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Resumen 
 



RESUMEN 

Los productos naturales, en especial los derivados de microorganismos, 

representan un baluarte único e indispensable por su amplia utilidad y beneficios 

en la medicina humana, veterinaria y en el cuidado de cultivos. Los actinomicetos 

son los microorganismos con mayor potencial para producir nuevos metabolitos 

secundarios con propiedades farmacológicas. El surgimiento de nuevos agentes 

infecciosos y la resistencia a los antimicrobianos convencionales por patógenos 

multirresistentes ponen en peligro nuestra capacidad para enfrentarlos. Es por 

ello que, el hallazgo de nuevas moléculas con actividad antimicrobiana 

representa una urgencia para la medicina moderna. El objetivo de este estudio 

fue el aislamiento de actinomicetos con la capacidad de producir compuestos con 

actividad antimicrobiana. Los actinomicetos se aislaron en agar-caseína-almidón 

y se caracterizaron fenotípicamente. Además, se determinó la actividad 

antibacteriana frente a Escherichia coli ΔbamBΔtolC y se identificó mediante la 

Plataforma de Resistencia a los Antibióticos la cepa de actinomiceto Jnb1 con 

actividad antibiótica y antifúngica. Los extractos activos de este microorganismo 

obtenidos mediante cromatografía se analizaron utilizando técnicas 

espectrofotométricas; además, se extrajo y analizó su genoma. Como resultado 

se demostró que este microorganismo posee similitud del 99,7% con 

Streptomyces racemochromogenes y codifica para el antibiótico congocidina y un 

nuevo compuesto poliénico. El estudio de minería genómica permitió elucidar 

parcialmente la estructura del compuesto poliénico. Por otro lado, el análisis 

genómico de Jnb1 mostró la posible producción de otros compuestos, algunos 

de ellos novedosos; así como un BGC híbrido y uno críptico con características 

singulares. Estos resultados sugieren que la cepa Jnb1 es una fuente promisoria 

para la obtención de nuevos metabolitos secundarios. 

Palabras claves:   



 

Abstract 



Natural products, especially those derived from microorganisms, are unique 

pillars that have extensive use and benefits to human and veterinary medicine as 

well as to crop protection. Actinomycetes are microorganisms with the highest 

potential to discover novel secondary metabolites with pharmacological 

properties. The emergency of new infectious agents along with multidrug resistant 

pathogens, that withstand conventional antibiotics, put in danger our capacity to 

face them. Consequently, novel antimicrobial agents are urgently needed to fill 

this gap. The aim of this work was to isolate actinomycetes strains with the ability 

to produce metabolites with antimicrobial activity. The strains were isolated on 

casein-starch agar and characterized phenotypically. Assessment of the 

antimicrobial activity with Escherichia coli ΔbamBΔtolC and the Antibiotic 

Resistance Platform revealed a strain, denoted as Streptomyces Jnb1, having 

antibacterial and antifungal activity. Active extracts from this microorganism were 

purified and characterized through chromatographic and spectrometric 

techniques, respectively. The genome of this organism was also extracted, 

sequenced and analyzed using different bioinformatic software. It was shown that 

the strain shares 97,7 % of similarity with Streptomyces racemochromogenes and 

encodes for congocidine, a known antibiotic, along with a new polyene compound 

whose structure was partially elucidated through genome mining. This analysis 

also revealed that this strain encodes other compounds, some of them novel, one 

having a hybrid BGC and another cryptic with singular characteristics. Therefore, 

the strain Jnb1 seems to be a promising source of novel secondary metabolites.  



 

  

Índice 
 



ÍNDICE 
RESUMEN .................................................................................................................. i 

INTRODUCCIÓN .........................................................................................................1 

CAPÍTULO I: MARCO TEÓRICO ....................................................................................3 

1.1 Características generales de los actinomicetos ..................................................3 

1.2 Estudio molecular y estructural de los PKS-NRPS ...............................................5 

1.2.1 Características generales de los PKS-NRPS ..................................................5 

1.2.2 Análisis molecular de los dominios enzimáticos en PKS ...............................8 

1.2.3 Análisis molecular de los dominios enzimáticos en NRPS .......................... 10 

1.3 Herramientas de Minería Genómica para el Descubrimiento de Productos 

Naturales ............................................................................................................. 11 

1.3.1 Antibiotics & Secondary Metabolite Analysis Shell .................................... 11 

1.3.2 ClusterFinder ............................................................................................ 13 

1.3.3 SBSPKS ..................................................................................................... 14 

1.3.4 CLUSEAN .................................................................................................. 15 

1.3.5 PRISM ...................................................................................................... 16 

1.4 Caracterización del Clúster de Genes Biosintéticos .......................................... 17 

CAPÍTULO II: MATERIALES Y MÉTODOS .................................................................... 19 

2.1 Recolección de las muestras ........................................................................... 19 

2.2 Procesamiento de las muestras y aislamiento de actinomicetos ...................... 19 

2.3 Actividad antimicrobiana. Tamizaje primario y secundario .............................. 20 

2.4 Determinación de la actividad antifúngica....................................................... 21 

2.5 Caracterización de los aislados ........................................................................ 21 

2.6 Obtención y caracterización de los antibióticos producidos por la cepa de 

Streptomyces Jnb1 ............................................................................................... 22 

2.6.1 Fermentación, extracción y aislamiento .................................................... 22 

2.7 Secuenciación genómica y ensamblaje ............................................................ 23 

2.8 Análisis del gen del ARNr 16S .......................................................................... 24 

2.9 Análisis del clúster de genes del compuesto antifúngico .................................. 24 

2.10 Minería genómica y análisis de los metabolitos secundarios .......................... 25 

CAPÍTULO III: RESULTADOS Y DISCUSIÓN ................................................................. 26 

3.1 Aislamiento de actinomicetos a partir de muestras de suelo ........................... 26 



3.2 Actividad antimicrobiana. Tamizaje primario y secundario .............................. 26 

3.3 Determinación de la actividad antifúngica....................................................... 28 

3.4 Caracterización de los aislados ........................................................................ 29 

3.5 Determinación del antibiótico producido por la cepa Jnb1. Análisis del BGC para 

la congocidina ...................................................................................................... 31 

3.6 Análisis estructural del compuesto antifúngico. Minería genómica del BGC del 

compuesto antifúngico ......................................................................................... 34 

3.7 Capacidad codificante de metabolitos secundarios de la cepa Jnb1 ................. 39 

CONCLUSIONES ....................................................................................................... 43 

RECOMENDACIONES ................................................................................................ 44 

REFERENCIAS BIBLIOGRÁFICAS ................................................................................ 45 

ANEXOS ................................................................................................................... 51 

 

  



 

 

Introducción 



 
1 

INTRODUCCIÓN 

Los métodos tradicionales empleados en el descubrimiento de productos 

naturales se basaban principalmente en los ensayos bioactivos y en las 

tecnologías de aislamiento y purificación (1), en su momento permitieron el 

descubrimiento de una infinidad de compuestos químicos, en su mayoría 

metabolitos secundarios (SM, por sus siglas en inglés), con una amplia diversidad 

estructural y propiedades medicinales de valiosa importancia en el tratamiento de 

diversas patologías humanas, como es el caso de los antibióticos (β-lactámicos, 

macrólidos, tetraciclinas, aminoglucósidos), anticancerígenos (vinblastina, taxol, 

doxorubicina), inmunosupresores (ciclosporina), hipolipemiantes (lovastatina). 

Sin embargo, estas estrategias han fracasado en cubrir la demanda constante de 

nuevas entidades químicas (2). Esto se debe, principalmente a la interferencia de 

compuestos ya caracterizados durante los procesos de purificación guiada por 

bioactividad (3) y, en segundo lugar, solo una parte de la capacidad biosintética 

de los organismos productores de SMs es detectable en el laboratorio utilizando 

estos medios convencionales (4). 

El advenimiento de las nuevas tecnologías de la secuenciación (5) (NTS) ha 

permitido la secuenciación del genoma de bacterias, hongos y plantas a una 

escala sin precedente. El análisis genómico de estos organismos valiéndose de 

herramientas bioinformáticas ha demostrado que su genoma presenta genes 

especializados en la síntesis de novedosos SMs (1, 6). Muchos de los genes 

encargados de sintetizar un metabolito en particular se encuentran agrupados en 

clústeres, lo cual permite elucidar la secuencia lógica de reacciones químicas que 

componen su síntesis (7).  

La medicina moderna enfrenta arduos retos marcados por la dinámica evolutiva 

de las enfermedades. Entre los ejemplos más evidentes del surgimiento de 

nuevos agentes infecciosos están el virus SARS-CoV-2 (8) y el hongo Candida 

auris (9). Además, la existencia de patógenos multirresistentes capaces de hacer 

ineficaces a un gran número de antibióticos pone en riesgo sus beneficios. Por 
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tanto, los desafíos expuestos anteriormente no van acompañados con la creación 

de nuevas moléculas farmacológicas. 

Entre los organismos productores de moléculas con actividad biológica, los 

actinomicetos representan uno de los grupos de microorganismos que producen 

gran diversidad de metabolitos. Dentro del filo Actinobacteria, el género 

Streptomyces es un grupo de gran interés debido a su capacidad para producir 

antibióticos y otros metabolitos secundarios bioactivos. 

Problema científico: 

El empleo de los métodos tradicionales en el descubrimiento de productos 

naturales no constituye un mecanismo efectivo en el descubrimiento de nuevas 

moléculas, por lo que es necesario nuevas tecnologías para determinar 

moléculas naturales novedosas. 

Como vía para solucionar el problema científico se formula la siguiente 

hipótesis: 

Los actinomicetos producen aproximadamente cerca de las tres cuartas partes 

de los antibióticos de uso terapéutico; y son una de las fuentes más atractivas de 

nuevos metabolitos bioactivos; por lo que la minería genómica de clústeres de 

genes biosintéticos de actinomicetos líderes podría detectar y caracterizar 

novedosas moléculas pequeñas con actividad farmacológica. 

Objetivo general 

Caracterizar los clústeres de genes biosintéticos de actinomicetos líderes 

utilizando herramientas bioinformáticas para la minería de genes.  

Objetivos específicos 

 Caracterizar actinomicetos líderes aislados a partir de suelo. 

 Determinar los metabolitos con actividad farmacológica producidos por los 

microorganismos líderes. 

 Realizar minería genómica a los actinomicetos líderes. 
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CAPÍTULO I: MARCO TEÓRICO 

1.1 Características generales de los actinomicetos 

Los actinomicetos son microorganismos abundantes en el suelo, sin embargo se 

encuentran también en ambientes acuáticos, tanto dulces como marinos (10). 

Entre sus características particulares se encuentra la de producir un olor típico a 

suelo húmedo, debido a la producción de un metabolito denominado geosmina 

(11, 12). Además, se caracterizan por presentar una actividad metabólica alta, y 

producir terpenoides, pigmentos y enzimas extracelulares que les confieren una 

gran capacidad para degradar la materia orgánica de origen vegetal y animal (13). 

Los actinomicetos constituyen un grupo heterogéneo de microorganismos; son 

bacterias Gram positivas que se caracterizan por su capacidad de formar  

filamentos ramificados. 

El orden de los Actinomycetales comprende 63 géneros, constituyendo 

aproximadamente del 20 al 60 % de la población microbiana total del suelo (14). 

Actualmente, la clasificación del filo Actinobacteria sugerida en el Manuel de 

Bergey´s de Sistemática Bacteriológica ha limitado los rangos taxonómicos de 

subclases y subórdenes, reconociendo únicamente los rangos de clases y 

órdenes. Por lo tanto este filo está dividido en seis clases: Actinobacteria, 

Acidimicrobiia, Coriobacteriia, Nitriliruptoria, Rubrobacteria y Thermoleophilia 

(15). 

Filo: Actinobacteria 

Clase: Actinobacteria 

Orden: Actinomycetales  

El Orden Actinomycetales es uno de los 15 órdenes clasificados en la Clase 

Actinobacteria. La mayoría de los integrantes de este orden son Gram positivos, 

bacilos no móviles rectos o ligeramente curvados, algunos de los cuales tienden 

a formar filamentos ramificados de hasta 1 mm de diámetro. La facilidad de la 

fragmentación de los filamentos produce formas bacilares o cocoides. Las 

colonias pueden ser filamentosas dando una apariencia micelial, pero no se da 

la formación de un verdadero micelio aéreo. La mayoría de especies producen 
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colonias blancas o grises predominantemente, mientras que ciertos grupos 

pueden desarrollar colonias pigmentadas de color rojo oscuro, rojizo, marrón, 

rosa o amarillento (16). La mayoría de sus miembros son anaerobios facultativos, 

con algunas excepciones. Por otro lado, el dióxido de carbono estimula el 

crecimiento de muchas especies, la reducción del nitrato varía entre géneros y 

especies, además todos los miembros de este grupo son quimiorganótrofos. Los 

productos finales de la fermentación de la glucosa incluyen ácido acético, láctico 

y succínico, con alguna variación en las cantidades de estos ácidos producidos 

por miembros de diferentes géneros. 

Se caracterizan además, por presentar  un alto contenido de guanina y citosina 

en su ADN, encontrándose en el rango de 51 a 78 % G+C. Estas bacterias son 

generalmente aerobias pero algunas son anaerobias, pudiéndose encontrar en 

animales o en el hombre; son heterótrofas, por lo cual pueden utilizar fuentes de 

carbono simples o complejas, y compuestos moleculares orgánicos tales como 

ácidos, azúcares, polisacáridos, lípidos, proteínas e hidrocarburos alifáticos. Los 

actinomicetos utilizan como fuentes de nitrógeno amonio, nitratos, aminoácidos, 

peptonas y un gran número de proteínas (17). 

Los actinomicetos son los microorganismos con mayor potencial para producir 

nuevos antibióticos como metabolitos secundarios de importancia industrial. 

Alrededor del 45 % de todos los compuestos bioactivos obtenidos a partir de 

microorganismos son producidos por actinomicetos (18). Los antibióticos 

utilizados en la práctica clínica tales como la fosfomicina, lincomicina, neomicina, 

estreptomicina, daptomicina, la eritromicina y la tetraciclina son producidos por el 

género Streptomyces perteneciente al Orden Actinomycetales (19). 

Streptomyces es un género de bacterias Gram positivas, que crece en diferentes 

entornos y su forma se asemeja a los hongos filamentosos. La diferencia 

morfológica de Streptomyces implica la formación de una capa de hifas que 

pueden diferenciarse en una cadena de esporas (Figura 1.1). 
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Figura 1.1. Ciclo de vida de los actinomicetos formadores de esporas. Foto tomada de (20).  

La propiedad más interesante de Streptomyces es la capacidad de producir 

metabolitos secundarios bioactivos, tales como antifúngicos, antivirales, 

antitumorales, antihipertensivos, inmunosupresores y especialmente antibióticos 

(21, 22). La producción de la mayoría de los antibióticos es específica de la 

especie, y estos metabolitos secundarios son importantes para las especies del 

género Streptomyces, ya que les confieren una capacidad especial para competir 

con otros microorganismos con los que entran en contacto, incluso con especies 

del mismo género (23). 

1.2 Estudio molecular y estructural de los PKS-NRPS 

1.2.1 Características generales de los PKS-NRPS 

Del prominente reservorio de fármacos utilizados en la medicina veterinaria y 

humana cerca de una cuarta parte son moléculas de productos naturales o 

análogos modificados químicamente de productos naturales; además otra cuarta 

parte son fármacos sintéticos diseñados para actuar en las mismas dianas de 

productos naturales (24). Estas moléculas pequeñas (<2.500 Da) se sintetizan 

por megaenzimas; por ejemplo, en la síntesis el compuesto 6-deoxieritronolide B 

(estructura base de la eritromicina) intervienen tres sintetasas DEBS 1 (3545 aa 

y 371 kDa), DEBS 2 (3567 aa y 374 kDa) y DEBS 3 (3171 aa y 332 kDa), capaces 

de incorporar pequeños monómeros (<250 Da), provenientes principalmente del 
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metabolismo celular primario (25). Entre las principales moléculas se encuentran 

los policétidos (pk), los péptidos no-ribosomales (nrp) y los péptidos sintetizados 

ribosomalmente y modificados postraduccionalmente (ripp). En el caso de los 

primeros están formados por la incorporación en su mayoría de malonil-CoA y 

metilmalonil-CoA, así como por 2-metilbuteril-CoA, benzoil-CoA, isobuteril-CoA, 

propionil-CoA, etilmalonil-CoA, metoximalonil-CoA, entre otros. La incorporación 

de los monómeros se realiza en los dominios aciltransferasa (AT) de los 

policétidos sintetasas (PKS, por sus siglas en inglés), donde se transfiere el grupo 

acilo (los monómeros incorporados son de estequiometría “S” en el grupo α), 

mediante la hidrólisis de acil-CoA al grupo sulfidrilo del grupo panteteinilo 

presente en el dominio tiolación (T), también nombrado proteína portadora de 

acilo (ACP, por sus siglas en inglés) (Figura 1.2A). En los péptidos no-

ribosomales las entidades incorporadas pueden ser α-aminoácidos 

proteogénicos, no-proteogénicos, modificaciones de α-amino ácidos como N-

acilación y C-aminación, carboxilatos como salicilatos y otros sustratos 

considerados no-canónicos (monómeros no α-amino ácido). La incorporación de 

los sustratos anteriores se efectúa en los dominios adenilación (A), donde son 

activados mediante la hidrólisis de ATP y la formación del aminoacilo-AMP y la 

posterior reacción de tioesterificación del sulfidrilo presente en el grupo 

panteteinilo del dominio tiolación (T), también nombrado proteína portadora de 

peptidilo (PCP, por sus siglas en inglés) (Figura 1.2B). 

 

Figura 1.2. Activación de los monómeros en PKS y NRPS. A. Incorporación del grupo funcional 

acilo en el dominio T de los PKS. B. Formación del enlace tioester a partir del aminoacil-AMP en 

NRPS. 
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La diversidad estructural en los policétidos y los péptidos no-ribosomales se debe 

a la combinación de estos monómeros y su elongación mediante una reacción de 

condensación tipo Claisen efectuada en los dominios cetosintetasa (KS, por sus 

siglas en inglés) y la formación del enlace amida en los dominios condensación 

(dominio C), respectivamente (Figura 1.3A y B). Además de los dominios 

mencionados anteriormente existen otros que permiten la modificación de los 

monómeros. Para PKS entre estos dominios se encuentran: cetorreductasa (KR, 

por sus siglas en inglés), dehidratasa (DH, por sus siglas en inglés), 

enoilreductasa (ER, por sus siglas en inglés), metiltransferasa, tioesterasa, entre 

otros; mientras para NRPS: epimerasa (E, por sus siglas en inglés), ciclasa (Cy, 

por sus siglas en inglés). 
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Figura 1.3. Reacciones de condensación y línea de ensamblaje. A. Condensación tipo Claisen 

y elongación de la cadena en PKS. B. Formación de la amida y elongación de la cadena en NRPS. 

C. Línea de ensamblaje en PKS y síntesis de 6-deoxieritronolide B (estructura base de la 

eritromicina). 

También existen moléculas pequeñas híbridas formadas por la combinación de 

PKS y NRPS, por ejemplo, la epotilona. El orden e identidad de cada dominio 

proteico en las líneas de ensamblaje especifica (i) la secuencia de unidades 

monoméricas activadas e incorporadas, (ii) las modificaciones químicas que 

ocurren en cada dominio, y (iii) la longitud y funcionalidad del producto liberado 

del extremo final en la línea de ensamblaje (26) (Figura 1.3C). 

1.2.2 Análisis molecular de los dominios enzimáticos en PKS 

1.2.2.1 Dominio Aciltransferasa 

En las PKSs el dominio aciltransferasa es el encargado del reconocimiento e 

incorporación de los sustratos monoméricos en la síntesis de los policétidos. El 

dominio AT cataliza la transferencia del grupo acilo de los diferentes monómeros 

acilCoA al dominio proteína cargadora de acilo (ACP, por sus siglas en inlgés), 

también conocido como dominio tiolación. Un residuo serina presente en el 

dominio AT actúa como nucleófilo y ataca el enlace tioester del acilo, formando 

el intermediario acil-O-ester con enlace covalente. Luego el grupo acilo se 

transfiere al grupo sulfidrilo del brazo panteteinilo en el dominio ACP (Figura 1.4). 
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Figura 1.4. Transferencia de malonilCoA al dominio ACP y residuos conservados en el dominio 

aciltransferasa. A. Mecanismo de acción de la transferencia del malonilCoA del dominio AT al 

dominio ACP. B. Logo del dominio AT específico para malonilCoA creado a partir del alineamiento 

de múltiples secuencias de aciltransferasas usando perfiles de modelos ocultos de Markov. En 

las posiciones 93-97 se observa el motivo conservado GHSxG. Se muestran las probabilidades 

de emisión, inserción, así como la longitud de inserción para la posición 95. 

Los dominios AT se clasifican en cis- o trans-AT dependiendo de su posición en 

el clúster. Los dominios cis-ATs están integrados en la cadena polipeptídica de 

las PKSs, mientras que los trans-ATs no están integrados en la cadena 

polipeptídica de las PKSs y, por tanto, forman una proteína fuera de las sintetasas 

(27). 
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Los dominios AT presentes en PKSs son el principal centro de atención en la 

predicción de policétidos en la mayoría de los algoritmos bioinformáticos, ya que 

al ser la aciltransferasa el dominio involucrado en el reconocimiento e 

incorporación de los monómeros, conocer su especificidad indica predecir 

correctamente la estructura base del producto natural sintetizado.  

1.2.2.2 Dominio Cetorreductasa 

El dominio cetorreductasa (KR) interviene en la reducción del grupo β-ceto 

formado en el dominio KS. El dominio KR utiliza NADPH para transferir un hidruro 

al carbonilo y el protón de un residuo tirosina conservado para protonar al 

oxianión. Las cetorreductasas se clasifican en A1, A2, B1, B2, C1 y C2, según su 

capacidad para 1) tener actividad reductora (A1, A2, B1, B2), 2) epimerizar el 

grupo en α (A2, B2 y C2), 3) formar el hidroxilo en R o S (R: B1, B2 y S: A1, A2) 

(28). 

1.2.2.3 Dominio Dehidratasa y Enoilreductasa 

El dominio dehidratasa (DH) interviene en la reducción del hidroxilo generado en 

el dominio KR utilizando NADPH como agente reductor y formando la α-β olefina. 

El dominio enoilreductasa (ER) cataliza la reducción del doble enlace producido 

en el módulo DH y forma el grupo no reactivo metileno. Los residuos Y241, K422 

y D444 en el dominio ER parecen dominar la estereoquímica del carbono C3, 

aunque más evidencias son necesarias para clasificar los dominios ER según la 

estereoquímica del sustituyente en la posición C3 (29). 

1.2.3 Análisis molecular de los dominios enzimáticos en NRPS 

1.2.3.1 Dominio Adenilación 

El dominio adenilación (A) interviene en la selección y activación del sustrato 

amino (hidroxi) acídico incorporado a la cadena peptídica mediante la hidrólisis 

de ATP y la formación del adenilato de aminoacilo (30). El dominio A está 

compuesto de ca. 550 aminoácidos y muchos de estos residuos son altamente 

conservados tanto para la coordinación de ATP como para la especificidad del 

sustrato. Los estudios estructurales del dominio A GrsA unido a su sustrato (Phe) 

revelan la localización de 10 motivos principales altamente conservados (A1 a 
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A10); así como la localización de 10 residuos en el compartimento de unión de la 

fenilalanina que posee una baja similitud entre diferentes dominios A (31). La 

predicción de la especificidad del sustrato de los dominios A se basa en la 

mayoría de los programas bioinformáticos en 34 residuos correspondientes a una 

distrancia de 8Å alrededor del compartimento central de del dominio A de GrsA 

o en base a residuos con alta similitud en alineamientos múltiples de dominios A 

con especificidad para sustrato detectados mediante HMMs (32). 

1.3 Herramientas de Minería Genómica para el Descubrimiento de 

Productos Naturales 

El análisis de las secuencias genómicas de bacterias, hongos y organismos 

superiores muestra que su potencial biosintético es mucho mayor que el presente 

en los extractos obtenidos de su fermentación, lo cual indica que existe un 

reservorio novedoso de moléculas bioactivas por descubrir. El desarrollo de una 

amplia variedad de programas bioinformáticos ha facilitado el análisis de los 

genes encargados de codificar la síntesis de dichos metabolitos, los cuales basan 

sus algoritmos en nuestro conocimiento sobre la lógica biosintética de las líneas 

proteicas de ensamblaje (2, 33). Estos en su mayoría se basan en maching 

learning y deep learning (término en inglés). La siguiente revisión cubrirá algunos 

de los programas más utilizados en la predicción de los clústeres de genes 

biosintéticos (BGC, por sus siglas en inglés). 

1.3.1 Antibiotics & Secondary Metabolite Analysis Shell 

El programa bioinformático antiSMASH (antibiotics & Secondary Metabolite 

Analysis Shell) fue el primero capaz de identificar loci biosintéticos cubriendo una 

amplia variedad de productos naturales (policétidos, péptidos no-ribosomales, 

terpenos, aminoglucósidos, lantibióticos, beta-lactámicos, sideróforos y otros).  

antiSMASH permite la identificación, anotación y análisis de los clústeres de 

genes de metabolitos secundarios con una visualización final interactiva en HTML 

(34). 

En el primer paso de su algoritmo antiSMASH utiliza la herramienta HMMer3, el 

cual realiza una búsqueda de todos los genes codificadores de proteínas 



 
12 

utilizando perfiles de Modelos Ocultos de Markov (pHMM), basándose en 

alineamientos múltiples de secuencias de patrones de proteínas o dominios de 

proteínas caracterizadas experimentalmente, los cuales solo se encuentran en 

los BGCs. Para esto el programa utiliza una librería de modelos pHMM 

específicos para PKS I, II y III, NRPS, terpenos, lantibióticos, beta-lactámicos, 

aminocumarinas, indol, ectoína, sideróforos, fosfoglicolípidos, melaninas y 

aminoglucósidos; así como pHMMs para falsos positivos. Los modelos deberán 

superar un umbral calculado por los autores, además de cumplir con parámetros 

de disposición entre los genes principales y accesorios en cada clúster para 

considerarlos como un clúster de genes. Es importante resaltar que los BGCs 

muy cercanos en un mismo contig son clasificados como uno solo y se 

denominan “superclústeres” (34, 35). 

El siguiente paso en el algoritmo consiste en la detección de la arquitectura de 

los principales dominios proteicos encargados de la síntesis del esqueleto 

molecular de los metabolitos secundarios. El software analiza estos dominios 

usando otra librería de pHMM específica para dominios de NRPS/PKS y para 

subgrupos funcionales/filogenéticos de estos dominios. Además, utiliza el 

algoritmo empleado en CLUSEAN (CLUster SEquence Analyzyer) para motivos 

conservados dentro de los dominios claves de PKS y NRPS (36)). La correcta 

ejecución de los pHMMs en este paso permitirá establecer un nexo entre la 

funcionalidad en estos dominios (AT, ACP, KS, A, PCP, C, etc.)  y los monómeros 

presentes en el metabolito biosintetizado. Por lo que el paso descrito 

anteriormente es fundamental para la correcta anotación de los monómeros 

incorporados y las modificaciones químicas subsiguientes. Luego, antiSMASH 

predice la especificidad de los módulos de las PKS y las NRPS por sus sustratos, 

para ello se basa en diferentes patrones en las secuencias de aminoácidos para 

cada dominio. Para el caso de los dominios aciltransferasa (AT) en PKS, Yadav 

G. et al. determinaron 11 residuos conservados (Q11, G90, H91, L93, G94, R117, 

S200, N231, Q250, V255, Q63 Y H201) fuera del sitio activo adicionales a otros 

13 (T15, K58, T59, W60, Q61, T62, S70, A72, S197, V198, P199) en el sitio activo 

descritos con anterioridad que diferencian malonato, metilmalonato y otros. Por 
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ejemplo, estudios realizados mediante mutagénesis específica en el sitio de 

acción indican que el residuo Phe200 en los dominios AT bloquea la 

incorporación de metilmalonato y no de malonato, posibilitando la correcta 

anotación de ambos sustratos (36, 37). Además, utiliza los pHMMs descritos por 

Minowa Y., et al. generados a partir de residuos trazados con el método de trazo 

evolutivo cuantitativo (38). Para la predicción de los sustratos incorporados por 

los dominios A utiliza el método basado en vectores de apoyo transductivo de 

aprendizaje autónomo descrito en el programa NRPSPredictor, el cual fue 

entrenado basado en 12 descriptores de las propiedades físico-químicas (número 

de enlaces de hidrógenos, índice de polaridad, volumen, preferencia para hojas-

β, hélices-α, entre otros) de 34 residuos presentes en los dominios A a una 

distancia máxima de 8 Å del sustrato fenilalanina en GrsA y fue capaz de 

identificar correctamente  el sustrato del 88% de los 1230 dominios A evaluados 

con >70% de identidad (32). Basado en la secuencia aminoacídica de los 

dominios KR, antiSMASH predice la estereoquímica de cada intermediario 

biosintetizado y el orden biosintético de los módulos de los PKS/NPRS generando 

como resultado la estructura química central del metabolito.  Para la anotación 

de los genes accesorios dentro de los BGCs, antiSMASH utiliza pHMMs 

partiendo de alineamientos de clústeres de grupos ortólogos de metabolitos 

secundarios (smCOG, por sus siglas en inglés) creados a partir de HMM de 

genes accesorios previamente agrupados en clústeres con OrthoMCL. 

antiSMASH facilita la detección de una extensa variedad de BGCs en el genoma 

de bacterias y hongos en base a los pHMM evaluados en el primer paso de su 

algoritmo, lo cual permite identificar una amplia variedad de metabolitos. Aunque 

su desempeño es formidable en la identificación de los BGCs con pHMM 

conocidos, como es de esperar antiSMASH no posee un desempeño efectivo en 

la detección de BGCs de clases nuevas cuyos pHMMs no hayan sido generados. 

1.3.2 ClusterFinder 

La herramienta bioinformática ClusterFinder utiliza un algoritmo probabilístico 

basado en HMM empleando un mecanismo general para la identificación de 

BGCs. Su algoritmo consiste en un modelo probabilístico con dos estados (BGC 
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y no-BGC), usando para el estado BGC un conjunto de adiestramiento de 677 

BGCs caracterizados experimentalmente que codifican moléculas pequeñas 

conocidas, y para el estado no-BGC un conjunto de adiestramiento de regiones 

no BGC de 100 genomas seleccionados aleatoriamente (39) (Figura 1.5). 

ClusterFinder facilita la identificación de una amplia variedad de BGCs omitidos 

por otros programas, aunque permite descubrir novedosos BGCs para moléculas 

pequeñas no necesariamente estos son clústeres de genes para moléculas 

pequeñas con propiedades farmacológicas (40). antiSMASH tiene incorporado la 

opción ClusterFinder. 

 

Figura 1.5. Diagrama del algoritmo utilizado en ClusterFinder. 

1.3.3 SBSPKS 

El estudio de las megasintetasas PKS y NRPS basado en datos estructurales, 

así como de las regiones de unión interpolipeptídicas puede efectuarse con la 

herramienta informática SBSPKS. Su esquema se compone de tres funciones 

para el estudio de las PKS/NRPS: NRPS-PKS, MODEL_3D_PKS y 

DOCK_DOM_ANAL (41). 

El software NRPS-PKS es la primera función presente en SBSPKS. La 

identificación de los dominios de las PKSs de consulta se realiza mediante 

alineamiento por pares con secuencias patrones para los dominios KS, AT, DH, 

ER, KR, TE y ACP; mientras que para la identificación de los dominios A y C de 

las NRPSs se basa en la anotación mediante alineamiento por pares en la Base 

de Datos de Dominios Conservados. La especificidad por los sustratos de los 
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dominios AT y A se efectúa mediante los estudios de Yadav G. et al. y 

Stachelhaus T. et al., respectivamente (31, 37).  

Su segunda función se diseñó para modelar la estructura 3D de los módulos de 

las proteínas PKS tipo-I en su conformación dimérica activa, dicha modelación 

se realiza superponiendo las estructuras de los dominios de PKS tipo-I, 

elucidadas mediante cristalografía de rayos X, sobre los dominios 

estructuralmente homólogos en la estructura cristalina de la FAS de mamíferos. 

El protocolo de modelaje consiste en la alineación de la secuencia del módulo de 

consulta a las secuencias de determinados templados usando BLAST y utilizando 

estos alineamientos, las coordenadas de las cadenas laterales de cada residuo 

aminoacídico se predice usando SCWRL (41). Esta función también predice la 

especificidad de los dominios AT y KR según lo descrito por otros autores (28, 

37, 42). El análisis de la lógica biosintética de las PKSs modulares ha permitido 

conocer que el orden de los marcos de lecturas abiertos (ORF, por sus siglas en 

inglés) en el genoma no determina la secuencia de los monómeros en la síntesis 

de los policétidos; sino que existen interacciones moleculares entre las proteínas 

generadas por estos ORFs, las cuales pueden ser predichas y por tanto puede 

ser elucidado el orden biosintético (43). La función DOCK_DOM_ANAL, también 

incorporada a antiSMASH, permite la evaluación de los dominios de 

acoplamiento (unión interpolipeptídicas) entre ORFs, basado en interacciones 

moleculares entre las secciones de aminoácidos N-terminal del primer dominio 

KS y las secciones de aminoácidos C-terminal del último dominio ACP (41). 

1.3.4 CLUSEAN 

EL programa CLUSEAN (CLUster SEquence Analyzyer) permite la detección de 

los dominios de PKS y NRPS; así como la predicción de la especificidad de los 

dominios AT en PKS y A en NRPS. Para la anotación CLUSEAN incluye BLAST; 

para la identificación de los dominios AT y su especificidad utiliza HMMer frente 

a bases de datos de perfiles tales como Pfam; mientras que para la especificidad 

de los dominios A en NRPS utiliza el procedimiento basado en vectores de apoyo 

transductivo de aprendizaje autónomo (36). CLUSEAN está insertado en el 

programa antiSMASH. 
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1.3.5 PRISM 

PRISM (PRediction Informatics for Secondary Metabolomes) es una aplicación 

web para la predicción genómica de péptidos no-ribosomales, policétidos tipo I y 

II y péptidos modificados postraduccionales; así como para la derreplicación de 

dichas entidades químicas (Figura Suplementaria 1). PRISM en su primera 

versión implementó un total de 479 HMMs y en su cuarta versión un total de 1772 

HMMs (44), incluyendo 24 HMMs para dominios tiotemplados, 68 HMMs para 

sustratos de dominio adenilación, 15 HMMs para sustratos de dominio 

aciltransferasa, 26 HMMs para sustratos de dominio aciltransferasa, además de 

HMMs para dominios beta-lactámicos, accesorios, policétidos tipo II, sustratos 

inusuales, de resistencia, metiltransferasa, entre otros. Peculiarmente, dentro de 

estos HMMs de entrenamiento se incorporaron también HMMs para dominios de 

citocromos P450; de transacilasas fúngicas de inicio específicas para acetil y 

hexanoil. Otra característica de PRISM es que, a diferencia de antiSMASH, utiliza 

HMMs para la detección de dominios adenilación para una diversa variedad de 

sustratos, tanto proteogénicos como no proteogénicos. PRISM es capaz de 

identificar clústeres iterativos de policétidos tipo I, pero no predice sus productos 

químicos (45). 

Para la predicción de la estructura química de novo el software implementa 

permutaciones de los ORFs, exceptuando los ORFs de inicio y finalización, en 

caso de no cumplirse el principio de colinearidad; así como la implementación de 

una lógica combinatorial para la incorporación de subestructuras químicas y 

reacciones accesorias (cloraciones, glicosilaciones, oxidaciones de unión 

cruzada, etc.) en los sitios permitidos en la estructura base del metabolito (Figura 

1.6). Además, el programa es capaz de detectar los sitios de inserción de trans-

aciltransferasas y de dominios adenilación trans-actuante basado en la ausencia 

de dominios aciltransferasas en los módulos de los ORFs y la presencia de un 

didominio condensación-tiolación (Figura Suplementaria 2). 
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Figura 1.6. Lógica combinatoria utilizada en PRISM (45). 

PRISM implementa un algoritmo para la derreplicación genética de BGCs, 

basado en la hipótesis de que la información presente en los dominios 

formadores de enlaces es más conservada que en los no formadores. También, 

incorpora un método de derreplicación química fundamentado en el tamizaje 

virtual basado en similitud usando huellas 2D, lo que permite detectar analogías 

entre los metabolitos secundarios interrogados y una base de datos gráficos con 

49 860 productos naturales usando el coeficiente de Tanimoto como medidor de 

semejanza (46). 

1.4 Caracterización del Clúster de Genes Biosintéticos 

Un Clúster de Genes Biosintéticos (BGC) está definido como un grupo de dos o 

más genes físicamente agrupados en un genoma particular, que juntos codifican 

una ruta biosintética para la producción de metabolitos especializados 

(incluyendo sus variantes químicas). Existen ciertos parámetros que deben 

cumplirse para otorgarle la condición de BGC a una secuencia genómica. Estas 

especificaciones se conocen como la Información Mínima del clúster de Genes 

Biosintéticos (MIBiG, por sus siglas en inglés), las cuales son una extensión 

coherente de la Información Mínima sobre cualquier marco de Secuencia 
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desarrollado por el Genome Standard Consortium (GSC´s MIxS, por sus siglas 

en inglés). La MIBiG se compone de parámetros generales aplicables a cada uno 

y a todo clúster de genes, así como a parámetros específicos para cada tipo de 

compuesto que aplican solo a clases específicas de rutas biosintéticas (47). Entre 

estos parámetros generales obligatorios se encuentran: clase(s) biosintética(s), 

publicaciones claves, número de loci, clúster completo/parcial, 

enzimas/reacciones decorativas, así como el nombre, la estructura y actividad 

del compuesto. Los parámetros específicos para cada clase de compuesto 

(policétido, péptidos no ribosomales (NRP), terpenoides, péptidos sintetizados 

ribosomalmente y modificados postraduccionalmente (RiPPs), alcaloides y 

azúcares) son subclase de policétido sintetasas, unidad de inicio, genes PKS, 

especificidades del dominio de sustrato AT/CAL, ciclasa/aromatasa, número de 

iteraciones, entre otros; subclase de NPR: genes NRPS, tipo de tioesterasa, tipo 

de liberación/ciclación; etc. Existen también BGCs híbridos que forman múltiples 

clases bioquímicas de SMs. Es importante resaltar que estos estándares son 

aplicables en cualquier ruta biosintética de cualquier origen taxonómico.
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CAPÍTULO II: MATERIALES Y MÉTODOS 

2.1 Recolección de las muestras 

En el periodo comprendido entre 2016 y 2019 se realizaron seis expediciones a 

lo largo de la isla de Cuba, dichas expediciones fueron: Pico Turquino en 

Santiago de Cuba, Rancho Querete en Sancti Spíritus, Jardín Botánico de la 

UCLV en Santa Clara, Llanura Cárdenas-Varadero en Matanzas, Las Terrazas 

en Artemisa y Valle de Viñales en Pinar del Río; para conformar así un total de 

12 muestras de suelo (Figura 2.1). Las muestras fueron recolectadas en frascos 

estériles plásticos o de cristal y transportadas de inmediato al laboratorio de 

Microbiología del Centro de Bioactivos Químicos de la Universidad Central “Marta 

Abreu” de Las Villas, en donde fueron almacenadas a temperatura de 4 °C y 

procesadas dentro de las 72 horas posteriores a la recogida.

 

Figura 2.1. Lugares de muestreo. 

2.2 Procesamiento de las muestras y aislamiento de actinomicetos 

De cada muestra se tomó 1 g de suelo y se suspendió en 9 mL de agua destilada 

estéril mediante agitación con vórtex. Seguidamente, se realizaron diluciones 

decimales en agua estéril hasta obtener una dilución final equivalente a 10-5 de 

la concentración inicial. A partir de las diluciones 10-3, 10-4 y 10-5 se sembraron 

100 µL en placas de Agar Caseína Almidón (ACA) (almidón 10 g, K2HPO4 2 g, 
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KNO3 2 g, caseína 0,3 g, MgSO4·7H2O 0,05 g, CaCO3 0,02 g, FeSO4·7H2O 0,01 

g, agar 15 g, agua destilada 1 L), Agar Ácido Húmico (AAH) (ácido húmico 1 g, 

K2HPO4 0,5 g, FeSO4·7H2O 0,001 g, agar 20 g, solución de vitamina B 1 mL 

(tiamina-HCl (50 mg), riboflavina (50 mg), niacina (50 mg), pyridoxina-HCl (50 

mg), inositol (50 mg), Ca-pantotenato (50 mg), ácido p-aminobenzóico (50 mg), 

biotina (25 mg) y agua destilada 1 L, suplementados con cicloheximida (100 µg 

mL-1) y ácido nalidíxico (30 µg mL-1). Las placas se incubaron a 28ºC entre 10-14 

días. Las colonias aisladas con morfología típica a actinomicetos (cultivos puros) 

se conservaron en 20 % de glicerol a -20 °C para estudios posteriores, 

paralelamente las colonias aisladas fueron co-cultivadas (entre 6 y 10 

actinomicetos por placa). 

2.3 Actividad antimicrobiana. Tamizaje primario y secundario 

En el tamizaje primario se determinó la actividad antimicrobiana de las co-

cultivadas frente a Escherichia coli ΔbamBΔtolC, una mutante hiperpermeable y 

deficiente de eflujo con incrementada sensibilidad a los antibióticos (48); 

aplicando el método de difusión en agar.  Luego, se realizó el tamizaje secundario 

de los actinomicetos con actividad en el tamizaje primario, donde se determinó la 

actividad antimicrobiana frente a la Plataforma de Resistencia a los Antibióticos 

(ARP), la cual permite la derreplicación de cepas productoras de antibióticos 

conocidos con elevada frecuencia de producción. La ARP consiste en un arreglo 

celular de genes resistentes individuales con mecanismo de acción diferentes 

(49). Las cepas E. coli ΔbamBΔtolC y E. coli ΔbamBΔtolC ARP fueron cultivadas 

en placas de AMH (Agar Mueller Hinton) e incubadas a 37ºC por 24 horas. Luego 

se realizó una suspensión y se comparó con el tubo 0.5 de la escala de 

MacFarland correspondiendo a una concentración de 1x108 UFC mL-1.  

Cada uno de los actinomicetos aislados se sembró en placas de ACA y se 

incubaron a 28°C durante 7 días. Las cepas de E. coli ΔbamBΔtolC y E. coli 

ΔbamBΔtolC ARP se sembraron en toda la superficie de las placas petri con 

AMH. Seguidamente, se extrajeron muestras circulares en forma de disco (plugs) 

de 6 mm de las placas con actinomicetos y se colocaron en la superficie de las 

placas sembradas con E. coli ΔbamBΔtolC y E. coli ΔbamBΔtolC ARP. La 
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actividad antibacteriana se evaluó y se expresó tomando como referencia el 

diámetro del halo de inhibición (mm), alrededor de cada plug, el cual se midió a 

las 18-24 horas de incubación a 37ºC. 

2.4 Determinación de la actividad antifúngica 

Todos los compuestos se compraron a Sigma-Aldrich. Dimetilsulfóxido (DMSO) 

fue el disolvente para todos los compuestos. Las determinación de la 

Concentración Inhibitoria Mínima se realizaró en placas de microtitulación de 96 

pocillos en forma de U usando el protocolo de microdilución en caldo (50). Los 

ensayos se acondicionaron en un volumen total de 0.2 mL/pocillo con diluciones 

seriadas dobles en medio RPMI 1640, siguiendo las normas de microdilución 

según las directrices de la CLSI (51). Las placas se incubaron en la oscuridad 

durante 48-72 horas y la absorbancia se determinó a 600 nm usando un 

espectrofotómetro (Molecular Devices). Los ensayos se realizaron por duplicado 

para cada cepa y los datos se mostraron cuantitativamente con color. La 

concentración inhibitoria mínima (CIM) se definió como la concentración más baja 

capaz de inhibir el crecimiento visible de los microorganismos de ensayo. 

2.5 Caracterización de los aislados 

Según las recomendaciones del Proyecto Internacional de Streptomyces (ISP) 

(52), los microorganismos aislados se caracterizaron teniendo en cuenta las 

características morfológicas, bioquímicas, culturales y fisiológicas. La 

caracterización morfológica fue realizada mediante la técnica del cultivo en 

cubreobjeto inclinado (53), la formación del micelio aéreo y de sustrato y la 

disposición de las esporas sobre el micelio fueron observados mediante la 

utilización de un microscopio de campo claro. Las características culturales 

(crecimiento, coloración del micelio aéreo y de sustrato, formación de pigmento 

difusible en el medio) fueron evaluadas en diferentes medios de cultivos ACA, 

agar Nutriente (peptona 5 g, extracto de levadura 3 g, NaCl 5 g, agar 15 g, agua 

destilada 1 L, pH 6,8), agar Papa Dextrosa (extracto de patata 5 g, dextrosa 20 

g, agar 15 g, agua destilada 1 L), agar Czapek (sacarosa 30 g, NaNO3 3 g, NaCl 

0,5 g, MgSO4 0,5 g, FeSO4·7H2O 0,01 g, K2PO4 1 g, agar 15 g, agua destilada 1 
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L, pH 7,3), ISP1 (extracto de levadura 3 g, Triptona 6 g, agar 15 g, agua destilada 

1 L), ISP2 (extracto de malta 10 g, extracto de levadura 4 g, dextrosa 4 g, agar 

15 g, agua destilada 1 L), ISP3 (hojuelas de avena 20 g, solución de trazas de 

sales 1mL (solución de trazas de sales: FeSO4·7H2O 0,1 g, MnCl2·7H2O 0,1 g, 

ZnSO4·7H2O, agua destilada 100mL), agar 18 g, agua destilada 1 L, pH 7,2) e 

ISP5 (L-asparagina anhidra 1 g, glicerol 10 g, K2HPO4 1 g, solución de trazas de 

sales 1 mL, agar 20 g, agua destilada 1 L, pH 7). Las pruebas bioquímicas 

incluyeron catalasa, oxidasa, urea, citrato, Voges Proshauer, rojo de metilo, 

motilidad, indol, hidrólisis de la gelatina, caseína, almidón, producción de H2S, 

producción de glucosa y reducción de nitrato (54). Los caracteres fisiológicos de 

los aislados fueron estudiados sobre la base de la resistencia a diferentes 

concentraciones de NaCl y la utilización de fuentes de carbono y nitrógeno (55). 

2.6 Obtención y caracterización de los antibióticos producidos por la 

cepa de Streptomyces Jnb1 

2.6.1 Fermentación, extracción y aislamiento 

La cepa de Streptomyces Jnb1, seleccionada con la plataforma ARP, se inoculó 

en 100 mL de Caldo Triptona Soya (TSB, por sus siglas en inglés) e incubó con 

agitación durante 3 días a 30 °C. Seis matraces de 2.8 L con muelles en su interior 

y 1 L de medio SAM se inocularon con 10 mL de una suspensión de la cepa Jnb1 

en TSB, y se incubaron a 30 °C en un agitador orbital a 200 rpm durante 4 días. 

El cultivo se extrajo con acetato de etilo (6 L por duplicado), el cual se evaporó 

bajo presión reducida. El cultivo celular se filtró y el filtrado crudo se inoculó con 

resina HP-20 (Diaion) 2 % (w/v). La resina se cargó en columnas de 1L y las 

moléculas se eluyeron por gravedad usando un gradiente de elución escalonado 

de agua-metanol para obtener 6 fracciones. La bioactividad de las fracciones se 

evaluaron y las fracciones activas (60 % y 100 % metanol) se separaron por 

cromatografía CombiFlash de fase reversa con columna C18 (RediSep, 43 g), 

utilizando un gradiente acetonitrilo/agua desde 0-100 %, seguido de evaporación 

de las fracciones activas y procesamiento en una columna de Sephadex LH-20 

eluída con metanol. La purificación final se realizó a través de HPLC de fase 
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reversa (con un gradiente acetonitrilo/agua (conteniendo 0,1 % de ácido fórmico) 

hasta obtener un compuesto antibacteriano (3.2 mg) y otro antifúngico (0.8 mg). 

Los espectros de masa se obtuvieron a través de un equipo LC-ESI-MS Agilent 

1100 Series (Agilent Technologies) y de un sistema LC/MS/MS QTRAP (Applied 

Biosystems). La determinación estructural del agente antibacteriano se realizó a 

través de Resonancia Magnética Nuclear protónica en un instrumento Bruker 

AVIII a 700 MHz (Billerica, MA, EUA.), equipado con una criosonda y 

dimetilsulfóxido deuterado. Los corrimientos químicos se reportaron en ppm en 

relación con el tetrametilsilano, usando la señal residual del solvente como señal 

interna. 

2.7 Secuenciación genómica y ensamblaje 

Para la extracción del ADN genómico, un cultivo de Jnb1 se inoculó en caldo 

líquido de Bennett, se incubó a 30 0C por 4 días y las células se cosecharon 

mediante centrifugación. Las células se lavaron con 10.3% de sacarosa, 

resuspendieron en una solución de lisozima (3 mg mL-1 de lisozima en 0.3 M de 

sacarosa, 25 mM Tris pH 8, 25 mM EDTA pH 8), e incubaron a 370C por 30 min. 

Antes de la incubación por 15 min a 42 0C se añadió proteinasa K (20 mg mL-1). 

Luego, las células se lisaron al añadir SDS al 2 % y agitando por 5 min hasta 

completar la lisis. Después de añadir fenol neutral y cloroformo, los tubos se 

agitaron gentilmente hasta obtener una coloración blanca uniforme. Luego de 

centrifugar, la capa superior se transfirió a una disolución de acetato de sodio 3M 

a pH=6 e isopropanol. Los tubos se mezclaron hasta observar la aparición del 

ADN. El pellet de ADN se extrajo, el supernadante se removió y el pellet se 

resuspendió en TE con RNasaA (0.2 mg mL-1). Los tubos se incubaron por 10 

min a 28 0C antes de añadir una solución de CTAB/NaCl 5M. A continuación, los 

tubos se incubaron por 10 min a 55 0C y enfriaron a 28 0C. Seguidamente se 

añadió triclorometano, se agitaron los tubos gentilmente y se incubaron por 10 

min a 28 0C. La capa superior se transfirió a un nuevo tubo y se extrajo 

nuevamente con fenol y cloroformo, seguido se extrajo con cloroformo y se 

precipitó con acetato de sodio 3 M a pH=6 e isopropanol. Luego, el pellet se lavó 

en etanol al 70% y se resuspendió en agua. La calidad del ADN se comprobó a 



 
24 

través de electroforesis y espectrofotometría. La biblioteca de ADN se preparó 

siguiendo el XL+ Rapid Library Preparation Method Manual (Roche 454 Life 

Sciences), seguido de secuenciación en un secuenciador genómico Roche 454 

Life Sciences GS FLX+ en el Farncombe Metagenomics Facility, McMaster 

University. El ensamblaje ̈ denovo¨ del genoma se realizó con el software Spades 

v3.11.0 (56). 

2.8 Análisis del gen del ARNr 16S 

El análisis del gen del ARNr 16S se realizó a partir del ADN genómico de la cepa 

Jnb1, para su identificación se efectuó una búsqueda utilizando los primers F27 

y R1492 (57). La secuencia del gen del ARNr 16S se sometió a análisis con 

BLASTn frente a la base de datos existente en el NCBI y el algoritmo RDP para 

identificar las secuencias cercanas relacionadas y el máximo puntaje de similitud 

resultó para Streptomyces racemochromogenes strain NRRL B-5430 con 

identidad de secuencia de 99.7 % (58, 59). 

2.9 Análisis del clúster de genes del compuesto antifúngico 

Para identificar el clúster de genes biosintéticos del polieno en Streptomyces 

racemochromogenes Jnb1, se realizó una búsqueda para PKSs modulares en la 

secuencia genómica. Se identificó un clúster de 117 828 pb, compuesto de ocho 

marcos de lectura de PKS completos y uno incompleto debido al ensamblaje 

truncado del contig 27 N-terminal. La predicción de los dominios se realizó con 

antiSMASH (60) y HMMer frente a la base de datos Pfam (61, 62). Los dominios 

aciltransferasa, cetorreductasa y dehidratasa identificados se alinearon con 

Clustal Omega, ClustalW y MAFTT, y se anotaron con Jalview (63). La 

funcionalidad de los dominios se basó en las predicciones de antiSMASH y lo 

reportado en la literatura. El sustrato cargado por cada dominio aciltransferasa 

se determinó basándose en la presencia de los motivos HAFH o YASH para 

malonil-CoA o metilmalonil-CoA, respectivamente, en el sitio de acción. Los 

dominios KR se clasificaron basándose en el alineamiento múltiple de los 

residuos de las regiones LDD, catalítica y ̈ lid¨ y su funcionalidad en una mutación 

del residuo catalítico conservado tirosina por uno glutamina. Para el análisis de 

los dominios dehidratasa se evaluaron los motivos activos GYXYGPXF, 
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DXXXQ/H, y LPFXW. Para el análisis del dominio tioesterasa, la secuencia de la 

tioesterasa se alineó con tioesterasas conocidas para eritromicina, nistatina y 

ECO-02301. La similitud de la secuencia se visualizó mediante la construcción 

de un árbol filogenético usando Seaview (64). La búsqueda de la región faltante 

identificó una región en el contig 54, con alguno de los módulos no presentes en 

el contig 27. Todo el análisis bioinformático permite conocer la estructura parcial 

del polieno antifúngico detectado en los ensayos de bioactividad y espectrometría 

de masa. 

2.10 Minería genómica y análisis de los metabolitos secundarios 

El análisis de los metabolitos secundarios codificados a nivel genómico para 

Streptomyces racemochromogenes Jnb1 se realizó con el software antiSMASH 

5 (60). Los archivos FASTA del ̈ draft¨ genoma se analizaron con la versión online 

con la severidad de detección `relaxed´ y `loose´ con los cambios `-

KnownClusterBlast´, `-ClusterBlast´ y `-SubClusterBlast´. El ¨draft¨ genoma de 

Streptomyces racemochromogenes Jnb1 también se analizó con PRISM (con 

todos los ajustes avanzados activados; límite de estructura 50; ventana 10 

000pb). A las secuencias traducidas inferidas por el software antiSMASH se les 

realizó BLASTp y se tomó la mejor similitud con el menor E-value y el mayor 

porcentaje de similitud para los genes estudiados.  
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CAPÍTULO III: RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

3.1 Aislamiento de actinomicetos a partir de muestras de suelo 

A partir de las 12 muestras se aislaron y purificaron más de 450 microorganismos 

con características morfológicas de microorganismos de la clase Actinobacteria:  

Gram positivos, esporulados y presencia de micelios aéreos y de sustrato, rasgos 

que presentan los actinomicetos (65). Las colonias aisladas en un inicio pudieron 

tener una apariencia suave, pero más tarde desarrollaron micelios aéreos con 

apariencia polvorosa, granulosa o aterciopelada. El color del micelio aéreo y de 

sustrato varió desde blanco, amarillo y gris a violeta, rosado y negro. Además, se 

observó la formación de pigmentos difusibles alrededor de varias colonias. 

3.2 Actividad antimicrobiana. Tamizaje primario y secundario 

Un total de 35 actinomicetos de los 450 aislados mostraron actividad 

antibacteriana frente a E. coli ΔbamBΔtolC, mutante doble de proteínas de bomba 

de eflujo con una mayor penetrabilidad de moléculas pequeñas a través de la 

membrana (Tabla 3.1). 

Tabla 3.1. Actividad antibacteriana de los actinomicetos frente a Escherichia Coli ΔbamBΔtolC. 

Jnb: Jardín Botánico, Trq: Pico Turquino, Pvñ: Pinar Viñales, Ptr: Pinar Terrazas, Vrd: Varadero, 

Rqe: Rancho Querete. 

Cepa E. coli 

ΔbamBΔtolC 

(mm) 

Cepa E. coli 

ΔbamBΔtolC 

(mm) 

Cepa E. coli 

ΔbamBΔtolC 

(mm) 

Jnb1 13 Jnb10 12 Pvñ298 15 

Jnb2 16 Jnb11 12 Pvñ307 13 

Jnb3 9 Jnb12 13 Ptr148 13 

Jnb4 9 Trq23rfp 17 Vrd5M 11 

Jnb5 17 Trq27rfp 17 Vrd11 10 

Jnb6 15 Trq198 14 Rqe152 10 

Jnb7 21 Trq230 16 Rqe15M 10 
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Jnb8 12 Pvñ240 20 Rqe1Dch 14 

Jnb9 21 Pvñ253 19 

La capacidad de síntesis de nuevas entidades químicas por los actinomicetos 

develadas mediante el uso de herramientas bioinformáticas se ha visto 

obstaculizada por la presencia de clúster de genes biosintéticos ampliamente 

distribuidos en estos microorganismos, los cuales interfieren en los ensayos de 

purificación guiada por actividad. Por lo que el uso de nuevas técnicas y 

herramientas de alta eficacia permite la derreplicación de los compuestos 

interferentes (66); mientras conducen a la detección de compuestos con baja 

frecuencia de producción. En este estudio se utilizó la ARP para la derreplicación 

de los actinomicetos aislados. La derreplicación de los actinomicetos utilizando 

la ARP determinó que 35 cepas (7.8 %) del total de los microorganismos aislados 

presentó actividad antibacteriana y 4 cepas (11 % con respectos a los 35 

actinomicetos con actividad) presentaron actividad frente a la batería de E. coli 

resistentes (Tabla 3.2). Mientras que 31 cepas al ser enfrentadas a la ARP 

produjeron antibióticos conocidos, tales como streptotricina, polimixina y 

streptomicina; lo cual ratifica que estos antibióticos son moléculas antibacterianas 

producidas comúnmente por los actinomicetos (67), y corrobora la capacidad 

derreplicativa de la ARP (49). 

Tabla 3.2. Tamizaje secundario. A. Actividad antibacteriana de los actinomicetos con actividad 

biológica en el tamizaje primario frente a la Plataforma de Resistencia a los Antibióticos. B. 

Ensayo de derreplicación de los actinomicetos candidatos. 
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3.3 Determinación de la actividad antifúngica 

Las pruebas de sensibilidad de los cuatro actinomicetos líderes frente a levaduras 

determinaron que uno de los actinomicetos, la cepa Jnb1 presentó actividad 

frente a Saccharomyces cerevisiae, Candida albicans y Cryptococcus 

neoformans. La CIM presentada por el compuesto antifúngico frente a 

Saccharomyces cerevisiae, Candida albicans y Cryptococcus neoformans fue de 

16 µg mL-1, 32 µg mL-1 y 8 µg mL-1 respectivamente (Figura 3.1). 

 



 
29 

Figura 3.1. Ensayo de la Concentración Inhibitoria Mínima para el compuesto antifúngico 

producido por la cepa Jnb1 realizado en el medio RPMI 1640 con diluciones dobles seriadas 

frente a diversas especies fúngicas. El crecimiento se midió mediante densidad óptica a 600 nm 

(OD600). S. cerev. = Saccharomyces cerevisiae, C. albic. = Candida albicans, C. neof. = 

Cryptococcus neoformans. 

3.4 Caracterización de los aislados 

Los detalles de las características morfológicas, bioquímicas y fenotípicas de la 

cepa seleccionada son mostrados en las tablas 3.3 y 3.4. La cepa Jnb1 creció en 

todos los medios de cultivo utilizados. Se observó un crecimiento abundante en 

PDA, Agar Czapek e ISP5; buen crecimiento en agar nutriente, ISP1 e ISP2 y 

crecimiento moderado en ISP3 (Tabla 3.3). El color de las colonias de la cepa 

Jnb1 varió desde rosado, blanco-rosado, blanco amarillo y rojo ladrillo en 

dependencia del tipo de medio usado (Figura Suplementaria 3 y Tabla 3.3). 

Esta cepa no produjo pigmento difusible en el medio de cultivo, además la tinción 

de Gram mostró ser una bacteria Gram positiva. La cepa Jnb1 tuvo un 

crecimiento abundante en fuentes de nitrógeno, característico de bacterias con 

alto metabolismo de nitrógeno, sin embargo, no creció a las concentraciones de 

NaCl suplementadas (5, 7 y 10%), resultado esperado ya que fue aislada del 

suelo (Tabla 3.3). Sivakumar (68) reportó que estas características pueden ser 

usadas  como marcadores mediante los cuales una cepa individual puede ser 

reconocida. Estos resultados revelan que este microorganismo está relacionado 

con el género Streptomyces (69, 70). 

Tabla 3.3. Características culturales del crecimiento de la cepa de actinomiceto Jnb1 en 

diferentes medios de cultivo y tolerancia a NaCl. 

Medio de cultivo Color micelio aéreo Crecimiento 

PDA Rosado +++ 

Agar Czapek Rosado +++ 

Agar Nutriente Rosado ++ 

ISP1 blanco-rosado ++ 

ISP2 blanco-rosado ++ 

ISP3 blanco-amarillo + 

ISP5 rojo ladrillo +++ 
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-, No crecimiento; +, crecimiento moderado; ++, buen crecimiento; +++, 

abundante crecimiento. 

La Tabla 3.4 muestra que la cepa Jnb1 puede utilizar diferentes fuentes de 

carbono y nitrógeno, donde se observa abundante crecimiento en fuentes ricas 

de nitrógeno como lo son la peptona y el extracto de levadura. Mientras que las 

pruebas de utilización de fuentes de carbonos, muestra que Jnb1 presenta un 

crecimiento moderado en azúcares simples y disacáridos como lo son la ribosa, 

maltosa y sacarosa. Los actinomicetos son considerados microorganismos 

saprófitos, y en particular el género Streptomyces, al especializarse en la 

degradación de compuestos con mayor complejidad estructural que los azúcares 

de bajo peso molecular (71). 

Tabla 3.4. Características fenotípicas y fisiológicas de la cepa Jnb1. 

Características Bioquímicas  Utilización de fuentes de carbono 

Tinción de Gram Gram(+) Xylosa  + 

Catalasa + Manosa  + 

Oxidasa + Fucosa  + 

Urea + D-ribosa  + 

Citrato + Galactosa  + 

Voges Proshauer - Arabinosa  + 

Rojo metilo - Manitol  + 

Motilidad - Sacarosa  + 

Indol - Maltosa  + 

Prod. de HsS - Concentración de NaCl (%) 

Prod. de glucosa - Sin NaCl  + 

Red. de nitrato + 5  - 

Hidrólisis gelatina - 7  - 

Hidrólisis caseína - 10  - 

Hidrólisis almidón - 

Utilización de fuentes de nitrógeno 

Extracto de levadura                       +++ 

Peptona                                             +++ 

(NH4)2SO4                                                                   +++ 



 
31 

-, No crecimiento; +, buen crecimiento; ++, crecimiento moderado; +++, 

abundante crecimiento. 

La secuencia del gen del ARNr 16S de la cepa Jnb1 presentó gran similitud con 

Streptomyces racemochromogenes strain NRRL B-5430 con identidad de 

secuencia del 99.7% (Figura 3.2). 

 

Figura 3.2. Alineamiento por pares del ARNr 16S de la cepa Jnb1 versus al gen del ARNr 16S 

de Streptomyces racemochromogenes strain NRRL B5430 utilizando BLASTn. Las líneas rojas 

representan falta de coincidencia; mientras que las líneas azules representan vacío en una 

posición específica. 

3.5 Determinación del antibiótico producido por la cepa Jnb1. 

Análisis del BGC para la congocidina 

La fermentación de Streptomyces racemochromogenes Jnb1 seguido de 

purificación guiada por actividad biológica reveló la producción de un compuesto 

con m/z de 431.16 ppm y UV máximos a 240 y 298 nm. El análisis del espectro 

de alta resolución (HR-MS) mostró los picos de fragmentación 216.30, 361.2 y 

431.16, los cuales presentan similitud con la fragmentación característica del 

antibiótico congocidina (Figura 3.3). Con la finalidad de corroborar la identidad 

estructural del compuesto se realizó el análisis del espectro de 1H-RMN, el cual 

confirmó que el antibiótico producido es congocidina (también conocido como 

netropsina) (Figura Suplementaria 4). 
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Figura 3.3. Análisis mediante HPLC-EMS del antibiótico congocidina. Fragmentación de 

congocidina en sus principales iones (parte superior) y espectro ultravioleta-visible (parte inferior). 

Congocidina es una molécula pequeña con actividad antiviral, antibacteriana y 

antitumoral perteneciente a la familia de las oligo-pirrolamidas, las cuales 

contienen uno o varios pirrol-2-carboxamidas. Este grupo de compuesto posee 

actividad antiviral (72), antibacteriana (73), antihelmíntica (74) y antitumoral (75, 

76), dicha actividad se debe a su mecanismo de acción, ya que posee la habilidad 

de unirse no covalentemente en el ADN en regiones ricas en las bases A-T, 

específicamente en la curvatura menor de estas regiones. Además, la 

combinación en la misma formulación de congocidina y polimixina B presentó 

actividad sinérgica frente a patógenos multirresistentes aislados de la clínica 

como Acinetobacter Baumanni (77). La síntesis de pirrolamidas en Streptomyces 

ha sido estudiada sobre todo en las especies Streptomyces netropsis y 

Streptomyces ambofaciens, pero su producción en Streptomyces 

racemochromogenes no ha sido reportada incluso cuando los BGCs se 

encuentran ampliamente distribuidos en Streptomyces debido a la elevada 

transferencia horizontal de estos clústeres en este género (78). 

La detección del BGC para congocidina se realizó mediante el software 

antiSMASH. En el contig 33 se encontró una región con 27 928 pb de extensión 
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con 100% de similitud con el BGC para congocidina de Streptomyces 

ambofaciens ATCC 23877 (Figura 3.4). Para la anotación de los genes dentro 

del BGC en el contig 33 se concatenó la traducción de cada gen en una sola 

secuencia y se comparó con los genes anotados por Juguet M. et al. (79) 

utilizando BLASTp. El análisis mostró que todas las proteínas tienen un homólogo 

codificado con los genes SAMR0900 a SAMR09021 de Streptomyces 

ambofaciens ATCC 23877 (Tabla Suplementaria 1); así como una alta sintenía 

dentro del clúster con respecto a Streptomyces ambofaciens ATCC 23877. 

 

Figura 3.4. Comparación entre el BGC para congocidina en Streptomyces 

racemochromogenes cepa Jnb1 y el clúster de referencia MIBiG BGC0000327 (Streptomyces 

ambofaciens ATCC 23877) usando ClusterBLAST generado por antiSMASH. 

Es importante destacar que el clúster de congocidina presenta algunas 

características peculiares. Primeramente, la síntesis del pirrol en la familia de las 

pirrolamidas transcurre por un mecanismo diferente a otros pirroles en otras 

moléculas de productos naturales; el precursor 4-acetamidopirrol-2-carboxilato 

se obtiene a partir de NTP-N-acetil glucosamina en un mecanismo en el cual 

intervienen 7 enzimas que participan en una descarboxilación, una ciclación 

mediante la formación de la 2,3 dihidropirrolidina y su posterior deshidroxilación 

(80, 81). En segundo lugar, la reacción de condensación la realiza una proteína 

autónoma y ocurre iterativamente, en donde para activar el grupo amino es 

necesario que ocurra su desacetilación por la enzima amidohidrolasa (82). 
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3.6 Análisis estructural del compuesto antifúngico. Minería 

genómica del BGC del compuesto antifúngico 

El extracto obtenido de la fermentación de Streptomyces racemochromogenes 

Jnb1 mostró actividad antifúngica frente a Saccharomyces cerevisiae, Candida 

albicans y Cryptococcus neoformans. El espectrofotograma obtenido durante el 

proceso de purificación por HPLC-UV del compuesto antifúngico reveló un pico 

con tiempo de retención igual a 5.53 min con patrón característico, UV máximos 

a 318, 332 y 350 nm, similar al presentado por compuestos del tipo polieno, con 

un grupo cromóforo de cuatro o más dobles enlaces deslocalizados (Figura 

3.5A). 

 



 
35 

Figura 3.5. Análisis mediante HPLC-UV e ESI-MS del antifúngico tipo polieno. A. 

Cromatograma y espectro ultravioleta visible obtenido durante el proceso de purificación. B. 

Espectro de alta resolución obtenido mediante ionización por electrospray (ESI-HR-MS) del 

antifúngico tipo polieno. 

El patrón de absorbancia entre 250-450 nm para antifúngicos polienos muestra 

que el compuesto con picos en 318, 332 y 350 nm presenta un corrimiento hacia 

la derecha comparado con el patrón para polienos tetraenos (ej. nistatina) y un 

corrimiento hacia la izquierda comparado con el patrón para polienos heptaenos 

(ej. anfotericina B), lo cual indica que el compuesto producido por la cepa Jnb1 

presenta cinco o seis doble enlaces conjugados. El espectro de alta resolución 

del compuesto presentó picos base de m/z 1125.36 y 1123.44 (Figura 3.5B). Una 

búsqueda realizada en bases de datos, como el Diccionario de Productos 

Naturales, con las masas detectadas en el espectro anterior y los máximos del 

espectro-UV como consulta, no identificó ningún compuesto con dichas 

especificaciones; lo que indica que el compuesto antifúngico producido por la 

cepa Jnb1 es un compuesto nuevo. 

Los polienos son sintetizados por PKS tipo-I modulares o en combinación con 

PKS iterativas, en su mayoría los clústeres de genes presentan un gran número 

de ORFs y genes accesorios encargados de decorar la estructura policétida 

principal. Con el objetivo de identificar el BGC productor del compuesto 

antifúngico se realizó una búsqueda para PKSs modulares en la secuencia 

genómica de la cepa Jnb1. El estudio de minería genómica identificó un clúster 

de 117 828 pb en el contig 27, compuesto de ocho marcos de lectura de PKS 

completos y uno incompleto debido al ensamblaje truncado en el extremo N-

terminal (Figura 3.6); además no se detectó otro BGC con la capacidad de 

ensamblaje necesaria para sintetizar el polieno. 

Figura 3.6. Clúster de nueve secuencias codificantes (CDS) en el contig 27 identificadas con 

antiSMASH, PRISM y analizadas con HMMer y BLASTp que presentan similitud con PKSs tipo-I. 
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Las nueve secuencias codificantes presentan igual direccionalidad dentro del 

contig, por lo que se aplicó el principio de colinearidad en la predicción del 

metabolito sintetizado. Se identificaron un total de 103 dominios comprendidos 

en 22 módulos. Para la predicción del sustrato cargado por cada aciltransferasa 

se alinearon las secuencias de los dominios AT usando el algoritmo CLUSTALW 

y determinaron basándose en la presencia de los motivos HAFH o YASH para 

malonil-CoA o metilmalonil-CoA, respectivamente, en el sitio de acción (83). El 

análisis de dominios aciltransferasa mostró que los dominios 20, 21 y 22 cargan 

metilmalonil-CoA, mientras que los restantes lo hacen para malonil-CoA (Figura 

3.7A). La clasificación de los dominios cetorreductasa basada en los patrones de 

las regiones LDD, catalítica y ¨lid¨ (28) identificó un dominio KR inactivo tipo C1 

en la CDS 27_6 debido a una mutación del residuo catalítico conservado tirosina 

por uno glutamina. El resto de los dominios cetorreductasas activos se 

clasificaron en su mayoría como tipo-B por variaciones en el motivo conservado 

LDD en el sitio activo acompañado del residuo triptófano en la región catalítica, 

además se identificaron dos dominios tipo-A (Figura 3.7B). Todos los dominios 

DH presentaron los residuos catalíticos tirosina e histidina (Figura 

Suplementaria 5), por lo que se consideraron activos (84). 
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Figura 3.7. Alineamiento múltiple de los dominios AT y KR detectados en los PKSs del contig 

27. A. El MSA de los dominios AT muestra que los dominios 1 y 2 de la CDS 27_3 y el dominio 1 

de la CDS 27_6 (final del alineamiento) cargan el monómero metilmalonil-CoA; el resto de los 

dominios AT cargan malonil-CoA. B. Se representa en el MSA de los dominios KR los residuos 

conservados YAA (triángulos rojos); el residuo 155 del dominio KR de la CDS 27_6 (flecha negra) 

posee en mutación del residuo catalítico conservado tirosina por uno glutamina. 

También se identificó un dominio enoilreductasa activa en la CDS 27_7. El MSA 

de los dominios TE mostró que el dominio tioesterasa en el ctg27_1 cataliza la 

hidrólisis del acilo unido al ACP para formar el producto lineal (Figura 3.8A y B). 

La estereoquímica propuesta se basó en el estudio estructural in silico de cada 

dominio (Figura 3.8B). 
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Figura 3.8. Esquema del ensamblaje del compuesto antifúngico. A. La PKS presente en el 

ctg27 del polieno está compuesto de 22 módulos y 103 dominios. B. Estructura de la región del 

polieno sintetizada en los módulos presentes en el ctg27. 

Una región en el contig54 se identificó como la posible secuencia faltante en uno 

de los extremos de la PKS descrita anteriormente. Esta secuencia mostró 

similitud frente otros BGCs que sintetizan polienos (Figura Suplementaria 6); 

así como una secuencia codificante truncada para PKS (Figura 3.9), pero es 

necesario más datos que corroboren la coordinación entre la PKS del ctg27 y la 

del ctg54. 

 

Figura 3.9. Región del contig 54 con similitud a BGC de polienos (ej. nistatina, ibomicina, ECO-

02301). 

3.7 Capacidad codificante de metabolitos secundarios de la cepa 

Jnb1  

Un total de 142 contigs representativos del genoma de la cepa Jnb1 se obtuvieron 

después de la secuenciación y ensamblaje de este. La especie Streptomyces 

racemochromogenes, se encuentra entre los productores de antibióticos más 

ricos del orden Actinomicetales (85). El análisis con el software antiSMASH reveló 

que esta cepa codifica para 14 metabolitos secundarios localizados en diferentes 



 
40 

contigs y con diferente porciento de similitud con metabolitos conocidos (Tabla 

3.5). Estos incluyen sideróforos, péptidos antimicrobianos, terpenos, 

antibacterianos y antifúngicos. 

El análisis genómico confirmó además que la cepa Jnb1 no codifica para ninguno 

de los grupos farmacológicos representados en la plataforma ARP, lo cual avala 

su utilidad en la derreplicación inicial de los actinomicetos aislados. 

Además del antibiótico congocidina, el cual se conoce interactúa con la curvatura 

menor del ADN (86), y del nuevo agente poliénico, el genoma de la cepa de 

Streptomyces racemochromogenes codifica para otros potenciales nuevos 

antibióticos. El contig 12 codifica un metabolito que solo comparte similitud con 

el 72 % de los genes de Mayamycin B, compuesto con  actividad antimicrobiana 

contra varios microorganismos patógenos (87). Los compuestos fenacínicos 

codificados en los contigs 23 y 56 con porcientos de similitud de 22 % y 68 % son 

igualmente potenciales candidatos, ya que su actividad antimicrobiana ha sido 

previamente demostrada (88). 

Tabla 3.5. Clúster de genes biosintéticos identificados en la cepa Jnb1. 
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Las proteínas del BGC identificado en el contig 56 se analizaron individualmente 

con BLAST y se encontró que todas las proteínas esenciales del BGC para la 

síntesis del antibiótico esmeraldina (compuesto que pertenece a la familia de las 

fenacinas), esmA1-esmH2, presentan una proteína homóloga en el clúster 

presente en el contig 56. Además, se encontró que el BGC para el compuesto 

fenacínico en el genoma de la cepa Jnb1 se encuentra interrumpido por tres 

secuencias codificantes consecutivas no descritos en los BGCs para las 

fenacinas (Figura 3.10). Con el objetivo de identificar los tres genes insertados 

en el clúster se realizó el alineamiento de las secuencias con BLAST. Las 

secuencias insertadas mostraron un alto porcentaje de identidad (<60 % y E-

value >10-65) con los genes albA, albB y albC. Los tres genes codifican para 

proteínas encargados de la síntesis de compuestos pertenecientes al grupo de 

los ciclodipéptidos (89, 90). Los ciclodipéptidos son compuestos sintetizados por 

ciclodipeptasas dependientes de ARNt (91), por lo que la inserción de estos 

genes en el PKS tipo-II de la fenazina podría indicar la síntesis de un metabolito 

híbrido; aunque son necesarios otros estudios para confirmar esta hipótesis. 

 

Figura 3.10. Inserción de los genes albA, albB y albC en el BGC para la esmeraldina. 

Durante el análisis de minería genómica también se encontró el BGC para un 

clúster de sintetasas no ribosomales críptico (Figura 3.11). 
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Figura 3.11. Descripción del BGC críptico en el ctg28. 

El alineamiento de los genes para las cuatro NRPSs que conforman el BGC en 

el contig 28 presentó analogía con un BGC en Streptomyces sp. Mg1, pero su 

caracterización no ha sido descrita (92). Estos resultados muestran el potencial 

biosintético de Streptomyces racemochromogenes Jnb1. 
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CONCLUSIONES 

 Se aisló una cepa líder de actinomiceto con similitud a Streptomyces 

racemochromogenes con actividad antibacteriana frente a nuestra 

plataforma derreplicativa y con actividad antifúngica frente a varias 

especies de levaduras. 

 

 Streptomyces racemochromogenes cepa Jnb1 produce el antibiótico 

congocidina y un compuesto antifúngico del tipo polieno cuya estructura 

química no se ha descrito. 

 

 Los estudios de minería genómica revelaron que Streptomyces 

racemochromogenes cepa Jnb1 posee BGCs para una amplia variedad 

de compuestos farmacológicos; además se halló un BGC híbrido entre una 

PKS tipo-II y una ciclodipeptasa dependientes de ARNt. También, se 

identificó un BGC críptico que sintetiza para un péptido no-ribosomal. 
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RECOMENDACIONES 

 Determinar la estructura del compuesto antifúngico tipo polieno. 

 

 Caracterizar el BGC híbrido y el críptico mediante técnicas de biología 

sintética.
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ANEXOS 

 

Figura Suplementaria 1. Diagrama de la metodología de predicción de PRISM. 

 

 

Figura Suplementaria 2. Integración del dominio trans-aciltransferasa en los sitios de 

inserción detectados. 
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Figura Suplementaria 3. Imagen del actinomiceto Jnb1 en un cultivo en medio sólido (medio 

ACA). 

 

Figura Suplementaria 4. Espectro de 1H-RMN del antibiótico producido por el actinomiceto 

Jnb1. 

 

Tabla Suplementaria 1.  

S. amb. 
numeración 

cgc 
número 

Rol 
propuesto en 
la biosíntesis 

de 
congocidina 

Función putativa Homólogo en S. 
racechromogenes 

Jnb1 

SAMR0900 cgc19 Ensamblaje 
de 

congocidina 

NRPS, dominio PCP  ctg_5 

SAMR0901 cgc18 Ensamblaje 
de 

congocidina 

NRPS, dominios A-
PCP-C 

ctg_6 
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SAMR0902 cgc17 Biosíntesis de 
precursor 

Alcohol 
deshidrogenasa 

ctg_7 

SAMR0903 cgc16 Ensamblaje 
de 

congocidina 

NRPS, dominio C ctg_8 

SAMR0904 cgc15 Metilación del 
pirrol 

Metil transferasa ctg_9 

SAMR0905 cgc14 Biosíntesis de 
precursor 

Amidohidrolasa ctg_10 

SAMR0906 cgc13 Biosíntesis de 
precursor 

Hidrolasa glicosídica ctg_11 

SAMR0907 cgc12 Biosíntesis de 
precursor 

Nucleótido-azúcar 
aminotransferasa 

ctg_12 

SAMR0908 cgc11 Biosíntesis de 
precursor 

Azúcar 
nucleotidiltransferasa 

ctg_13 

SAMR0909 cgc10 Biosíntesis de 
precursor 

Glicosiltransferasa ctg_14 

SAMR0910 cgc9 Biosíntesis de 
precursor 

Nucleósido difosfato 
azúcar epimerasa 

ctg_15 

SAMR0911 cgc8 Biosíntesis de 
precursor 

Nucleótido-azúcar 
deshidrogenasa 

ctg_16 

SAMR0912 cgc7 Biosíntesis de 
precursor 

Proteína hipotética ctg_17 

SAMR0913 cgc6 Biosíntesis de 
precursor 

Creatinasa ctg_18 

SAMR0914 cgc5 Biosíntesis de 
precursor 

Dihidroorotato 
deshidrogenasa 

ctg_19 

SAMR0915 cgc4 Biosíntesis de 
precursor 

Nucleósido 2-
desoxiribosiltransferasa 

ctg_20 

SAMR0916 cgc3 Biosíntesis de 
precursor 

Aldehído 
deshidrogenasa 

ctg_21 

SAMR0917 cgc2 Ensamblaje 
de 

congocidina 

NRPS, dominio C ctg_22 

SAMR0918 cgc1 Regulación Regulador de 
respuesta de dos-

componentes 

ctg_23 

SAMR0919 cgc1* Resistencia Transportador ABC, 
proteína 

transmembrana 

ctg_24 

SAMR0920 cgc2* Resistencia Transportador ABC, 
proteína unión_ATP 

ctg_25 

SAMR0921 cgc3* Ensamblaje 
de 

congocidina 

Acil-CoA sintetasa ctg_26 
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Figura Suplementaria 5. MSA con el algoritmo ClustalO de los dominios DH extraídos de 

las CDS del contig_27. 

 

Figura Suplementaria 6. Comparación a nivel de genes mediante ClusterBLAST de la 

región del ctg54 y los BGC para polienos en la base de datos MIBiG. 

 


