 

susceptibilidad a antibióticos, identificación por medio de los genes hsp65-16S rRNA 

y datos obtenidos de estudios previos en la colección de cepas donde se determinó el 

perfil de restricción enzimática en el gen 16S rRNA111 y la presencia de sistemas 

biosintéticos PKS y NRPS.151 

6.6.16 Obtención de biomasa de las cepas de N. brasiliensis para extracción 

de DNA genómico 

Una vez elegidas las cepas representativas y que se obtuvieron colonias con buen 

crecimiento y sin contaminación a partir del medio de cultivo sólido, se transfirió una 

colonia, con ayuda de un palillo de madera estéril, a un tubo de cultivo de vidrio de 10 

ml, conteniendo 5 ml de solución salina 0.85% y siete perlas de vidrio estériles. La 

homogeneización de las células se realizó por medio de agitación en vórtex durante 3 

minutos, hasta que el inóculo obtuvo un patrón de turbidez 0.5 McFarland. 

https://github.com/zhangjiajie/PTP%20%5b39
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6.6.17 Extracción de DNA de alta pureza apto para secuenciación genómica  

A partir de la biomasa obtenida, se realizó la extracción del DNA, siguiendo las 

indicaciones y especificaciones del kit de extracción MasterPure™ Complete DNA & 

RNA Purification Kit (LGC Biosearch Technologies, MV89010). El protocolo de 

extracción se describe a continuación. 

1. Diluir 25 µl proteinasa K (kit RNA and DNA Purification Kit Spin Column DaAn 

Gene) en 300 µl de solución de lisis de tejidos y células. Preparar una dilución 

para cada muestra de extracción. 

2. Obtener un pellet por centrifugación. Centrifugar 500 µl de inóculo bacteriano 

con patrón 1 McFarland y desechar el sobrenadante, dejando aproximadamente 

25 µl de líquido.  

3. Resuspender el sedimento celular o pellet.  

4. Añadir a cada muestra los 300 µl de solución de lisis de tejidos y células con 25 

µl proteinasa K. Mezclar por inversión.  

5. Incubar a 65°C durante 15 minutos en agitación a 120 rpm.  

6. Enfriar las muestras en la incubadora durante 10 minutos para que alcancen los 

37°C. Posteriormente, adicionar 3 µl de RNAsa A (5 mg/ml) a cada muestra y 

mezclar por inversión. 

7. Incubar a 37°C durante 30 minutos. 

8. Colocar las muestras en una hielera con bolsas de gel refrigerante durante 5 

minutos. 

9. Añadir 150 µl de reactivo de precipitación de proteína MPC a la muestra (328 

µl) que se encuentra lisada en ese momento. Mezclar bien por inversión durante 

10 segundos. 

10. Centrifugar a 4°C durante 10 minutos a 11,000 rpm. Si el sedimento resultante 

es transparente, pequeño o suelto, agregar 25 µl adicionales de reactivo de 

precipitación de proteínas MPC, mezclar y centrifugar nuevamente.  

11. Transferir el sobrenadante a tubo Eppendorf de microcentrífuga de 1.5 ml limpio 

y estéril. Desechar sedimento. 
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12. Agregar 500 µl de isopropanol frío al sobrenadante recuperado en el tubo 

nuevo. Mezclar por inversión de 30 a 40 veces. 

13. Centrifugar a 4°C durante 10 minutos a 11,000 rpm.  

14. Desechar cuidadosamente el isopropanol, teniendo cuidado de no desprender 

el pellet de DNA.  

15. Enjuagar dos veces con 100 µl de etanol al 70% por inversión. Centrifugar 2 

minutos a 14,000 rpm para su precipitación en el tubo. Retirar todo el etanol con 

una pipeta y dejar secar brevemente. 

16. Resuspender el DNA en 35 µl de Buffer TE. Conservar a temperatura ambiente. 

En caso de requerir eliminar completamente el RNA de la muestra, llevar a cabo el 

protocolo adicional que se describe a continuación.  

1.  Agregar 1 µl de RNasa A a la muestra. Mezclar bien. 

2. Incubar a 37°C durante 30 minutos. 

3. Añadir 14 µl de Buffer TE y 50 µl de solución de lisis 2X T y C a cada muestra. 

4. Colocar las muestras en hielera con bolsas de gel refrigerante durante 3 a 5 

minutos. Agregar 100 µl de reactivo de precipitación de proteína MPC y mezclar 

vigorosamente en vórtex durante 10 segundos.  

5. Centrifugar los desechos a 4°C durante 10 minutos a 11,000 rpm. 

6. Transferir el sobrenadante a un tubo Eppendorf de microcentrífuga limpio y 

estéril. Desechar el sedimento. 

7. Agregar 200 µl de isopropanol al sobrenadante recuperado. Mezclar por 

inversión de 30 a 40 veces. 

8. Centrifugar el DNA a 4°C durante 10 minutos a 11,000 rpm. 

9. Desechar cuidadosamente el isopropanol sin desalojar el sedimento de DNA. 

10.  Enjuagar dos veces con 100 µl de etanol al 70%, teniendo cuidado de no 

desprender el pellet. Volver a centrifugar si hay desprendimiento de pellet. 

Retirar todo el etanol con una pipeta y dejar secar brevemente. 

11. Resuspender el DNA en 35 µl de Buffer TE.  
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6.6.18 Secuenciación de DNA genómico 

Para llevar a cabo la secuenciación de DNA, se evaluó la concentración y pureza del 

DNA extraído mediante espectrofotometría UV (EPOCH, Biotech). Los parámetros 

óptimos que se buscaron fueron: concentración superior a 80 ng/µl, pureza medida 

con las relaciones de absorbancia A260-280 en un rango de 1.8-2.0 y relaciones de 

absorbancia A260-230, en un rango de 2.0-2.2. La integridad del DNA se analizó 

mediante electroforesis en gel de agarosa al 1% bajo las siguientes condiciones: 120V, 

300mA y 30 min de corrida. El DNA se sometió a secuenciación híbrida, utilizando las 

plataformas Oxford Nanopore Technologies (ONT) de lecturas largas con la librería 

v14 library prep chemistry, e Illumina sequencing and array technologies en el servicio 

de secuenciación Plasmidsaurus (Eugene, Oregon, US).  

6.6.19 Análisis de calidad, ensamblaje y anotación del genoma  

Inicialmente, las lecturas obtenidas con Nanopore fueron sometidas a un análisis de 

calidad por medio del programa bioinformático FASTQC versión 0.12.0.152 La limpieza 

de las lecturas se realizó con Filtlong versión 0.2.1, removiendo aquellas de peor 

calidad, utilizando los parámetros de default. Un primer ensamblaje se generó con Flye 

versión 2.9.1 con parámetros para lecturas de alta calidad. Se realizó un mapeo de las 

lecturas con Miniasm versión 0.3, utilizado para mejorar el ensamblaje con Medaka 

versión 1.8.0. Posteriormente, se utilizaron las lecturas de Illumina para mejorar las 

secuencias por medio de Polypolish versión 0.6.0, generando un nuevo ensamblaje 

híbrido. El contig generado fue analizado en la paquetería de QUAST versión 5.2153 

para evaluar la calidad de la secuencia obtenida. A continuación, se realizó la 

anotación de los genomas por medio de Bakta versión 1.6.1154 y Prokka versión 

1.14.6.155 

6.6.20 Obtención de genomas de acceso público de Nocardia brasiliensis 

Se realizó la búsqueda y obtención de todos los genomas de referencia y de acceso 

público disponibles de N. brasiliensis en el sitio Genomes del NCBI,135 utilizando la 

búsqueda guiada por organismo y por procariotas. Los genomas y sus archivos de 
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anotación estructural se obtuvieron en formato FASTA para su posterior análisis 

bioinformático. 

6.6.21 Identificación genómica 

Se calcularon los valores de identidad nucleótida media (ANI), identidad aminoácida 

media (AAI), hibridación ADN-ADN (DDH) y distancia Mash (estimación de la distancia 

entre dos secuencias) de los genomas con los programas RaPDTool versión 2.1.0,156 

Mash versión 2.3157 y EzAAI versión 1.2.3.158 A partir de estos valores, se realizó la 

identificación genómica de las cepas clínicas y las secuencias de acceso público. Se 

generó la matriz de ANI all-vs-all para todos los genomas y se graficó en un mapa de 

calor con pyani versión 0.2.13.1159 y fastANI versión 1.34.160 

6.6.22 Análisis de calidad de los genomas 

Se obtuvieron los valores de completitud y redundancia de las secuencias genómicas 

por medio de RaPDTool versión 2.1.0 156 que utiliza las dependencias de miComplete. 

A partir de esta puntuación se determinó el porcentaje de genes secuenciados y de 

secuencias repetidas.  

6.6.23 Mapeo de los genomas 

Se graficaron los mapas circulares de cada genoma, incluyendo la anotación genómica 

y la detección de los genes RAM con las herramientas Bakta y CARD, 

respectivamente. Se graficó un mapa de similitud genómica con la herramienta de 

comparación de secuencias de BLAST. Todos los mapas circulares se realizaron en 

la plataforma Proksee.161 

6.6.24 Análisis del genoma central (coregenoma) y pangenoma 

A partir de las secuencias de aminoácidos de cada genoma, se determinó la 

composición del genoma central y pangenoma por medio del programa 

GET_HOMOLOGUES.162 Para calcular el genoma central se utilizaron los algoritmos 

de BDBH, COGtriangles y OrthoMCL, para generar un consenso de cada uno de los 

resultados obtenidos con la herramienta compare_clusters.pl. En el cálculo del 

pangenoma se utilizaron los algoritmos de COGtriangles y OrthoMCL, generando 
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posteriormente un consenso de los resultados obtenidos con la herramienta 

compare_clusters.pl. Se definió el genoma central estricto como el presente en el 

100% de los genomas, el genoma central relajado con >95% de presencia, el genoma 

periférico como el compartido por el 10%-90% de los genomas, y el genoma diferencial 

como el presente en <10% de los genomas.  

La composición del genoma central y pangenoma se graficó con la herramienta 

parse_pangenome_matrix.pl. La matriz del pangenoma se graficó en un mapa de calor 

con la función plot_matrix_heatmap.sh. La curva de acumulación de genes del genoma 

central y pangenoma con los ajustes de Tettelin, Willenbrock y el ajuste exponencial 

de Tettelin se graficó con la función plot_pancore_matrix.pl. 

6.6.25 Análisis de genes ortólogos 

Las secuencias de aminoácidos de los genomas fueron analizadas con el programa 

OrthoFinder versión 2.5.5,163 utilizando los algoritmos de DIAMOND, Markov 

Clustering (MCL) y FastME para reportar los genes ortólogos, grupos de genes 

ortólogos (ortogrupos) y duplicaciones genéticas.  

6.6.26 Análisis filogenómico 

Se infirió un árbol filogenómico de especies en OrthoFinder a partir de todos los 

ortogrupos en los genomas analizados, utilizando el método STAG.164 Se calculó la 

matriz de distancia por pares para cada ortogrupo y se infirió cada árbol con el 

algoritmo de FastME.165 Posteriormente, se calculó un consenso para generar un árbol 

de especies final. El árbol filogenómico generado fue visualizado en la plataforma 

Interactive Tree Of Life (iTOL) versión 6.166 

6.6.27 Detección de clústeres de genes biosintéticos  

Las secuencias genómicas de N. brasiliensis fueron analizadas para la detección de 

clústeres de genes biosintéticos por medio de la herramienta bioinformática 

antiSMASH.23 Los criterios de búsqueda de clústeres de genes biosintéticos fueron 

“strict” para la detección de clusters bien definidos y, como características adicionales, 

la elección de KnownClusterBlast, ClusterBlast, SubClusterBlast, MIBiG cluster 
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comparison, ActiveSiteFinder, RREFinder, Cluster Pfam analysis, Pfam-based GO 

term annotation y TIGRFam analysis. Se realizó la búsqueda de todos los clústeres de 

genes biosintéticos disponibles, entre los que se encontraron NRPS I, NRPS II, PKS I, 

PKS II, PKS III, betalactonas, sideróforos, terpenos, péptidos e híbridos. 

6.6.28 Determinación de metabolitos secundarios y posible actividad 

biológica 

Se realizó una búsqueda de la información mínima acerca de los clústeres de genes 

biosintéticos en la base de datos de MIBiG38 para encontrar la relación entre la 

producción de metabolitos secundarios conocidos y nuevos, además de realizar la 

comparación con otras bacterias que hayan sido reportadas anteriormente como 

productoras de los mismos compuestos. Posteriormente, se realizó una búsqueda en 

PubMed para obtener la información acerca de la actividad biológica reportada 

previamente para cada uno de los metabolitos secundarios relacionados a los BGC 

detectados en los genomas de N. brasiliensis.  

6.7 Consideraciones bioéticas 

Todos los procedimientos se realizaron conforme los protocolos de manejo de 

microorganismos patógenos que establece la Ley General de Salud en Materia de 

Investigación para la Salud de 2014, siguiendo en todo momento las medidas de 

seguridad adecuadas. Se siguieron los lineamientos establecidos para el manejo de 

residuos peligrosos biológico-infecciosos, como indica la NOM-087-ECOL-SSA1-

2002. El estudio siguió las metas de investigación en Ciencias de la Salud presentes 

en el Reglamento de la Investigación Universitaria de la Universidad Autónoma del 

Estado de México, priorizando en todo momento la búsqueda de soluciones a los 

problemas de salud por medio de métodos científicos y herramientas tecnológicas. 

6.8 Análisis estadístico  

Recolección de datos: Cada una de las secuencias genéticas y genómicas fueron 

recopiladas en los formatos especificados en los parámetros de los programas 

bioinformáticos utilizados, incluyendo a los formatos Fasta, GenBank y EMBL. Los 
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datos obtenidos a partir de los análisis en los programas bioinformáticos se recopilaron 

en forma de bases de datos y matrices. 

Análisis de datos: Las bases de datos y matrices obtenidas se curaron manualmente 

en software de hojas de cálculo y editores de texto y código fuente. Los archivos fueron 

utilizados para la generación de las tablas y los gráficos necesarios. Finalmente, se 

realizaron análisis de estadística descriptiva para la presentación de los datos.  
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7. RESULTADOS 

7.1.  Artículos científicos producidos  

7.1.1. Primer artículo científico (publicado) 

Aceptación y publicación del artículo original de investigación titulado “Genetic 

variability of the 16S rRNA gene of Nocardia brasiliensis, the most common 

causative agent of actinomycetoma in Latin America and the Caribbean” en la 

Revista do Instituto de Medicina Tropical de São Paulo, indexada en JCR (InCites 

Journal Citation Reports), Scopus y Web of Science, con eISSN 1678-9946.  

DOI de la publicación: https://doi.org/10.1590/s1678-9946202365031  

Se incluye, a continuación, la carta de envío y aceptación del artículo.  

 

https://doi.org/10.1590/s1678-9946202365031
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Resumen:  

El micetoma fue declarado una enfermedad tropical desatendida (ETD) declarada por 

la Organización Mundial de la Salud (OMS) en 2016. Se caracteriza por el crecimiento 

progresivo de nódulos y lesiones granulomatosas en las piernas, los brazos y el tronco. 

Es potencialmente desfigurante y causa discapacidad o amputaciones en personas en 

edad productiva de zonas marginadas. Los agentes causantes pueden ser hongos 

(eumicetoma) o actinobacterias (actinomicetoma), siendo este último el más común en 

América y Asia. Nocardia brasiliensis es el agente causal más importante del 

actinomicetoma en América. Se han reportado dificultades en la asignación 

taxonómica al momento de identificar esta especie, por lo que el objetivo de este 

estudio fue detectar las variaciones del gen 16S rRNA de cepas de N. brasiliensis 

utilizando la técnica de restricción enzimática in silico. 

El estudio incluyó cepas procedentes de casos clínicos de actinomicetoma en México, 

aisladas de humanos y previamente identificadas como N. brasiliensis mediante 

métodos fenotípicos tradicionales. Las cepas se caracterizaron macroscópica y 

microscópicamente y luego se sometieron a extracción de ADN para la amplificación 

del gen 16S rRNA mediante reacción en cadena de la polimerasa (PCR). Los 

productos de amplificación se secuenciaron y se ensamblaron las secuencias 

consenso que fueron utilizadas para la identificación genética y el análisis de 

restricción enzimática in silico con el programa bioinformático New England BioLabs® 

NEBcutter. Todas las cepas del estudio se identificaron molecularmente como N. 

brasiliensis; sin embargo, el análisis de restricción in silico detectó diversidad en los 

patrones de restricción que finalmente se agruparon y subclasificaron en 7 ribotipos. 

Este hallazgo confirma la existencia de subgrupos dentro de N. brasiliensis. Los 

resultados respaldan la necesidad de considerar a N. brasiliensis como un complejo 

de especies. 
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7.1.2. Segundo artículo científico (enviado) 

Envío del artículo original de investigación titulado “Unmasking the Genetic 

Landscape of Clinically Relevant Nocardia brasiliensis Strains in Mexico: 

Insights from hsp65 and 16S rRNA Markers” para su revisión y consideración de 

publicación en la revista PLOS Neglected Tropical Diseases, indexada en DOAJ, 

Google Scholar, PubMed, Scopus y Web of Science, con eISSN: 1935-2735. Se 

anexa, a continuación, la carta de envío. 
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Resumen:  

Nocardia brasiliensis es el agente causal más importante del actinomicetoma en las 

regiones de América Latina y El Caribe. Se ha reportado dificultad en la identificación 

a nivel especie y detección de polimorfismos en genes constitutivos, pero no se cuenta 

con estudios de genética de poblaciones en América Latina. El objetivo de este estudio 

fue conocer la diversidad genética intraespecie y la estructura poblacional de las cepas 

clínicas mexicanas de N. brasiliensis mediante el estudio de genética de poblaciones 

bajo el perfil de los marcadores moleculares hsp65-16S rRNA. Se utilizaron 60 cepas 

provenientes de actinomicetoma en México y se amplificaron los genes hsp65 y 16S 

rRNA, utilizados como marcadores moleculares para la identificación genética. Se 

analizó la distribución de polimorfismos en los genes hsp65 y 16S rRNA para la 

detección de variabilidad genética. Se realizó una inferencia poblacional y filogenética 

bajo el perfil de los marcadores hsp65-16S rRNA. En los resultados, se encontraron 

diferencias en la caracterización morfológica de las cepas analizadas. 59 cepas fueron 

identificadas como N. brasiliensis y una como N. vulneris. Para el gen hsp65, se 

encontró una diversidad nucleotídica intraespecie moderadamente alta (π=0.04083), 

se identificaron 12 haplotipos con una diversidad de haplotipos (Hd) de 0.4479 y se 

calculó una selección negativa por medio de la D de Tajima (TD = -2.56064). Entre 

poblaciones, se detectaron ocho eventos de polimorfismo de inserción-deleción (InDel) 

y un índice de fijación alto (FST=0.70302). Para los marcadores hsp65-16S rRNA se 

infirió una estructura poblacional óptima en 4 clústeres (K=4), lo cual fue consistente 

con el análisis filogenético, donde las cepas clínicas se distribuyeron en cuatro 

principales clados. Este estudio demuestra la utilidad de los marcadores hsp65-16S 

rRNA para la identificación de N. brasiliensis y sustenta la propuesta de su 

consideración para la creación de un perfil MLST para la especie. Se evidenció la 

existencia de variabilidad genética intraespecífica en N. brasiliensis y la distribución de 

las cepas en cuatro clústeres, sugiriendo una mayor complejidad taxonómica en la 

especie. Se reveló diferenciación genética de las cepas mexicanas en comparación a 

las cepas de referencia, suponiendo la existencia de linajes diferenciados que no han 

sido estudiados en la región. 
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7.1.3. Tercer artículo científico (enviado) 

Envío del artículo original de investigación titulado “Genomic diversity and 

distribution of biosynthetic clusters in the pangenome of Nocardia brasiliensis” 

para su revisión y consideración de publicación en la revista Microbiological Research, 

indexada en Scopus, Medline, Science Citation Index Expanded (SCIE), SCImago 

Journal Rank (SJR) y SNIP, con eISSN: 1618-0623. Se anexa, a continuación, la carta 

de envío. 
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Resumen:  

Las actinobacterias generan la mayoría de los productos naturales aprovechables en 

la medicina. Aquellas de origen ambiental son ampliamente estudiadas, pero poco se 

conoce sobre el potencial de producción de estos metabolitos secundarios por 

actinobacterias patógenas, como Nocardia spp. En este estudio se analizó el potencial 

de Nocardia brasiliensis como fuente de productos naturales mediante un análisis 

genómico comparativo. Se incluyeron cuatro cepas clínicas de México y 22 genomas 

de acceso público. Se realizó la identificación genómica, se estimó la composición del 

pangenoma, el genoma central y la proporción de genes ortólogos para la inferencia 

filogenómica. Se buscaron los BGCs conocidos en todos los genomas, se identificaron 

los metabolitos secundarios relacionados y los datos de la actividad biológica 

reportada. Se obtuvo el cálculo del pangenoma compuesto por 17,715 clústeres, 

donde el genoma central representó el 22.76% y el genoma diferencial el 48.17%. La 

tendencia de la curva de acumulación de genes indicó un pangenoma abierto para la 

especie. Se identificó la agrupación filogenómica de las cepas en clados de acuerdo 

con su origen geográfico y tipo de muestra. Se detectaron BGCs (PKS, NRPS, NAPAA, 

terpenos, ácido aminopolicarboxílico, híbridos y otros) que codifican para metabolitos 

secundarios con actividad antimicrobiana (ε-Poli-L-lisina, brasiliquinonas A-B), 

antitumoral (rizomidas A-C, antramicina), antioxidante (isorenierateno) y un fertilizante 

para suelos calcáreos ([S,S]-EDDS). Estos resultados resaltan la amplia diversidad 

genética presente en N. brasiliensis, reflejada en la variedad de BGCs presentes en 

su genoma, convirtiendo a la especie en potencial candidata para la síntesis y 

aprovechamiento de productos naturales.  
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8. DISCUSIÓN  

Nocardia brasiliensis es una actinobacteria patógena que afecta a hombres y mujeres 

en edad productiva, residentes o trabajadores en zonas tropicales rurales, donde el 

acceso a los servicios de salud es escaso. Las estadísticas sobre la incidencia, 

prevalencia y años vida ajustados por discapacidad se encuentran subrepresentados, 

puesto que no se cuentan con programas de vigilancia epidemiológica en la mayoría 

de los países afectados, incluyendo a México.3,94 

En este estudio, se reactivaron 65 cepas de N. brasiliensis provenientes de lesiones 

de casos clínicos de actinomicetoma en humanos, obtenidos en México entre 1944 y 

1999 y conservadas previamente a -20°C. La inspección de las cepas demostró que, 

si bien la morfología microscópica era consistente a filamentos fragmentados, la 

morfología macroscópica era variable en cuanto al patrón de crecimiento, color de las 

colonias, pigmentación difusible en el medio de cultivo y presencia de micelio aéreo. 

Estos resultados, coinciden con otros previamente reportados sobre la caracterización 

morfológica de la especie.107,108 Estos datos representan diversidad en la expresión 

genética, pero también podrían estar relacionados con la expresión de factores de 

virulencia, adaptación al huésped y diversidad genética.   

Los resultados obtenidos en la identificación genética por medio del gen 16S rRNA y 

la concatenación de los genes hsp65-16S rRNA, corroboraron que el uso del gen 

ribosomal por sí mismo es insuficiente para diferenciar a N. brasiliensis de otras 

especies estrechamente cercanas como N. vulneris y N. nova. Sin embargo, añadir 

genes constitutivos puede mejorar la certeza en la identidad. Esto coincide con lo 

reportado previamente por Kosova-Maali y col.,105 Sánchez-Herrera y col.102 y 

Carrasco y col. (103),100 donde se mostró la utilidad de los genes hsp65, sodA y gyrB 

para Nocardia spp. 

El análisis de polimorfismos en las secuencias del gen hsp65 reveló que las cepas de 

N. brasiliensis divergen entre sí, mostrando 12 haplotipos con un valor de diversidad 

nucleotídica alto para la misma especie. El valor obtenido en la prueba de Tajima, 

indica eventos de selección negativa en la población analizada. Estudios anteriores, 
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como el de Kosova-Maali y col.,105 reportó 22 haplotipos para el gen hsp65 (401pb) y 

16 para el gen 16S rRNA (569 pb) en 36 cepas clínicas originarias de Francia; mientras 

que Carrasco y col.103 reportaron 10 haplotipos para el gen 16S rRNA en 10 cepas 

provenientes de España. La diferencia en los resultados podría estar relacionada con 

el tamaño y origen de muestra. Sin embargo, demuestran la variabilidad que existe 

dentro de los genes hsp65 y 16S rRNA en la especie N. brasiliensis. Debido a esto, se 

sugiere la realización de estudios sobre la variabilidad genética de las cepas de N. 

brasiliensis de acuerdo con su distribución geográfica. 

Además, las cepas clínicas aisladas en México divergen con las cepas de referencia 

de forma importante, mostrando diferenciación entre ambas poblaciones. También, se 

encontraron 6 eventos de inserción presentes en las cepas de México, pero no en las 

cepas de referencia, los cuales pueden tener implicación en las regiones codificantes 

y los aminoácidos resultantes en el gen. Por lo tanto, las cepas mexicanas podrían 

presentar estas diferencias derivado de la adaptación a su ambiente. Estos resultados 

son los primeros en presentarse en cepas de N. brasiliensis, por lo cual se sugiere 

ampliar el análisis de divergencia poblacional a cepas provenientes de otras regiones 

geográficas.  

El análisis de la estructura poblacional con los genes hsp65-16S rRNA, mostró que las 

cepas se distribuyen en clados. Esto, sustenta el hecho de que las cepas de N. 

brasiliensis analizadas poseen suficientes variaciones a nivel intraespecie que 

permiten asignarlas en clústeres distintos. El resultado coincide con estudios 

anteriores, donde se identificó la distribución de cepas de N. brasiliensis en genotipos 

mediante secuencias de sodA-hsp65105. Por lo tanto, se refuerza la propuesta de la 

consideración de N. brasiliensis como un complejo de especies. 

El análisis filogenético con los genes hsp65-16S rRNA mostró que todas las cepas 

analizadas son más cercanas evolutivamente a las cepas tipo de N. brasiliensis, pero 

difieren entre sí al distribuirse en clados. El primer clado es más cercano a las cepas 

tipo, mientras que el último clado muestra mayor divergencia entre sí, sugiriendo que 

pueda tratarse de subespecies o genotipos que no han sido reportados anteriormente.  
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La secuenciación genómica de las cuatro cepas representativas de la colección clínica 

mexicana, permitieron obtener genomas completos de alta calidad, lo cual no solo es 

útil en este estudio, sino que cobra relevancia por estar disponibles en bases de acceso 

público para su consulta y futuros estudios de N. brasiliensis.  

Al obtener la identificación genómica de las cepas mexicanas y las de acceso público, 

se pudo distinguir que el uso de los parámetros ANI, DDH, AAI y distancia Mash en 

conjunto fue útil para diferenciar a N. brasiliensis de N. nova, N. vulneris y Nocardia 

sp. Estos resultados confirman el hecho de que la secuenciación genómica es la 

técnica ideal para obtener una identificación precisa, especialmente entre especies 

estrechamente relacionadas. Además, sugiere que los análisis genómicos son 

necesarios para poder realizar la detección de variaciones genéticas interespecie e 

intraespecie con mayor exactitud.  

El análisis del pangenoma de N. brasiliensis constituye el primer reporte de la especie. 

En este estudio se encontró que la mayoría de los genes se consideran únicos, lo cual 

indica alta variabilidad entre las cepas. Además, la curva de acumulación de genes 

mostró por primera vez una tendencia hacia el crecimiento continuo, lo cual puede 

indicar que el pangenoma de N. brasiliensis es de tipo abierto.  

El análisis filogenómico realizado con base en los ortogrupos encontrados generó un 

árbol donde se pudieron diferenciar a las cepas que fueron identificadas como N. 

vulneris, N. nova y Nocardia sp. Además, las cepas identificadas como N. brasiliensis 

se distribuyeron en cuatro principales clados, los cuales corresponden a 1) cepa de 

referencia y cepas tipo, 2) cepas clínicas aisladas en México, 3) cepas clínicas aisladas 

de Israel y 4) cepa ambiental de Estados Unidos junto a una cepa de colección 

genérica. Se sugiere ampliar el estudio de las relaciones evolutivas del grupo de N. 

brasiliensis, así como incluir cepas pertenecientes a otras regiones geográficas.  

La detección de grupos de genes biosintéticos mostró que los genomas de N. 

brasiliensis contienen genes involucrados en la biosíntesis de moléculas con potencial 

función antibiótica, protectores de membrana celular, sideróforos, antioxidantes, 

antifúngicos, antitumorales y fertilizantes de suelos. Los tres estudios genómicos de 
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N. brasiliensis reportados hasta el momento describen el hallazgo de sideróforos y 

brasiliquinonas, mientras que este estudio detectó, además, e-Poli-L-lisina, 

antramicina, terpenibactina y [S,S]-EDDS. 

Es de relevancia la detección del 100% de los genes involucrados en la codificación 

del antimicrobiano e-Poli-L-lisina; 167 el  ácido etilendiaminoisuccínico ([S,S]-EDDS) 

que participa como abono de hierro para suelos calcáreos, con la característica de ser 

biodegradable; 168 las brasiliquinonas A y B, con actividad antibiótica contra bacterias 

Gram positivas; 124 la ectoína que tiene un papel como protector de membrana celular, 

especialmente en la piel; 169 y las rizomidas A, B y C con actividad antitumoral débil 

hacia las líneas celulares MGC-803 de cáncer gástrico y MCF-7 de cáncer de mama.170 

El genoma que presentó la mayor cantidad de BGCs fue el correspondiente a la cepa 

clínica N-100, aislada en México. Estos resultados demuestran que los genomas de 

N. brasiliensis contienen clústeres de genes biosintéticos con la capacidad de codificar 

a metabolitos secundarios que poseen actividad de importancia biomédica, por lo cual 

se sugiere continuar su análisis hacia la búsqueda de la expresión de estos genes y la 

producción de los metabolitos secundarios en pruebas in vitro. 
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9. CONCLUSIONES 

A partir de los resultados obtenidos en la identificación de las 65 cepas clínicas de N. 

brasiliensis, se puede reafirmar que el uso de solo el gen universal 16S rRNA no es 

suficiente para lograr una identidad confiable a nivel especie, debido a que un 

porcentaje de similitud menor al 98% no es apto para una caracterización certera.  

Por otro lado, se encontró que la secuenciación de los genes housekeeping sodA y 

hsp65, con alta capacidad de discriminación para N. brasiliensis, permitió mejorar la 

identificación de las 44 cepas estudiadas. También se encontró que la identificación 

con los genes sodA, hsp65 y 16S rRNA es altamente similar a la obtenida con los 

genes hsp65 y 16S rRNA, significando una alternativa viable para mejorar la 

identificación de las cepas. Por lo tanto, se proponen estos dos genes como parte del 

perfil MLST para la especie. 

Los hallazgos en los haplotipos, los sitios polimórficos y la diversidad nucleotídica en 

el gen hsp65, demuestran la existencia de variabilidad genética dentro de la especie 

N. brasiliensis. Además, el valor negativo obtenido de la prueba de Tajima sugiere que 

la población estudiada se halla bajo selección negativa, presentando mutaciones 

deletéreas, y no está bajo un equilibrio neutral. 

Las diferencias detectadas por medio de polimorfismos InDel, el índice de fijación entre 

poblaciones y la distribución filogenética, indican divergencia entre las cepas clínicas 

de México y las cepas tipo. Por lo tanto, se muestra evidencia de que las cepas 

mexicanas han pasado por cambios genéticos que las diferencian de las cepas tipo. 

La inferencia poblacional y la divergencia en las relaciones evolutivas halladas en el 

análisis filogenético con los genes hsp65 y 16S rRNA, sugieren la diferenciación de las 

cepas mexicanas en cuatro clústeres.  

La identificación realizada con los genes hsp65-16S rRNA, las características 

morfológicas, los patrones de restricción en el gen 16S rRNA y la presencia de 

sistemas biosintéticos PKS y NRPS en el DNA de las cepas, permitieron elegir la 

muestra de cuatro cepas representantes para la secuenciación genómica. 
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De acuerdo con los parámetros evaluados en los análisis de calidad de las lecturas 

genómicas, se muestra que la secuenciación mediante plataformas híbridas 

(Nanopore/Illumina) es adecuada para las cepas de N. brasiliensis, resultando en 

genomas de buena calidad para realizar análisis bioinformáticos de genómica 

comparativa.  

Las secuencias genómicas de N. brasiliensis de acceso público obtenidas muestran 

que, desde el año 2012 hasta la actualidad, solo se han depositado 22 genomas, 

enfatizando la necesidad de incrementar el número de secuenciaciones y estudios 

genómicos de esta especie. A su vez, solo dos genomas han sido aislados en México, 

lo cual evidencia que es necesario ampliar la información sobre las cepas mexicanas.  

La identificación genómica con distintos parámetros (ANI, DDH, AAI y distancia Mash) 

permitió diferenciar al grupo de N. brasiliensis de dos especies estrechamente 

relacionadas como lo son N. vulneris y N. nova, lo cual indica que los análisis 

genómicos con distintos parámetros son necesarios para lograr un adecuado 

discernimiento a nivel especie. De igual forma, los resultados sugieren que es 

necesario ampliar los estudios de genómica en cepas identificadas como N. 

brasiliensis a nivel genético para detectar la diversidad de especies relacionadas, 

posibles especies nuevas o subespecies dentro de este grupo que, potencialmente, 

sería un complejo de especies.  

La composición del pangenoma indica que los genomas del grupo de estudio 

comparten un porcentaje menor de clústeres y, en cambio, el porcentaje mayor de sus 

genes se pueden considerar como únicos.  

La curva de acumulación de genes del pangenoma de N. brasiliensis muestra un 

crecimiento continuo conforme se van agregando los genomas analizados, lo cual 

sugiere que se trata de un pangenoma abierto.  

El análisis filogenómico mostró que el sitio geográfico y el origen de aislamiento de las 

cepas influye en la relación evolutiva de la especie. Se sugiere ampliar el estudio de 

las relaciones evolutivas, incluyendo estas variables.  
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Las cepas de N. brasiliensis presentaron diversidad de BGCs (PKS, NRPS, NAPAA, 

terpenos, ácido aminopolicarboxílico, ectoína, latipéptidos e híbridos) que codifican 

para metabolitos secundarios con actividad antimicrobiana (ε-Poli-L-lisina, 

brasiliquinonas A-B, Planosporicina, E-837), antitumoral (rizomidas A-C, antramicina), 

antioxidante (isorenierateno), anticoagulante (antipaina), estabilizador celular (ectoina, 

hopeno), sideróforo (heterobactina A, B, S2, terpenibactina A-C) y un fertilizante para 

suelos calcáreos ([S,S]-EDDS).  Finalmente, se demostró que las cepas de N. 

brasiliensis aisladas de actinomicetoma en México tienen potencial para producir 

moléculas de importancia biomédica aprovechables para el ser humano. 
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