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RESUMEN
Las actinobacterias generan la mayoria de los metabolitos secundarios o productos
naturales aprovechables en el area médica para la produccion de farmacos. Mientras
que Streptomyces spp. encabezan esta produccién, actinobacterias patégenas como
Nocardia spp. han demostrado tener la capacidad para producir metabolitos con
actividad biolégica, pero no se han considerado como fuente de productos naturales.
Nocardia brasiliensis es una actinobacteria patdbgena 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 publica 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 analisis gendmico comparativo. Se incluyeron 65 cepas clinicas
de N. brasiliensis de origen mexicano y se eligieron cuatro cepas para la extraccion de
DNA y secuenciacion gendmica. Se incluyeron 22 genomas de acceso publico, con un
total de 26 genomas. Se realizo la identificacion genomica, se estimd la composicion
del pangenoma, el genoma central y la proporcion de genes ortélogos para el analisis
filogendmico. Se buscaron BGCs en los genomas, se identificaron los metabolitos
secundarios relacionados y la actividad biolégica reportada. Se calculé un pangenoma
abierto, compuesto por 17,715 clusteres, el genoma central represento el 22.76% y el
genoma diferencial el 48.17% de los clusteres. Se encontr6 que las diferencias
evolutivas estaban influenciadas por el tipo de muestra y origen geografico de las
cepas. Se detectaron BGCs (PKS, NRPS, hibridos y otros) que codifican para
metabolitos secundarios con actividad antimicrobiana (e-Poli-L-lisina, brasiliquinonas
A-B), antitumoral (rizomidas A-C, antramicina), antioxidante (isorenierateno), entre
otros. Se demostré que las cepas de N. brasiliensis aisladas de actinomicetoma en

México tienen potencial para producir moléculas con actividad biomédica.



INTRODUCCION
Nocardia brasiliensis es una actinobacteria presente en el medio ambiente,
tradicionalmente conocida como patégena y uno de los agentes causales mas
comunes del actinomicetoma y la nocardiosis. Estas patologias suelen diagnosticarse
de forma tardia 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."?

En 2021, se estimd que se realizan unicamente 20 publicaciones por afo sobre estas
enfermedades y sus agentes causales y, unicamente, 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 clinicamente, 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
extraidas sustancias con actividad antibiética, antineoplasica e inmunomoduladora, sin
embargo, contindian siendo pocos los estudios referidos.* De especial relevancia es la
limitacion de estudios gendmicos que permitan detectar los clusteres de genes
biosintéticos o0 BGC que codifiquen para moléculas bioactivas que sean de relevancia

para la salud humana.

Derivado de lo anterior, este trabajo tiene como propadsito realizar un analisis genémico
comparativo de cepas de N. brasiliensis que permita detectar los clusteres de genes
biosintéticos que presentan, asi como la identificacion de las moléculas de importancia
biomédica relacionadas y su actividad. En este trabajo, se presentan inicialmente los
antecedentes de relevancia sobre la gendmica microbiana, los clusteres de genes
biosintéticos y los productos naturales microbianos, asi como los estudios previos

realizados en N. brasiliensis.



1. ANTECEDENTES

1.1 Gendmica microbiana

La gendmica microbiana es la secuenciacion de los genomas completos y su andlisis.®
Sus primeros antecedentes datan de 1995 cuando fueron publicadas las secuencias
completas de Haemophilus influenzae® y Mycoplasma genitalium,” permitiendo
conocer de ese modo la descripcion de todos los genes presentes en el DNA de ambas

bacterias.

La secuenciacion de los genomas provee de ventajas cuando se compara con la de
un solo gen o un segmento de éste; permitiendo conocer y comprender, segun los
genes presentes, su tipo de organizacion, relacion con su ambiente, patogenicidad y
su evolucion. Permite también realizar estudios de genomica comparativa entre
distintas especies o cepas de la misma especie. De forma técnica, ademas, evita la
manipulacion de las secuencias para su estudio. Los cromosomas bacterianos son, en
su gran mayoria, circulares y tienen una longitud entre 500 a 10, 000 kb, lo cual permite

que la secuenciacion completa sea posible y practica.??

Para el estudio de una especie bacteriana patégena, la secuenciacién genémica puede
aportar datos que permitan explicar las vias patdégenas, la variabilidad relacionada con
la citotoxicidad y la virulencia, permitiendo asi ampliar el panorama epidemiologico

subyacente.®

El analisis gendmico permite también la construccidén de arboles filogendmicos, los
cuales utilizan secuencias gendmicas para realizar una determinacién de las
relaciones evolutivas existentes entre diferentes especies de estudio. A diferencia de
los estudios filogenéticos, que incluyen unicamente algunos genes especificos, la

filogenomica utiliza para su estudio los genomas de las especies de interés.®

La gendmica comparativa es una técnica que se ha utilizado con mas frecuencia a
partir de la obtencion de genomas de cualquier especie, en la cual, por medio de
distintas herramientas bioinformaticas, se buscan aquellas diferencias y semejanzas

con otros genomas ya conocidos y depositados en bases de datos de acceso publico.™



Por otro lado, considerando que muchas bacterias no causan enfermedad, sino que
pueden ser aprovechadas por el ser humano por medio de la biotecnologia, los
genomas completos de las especies de interés permiten conocer las capacidades
metabdlicas o de sintesis, como la presencia de clusteres de genes biosintéticos y
productos naturales, asi como las posibles aplicaciones que éstas puedan tener y su
utilidad en la identificacion y el desarrollo de moléculas de interés biomédico, de

biorremediacion e industrial. 1213

1.2 Clusteres de genes biosintéticos y productos naturales

1.2.1 Clusteres 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 sintesis de metabolitos secundarios por medio de rutas bioquimicas
complejas.’ En una revision realizada en 2021,'* se pudo hallar que la mayoria de los
clusteres de genes biosintéticos encontrados en bacterias desde el 2017 provenian 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 clusteres de genes
biosintéticos estdan 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 interactuan con elementos

intrinsecos o del medio ambiente.'3.15

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

grupos de metabolitos secundarios, de utilidad clinica 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.6-18
1.2.3 Policétido sintasa (PKS)

Los policétidos sintasa son estructuras enzimaticas conformadas por médulos, de
estructura compleja, donde participan dominios que realizan funciones especificas en
la sintesis de los policétidos, como se observa en la Figura 1. Algunos elementos en
la via de sintesis realizada por los PKS son comparables a los realizados en la
biosintesis de acidos grasos, con la diferencia de que los PKS pueden producir

moléculas con mayor complejidad.'9-20
Los dominios catalizadores que componen a los PKS'%-22 son los siguientes:

e Dominio de aciltransferasa (AT)
e Dominio de tiolacion (T) o proteina transportadora de acilo (ACP)

e Dominio de cetosintasa (KS)
Los PKS presentan dominios accesorios, %2922 entre los cuales se encuentran:

e Dominio de tioesterasa (TE)

e Dominio de ceto-reductasa (KR)
e Dominio de deshidratasa (DH)

e Dominio de enoil-reductasa (ER)

e Dominio de metiltransferasa (MT)
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Figura 1. Estructura modular de un PKS | (Obtenido de antiSMASH?3)

Durante la produccion de policétidos, el dominio AT realiza el reconocimiento y
activacion del estrato, posteriormente la molécula en formacién sera transportada por
una ACP, que le llevara al dominio KS, donde ocurre la condensacion descarboxilativa
de Claisen y se permite la elongacion de la cadena. Este proceso se repite, mientras
el dominio AT afade 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 hidrdlisis 0 macrociclacion,
una vez que la molécula ha completado su estructura. Los dominios accesorios
realizaran modificaciones a las moléculas, derivando de ello la diversidad de productos
1922 Por sus diferencias estructurales, los PKS se subdividen en tres, PKS |, PKS Il y
PKS [11.20

Algunos de los productos naturales sintetizados por los PKS son antibidticos,
antiparasitarios, medicamentos de uso oncolégico y moduladores inmunoldgicos,?

como se muestra en la Tabla 1.



Tabla 1. Caracteristicas de los tipos de PKS

Tipo

PKS I

PKS II

PKS Il

Estructura

Organismos en los
cuales se
presentan

Especies donde se
han hallado

Metabolitos
producidos

Actividad

Referencia

Multidominios
complejos

Bacterias y hongos

Chaetomium
globosum;
Streptomyces
seoulensis

Quetoglobosina A,
Ansaseomicina Ay
B

Control de
patégenos en
agricultura;
citotéxico

Gherbawy y EI-
Dawy, 2020;%*Liu y
col., 201925

Dominios sencillos

Bacterias

Streptomyces
venezuelae;
Streptomyces
reseiscleroticus

Jadomicina hidroxi-
4AMBA;
cromomicina

Citotoxico;
antineoplasico

Robertson y col.,
2018;%6 Sun y col.,
2018%7

Solo un dominio

Plantas y bacterias

Myxococcus
xanthus;
Streptomyces
coelicolor

Alquilpirona-407
y393; germicidina

Antimicrobianos

Joachimy col,,
2019;%2 Cihak y col.,
2017%°

1.2.4 Sintetasa de péptido no ribosomal (NRPS)

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

por médulos, en los cuales se llevan a cabo distintas reacciones quimicas, como la

modificacion de carboxilos y aminoacidos. Los mdédulos que componen a los NRPS

pueden diferir en su numero y estructura, segun el metabolito que producen. Cada

modulo contiene, al menos, dominios de adenilacion y tiolacion. 1921 Existen dominios

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

Figura 2.




Los dominios catalizadores que componen los NRPS'%2" son los siguientes:

e Dominio de adenilacién (A): Encargada de la seleccion, reconocimiento y
activacion del sustrato o aminoacido. La seleccion del sustrato es altamente
especifica y puede ser de ayuda al momento de realizar la prediccion de
productos.

e Dominio de tiolacién (T) o proteina transportadora de péptidos (PCP): Realiza
el transporte de los péptidos y de las proteinas.

e Dominio de condensacion (C): Realiza los enlaces peptidicos de carbono-
nitrégeno, permitiendo la elongacién de la molécula. La determinacion del tipo
de dominio de condensacion, especifico para distintos aminoacidos, es de

utilidad para la prediccion de los productos.
Algunos de los médulos accesorios dentro de los NRPS'?2" se enlistan a continuacion.

e Dominio de tioesterasa (TE): Realiza la liberacién del producto final por medio
de hidrdlisis o ciclacion.
e Dominio de epimerizacion (E)

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 médulos accesorios que
contenga en su estructura, principalmente.?! La formacion de los péptidos se lleva a
cabo en un proceso en el cual ocurre el reconocimiento y activacion del aminoacido en
el dominio A, la condensacién subsecuente en el médulo C que prolonga la cadena
peptidica, mientras ésta se mantiene unida a los PCP. El proceso se repetira hasta

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

NRPS | y NRPS 11.8%3" Dentro de los metabolitos secundarios que pueden ser

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

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

ayudando al transporte, almacenamiento y competicion por el elemento),’® como se

muestra en la Tabla 2.

Tabla 2. Caracteristicas de los tipos de NRPS

Tipo

NRPS |

NRPS I

Estructura involucrada en
el ensamblaje de la
molécula

Tipo de ensamblaje

Especies donde se han
hallado

Metabolitos producidos

Actividad

Referencia

Megaenzimas

Incorporacién de un
aminoacido en cada modulo
de manera secuencial

Kroppenstedtia sanguinis

Sideroéforos; macrolidos

No determinada;
antimicrobiano

Arthur y col., 2019;32
Zin y col., 20203

Proteinas de transporte

Incorporacion de los
aminoacidos en dominios
coordinados en cada
dominio, transportados por
proteinas.

Streptomyces
griseovariabilis;
Pseudomonas syringae

Ecinomicina/Quinomicina A;
Coronatina

Antimicrobiano;
antineoplasico

Yang y col., 2019;3* Kim y
col., 20193%
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1.2.5 Métodos de deteccidon de clusteres de genes biosintéticos en bacterias

Las herramientas bioinformaticas son utilizadas como métodos de deteccion de
clusteres de genes biosintéticos en secuencias de nucleétidos o aminoacidos
provenientes de bacterias. Su deteccién se basa en la identificacion de dominios
proteicos especificos, algoritmos de identificacion de genes y la determinacion de las
rutas biosintéticas.’2'3¢ Su continuo desarrollo ha hecho posible predecir los
metabolitos secundarios relacionados con los clusteres de genes biosintéticos
encontrados y su potencial actividad, asi como realizar la comparacion 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 biotecnologia

pueden ser activados.'315
Algunas de estas herramientas bioinformaticas se enlistan a continuacion.

e antiSMASH: Plataforma que realiza la identificacion de clusteres de genes
biosintéticos en secuencias genémicas y los compara en valor porcentual con
los metabolitos secundarios que han sido publicados anteriormente.?3

e Natural Product Domain Seeker (NaPDoS2): Plataforma que realiza la
identificacion de PKSs y NRPSs en secuencias genéticas, gendmicas o
metagendmicas. Utiliza una clasificacion basada en filogenia para las
predicciones de estos genes.?’

e Minimum Information about a Biosynthetic Gene cluster (MIBiG): Plataforma que
permite realizar estudios comparativos de clusteres de genes biosintéticos y sus
moléculas relacionadas.3®

e PRISM: Software que permite la identificacion de clusteres de genes
biosintéticos y sus posibles estructuras resultantes a partir de secuencias
genéticas.39

e The Integrated Microbial Genomes Atlas of Biosynthetic gene Clusters (IMG-
ABC): Base de datos que contiene la informacion de mas de 400,000 clusteres

de genes biosintéticos y sus metabolitos secundarios.*°
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BAGEL4: Plataforma que permite la identificacion de bacteriocinas y RiPPs a
partir de secuencias genémicas y metagenémicas.*’

The Natural Products Atlas (npatlas): Base de datos que incluye productos
naturales derivados de bacterias, hongos y cianobacterias.*?

Non-Ribosomal Polyketide Synthase PURIfied (NRPPUR): Base de datos que
contiene informacion sobre sistemas NPRS y PKS, permitiendo su identificacion
en genomas por medio del programa rpsBlast.*3

Natural Product Activity and Species Source database (NPASS): Base de datos
que proporciona la informacion acerca de la estructura, actividad y especies
productoras de distintos productos naturales.*4

Antibiotic Resistant Target Seeker (ARTS): Plataforma que permite la deteccién
de metabolitos secundarios relacionados a compuestos antibiéticos a partir de
genomas, asi como de elementos relacionados con la resistencia
antimicrobiana.*®

Biosynthetic Gene Similarity Clustering and Prospecting Engine (BiGSCAPE):
Software que realiza agrupaciones de familias de clusteres de genes
biosintéticos a partir de sus similitudes.*6

InterPro: Plataforma que realiza analisis de la estructura y los dominios de las
proteinas a partir de secuencias de animoacidos, ademas de su clasificacion.*’
UniProt Knowledgebase (UniProtKB): Plataforma que permite realizar el analisis
de estructuras proteicas, descripcion y clasificacion taxondmica a partir de
secuencias de animoacidos.*8

BLASTP: Plataforma que permite realizar la identificacion y comparacion de

secuencias de aminoacidos con las proteinas de la base de datos de NCBI.4°

La identificacion de productos naturales conlleva un largo proceso de investigacion que

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

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

experimentacion. 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 publicas o de la extraccion y analisis de DNA realizados previamente.
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Posteriormente se inicia la deteccidn de los clusteres de genes biosintéticos por medio
de los softwares bioinformaticos especializados, se determina la prediccidon los
productos y su funcién, y se compara con los presentes en otras bacterias. Los
ensayos in vitro engloban el aislamiento, la caracterizacién e identificacion de las
propiedades quimicas de la molécula de interés, para finalmente realizar la

determinacion de la bioactividad.?'-36

Algunas limitantes en la deteccion de clusteres de genes biosintéticos son la
disponibilidad limitada de genomas bacterianos, hallandose pocos en las bases de
datos publicas, ademas de los costos, la complejidad y la especializacion requerida
para la obtencién y analisis de estas secuencias.'®® La blusqueda de productos
naturales en especies microbianas requiere de un largo trabajo interdisciplinar de

especializacién en microbiologia, quimica, gendmica, filogendémica y bioinformatica.>’
1.2.6 Analisis gendmico para la deteccion de clusteres de genes biosintéticos

El analisis de genomas y la gendmica comparativa, permiten obtener predicciones de
los clusteres de genes biosintéticos presentes en una especie bacteriana y de los
metabolitos secundarios que pueden ser producidos por estos genes. Actualmente, la
mayoria de los estudios de deteccion de clusteres de genes biosintéticos se realizan
en actinobacterias, por su conocido potencial biotecnolédgico, pero también se han
realizado en especies patdogenas, en especies del medio ambiente de distintas

regiones, incluyendo aquellas con condiciones extremas, y en especies nuevas.5?°

Mientras que las técnicas para la extraccidon del DNA y la secuenciacién para la
obtencion de las secuencias del genoma pueden variar, muchos de los estudios
utilizan, para la deteccion de clusteres de genes biosintéticos y prediccion de
metabolitos secundarios, herramientas bioinformaticas en comun, como lo son
antiSMASH, BiGSCAPE, MiBIG y BAGEL.5-%°

Los clusteres de genes biosintéticos mas comunmente detectados son los PKS y
NRPS, sin embargo, las plataformas bioinformaticas permiten hallar sistemas hibridos,
sideréforos, betalactonas y terpenos conforme presentan mas datos. La prediccion

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

humanos o de plantas.5%-%°

Mientras algunos de los estudios gendmicos con busqueda de clusteres de genes
biosintéticos se realizan en muestras de suelos con la finalidad de identificar especies
bacterianas ambientales conocidas o describir especies nuevas,®?5356-59 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 biosintesis.>*%® Otras comparaciones se han reportado entre genomas de la misma
especie, permitiendo detectar mutaciones que tienen implicaciones en la produccién
de metabolitos secundarios.®” Algunos de estos estudios gendmicos realizados en
2022 incluyeron a Streptomyces sp.,% Streptomyces spectabilis,>® Photobacterium
sp.,>* Lysobacter enzymogenes,®® Corallococcus soli,®® Streptomyces rapamycinicus,®’
Acinetobacter baumannii®® y Anoxybacillus flavithermus®® como se resume en la Tabla
3.

Ademas, al realizar analisis en busqueda de clusteres 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 clusteres de genes biosintéticos y sus posibles metabolitos

secundarios.'®
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Tabla 3. Estudios gendmicos comparativos realizados durante 2022

Especies Clusteres de Metabolitos Herramientas
bacterianas genes secundarios Actividad bioinformaticas Referencia
estudiadas biosintéticos utilizadas
NRPS, PKS,
hibridos, , - Antibacteriano y , Ashraf y col.,
Streptomyces sp. sidersforos, Meridamicina antifingico antiSMASH 202252
péptidos
Streptomyces L ,
spectabilis, NRPS, PKS, Espectinabilina, = A inomatodo  antiSMASH Yiy col,
hibridos, terpenos estreptorubina B 2022
Streptomyces sp.
NRPS, hibridos,
betalactonas, Cianobactina,
Photobacterium  butirolactonas, Lipopolisacaridos, . : . Lau y col.,
sp. cianobactinas,  Ectoina, Antimicrobiano - antiSMASH 20225
ectoina, tipo-RiPP, Aerobactina
sideroforos
NRPS,
Lysobacter lantipeptidos, Xanthomonadin 1 o . Xuy col.,
enzymogenes arilpolienos, tipo-  lankacidina C Antibiotico antiSMASH 2022%
RiPP
Carotenoide, .
Corallococcus  NRPS, PKS, Mixochelina A y o antiSMASH,  gapadiy col.,
, 0 : Antibidtico BiGSCAPE, 56
soli hibridos, terpenos B, Geosina, MiBIG. Pfam 2022
Rizomida A, B, C ’
Antifungico,
Streptom_yges Hibridos Rapamicina antitumoral, antiSMASH Joy 2?"’
rapamycinicus ; 2022
inmunosupresor
NRPS, Acinetobactina
Acinetobacter sideroéforos, ! . ’ Antibiético y . Pooalai y col.,
. acinetoferrina, P antiSMASH 58
baumannii betalactonas, - L antifungico 2022
o fengicina, tirosina
arilpolieno
Mecanismos de
. adaptacion en .
Anoxybacillus PKS, NRPS, Amilopululanasa, ambientes antiSMASH, Schultz y col.,
flavithermus betalactonas, pululanasa, hostiles. Posible SACEL4-0, - 55050
RiPPs a-amilasa ' PHASTER

uso en
astrobiologia.
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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 fermentacion 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 antrax y, en el siglo XX, el inicio

de la produccion de antibiéticos.®°

Contemporaneamente, se conocen diversas aplicaciones biotecnoldgicas de los
microorganismos, refiriéndose especificamente a las bacterias, se puede afirmar que
su utilidad es conocida en el area alimenticia, la agroindustria, la industria quimica,

busqueda de biocombustibles, la remediacién ambiental y tecnologia médica.'?18.60

Dentro de las utilidades de las bacterias en la tecnologia médica, se sabe que pueden
participar en la produccién de antibidticos, antifungicos, antivirales, antiparasitarios,
antineoplasicos, inmunomoduladores, medicamentos de uso en patologias
neuroldgicas, cardiovasculares, Diabetes Mellitus, esclerosis multiple, glaucoma,
ademas de la produccion de vacunas y el control biolégico de enfermedades causadas
por vector.8%61 Segun la revision actualizada en 2020 de Newman y Gordon®2 sobre la
fuente de nuevos farmacos desde 1981 a 2019, al menos el 45% de los farmacos
aprobados durante ese periodo son productos naturales, derivados o con estructuras
iguales a los de éstos, mientras que sélo el 25% fueron totalmente sintéticos. En cuanto
a los agentes antibacterianos, excluyendo a las vacunas y bioldgicos, el 70.63% son
originados a partir de productos naturales o derivados de éstos, mientras que solo el
28.5% fueron completamente sintéticos. Lo cual confirma que la mayoria de los

antibioticos disponibles en la actualidad son derivados de productos naturales.6263

Hoy en dia, es bien conocido el problema mundial de resistencia a los antimicrobianos,
el cual se ha ido agudizando en los ultimos afios. En 2015, la Organizacién Mundial de
la Salud (OMS) publicé un plan de accion mundial ante la resistencia microbiana,
catalogandola como una amenaza a la salud publica mundial.®* Causas de este

problema incluyen la prescripcién indiscriminada de antibiéticos 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
antibidticos como suplementos agricolas profilacticos por parte de la industria. Estos
factores conllevan a la existencia de infecciones de dificil manejo, con complicaciones
y tasas altas de mortalidad.?35 Una revision sistematica de casos de 204 paises en
2019 estimé 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.®®

Una de las estrategias para contrarrestar este problema mundial es la regulacion de la
prescripcion y distribucion de antibidticos. No obstante, es innegable que, en la
actualidad y a futuro, nuevos antibiéticos que puedan ser eficaces contra las bacterias
que presentan multirresistencia seran requeridos.?262 Una de las estrategias
publicadas por la OMS,% es mantener la prioridad en el desarrollo de nuevos
antimicrobianos como una respuesta a largo plazo. Por lo tanto, la produccion de
nuevos antimicrobianos derivados de productos naturales es una estrategia
fundamental ante el creciente aumento de microorganismos multirresistentes, razén
por la cual el analisis y la detecciéon de nuevas fuentes de compuestos con actividad

antimicrobiana es requerida.t'6°
1.2.8 Principales bacterias portadoras de clusteres de genes biosintéticos

A partir del descubrimiento de la estreptomicina en 1947 derivada de Streptomyces
griseus, la deteccion de productos naturales y derivados de utilidad en la biomedicina
ha ido incrementando en las Ultimas décadas.'*'567 Algunos de los compuestos

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

Histéricamente los microorganismos que producen una mayor cantidad de metabolitos
secundarios son las actinobacterias y, entre éstas, es el género Streptomyces el mas
representativo y del que derivan la mayoria de los medicamentos antimicrobianos
aprobados por la Administracion de Alimentos y Medicamentos de los Estados Unidos
(FDA, por sus siglas en inglés).?":5" Ademas, 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.'® Sin embargo, se ha encontrado que

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

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

caso de Nocardia brasiliensis.%8

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

bacterias en los ultimos 5 afos

. Tipo de .
swclait:r?:::i?) metabolito Actividad Bag:;ar;ande Referencia
secundario g
Acido esclérico NRP A_nhbmtpo_, Strepton_?yces Alberti y6go|.,
antineoplasico sclerotialus 2019
Acetato de etilo Dinéntidos
del extracto crudo cicliioz entre  Antineoplasico Streptomyces s Tany col,
de MUM256 o P ptomyces sp. 201970
(MUM256 EA)
Acetato de etilo
del extracto Polioles Antineoplasico ngg 1;2)77;).; cees Dh?nzgir;a71y
MCCB 248 col.,
Acetato de etilo .
del extracto Csourggreljcci)adse Antineoplasico  Streptomyces sp. Dazr(; 1y832|.,
OA293 (SEA4)
. . : : I Actinoallomurus Inahashiy
Actinoalolidos Macrolido Antiparasitario fulvus col., 201873
L Citotoéxico en
Agt'mll_f'?\la_:c’ef’l_lz’ Alcaloides de células Streptomvees s Zhang y col.,
y R, N-acely antimicina transformadas ptomy P- 201774
deformilantimicina,
por VPH
. o . o Streptomyces Dengy
Avermectina Policétido (PK) Antiparasitario avermitilis col., 201775
Cosmomicina Policétido (PK) Antineoplasico  Streptomyces sp. C(I)_Iarzc())q 7y76
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Tipo de

swclait:::::i?) metabolito Actividad Ba::?r;ande Referencia
secundario 9
Estreptoseomicina  Macrolactona Antibidtico Streptomy ces Zhang y77
seoulensis col., 2018
Exopolisacarido Exopolisacarido  Antineonlsico Bacillus Ibrahim y col.,
BAEPS P P amyloliquefaciens 202078
Extracto de la Complejo de , .~ Streptomyces Faramarziany
cepa tanci Antineoplasico levi | 201879
ABRIINW111 sustancias evis col., 2018
Extracto de la Complejo de : . Streptomyces Valipour y col.,
cepa . Antineoplasico . 80
ABRIINWA111 sustancias levis 2018
Extracto de la , . , . Micromonospora 81
cepa HM134 Diterpenoide Antineoplasico zhangzhouensis Fuy col., 2020
. . . O Pseudomonas Jahanshah y
Gacamida A Lipopéptido Antibidtico fluorescens col., 201982
Molécula
microbiana o .. . Faecalibacterium Breynery col.,
antiinflamatoria Péptido Antiinflamatorio prausnitzii 201783
(MAM)
Neoantimicina F o , .- Streptomyces , 84
(NAT-F) Depsipéptido  Antineoplasico conglobatus Liu y col., 2019
, : . Lactobacillus 85
p8 Proteina Antineoplasico Thamnosus Any col., 2019
Propionato de : : . . . Kimy
sodio (SP) Propionato Antineoplasico Microbiota col., 20198
o . Complejo de : - Pseudomonas Huang y col.,
Siringolina policétidos Antineoplasico syringae 201887
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1.3 Nocardia brasiliensis

Nocardia brasiliensis es una actinobacteria, perteneciente al género Nocardia, familia
Nocardiaceae del orden Actinomycetales.®® Fue reportada por primera vez en 1909%°
y descrita en 1959.% Es una bacteria aerobia, Gram positiva y acido-alcohol resistente
que suele encontrarse en el suelo, agua y materia organica en descomposicion.
Muestra un patron de crecimiento comun entre las actinobacterias, caracterizado por
formacion de micelios ramificados que se fragmentan en cocos y bacilos conforme se

van alargando.®'9?

Las colonias son acuminadas, elevadas y rugosas, de tonalidades diversas de
amarillo, naranja y café. Ademas, forman micelio aéreo, que al estar presente tiene
una apariencia blanquecina sobre la superficie de la colonia. Metaboliza caseina y
tirosina, produce acidos 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 acido micolico en la pared celular.®'-92

Existen pocas secuenciaciones genomicas de N. brasiliensis. Las secuencias mas
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.®

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.®* Sin embargo, su importancia no radica
unicamente en las patologias, sino que en los ultimos afos se ha estudiado su
potencial como especie productora de metabolitos secundarios que puedan

representar un beneficio a la humanidad.®
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1.3.1 Métodos de identificacién de Nocardia brasiliensis
El estandar de oro para la identificacion molecular de N. brasiliensis es el gen 16S
rRNA, utilizado en bacterias desde 1993 hasta la actualidad.®®> Sin embargo, se ha
encontrado que el gen ribosomal contiene alta semejanza entre distintas especies del
género Nocardia, ademas de multiples copias dentro del genoma lo cual hace que el

uso de este gen sea insuficiente para realizar una identificacion certera.%.%7

Como alternativa, se ha realizado la identificacién mediante Tipificacion 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.®®% Algunos de los genes utilizados con este
proposito han sido la superéxido dismutasa A (sodA), la proteina de choque térmico
65 (hsp65), la fraccion 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 comparacion al gen 16S rRNA y una alta capacidad de discriminacion entre las

especies del género Nocardia. %0106
1.3.2 Variabilidad fenotipica y genotipica intraespecie

Las descripciones morfolégicas de la especie han mostrado variabilidad en cuanto a
las caracteristicas macroscopicas, como el patrén de crecimiento, el color de las
colonias y la pigmentacion difusible en el medio de cultivo.'”1%8 Analisis en cuanto al
perfil de susceptibilidad de antibiéticos en cepas de origen clinico, han mostrado
variaciones en la susceptibilidad de las cepas a moxifloxacino, minociclina, ceftriaxona,

doxiciclina e imipenem. 105109110

Ademas, se ha detectado variaciones genéticas mediante la deteccién de
polimorfismos y haplotipos en los genes 16S rRNA,""" gyrB,%0 hsp65'% y sodA'%?. 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 sindrome anatomo-clinico que ha sido catalogado por la OMS como una
enfermedad tropical desatendida (ETD),"'? ocasionada por actinobacterias, siendo N.
brasiliensis el agente causal mas comun en América Latina y el Caribe.®* La via de

acceso mas comun es la piel, a través de heridas expuestas.'"?

Se caracteriza por la presencia de lesiones nodulares y granulomatosas subcutaneas
indoloras, de crecimiento progresivo, con presencia de exudado serohematico desde
donde se aisla al patdgeno en forma de granos. Las regiones corporales comunmente
afectadas son miembro inferior, miembro superior y tronco.''?> Puede presentar
extensién a érganos distantes y causa deformidad e incapacidad segun las zonas

afectadas.'4

El actinomicetoma se presenta en las regiones tropicales, siendo México, Brasil,
Venezuela, Sudan, Nigeria y la India los paises que presentan mas casos. Es una
enfermedad que afecta a las zonas marginadas con escaso acceso a los servicios
basicos de salud y vivienda, ademas de que no existe ningun programa de control a
nivel mundial, con excepcion de Sudan.®*'12 Todas estas caracteristicas, hacen del

actinomicetoma una enfermedad poco estudiada y atendida.

El tratamiento se realiza con largos esquemas de antibioticos que incluyen cuatro a
ocho ciclos de trimetoprim-sulfametoxazol 8/40 mg/kg/12h, amoxicilina con acido
clavulanico 500/125 mg cada 8 horas, amikacina 15mg/kg/24h e imipenem 1500mg
via IV durante 3 a 5 semanas.'’®'"5 En ocasiones, es necesaria la realizacion de

amputaciones segun la extension de la region afectada.’'®
1.3.3.2 Nocardiosis

Se trata de una enfermedad infecciosa ocasionada por distintas especies de Nocardia,
siendo N. brasiliensis la mas frecuentemente aislada. La via de entrada del patégeno,
que puede ser a través de la piel o por inhalacion, determina las manifestaciones

clinicas, pudiendo presentarse como infeccion cutanea, pulmonar o sistémica.
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Ocasiona lesiones nodulares, inflamatorias, eritematosas, que pueden ser dolorosas y
presentar exudado seroso, segun el sitio de presentacion. Se acompana de
crecimiento linfatico doloroso. Pueden presentarse sintomas pulmonares o de sistema
nervioso central, si se ubican en esas estructuras. Las regiones corporales donde es

mas comun encontrar la enfermedad es el pulmon, piel y cerebro.%1.92.117

La nocardiosis se relaciona frecuentemente con pacientes inmunocomprometidos,
aunque también pueden hallarse casos en individuos aparentemente sanos. No existe
un grupo etario mas afectado, asi como tampoco se ha registrado una region
geografica de predominio. Es mas comun en hombres que en mujeres, en una

proporcion de 2:1.91.92

El tratamiento para la enfermedad dependera del agente causal, el cual puede aislarse
de las lesiones, ademas del antibiograma individualizado. Comunmente, se prescribe
trimetoprim-sulfametoxazol 160/800 mg con doble toma cada 8 horas por 2 a 6 meses.
Amoxicilina con acido clavulanico 875/125 mg cada 12 horas y ciprofloxacino 500 mg
cada 12 horas pueden acompafar el esquema antibiético. El tratamiento quirdrgico

puede ser requerido segun la extension de las lesiones.%117
1.3.4 Potencial biotecnoldgico

A pesar de tratarse de una especie patdgena, se han aislado diversos productos
naturales a partir de cepas de N. brasiliensis.* Durante 1990 y 2005, se reportaron
analisis quimicos a partir de la fermentacion 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 reporté diversidad en cuanto a la actividad biologica
de estas moléculas, incluyendo antibacterianos, antifungicos, antineoplasicos e

inmunomoduladores* (Tabla 5).

Con el advenimiento de la biologia molecular y, mas tarde, la secuenciacion genémica,
seria esperado encontrar estudios nuevos que retomaran a N. brasiliensis como
productora de metabolitos secundarios de importancia, asi 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 patdgeno, a pesar de la evidencia de su

potencial biotecnoldgico.

Los estudios en los cuales se han realizado analisis gendmicos y busqueda selectiva
de clusteres de genes biosintéticos han sido realizados tanto en cepas de origen clinico
como en las secuencias gendmicas disponibles en el sitio Genomes de NBCI,
derivando de ello que se cuente en la actualidad con nueve secuencias gendmicas

accesibles.68.93.118

Al realizar los analisis gendmicos en busqueda de clusteres de genes biosintéticos, las
herramientas bioinformaticas mas comunmente utilizadas han sido antiSMASH,
InterPro, MIBIG, UniProtKB y BLASTP, mientras que los clusteres de genes
biosintéticos buscados han sido PKS I, PKS Il, NRPS y betalactona. A partir de estos
analisis, ha sido posible detectar en N. brasiliensis una cantidad de clusteres de genes
biosintéticos similar a Streptomyces sp., aunque sin determinacion especifica de
prediccion de productos; también se han caracterizado los clusteres de genes
responsables de la codificacion de brasiliquinona B y nocardiolactona (Tabla 6).
También se describié que N. brasiliensis presenta variabilidad en cuanto a los clusteres
de genes encontrados entre las tres distintas cepas estudiadas, lo cual indicaria que

estudios en muestras mas grandes serian requeridas 893118

Realizar analisis nuevos de gendmica comparativa con busqueda de sistemas
biosinteticos en N. brasiliensis, ampliando los parametros a una mayor diversidad de
clusteres e identificando los metabolitos secundarios relacionados, generaria
informacién actual acerca del potencial de produccion de moléculas de interés en la

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

: Actividad Cepas de N. brasiliensis .

Molécula . i . Referencia

biolégica analizadas
SF2457 Antibacteriano SF2457 Itoh y col., 1992°
SO-75R1 Antibacteriano IFM 075 Ishibashi y col., 199220
PC-766B Antibacteriano SC-4710, aislada de Kiyoshi y col., 19932

suelo
IFM 0075,

M-3, M-4, M-13-1

Antibacteriano

IFM 0075-13-1 (mutacién)

Maeda y col., 199422

Antibacteriano,

Brasilinolida A inmunomodulador IFM 0406 Tanaka y col., 199723

Brasiliquinonas A-C Antibacteriano IFM 0089 Nemoto y col., 1997124
Brasilidina A Antineoplasico IFM 0089 Kobayashi y col., 1997'2°

Notramicina Antibacteriano MJ896-43F17 Momose y col., 199826

Nocarasinas A-C,

Antineoplasico,

brasiliquinona D antibacteriano IFM 0667 Tsuday col., 1999
Brasilicardina A Inmunosupresor, IFM 0406 Komaki y col., 1999128
antineoplasico

Nocardiolactona Antibacteriano IFM 0406 Mikami y col., 1999'%°
Eritromicina Antibacteriano IFM 0466 Mikami y col., 199930
Brasilinolida B Antifungico IFM 0466 Mikami y col., 20003
Brasilicardinas B-D Inmunosupresor IFM 0406 Komatsu y col., 200432
Brasilibactina A Antineoplasico IFM 0995 Tsuda y col., 2005
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Tabla 6. Clusteres de genes biosintéticos detectados en secuencias genémicas de

cepas de Nocardia brasiliensis

Clusteres de genes

Cepas analizadas PP Pais Referencia
biosintéticos
detectados
N. brasiliensis NBRC 14402T,

PKS I, NRPS e hibridos Komaki y col.

N. brasiliensis IFM 10847 y Japon

(NRPS/PKS) 2014658
N. brasiliensis HUJEG-1.
N. brasiliensis AUSMDU00024985,
N. brasiliensis ATCC 700358, . .

o Australiay  Herisse y col.

N. brasiliensis AUSMDU00024985, PKS Il (genes brq) _

Alemania 202093
N. brasiliensis IFM 10847,
N. brasiliensis NBRC 14402
. Estados ,
Cepas patégenas de B-lactona sintetasa Unid Robinson y

nidos

N. brasiliensis no especificadas (cluster nitABCD) .y col. 202018
Australia
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2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Nocardia brasiliensis es una actinobacteria de relevancia clinica y epidemiolégica,
causante de patologias como el actinomicetoma y la nocardiosis.''® El actinomicetoma
se declaré una enfermedad tropical desatendida (ETD) por la OMS en 2016."12
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 mas comun

del actinomicetoma en México y en el resto de América Latina.%*134

N. brasiliensis fue descubierta en 1909 y, desde entonces, se ha reconocido su
importancia como patégeno, 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.®%°0 Actualmente,

solo se cuentan con 22 secuencias gendmicas de acceso publico.'3®

Mediante los analisis genomicos, se ha logrado saber que N. brasiliensis presenta
clusteres de genes biosintéticos (BGCs) en cantidad equiparable a Streptomyces spp.,
actinobacterias de referencia en la produccion de metabolitos secundarios
aprovechables.*%811® Sin embargo, solo se han reportado tres estudios de esta indole

y no se han incluido cepas clinicas de México.

El limitado analisis de N. brasiliensis como potencial productor de metabolitos
secundarios de importancia biomédica, restringe la aplicacién de esta actinobacteria
en la produccion de farmacos como antibidticos, antiparasitarios, antifungicos,
antineoplasicos e inmunomoduladores, de utilidad para el ser humano.6267 Por lo
cual, el aprovechamiento en el area biomédica con impacto en la salud humana, de
moléculas bioactivas derivadas de N. brasiliensis puede ser el resultado de la
deteccidén de clusteres de genes biosintéticos y la identificacidon de los metabolitos
secundarios relacionados.* Por lo tanto, surge la siguiente pregunta de investigacion
¢Las cepas de Nocardia brasiliensis aisladas de actinomicetoma en México tienen
potencial productor de moléculas de importancia biomédica detectado por medio de

analisis gendmico comparativo?
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3. JUSTIFICACION

Las actinobacterias son microorganismos ambientales, ocasionalmente patégenos,
reconocidas por su potencial de produccion de moléculas de importancia en la
biomedicina, biorremediacion, industria agricola y alimentaria.’* Su relevancia en la
biomedicina se conocio a partir de 1947, cuando se extrajo la estreptomicina a partir
de una especie del género Streptomyces.’ En la actualidad, la mayoria de los
antimicrobianos aprobados por la Administracion de Alimentos y Medicamentos de los
Estados Unidos (FDA, por sus siglas en inglés) son derivados del mismo género.6?
Mientras la mayor parte de las actinobacterias existen en el medio ambiente, algunas
otras son patdgenas en el ser humano, como diversas especies del género

Nocardia.?15

Entre las especies patdégenas del género Nocardia, sobresale Nocardia brasiliensis, el
principal agente etiologico de enfermedades como el actinomicetoma y la nocardiosis
en las regiones de América Latina y el Caribe.®* No obstante, aunque se conoce el
papel patogénico de N. brasiliensis, pocos estudios se han enfocado a la busqueda de

su potencial biotecnoldgico.

Detectar e identificar moléculas de importancia biomédica a partir de genomas
bacterianos es fundamental para el desarrollo de farmacos novedosos, siendo los
microorganismos la fuente de al menos el 45% de los medicamentos aprobados entre
1981 y 2019, entre los que se incluyen antibidticos, antifungicos, antivirales,
antiparasitarios, antineoplasicos, inmunomoduladores, medicamentos de uso en
patologias neuroldgicas y cardiovasculares.?283 La produccion de estos medicamentos
nuevos es, ademas, un punto clave para la respuesta ante problemas de salud
globales como lo son la resistencia antimicrobiana, la cual es causante de infecciones
de dificil manejo, que suelen presentar complicaciones y llevar a la muerte.® En 2019,
se estimd que la resistencia antimicrobiana fue causante de 4.95 millones de muertes

a nivel mundial.®®

30



Realizar estudios enfocados en identificar el potencial de produccion de metabolitos
secundarios de importancia biomédica, por medio de la deteccién de clusteres de
genes biosintéticos, en especies poco estudiadas como N. brasiliensis, puede aportar
conocimientos nuevos sobre esta actinobacteria que sean aprovechables en el area

médica e impacten en la biomedicina y la salud humana.

La trascendencia e importancia de detectar clusteres de genes biosintéticos en cepas
de N. brasiliensis e identificar los metabolitos secundarios relacionados que tengan
una potencial aplicacion biomédica, por medio de un analisis gendémico comparativo,
permitira que el potencial biotecnologico de esta actinobacteria poco estudiada sea

aprovechable para la salud humana.
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4. HIPOTESIS

Hipoétesis de investigacion

Las cepas de Nocardia brasiliensis aisladas de actinomicetoma en México tienen

potencial productor de moléculas de importancia biomédica.

Hipoétesis 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 analisis gendmico

comparativo.

Objetivos especificos

1.

Reactivar cepas clinicas de N. brasiliensis para obtener DNA y los productos de
la amplificacion de los genes hsp65y 16S rRNA.

Analizar mediante programas y plataformas bioinformaticas las secuencias de
los genes hsp65-16S rRNA para asignar la identidad genética de las cepas.
Detectar los polimorfismos genéticos e inferir la estructura poblacional de N.
brasiliensis mediante el analisis bioinformatico de los genes hsp65y 16S rRNA.
Obtener las secuencias genémicas de cuatro cepas de N. brasiliensis mediante
la extraccidon y secuenciacion de DNA de alto peso molecular.

Comparar los genomas de N. brasiliensis mediante los analisis bioinformaticos
para la identificacion gendmica, la identificacion de genes ortologos, la
estimacion de la composicion del pangenoma y el genoma central y la inferencia
filogendmica.

Identificar los BGCs y los metabolitos secundarios con potencial actividad
biomédica relacionados a partir del analisis gendmico comparativo de todas las

cepas de estudio.
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1 Diseio del estudio

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

6.2 Universo
65 cepas de Nocardia brasiliensis obtenidas de casos clinicos de actinomicetoma en

humanos.

6.3 Muestra
4 cepas de Nocardia brasiliensis obtenidas de casos clinicos de actinomicetoma en

humanos.

6.4 Criterios de inclusion, exclusién y eliminacién

Criterios de inclusién

e Cepas que pertenezcan a la coleccion de actinobacterias aisladas de casos clinicos
de actinomicetoma.

e Cepas de actinobacterias que sean identificadas como Nocardia brasiliensis por
medio de los genes hsp65y 16S rRNA.

e Cepas que presenten variabilidad en las caracteristicas morfolégicas

macroscopicas.

Criterios de exclusion

e Cepas de las cuales no se cuente con material biolégico para su reactivacion.

Criterios de eliminacion

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

adecuadamente.

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

secuenciacion genomica.
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6.5 Variables

Cuadro de operacionalizacion de variables

Definicién
Variable Tipo de Escala Eje Ané!isis
variable medicién | estadistico
Conceptual Operativa
Secuencia total de ADN que
ADN total presente | poseen las cepas aisladas de
Genoma de | en la especie casos clinicos de Distribucion
Independiente | Nocardia bacteriana actinomicetoma en humanos e | Cualitativa | Nominal de
brasiliensis | Nocardia identificadas por medio de los frecuencias
brasiliensis genes hsp65y 16S rRNA

como Nocardia brasiliensis

Capacidad de produccién de
Potencial ant@microt’)ie}nos,
productor Virtud de poseer la gntlneoplasmos © .

. inmunomoduladores a partir de e .
de capacidad de metabolitos secundarios Nominal Distribucion
Dependiente | moléculas producir moléculas e . Cualitativa NP de

de con aplicacion en COd'f'Caqos. pqr_clusteres de dicotomica frecuencias
importancia | biomedicina genes biosintéticos NRPS |,
biomédica NRPS Il, PKS |, PKS I, PKS

Ill, betalactonas, sideroforos,
terpenos, péptidos e hibridos.
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6.6 Procedimiento

6.6.1 Cepas de estudio
Se trata de una coleccién de actinobacterias aisladas de casos clinicos de
actinomicetoma en humanos durante los afios 1944 hasta 1999, recolectadas por el
Instituto de Diagndstico y Referencia Epidemiolégica (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, pulmén, cabeza y cuello y zona
dorsal. Posteriormente fueron cultivadas y conservadas en criotubos a -20°C hasta su
reactivacion. Se trabajo con las cepas provenientes de esta coleccion, identificadas

previamente por métodos fenotipicos como Nocardia brasiliensis.

Adicionalmente, se utilizaron 22 secuencias gendmicas de cepas de acceso publico
de N. brasiliensis, obtenidas del Centro Nacional para la Informacién Biotecnolégica
(NCBI),’5 con los numeros 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 Reactivacion y mantenimiento de las cepas
Para la reactivacion de las cepas, se realiz6 la inoculacién en cajas Petri de 90 mm
con medio de cultivo agar dextrosa Sabouraud (BD Bioxon™ numero de catalogo
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.

Composicion del medio de cultivo agar dextrosa Sabouraud
modificado con papa deshidratada al 1%

Agar dextrosa Sabouraud 659
Papa deshidratada 10 g
Agua destilada 1000 ml
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Composicion del medio de cultivo agar Bennett

Extracto de levadura 19
Dextrosa 109
N-Z amina 29
Agar bacterioldgico 15 ¢
Extracto de carne 19
Agua destilada 1000 ml

Se realizo la inspeccidon macroscopica, visualizando la calidad, cantidad y morfologia
de las colonias obtenidas, y la microscépica, por medio de tincién de Gram y revision
en microscopia optica, descartando posibles contaminaciones. Se realiz6 la resiembra

periddica de la coleccion.

6.6.3 Conservacion de las cepas
Posterior a la obtencién de cepas puras y con un adecuado crecimiento, se siguio el
protocolo de conservacion en criotubos que fueron almacenados a -20°C. Las
especificaciones de la conservacion se describen a continuacion.
1. Preparar una solucion 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 ul de glicerol y 500 pl 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, numero de copia y fecha de conservacion.

6. Almacenar a -20°C.

6.6.4 Determinacion de la curva de crecimiento de N. brasiliensis
Una vez que se obtuvieron colonias con buen crecimiento y sin contaminacién a partir
del medio de cultivo sdélido, se inocularon las cepas 4037 y 4113, elegidas

aleatoriamente a partir de la coleccion de estudio, en medio de cultivo liquido dextrosa
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Sabouraud (BD Bioxon™, numero de catalogo 222400) en matraz Erlenmeyer de 50
ml, permaneciendo en incubacion a 37°C durante 15 a 20 dias. Posteriormente, se
verificd su crecimiento y pureza, y se utilizé como indculo inicial para la determinacion

de la curva de crecimiento bacteriana.

La medicion de la curva de crecimiento se realizé en placas de cultivo celular de 12
pocillos, con 3 ml de caldo Dextrosa Sabouraud sin inéculo como blanco por duplicado
y 200 ul de cultivo bacteriano de cada cepa por quintuplicado, como se muestra en la

Figura 3.

Blanco

o

\_ v
Figura 3. Medicion de curva de crecimiento de N. brasiliensis en placas de 12

pocillos

Se realizd la medicidn del crecimiento por medio de espectrofotometria UV (EPOCH,
Biotech), previa creacion de protocolo de lectura de absorbancia para N. brasiliensis
con los siguientes parametros: placa de 12 pocillos, longitud de onda de 600 nm y
escaneo en area con tamafo de matriz de 5 x 5. Las lecturas se realizaron cada 24

horas durante 23 dias.
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6.6.5 Antibiograma de cepas de N. brasiliensis por difusion en disco Kirby-
Bauer

Se realizo la estandarizacion del protocolo de antibiograma por difusion en disco Kirby-

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

de Kosova-Maali, et.al,'%% se describe a continuacion.

1. Realizar la preparacion de un inéculo bacteriano con patron de turbidez 0.5
McFarland. Para esto, se recolecta una colonia fresca a partir de medio de
cultivo solido y se transfiere con un palillo estéril a un tubo de cultivo de vidrio
con 6 ml de solucién salina 0.85% y 7 perlas de vidrio estériles. Posteriormente,
se separan las células con agitacion en voértex 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 in6culo bacteriano por
confluencia en tres direcciones con ayuda de un hisopo estéril.

3. Se coloca un disco de antibidtico en el centro de la caja, sin dejar pasar mas 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 inhibicion,

cuantificando en milimetros el diametro del halo cuando esta presente.

6.6.6 Extraccion de DNA para amplificacion 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.al'®"). Para realizarlo, se siguio el protocolo que se describe a continuacion.

1. Colocar 50 pl 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 esteéril. 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 |l 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 ul 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 utilizé para la amplificacion de genes por medio de reaccion en

cadena de la polimerasa (PCR).

6.6.7 Amplificaciéon del gen 16S rRNA por medio de PCR
La amplificacion del gen sodA se realizé en un termociclador Axygen® MaxyGene Il

Thermal Cycler, con el siguiente protocolo.

Primer F 27F 5’-AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3

Primer R 1492R 5-TACGGYTACCTTGTTACGACTT-3

Calculo para las reacciones de PCR para amplificacion del gen 16S rRNA.

16.3 yI  Agua libre de nucleasas

2.5l Buffer PCR Bioline, Meridian (5X)

2.5l Primer 27F (10 uM)

2.5l Primer 1492R (10 uM)

0.20 yI  MyTag™ DNA Polymerase, Meridian, Bioline, BIO 21105, Meridian (5U/pl)
1 ul DNA

Preparacion de mezcla maestra
1. Anadir 1 ul del DNA extraido en un tubo para PCR de 0.2 ml y reservar.
2. En un tubo Eppendorf de 1.5 ml, afiadir el agua libre de nucleasas.
3. Descongelar y homogeneizar el buffer de PCR previamente a ser afadido.
4. Descongelar y homogeneizar cada uno de los primers previamente a ser
anadidos.
5. Anadir Tag™ DNA polimerasa.
6. Homogeneizar la mezcla en vortex por 10 segundos.

7. Adicionar 24 pl de la mezcla maestra a cada tubo con el DNA.
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8. Colocar en el vortex 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 amplificacion de PCR
1. Ingresar los tubos con DNA y mezcla de PCR al termociclador Axygen®
MaxyGene |l Thermal Cycler
2. Seleccionar el programa correspondiente a 16S rRNA, integrado por un ciclo de
desnaturalizacion inicial a 94°C durante 5 minutos; 30 ciclos desnaturalizacion
a 94°C durante 1 minuto, alineacion a 59°C durante 30 segundos y elongacion
a 72°C durante 1 minuto; con una elongacion final a 72°C durante 10 minutos.

El programa se ilustra a continuacion en la Figura 4.

1 ciclo 30 ciclos 1 ciclo
A N
" N 4 N7 = Al
Desnaturalizacion L, Extension
o Desnaturalizacion
inicial final
o o Extension
94 C 94°C Alineacion
5 min 1 min
72°C 72°C
1 min 10 min
59°C 4°C
30 segundos o0

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

Los productos de amplificacion fueron observados en una electroforesis en gel de
agarosa al 1% (BioBasic, numero de catalogo D0012) con 3ul de bromuro de etidio
(Tmg/ml) y marcador de peso molecular de 1 kb (Thermo Scientific™, numero de
catdlogo SM1163). Para la corrida se utilizé buffer TAE 1X (Invitrogen, numero de
catalogo 24710-030) a 120V durante 30 minutos en una caja de gel horizontal
(Axygen™ numero de catalogo HGB-15). El gel se transfirio al fotodocumentador y la

imagen fue capturada y digitalizada. El amplicén se identificé como una banda de 1500
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pb en la imagen resultante. Posteriormente, los fragmentos amplificados fueron

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

6.6.8 Amplificacién del gen sodA por medio de PCR
La amplificacion del gen sodA se realizé en un termociclador Axygen® MaxyGene Il
Thermal Cycler, con el siguiente protocolo.
5-CACCAYWSCAAGCACCA-3
(DondeY=CorT,W=AorT,andS=CorQG)
5-CCTTAGCGTTCTGGTACTG-3
(DondeY=CorT,W=AorT,and S=CorQG)

Primer F SODV1

Primer R SODV2

Calculo para las reacciones de PCR para amplificacion del gen sodA
8.5 ul Agua libre de nucleasas
3.75 yl  Buffer PCR Bioline, Meridian (5X)
5.0 pl Primer SODV1 (10 pM)
5.0 pl Primer SODV2 (10 pM)
1.25 yl  Dimetilsulféxido (DMSO) al 5%
0.50 yI  MyTag™ DNA Polymerase, Meridian, Bioline, BIO 21105, Meridian (5U/ul)
1 ul DNA

Preparacion de mezcla maestra
1. Anadir 1 ul del DNA extraido en un tubo para PCR de 0.2 ml y reservar.
En un tubo Eppendorf de 1.5 ml, afiadir el agua libre de nucleasas.

Descongelar y homogeneizar el buffer de PCR previamente a ser afiadido.

> DN

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

Anadir Taq™ DNA polimerasa.

Homogeneizar la mezcla en vértex por 10 segundos.

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

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

© © N o o

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

termociclador.
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Protocolo de amplificacion de PCR
1. Ingresar los tubos con DNA y mezcla de PCR al termociclador Axygen®
MaxyGene Il Thermal Cycler
2. Seleccionar el programa correspondiente a sodA, integrado por un ciclo de
desnaturalizacién inicial a 94°C durante 5 minutos; 35 ciclos desnaturalizacion
a 94°C durante 1 minuto, alineacion a 55°C durante 1 minuto y elongacion a
72°C durante 1 minuto; con una elongacion final a 72°C durante 10 minutos. El

programa se ilustra en la Figura 5.

1 ciclo 35 ciclos 1 ciclo
N A
4 A 4 N A N
Desnaturalizacion . Extension
o Desnaturalizacion
inicial final
o o Extension
94 C 94°C Alineacion
5 min 1 min
72°C 72°C
1 min 10 min
55°C 4eC
1 min o0

Figura 5. Condiciones del termociclador para PCR del gen sodA

Los productos de amplificacién fueron observados en una electroforesis en gel de
agarosa al 1% (BioBasic, numero de catalogo D0012) con 3ul de bromuro de etidio
(1mg/ml) y marcador de peso molecular de 100 pb (Thermo Scientific™, numero de
catdlogo SM1143). Para la corrida se utilizé buffer TAE 1X (Invitrogen, numero de
catalogo 24710-030) a 90V durante 30 minutos en una caja de gel horizontal
(Axygen™ numero de catalogo HGB-15). El gel se transfirié al fotodocumentador y la
imagen fue capturada y digitalizada. El amplicén se identific6 como una banda de 440
pb en la imagen resultante. Posteriormente, los fragmentos amplificados fueron

enviados al servicio de secuenciacion de Macrogen en Seul, Corea del Sur.
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6.6.9 Amplificacion del gen hsp65 por medio de PCR

La amplificacion del gen hsp65 se realizé en un termociclador Axygen® MaxyGene |l

Thermal Cycler, con el siguiente protocolo.

Primer F TB11 5-ACCAACGATGGTGTGTCCAT-3

Primer R TB12 5-CTTGTCGAACCGCATACCCT-3’

Calculo para las reacciones de PCR para amplificacion del gen hsp65

16.3 ul  Agua libre de nucleasas

2.5 ul Buffer PCR Bioline, Meridian (5X)

2.5 ul Primer TB11 (10 uM)

25yl Primer TB12 (10 uM)

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

1l

DNA

Preparacion de mezcla maestra

1.

> DN

© © N o o

Anadir 1 ul del DNA extraido en un tubo para PCR de 0.2 ml y reservar.

En un tubo Eppendorf de 1.5 ml, afiadir el agua libre de nucleasas.
Descongelar y homogeneizar el buffer de PCR previamente a ser afiadido.
Descongelar y homogeneizar cada uno de los primers previamente a ser
anadidos.

Anadir Tag™ DNA polimerasa.

Homogeneizar la mezcla en vortex por 10 segundos.

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

Colocar en el vértex los tubos con DNA y mezcla de PCR durante 10 segundos.
Centrifugar los tubos y precipitar el contenido previo a ser colocados dentro del

termociclador.

Protocolo de amplificacion de PCR

1.

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

MaxyGene |l Thermal Cycler.
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2. Seleccionar el programa correspondiente a hsp65, integrado por un ciclo de
desnaturalizacion inicial a 94°C durante 5 minutos; 35 ciclos desnaturalizacion
a 94°C durante 1 minuto, alineacién a 55°C durante 1 minuto y elongacion a
72°C durante 1 minuto; con una elongacién final a 72°C durante 5 minutos. El

programa se ilustra en la Figura 6.

1 CiClO 35 CiClOS 1 CiClO
A A
4 A r N7 = A
Desnaturalizacion L Extension
o Desnaturalizacion
inicial final
o o Extension
94 C 94°C Alineacién
5 min 1 min
72°C 72°C
1 min 5 min
55°C 4eC
1 min o0

Figura 6. Condiciones del termociclador para PCR del gen hsp65

Los productos de amplificacion fueron observados en una electroforesis en gel de
agarosa al 1% (BioBasic, numero de catalogo D0012) con 3ul de bromuro de etidio
(1mg/ml) y marcador de peso molecular de 100 pb (Thermo Scientific™, numero de
catalogo SM1143). Para la corrida se utilizé buffer TAE 1X (Invitrogen, numero de
catalogo 24710-030) a 90V durante 35 minutos en una caja de gel horizontal
(Axygen™ numero de catalogo HGB-15). El gel se transfiri6 al fotodocumentador y la
imagen fue capturada y digitalizada. El amplicon se identific6 como una banda de 401
pb en la imagen resultante. Posteriormente, los fragmentos amplificados fueron
secuenciados por medio de Sanger en el servicio de secuenciacion de Macrogen en

Sell, Corea del Suir.
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6.6.10 Limpieza y ensamblaje de secuencias de los genes sodA, hsp65y 16S
rRNA

Las secuencias recibidas fueron analizadas por medio de programas bioinformaticos,
donde se realiz6 la limpieza en ChromasPro version 1.5 (Technelysium, 2003-2009;
RRID:SCR_000229) y el ensamblaje en BioEdit version 7.0.9.0,"% obteniendo asi la
secuencia consenso en formato FASTA para cada uno de los genes amplificados.
Posteriormente, se realizd la concatenacion y almacenamiento en formato FASTA de
las secuencias en orden sodA-hsp65-16S rRNA y hsp65-16S rRNA.

6.6.11 Identificacion molecular de las cepas de N. brasiliensis por medio de
los genes sodA, hsp65y 16S rRNA
Las secuencias genéticas fueron procesadas en la plataforma BLAST#® de NCBI,
donde se compararon con secuencias de referencia para la especie, arrojando datos
sobre los porcentajes de similitud y de cobertura. Se realiz6 una identificacion
preliminar con el gen 16S rRNA y dos identificaciones con las secuencias
concatenadas sodA-hsp65-16S rRNA y hsp65-16S rRNA.

6.6.12 Deteccion de variaciones genéticas y haplotipos en los genes hsp65y
16S rRNA

Se realiz6 el alineamiento multiple de las secuencias del gen hsp65 con la plataforma
Clustal Omega,'®° se recortaron las secuencias alineadas por medio de la plataforma
Gblocks 0.91.1'40 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,#!
utilizando las secuencias de referencia N. brasiliensis NBRC 14402 y N. brasiliensis
4004. Se repitid el mismo procesamiento para las secuencias del gen 16S rRNA. Con
el software DnaSP version 6'4? se realizaron las pruebas de aproximacion estadistica
a la adaptacion molecular con métodos basados en la distribucion de polimorfismos en
las secuencias de DNA, utilizando los parametros por defecto del software. Se hizo la
deteccidon de sitios polimérficos o segregativos (S), diversidad nucleotidica (11) con
correccion de Jukes y Cantor, parametro de diversidad genética (0), estimacion de

haplotipos, polimorfismos de insercién-delecion no superpuestos (InDel) mediante un
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modelo dialélico, divergencia de DNA entre poblaciones, regiones conservadas de
DNA, eventos de recombinacion y la prueba de Tajima (a partir del numero de sitios
segregativos) para evaluar la adaptacion molecular. Se definieron dos poblaciones:

Num. 1 con las secuencias de referencia y Num. 2 las secuencias clinicas de México.

Finalmente, se realizé un analisis de significancia estadistica por coalescencia, a partir
del numero de sitios segregativos y valor theta por gen y por sitio, donde la hipotesis
nula fue el modelo neutral estandar (MNE) y se establecié un nivel de significancia a
de 0.005. Las pruebas fueron realizadas para los valores obtenidos de diversidad
nucleotidica (1), parametro de diversidad genética (8), numero de haplotipos (h),
diversidad de haplotipos (Hd), eventos de recombinacién (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
realizd un analisis de inferencia poblacional en STRUCTURE.™3 Se incluyd
informacion del origen de las cepas (poblacion 1: cepas de referencia, poblacién 2:
cepas clinicas de México) y del fenotipo segun su caracterizacion morfolégica. Se
utilizé el modelo Admixture, con un burnin length de 100,000 y el numero de
repeticiones MCMC en 1,000,000. Se predefinieron 12 clusteres o K, basandose en la
informacion 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,'#* donde se implementd el método de Evanno para determinar el

mejor numero de poblaciones obtenidas.

6.6.14 Analisis filogenético y pruebas de especiacion 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

version 2.2.0.3.145146 Se tilizé la funcion ModelFinder'#” para encontrar el mejor

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

version 1.4.4'48 para visualizar y exportar el arbol filogenético.

Las pruebas de especiacion se realizaron mediante los métodos de la implementacion
Bayesiana del modelo de Poisson (bPTP) y K/6 (KoT) para obtener bases estadisticas
confiables y sdlidas en cuanto a la diferenciacion a nivel especie. La delimitacién de
especies se realizd con bPTP a través de |la plataforma

https://github.com/zhangjiajie/PTP,'#° aplicando el modelo Bayesiano de procesos de

arbol 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 limitacidon de especies se evaludé con el método de KoT,'®° el cual se
calcula a partir de la relacién K/8, donde K es la distancia genética media entre dos

clados putatuvos a nivel especie y 6 es la diversidad genética dentro de los clados.

6.6.15 Eleccion de cepas representativas de la coleccion para secuenciacion
gendomica

Cuatro cepas representantes de la coleccion fueron elegidas de acuerdo con los
siguientes criterios:  disponibilidad, caracteristicas morfologicas, perfil de
susceptibilidad a antibiéticos, identificacion por medio de los genes hsp65-16S rRNA
y datos obtenidos de estudios previos en la coleccidon de cepas donde se determiné el
perfil de restriccion enzimatica en el gen 16S rRNA'" y la presencia de sistemas
biosintéticos PKS y NRPS. 151

6.6.16 Obtencidén de biomasa de las cepas de N. brasiliensis para extraccion
de DNA genémico

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

crecimiento y sin contaminacion a partir del medio de cultivo sélido, se transfirié una

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

ml, conteniendo 5 ml de solucién salina 0.85% vy siete perlas de vidrio estériles. La

homogeneizacidn de las células se realizé por medio de agitacion en vortex durante 3

minutos, hasta que el indculo obtuvo un patron de turbidez 0.5 McFarland.
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6.6.17 Extraccion de DNA de alta pureza apto para secuenciacion genémica

A partir de la biomasa obtenida, se realizdé la extraccion del DNA, siguiendo las

indicaciones y especificaciones del kit de extraccion MasterPure™ Complete DNA &
RNA Purification Kit (LGC Biosearch Technologies, MV89010). El protocolo de

extraccion se describe a continuacion.

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

Gene) en 300 pul de solucién de lisis de tejidos y células. Preparar una dilucién
para cada muestra de extraccion.

Obtener un pellet por centrifugacién. Centrifugar 500 pl de inéculo bacteriano
con patron 1 McFarland y desechar el sobrenadante, dejando aproximadamente

25 ul de liquido.

3. Resuspender el sedimento celular o pellet.

4. Anadir a cada muestra los 300 ul de solucién de lisis de tejidos y células con 25

Ml proteinasa K. Mezclar por inversion.

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

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

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

mezclar por inversion.

7. Incubar a 37°C durante 30 minutos.

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

10.

11.

minutos.

Anadir 150 ul de reactivo de precipitacion de proteina MPC a la muestra (328
Ml) que se encuentra lisada en ese momento. Mezclar bien por inversion durante
10 segundos.

Centrifugar a 4°C durante 10 minutos a 11,000 rpm. Si el sedimento resultante
es transparente, pequefio o suelto, agregar 25 pl adicionales de reactivo de
precipitacion de proteinas MPC, mezclar y centrifugar nuevamente.

Transferir el sobrenadante a tubo Eppendorf de microcentrifuga de 1.5 ml limpio

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

nuevo. Mezclar por inversiéon 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 ul de etanol al 70% por inversiéon. Centrifugar 2

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

una pipeta y dejar secar brevemente.

16.Resuspender el DNA en 35 ul 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 continuacion.

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

1
2. Incubar a 37°C durante 30 minutos.
3.
4

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

Anadir 14 ul de Buffer TE y 50 pl de solucién de lisis 2X T y C a cada muestra.

minutos. Agregar 100 pl de reactivo de precipitacion de proteina MPC y mezclar

vigorosamente en vortex 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 microcentrifuga limpio y

8.
9.

estéril. Desechar el sedimento.

Agregar 200 pl de isopropanol al sobrenadante recuperado. Mezclar por
inversion de 30 a 40 veces.

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

Desechar cuidadosamente el isopropanol sin desalojar el sedimento de DNA.

10. Enjuagar dos veces con 100 pl 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 pl de Buffer TE.
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6.6.18 Secuenciacion de DNA genémico
Para llevar a cabo la secuenciacién de DNA, se evalud la concentracion y pureza del
DNA extraido mediante espectrofotometria UV (EPOCH, Biotech). Los parametros
Optimos que se buscaron fueron: concentracion superior a 80 ng/ul, 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 analizé
mediante electroforesis en gel de agarosa al 1% bajo las siguientes condiciones: 120V,
300mA y 30 min de corrida. El DNA se sometié a secuenciacion hibrida, utilizando las
plataformas Oxford Nanopore Technologies (ONT) de lecturas largas con la libreria
v14 library prep chemistry, e lllumina sequencing and array technologies en el servicio

de secuenciacion Plasmidsaurus (Eugene, Oregon, US).

6.6.19 Analisis de calidad, ensamblaje y anotacion del genoma

Inicialmente, las lecturas obtenidas con Nanopore fueron sometidas a un analisis de
calidad por medio del programa bioinformatico FASTQC version 0.12.0.7%2 La limpieza
de las lecturas se realiz6 con Filtlong version 0.2.1, removiendo aquellas de peor
calidad, utilizando los parametros de default. Un primer ensamblaje se genero con Flye
version 2.9.1 con parametros para lecturas de alta calidad. Se realizé un mapeo de las
lecturas con Miniasm version 0.3, utilizado para mejorar el ensamblaje con Medaka
version 1.8.0. Posteriormente, se utilizaron las lecturas de lllumina para mejorar las
secuencias por medio de Polypolish version 0.6.0, generando un nuevo ensamblaje
hibrido. El contig generado fue analizado en la paqueteria de QUAST version 5.2153
para evaluar la calidad de la secuencia obtenida. A continuacion, se realizo la
anotacién de los genomas por medio de Bakta versién 1.6.1'%* y Prokka version
1.14.6.1%°

6.6.20 Obtencion de genomas de acceso publico de Nocardia brasiliensis
Se realiz6 la busqueda y obtencion de todos los genomas de referencia y de acceso
publico disponibles de N. brasiliensis en el sitio Genomes del NCBI,'3® utilizando la

busqueda guiada por organismo y por procariotas. Los genomas y sus archivos de
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anotacion estructural se obtuvieron en formato FASTA para su posterior analisis

bioinformatico.

6.6.21 Ildentificacién genémica
Se calcularon los valores de identidad nucledtida media (ANI), identidad aminoacida
media (AAl), hibridacién ADN-ADN (DDH) y distancia Mash (estimacion de la distancia
entre dos secuencias) de los genomas con los programas RaPDTool version 2.1.0,"%
Mash version 2.3'" y EzAAI version 1.2.3."%8 A partir de estos valores, se realizé la
identificacion gendmica de las cepas clinicas y las secuencias de acceso publico. Se
genero la matriz de ANI all-vs-all para todos los genomas y se grafico en un mapa de

calor con pyani version 0.2.13.1'59 y fastANI version 1.34.160

6.6.22 Analisis de calidad de los genomas
Se obtuvieron los valores de completitud y redundancia de las secuencias genémicas
por medio de RaPDTool version 2.1.0 156 que utiliza las dependencias de miComplete.
A partir de esta puntuacion se determiné 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 anotacién genémica
y la deteccion de los genes RAM con las herramientas Bakta y CARD,
respectivamente. Se grafic6 un mapa de similitud genémica con la herramienta de
comparacion de secuencias de BLAST. Todos los mapas circulares se realizaron en

la plataforma Proksee. 6

6.6.24 Analisis del genoma central (coregenoma) y pangenoma
A partir de las secuencias de aminoacidos de cada genoma, se determiné la
composiciéon del genoma central y pangenoma por medio del programa
GET_HOMOLOGUES."%? 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 calculo 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 defini6 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 composicion del genoma central y pangenoma se graficé con la herramienta
parse_pangenome_matrix.pl. La matriz del pangenoma se graficé en un mapa de calor
con la funcién plot_matrix_heatmap.sh. La curva de acumulacion de genes del genoma
central y pangenoma con los ajustes de Tettelin, Willenbrock y el ajuste exponencial

de Tettelin se graficé con la funcién plot_pancore_matrix.pl.

6.6.25 Analisis de genes ortélogos
Las secuencias de aminoacidos de los genomas fueron analizadas con el programa
OrthoFinder versién 2.5.5,'83 utilizando los algoritmos de DIAMOND, Markov
Clustering (MCL) y FastME para reportar los genes ortélogos, grupos de genes

ortdlogos (ortogrupos) y duplicaciones genéticas.

6.6.26 Analisis filogenémico
Se infirid un arbol filogendbmico de especies en OrthoFinder a partir de todos los
ortogrupos en los genomas analizados, utilizando el método STAG.'®* Se calculo la
matriz de distancia por pares para cada ortogrupo y se infiri6 cada arbol con el
algoritmo de FastME.®> Posteriormente, se calculd un consenso para generar un arbol
de especies final. El arbol filogenédmico generado fue visualizado en la plataforma

Interactive Tree Of Life (iTOL) versién 6.66

6.6.27 Deteccion de clusteres de genes biosintéticos
Las secuencias genémicas de N. brasiliensis fueron analizadas para la deteccion de
clusteres de genes biosintéticos por medio de la herramienta bioinformatica
antiSMASH.?3 Los criterios de busqueda de clisteres de genes biosintéticos fueron
“strict” para la deteccion de clusters bien definidos y, como caracteristicas adicionales,

la eleccion 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 realizé la busqueda de todos los clusteres de
genes biosintéticos disponibles, entre los que se encontraron NRPS |, NRPS I, PKS I,

PKS II, PKS Ill, betalactonas, sideroforos, terpenos, péptidos e hibridos.

6.6.28 Determinacion de metabolitos secundarios y posible actividad
biolégica

Se realiz6 una busqueda de la informacion minima acerca de los clusteres de genes
biosintéticos en la base de datos de MIBIG3® para encontrar la relacion entre la
producciéon de metabolitos secundarios conocidos y nuevos, ademas de realizar la
comparacion con otras bacterias que hayan sido reportadas anteriormente como
productoras de los mismos compuestos. Posteriormente, se realizé una busqueda en
PubMed para obtener la informacion acerca de la actividad biolégica 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 patdégenos que establece la Ley General de Salud en Materia de
Investigacion 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 bioldgico-infecciosos, como indica la NOM-087-ECOL-SSA1-
2002. El estudio siguio las metas de investigacion en Ciencias de la Salud presentes
en el Reglamento de la Investigacidn Universitaria de la Universidad Autonoma del
Estado de México, priorizando en todo momento la busqueda de soluciones a los

problemas de salud por medio de métodos cientificos y herramientas tecnoldgicas.

6.8 Analisis estadistico
Recoleccion de datos: Cada una de las secuencias genéticas y genomicas fueron
recopiladas en los formatos especificados en los parametros de los programas

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

en forma de bases de datos y matrices.

Analisis de datos: Las bases de datos y matrices obtenidas se curaron manualmente
en software de hojas de calculo y editores de texto y cddigo fuente. Los archivos fueron
utilizados para la generacion de las tablas y los graficos necesarios. Finalmente, se

realizaron analisis de estadistica descriptiva para la presentacion de los datos.
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7. RESULTADOS
7.1. Articulos cientificos producidos

7.1.1. Primer articulo cientifico (publicado)

Aceptacion y publicacion del articulo original de investigacion 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 Sdo Paulo, indexada en JCR (InCites
Journal Citation Reports), Scopus y Web of Science, con elSSN 1678-9946.
DOI de la publicacion: https://doi.org/10.1590/s1678-9946202365031

Se incluye, a continuacién, la carta de envio y aceptacion del articulo.

ScholarOne Manuscripts
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Thank you for your submission

Submitted to
Revista do Instituto de Medicina Tropical de Sao Paulo

Manuscript ID
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Genetic variability of the 16S rRNA gene of Nocardia brasiliensis, the most common causative agent of
actinomycetoma in Latin America and the Caribbean
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Cruz-Medrano, Michele Guadalupe
Manzanares-Leal , Gauddy Lizeth
Gonzalez-Nava, Janette
Moreno-Pérez, Pablo Antonio
Sandoval-Trujillo , Horacio
Ramirez-Duran, Ninfa
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24-Feb-2023

Dear Dr. Ramirez-Duran:
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the most common causative agent of actinomycetoma in Latin America and the Caribbean" in its current form for publication in the
Revista do Instituto de Medicina Tropical de Sdo Paulo. The comments of the reviewers who reviewed your manuscript are included
at the foot of this letter.

Thank you for your fine contribution. We look forward to your continued contributions to the Journal.

Kindly,

Thelma Suely Okay, MD
Editor-in-Chief

Revista do Instituto de Medicina Tropical de Sdo Paulo
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Comments:
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Resumen:

El micetoma fue declarado una enfermedad tropical desatendida (ETD) declarada por
la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) en 2016. Se caracteriza por el crecimiento
progresivo de nédulos 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 ultimo el mas comun en
América y Asia. Nocardia brasiliensis es el agente causal mas importante del
actinomicetoma en América. Se han reportado dificultades en la asignacién
taxonomica 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 restriccion enzimatica in silico.

El estudio incluyo cepas procedentes de casos clinicos de actinomicetoma en México,
aisladas de humanos y previamente identificadas como N. brasiliensis mediante
métodos fenotipicos tradicionales. Las cepas se caracterizaron macroscopica y
microscopicamente y luego se sometieron a extraccion de ADN para la amplificacion
del gen 16S rRNA mediante reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). Los
productos de amplificacibn se secuenciaron y se ensamblaron las secuencias
consenso que fueron utilizadas para la identificacion genética y el analisis de
restriccion enzimatica in silico con el programa bioinformatico New England BioLabs®
NEBcutter. Todas las cepas del estudio se identificaron molecularmente como N.
brasiliensis; sin embargo, el analisis de restriccion in silico detecto diversidad en los
patrones de restriccion 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 articulo cientifico (enviado)

Envio del articulo original de investigacion titulado “Unmasking the Genetic
Landscape of Clinically Relevant Nocardia brasiliensis Strains in Mexico:
Insights from hsp65 and 16S rRNA Markers” para su revisiéon y consideracion de
publicaciéon en la revista PLOS Neglected Tropical Diseases, indexada en DOAJ,
Google Scholar, PubMed, Scopus y Web of Science, con elSSN: 1935-2735. Se

anexa, a continuacion, la carta de envio.

PLOS Neglected Tropical Diseases: Notification of co-authorship on manuscript - [EMID:5505c6812be5eb99]

1 mensaje

PLOS Neglected Tropical Diseases <em@editorialmanager.com= 4 de septiembre de 2025, 6:31 p.m.
Responder a: PLOS Neglected Tropical Diseases <plosntds@plos.org=
Para: Michele Guadalupe Cruz-Medrano <cruzmed.mi@gmail.com=

PNTD-D-25-01588
Dear Dr. Michele Cruz-Medrano,

You are receiving this email because you have been listed as an author on a manuscript recently submitted to PLOS Neglected Tropical Diseases, which is
entitled "Unmasking the Genetic Landscape of Clinically Relevant <i=Nocardia brasiliensis</i= Strains in Mexico: Insights from <i=hsp65</i= and 165 rRNA
Markers".

The corresponding author for the submission process is: Dr Ayixon Sanchez Reyes
The full author list for the submission is: Michele Guadalupe Cruz-Medrano, Gauddy Lizeth Manzanares-Leal; Ayixon Sanchez Reyes; Ninfa Ramirez-Duran

The Corresponding Author has entered your name into our online submission system as indicated below. Please ensure your name is entered correctly, as
this affects indexing upon publication. If amendments are required, please reply to this email or contact us at plosntds@plos.org.

First Name: Michele
Middle Name/Initial- Guadalupe
Last Name: Cruz-Medrano

If you would like to add an ORCID iD you are able to do so via the following link.
https://www.editorialmanager.com/pntd/l. asp?i=2230052&I=XKOLPW8Y

Please note that if you would like to link your ORCID iD to the submission, you will need to log in to your Editorial Manager account to do so. If you do not
have an Editorial Manager account, you can register here: https://www editorialmanager.com/pntd/.

If you are not aware of this submission, or if you should not be listed as a co-author, then please contact the journal office at plosntds@plos.org. For more
information on PLOS Neglected Tropical Diseases's authorship requirements, please wisit: https://journals_plos.org/plosntds/s/authorship.

Kind regards,
PLOS Neglected Tropical Diseases
plosntds@plos.org

In compliance with data protection regulations, you may request that we remove your personal registration details at any time. (Use the following URL: https://
www editorialmanager com/pnid/login asp?a=r). Please contact the publication office if you have any questions
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Resumen:

Nocardia brasiliensis es el agente causal mas importante del actinomicetoma en las
regiones de América Latina y El Caribe. Se ha reportado dificultad en la identificacion
a nivel especie y deteccidn 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
clinicas 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 identificacion genética. Se
analizé la distribucion de polimorfismos en los genes hsp65 y 16S rRNA para la
deteccién de variabilidad genética. Se realizé una inferencia poblacional y filogenética
bajo el perfil de los marcadores hsp65-16S rRNA. En los resultados, se encontraron
diferencias en la caracterizacién morfolégica de las cepas analizadas. 59 cepas fueron
identificadas como N. brasiliensis y una como N. vulneris. Para el gen hsp65, se
encontré una diversidad nucleotidica intraespecie moderadamente alta (11=0.04083),
se identificaron 12 haplotipos con una diversidad de haplotipos (Hd) de 0.4479 y se
calculd una seleccion negativa por medio de la D de Tajima (TD = -2.56064). Entre
poblaciones, se detectaron ocho eventos de polimorfismo de insercion-delecién (InDel)
y un indice de fijacion alto (FST=0.70302). Para los marcadores hsp65-16S rRNA se
infirid una estructura poblacional 6ptima en 4 clusteres (K=4), lo cual fue consistente
con el analisis filogenético, donde las cepas clinicas se distribuyeron en cuatro
principales clados. Este estudio demuestra la utilidad de los marcadores hsp65-16S
rRNA para la identificacion de N. brasiliensis y sustenta la propuesta de su
consideracion para la creacion de un perfil MLST para la especie. Se evidenci6 la
existencia de variabilidad genética intraespecifica en N. brasiliensis y la distribucién de
las cepas en cuatro clusteres, sugiriendo una mayor complejidad taxondmica en la
especie. Se revelo diferenciacion genética de las cepas mexicanas en comparacion a
las cepas de referencia, suponiendo la existencia de linajes diferenciados que no han

sido estudiados en la region.
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7.1.3. Tercer articulo cientifico (enviado)

Envio del articulo original de investigacion titulado “Genomic diversity and
distribution of biosynthetic clusters in the pangenome of Nocardia brasiliensis”
para su revision y consideracion de publicacion en la revista Microbiological Research,
indexada en Scopus, Medline, Science Citation Index Expanded (SCIE), SClimago
Journal Rank (SJR) y SNIP, con elISSN: 1618-0623. Se anexa, a continuacién, la carta

de envio.

MICRES-D-25-04107 - Confirming your submission to Microbiological Research

1 mensaje

De: em.micres.0.971daa.63019cae@editorialmanager.com <em.micres.0.97 1daa.63019cae@editorialmanager.com> en nombre de
Microbiological Research <em@editorialmanager.com>

Enviado: viernes, 31 de octubre de 2025 14:21

Para: Ninfa Ramirez Durdn <nramirezd@uaemex.mx>

Asunto: MICRES-D-25-04107 - Confirming your submission to Microbiological Research

*This is an automated message.™
Genomic diversity and distribution of biosynthetic clusters in the pangenome of Nocardia brasiliensis
Dear Dr Ramirez-Duran,

We have received the above referenced manuscript you submitted to Microbiological Research. It has been assigned the following manuscript number:
MICRES-D-25-04107.

To track the status of your manuscript, please log in as an author at https://www. editorialmanager.com/micres/, and navigate to the "Submissions Being
Processed" folder.

Thank you for submitting your work to this journal.

Kind regards,
Microbiological Research

FAQ: How can | reset a forgotten password?

https://service elsevier com/app/answers/detail/a_id/28452/supporthub/publishing/

For further assistance, please visit our customer service site: https://service elsevier.com/app/home/supporthub/publishing/

Here you can search for solutions on a range of topics, find answers to frequently asked questions, and learn more about Editorial Manager via interactive
tutorials. You can also talk 24/7 to our customer support team by phone and 24/7 by live chat and email

This journal uses the Elsevier Article Transfer Service. This means that if an editor feels your manuscript is more suitable for an alternative journal, then you
might be asked to consider transferring the manuscript to such a journal The recommendation might be provided by a Journal Editor, a dedicated Scientific
Managing Editor, a tool assisted recommendation, or a combination. For more details see the journal guide for authors.

At Elsevier, we want to help all our authors to stay safe when publishing. Please be aware of fraudulent messages requesting money in return for the
publication of your paper. If you are publishing open access with Elsevier, bear in mind that we will never request payment before the paper has been
accepted. We have prepared some guidelines (hitps://www elsevier. com/connect/authors-update/seven-top-tips-on-stopping-apc-scams ) that you may find
helpful, including a short video on ldentifying fake acceptance letters (https //www youtube com/watch?v=05I8thD9XIE ) Please remember that you can
contact Elsevier s Researcher Support team (https://service elsevier.com/app/home/supporthub/publishing/) at any time if you have questions about your
manuscript, and you can log into Editonial Manager to check the status of your manuscript (hitps://service elsevier.com/app/answers/detail/a_id/29155/
c/10530/supporthub/publishing/kw/status/).

#AU_MICRES#

To ensure this email reaches the intended recipient, please do not delete the above code

In comphance with dafa protection regulations, you may request that we remove your personal registration details at any time. (Remove my information/details). Please confact
the publication office if you have any questions.
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Resumen:

Las actinobacterias generan la mayoria de los productos naturales aprovechables en
la medicina. Aquellas de origen ambiental son ampliamente estudiadas, pero poco se
conoce sobre el potencial de produccién de estos metabolitos secundarios por
actinobacterias patogenas, como Nocardia spp. En este estudio se analiz6 el potencial
de Nocardia brasiliensis como fuente de productos naturales mediante un analisis
genoémico comparativo. Se incluyeron cuatro cepas clinicas de México y 22 genomas
de acceso publico. Se realizé la identificacion gendmica, se estimé la composicién del
pangenoma, el genoma central y la proporcion de genes ortélogos para la inferencia
filogendmica. Se buscaron los BGCs conocidos en todos los genomas, se identificaron
los metabolitos secundarios relacionados y los datos de la actividad biologica
reportada. Se obtuvo el célculo del pangenoma compuesto por 17,715 clusteres,
donde el genoma central represento el 22.76% y el genoma diferencial el 48.17%. La
tendencia de la curva de acumulacién de genes indicé un pangenoma abierto para la
especie. Se identificé la agrupacion filogendmica de las cepas en clados de acuerdo
con su origen geografico y tipo de muestra. Se detectaron BGCs (PKS, NRPS, NAPAA,
terpenos, acido aminopolicarboxilico, hibridos y otros) que codifican para metabolitos
secundarios con actividad antimicrobiana (g-Poli-L-lisina, brasiliquinonas A-B),
antitumoral (rizomidas A-C, antramicina), antioxidante (isorenierateno) y un fertilizante
para suelos calcareos ([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 sintesis y

aprovechamiento de productos naturales.
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8. DISCUSION
Nocardia brasiliensis es una actinobacteria patégena 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 estadisticas sobre la incidencia,
prevalencia y aios vida ajustados por discapacidad se encuentran subrepresentados,
puesto que no se cuentan con programas de vigilancia epidemiolégica en la mayoria

de los paises afectados, incluyendo a México.3%

En este estudio, se reactivaron 65 cepas de N. brasiliensis provenientes de lesiones
de casos clinicos de actinomicetoma en humanos, obtenidos en México entre 1944 y
1999 y conservadas previamente a -20°C. La inspeccion de las cepas demostré que,
si bien la morfologia microscopica era consistente a filamentos fragmentados, la
morfologia macroscépica era variable en cuanto al patron de crecimiento, color de las
colonias, pigmentacion difusible en el medio de cultivo y presencia de micelio aéreo.
Estos resultados, coinciden con otros previamente reportados sobre |la caracterizacidon
morfolégica de la especie.’?”-108 Estos datos representan diversidad en la expresidn
genética, pero también podrian estar relacionados con la expresién de factores de

virulencia, adaptacién al huésped y diversidad genética.

Los resultados obtenidos en la identificacion genética por medio del gen 16S rRNA y
la concatenacion de los genes hsp65-16S rRNA, corroboraron que el uso del gen
ribosomal por si mismo es insuficiente para diferenciar a N. brasiliensis de otras
especies estrechamente cercanas como N. vulneris y N. nova. Sin embargo, afadir
genes constitutivos puede mejorar la certeza en la identidad. Esto coincide con lo
reportado previamente por Kosova-Maali y col.,' Sanchez-Herrera y col.'%? y
Carrasco y col. (103),'° donde se mostro la utilidad de los genes hsp65, sodA 'y gyrB

para Nocardia spp.

El analisis de polimorfismos en las secuencias del gen hsp65 reveld que las cepas de
N. brasiliensis divergen entre si, mostrando 12 haplotipos con un valor de diversidad
nucleotidica alto para la misma especie. El valor obtenido en la prueba de Tajima,

indica eventos de seleccidén negativa en la poblacién analizada. Estudios anteriores,

65



como el de Kosova-Maali y col.,'% reportd 22 haplotipos para el gen hsp65 (401pb) y
16 para el gen 16S rRNA (569 pb) en 36 cepas clinicas originarias de Francia; mientras
que Carrasco y col.'® reportaron 10 haplotipos para el gen 16S rRNA en 10 cepas
provenientes de Espafna. La diferencia en los resultados podria estar relacionada con
el tamafo y origen de muestra. Sin embargo, demuestran la variabilidad que existe
dentro de los genes hsp65y 16S rRNA en la especie N. brasiliensis. Debido a esto, se
sugiere la realizacién de estudios sobre la variabilidad genética de las cepas de N.

brasiliensis de acuerdo con su distribucion geografica.

Ademas, las cepas clinicas aisladas en México divergen con las cepas de referencia
de forma importante, mostrando diferenciacién entre ambas poblaciones. También, se
encontraron 6 eventos de insercion presentes en las cepas de México, pero no en las
cepas de referencia, los cuales pueden tener implicacion en las regiones codificantes
y los aminoéacidos resultantes en el gen. Por lo tanto, las cepas mexicanas podrian
presentar estas diferencias derivado de la adaptacion a su ambiente. Estos resultados
son los primeros en presentarse en cepas de N. brasiliensis, por lo cual se sugiere
ampliar el analisis de divergencia poblacional a cepas provenientes de otras regiones

geograficas.

El analisis de la estructura poblacional con los genes hsp65-16S rRNA, mostrd 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 clusteres distintos. El resultado coincide con estudios
anteriores, donde se identificé la distribucion de cepas de N. brasiliensis en genotipos
mediante secuencias de sodA-hsp65'%. Por lo tanto, se refuerza la propuesta de la

consideracion de N. brasiliensis como un complejo de especies.

El andlisis filogenético con los genes hsp65-16S rRNA mostré que todas las cepas
analizadas son mas cercanas evolutivamente a las cepas tipo de N. brasiliensis, pero
difieren entre si al distribuirse en clados. El primer clado es mas cercano a las cepas
tipo, mientras que el ultimo clado muestra mayor divergencia entre si, sugiriendo que

pueda tratarse de subespecies 0 genotipos que no han sido reportados anteriormente.
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La secuenciaciéon genodmica de las cuatro cepas representativas de la coleccion clinica
mexicana, permitieron obtener genomas completos de alta calidad, lo cual no solo es
util en este estudio, sino que cobra relevancia por estar disponibles en bases de acceso

publico para su consulta y futuros estudios de N. brasiliensis.

Al obtener la identificacion gendmica de las cepas mexicanas y las de acceso publico,
se pudo distinguir que el uso de los parametros ANI, DDH, AAl y distancia Mash en
conjunto fue util para diferenciar a N. brasiliensis de N. nova, N. vulneris y Nocardia
sp. Estos resultados confirman el hecho de que la secuenciacién gendémica es la
técnica ideal para obtener una identificacion precisa, especialmente entre especies
estrechamente relacionadas. Ademas, sugiere que los analisis gendmicos son
necesarios para poder realizar la deteccion de variaciones genéticas interespecie e

intraespecie con mayor exactitud.

El analisis del pangenoma de N. brasiliensis constituye el primer reporte de la especie.
En este estudio se encontré que la mayoria de los genes se consideran unicos, lo cual
indica alta variabilidad entre las cepas. Ademas, la curva de acumulacion de genes
mostro por primera vez una tendencia hacia el crecimiento continuo, lo cual puede

indicar que el pangenoma de N. brasiliensis es de tipo abierto.

El analisis filogendmico realizado con base en los ortogrupos encontrados generé un
arbol donde se pudieron diferenciar a las cepas que fueron identificadas como N.
vulneris, N. nova y Nocardia sp. Ademas, 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 clinicas aisladas en México, 3) cepas clinicas aisladas
de Israel y 4) cepa ambiental de Estados Unidos junto a una cepa de coleccion
genérica. Se sugiere ampliar el estudio de las relaciones evolutivas del grupo de N.

brasiliensis, asi como incluir cepas pertenecientes a otras regiones geograficas.

La deteccién de grupos de genes biosintéticos mostré que los genomas de N.
brasiliensis contienen genes involucrados en la biosintesis de moléculas con potencial
funciéon antibidtica, protectores de membrana celular, sideroforos, antioxidantes,

antifungicos, antitumorales y fertilizantes de suelos. Los tres estudios gendmicos de
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N. brasiliensis reportados hasta el momento describen el hallazgo de sideréforos y
brasiliquinonas, mientras que este estudio detectd, ademas, e-Poli-L-lisina,

antramicina, terpenibactina y [S,S]-EDDS.

Es de relevancia la deteccion del 100% de los genes involucrados en la codificacion
del antimicrobiano e-Poli-L-lisina; '¢” el acido etilendiaminoisuccinico ([S,S]-EDDS)
que participa como abono de hierro para suelos calcareos, con la caracteristica de ser
biodegradable; %8 las brasiliquinonas A y B, con actividad antibiética contra bacterias
Gram positivas; 1?4 la ectoina que tiene un papel como protector de membrana celular,
especialmente en la piel; '%° y las rizomidas A, B y C con actividad antitumoral débil

hacia las lineas celulares MGC-803 de cancer gastrico y MCF-7 de cancer de mama.'"°

El genoma que presenté la mayor cantidad de BGCs fue el correspondiente a la cepa
clinica N-100, aislada en México. Estos resultados demuestran que los genomas de
N. brasiliensis contienen clusteres de genes biosintéticos con la capacidad de codificar
a metabolitos secundarios que poseen actividad de importancia biomédica, por lo cual
se sugiere continuar su analisis hacia la busqueda de la expresion de estos genes y la

produccion de los metabolitos secundarios en pruebas in vitro.
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9. CONCLUSIONES
A partir de los resultados obtenidos en la identificacion de las 65 cepas clinicas 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 caracterizacion certera.

Por otro lado, se encontré que la secuenciacion de los genes housekeeping sodA y
hsp65, con alta capacidad de discriminacion para N. brasiliensis, permitio mejorar la
identificacion de las 44 cepas estudiadas. También se encontré que la identificacion
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
identificacion 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 polimorficos y la diversidad nucleotidica en
el gen hsp65, demuestran la existencia de variabilidad genética dentro de la especie
N. brasiliensis. Ademas, el valor negativo obtenido de la prueba de Tajima sugiere que
la poblacion estudiada se halla bajo seleccién negativa, presentando mutaciones

deletéreas, y no esta bajo un equilibrio neutral.

Las diferencias detectadas por medio de polimorfismos InDel, el indice de fijacién entre
poblaciones y la distribucion filogenética, indican divergencia entre las cepas clinicas
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
analisis filogenético con los genes hsp65y 16S rRNA, sugieren la diferenciacion de las

cepas mexicanas en cuatro clusteres.

La identificacion realizada con los genes hsp65-16S rRNA, las caracteristicas
morfologicas, los patrones de restriccion 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 secuenciacion genémica.
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De acuerdo con los parametros evaluados en los analisis de calidad de las lecturas
genomicas, se muestra que la secuenciacion mediante plataformas hibridas
(Nanopore/lllumina) es adecuada para las cepas de N. brasiliensis, resultando en
genomas de buena calidad para realizar analisis bioinformaticos de gendmica

comparativa.

Las secuencias gendmicas de N. brasiliensis de acceso publico obtenidas muestran
que, desde el afio 2012 hasta la actualidad, solo se han depositado 22 genomas,
enfatizando la necesidad de incrementar el numero de secuenciaciones y estudios
gendmicos de esta especie. A su vez, solo dos genomas han sido aislados en México,

lo cual evidencia que es necesario ampliar la informacion sobre las cepas mexicanas.

La identificacién gendmica con distintos parametros (ANI, DDH, AAl y distancia Mash)
permitié diferenciar al grupo de N. brasiliensis de dos especies estrechamente
relacionadas como lo son N. vulneris y N. nova, lo cual indica que los analisis
genomicos con distintos parametros son necesarios para lograr un adecuado
discernimiento a nivel especie. De igual forma, los resultados sugieren que es
necesario ampliar los estudios de gendmica 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,

seria un complejo de especies.

La composicion del pangenoma indica que los genomas del grupo de estudio
comparten un porcentaje menor de clusteres y, en cambio, el porcentaje mayor de sus

genes se pueden considerar como unicos.

La curva de acumulacién 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 analisis filogendmico mostré que el sitio geografico y el origen de aislamiento de las
cepas influye en la relacién 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, acido aminopolicarboxilico, ectoina, latipéptidos e hibridos) que codifican
para metabolitos secundarios con actividad antimicrobiana (e-Poli-L-lisina,
brasiliquinonas A-B, Planosporicina, E-837), antitumoral (rizomidas A-C, antramicina),
antioxidante (isorenierateno), anticoagulante (antipaina), estabilizador celular (ectoina,
hopeno), sideréforo (heterobactina A, B, S2, terpenibactina A-C) y un fertilizante para
suelos calcareos ([S,S]-EDDS). Finalmente, se demostré que las cepas de N.
brasiliensis aisladas de actinomicetoma en Meéxico tienen potencial para producir

moléculas de importancia biomédica aprovechables para el ser humano.
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