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RESUMEN

La salinidad en los manglares afecta la produccion de metabolitos secundarios, los
cuales son de interés biotecnolégico como los compuestos antimicrobianos. Sin
embargo, la informacion de la biosintesis de metabolitos secundarios, la resistencia
microbiana y el efecto de la salinidad en la expresion de los genes en los ecosistemas
de manglar es limitada. El objetivo principal de este trabajo fue determinar el efecto de
la salinidad sobre la abundancia de genes asociados a la sintesis y resistencia de
compuestos antimicrobianos presentes en el suelo rizosférico utilizando metagenémica
y bioinformatica. Por medio de la extraccién de ADN, se secuenciaron en la plataforma
lllumina HiSeq y andlisis de los datos utilizando la plataforma web MicrobiomeAnalyst y
STAMP. Se encontr6 que las abundancias de genes presentaron diferencias
significativas en relacion con los gradientes de salinidad baja, media y alta de la
comunidad bacteriana del manglar en la desembocadura del Rio Rancheria y se
establecio la diversidad funcional de los genes con actividad antimicrobiana y la
resistencia de estas, siendo Streptomycin biosynthesis la via mas abundante asociada

a la sintesis de antimicrobianos en los tres puntos de salinidad y el gen mas abundante
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K01710 (E4.2.1.46, rfbB, rffG; dTDP-glucose 4,6-dehydratase) igualmente en los tres

puntos de salinidad.
Palabras clave: Metagenomica, bioinformética, genes, actividad antimicrobiana,

metabolitos secundarios, resistencia.

Estudiante: Libia Vanessa Daza Giraldo

Asesores: Javier Vanegas Guerrero - Universidad Antonio Narifio y Judith Elena

Camacho Kurmen — Universidad Colegio Mayor de Cundinamarca
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INTRODUCCION

Acorde al ecosistema, las comunidades microbianas presentan cambios tanto a nivel
taxondmico como funcional dando respuesta a las condiciones ambientales®. Los
microorganismos tienen la capacidad de producir productos naturales mas conocidos
como metabolitos secundarios que han ayudado al descubrimiento de antibiéticos®, con
el fin de introducir nuevas terapias para la medicina clinica y comercial®. Los
compuestos antimicrobianos que se han descubierto ademas de los antibioticos
clasicos han sido de origen Actinomicetal. Otros como la eritromicina A, la penicilina G
y la estreptomicina son de origen bacteriano y fungico con propiedades terapéuticas
exitosas incluyendo el anticanceroso doxorubicina, y los inmunosupresores como la

rapamicina y la ciclosporina®.

El desarrollo de resistencia bacteriana a antimicrobianos ha sido un problema mundial y
epidemiolodgico, los microorganismos activan mecanismos de resistencia incluyendo la

inactivacién enzimatica, modificacién de dianas, formacion de biopeliculas entre otros™?.

Existen microorganismos no solo capaces de producir compuestos antimicrobianos,
sino que también desarrollan una resistencia a estos, se ha reportado que varios
microorganismos tienen una resistencia natural o adquirida lo que les confiere ventajas
respecto a otros microorganismos y tener la capacidad de sobrevivir’®. Por otra parte, la
inhibicién de la actividad antimicrobiana puede darse por el desarrollo de mecanismos

de resistencia como el sistema de expulsion activa del antimicrobiano.

Los manglares albergan comunidades microbianas que desempefian un papel
importante en el ecosistema, los filos mas abundantes reportados son Proteobacteria,
Firmicutes, Bacteroidetes. A nivel de género Pseudomonas, Geobacter, Streptomyces,
Mycobacterium, Desulfovibrio, Nitrosococcus’, Bacillus, Lysinibacillus y Vibrio®. Dada la
condicion del ecosistema del manglar las bacterias aumentan su potencial para
producir compuestos bioactivos. En la secuenciacion del genoma de Gamma, delta y
alfa Proteobacterias, Bacteroidetes y Cianobacterias se han identificado genes que

codifican para enzimas asociadas a la sintesis de antibiéticos®.
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La diversidad microbiana y su potencial para producir compuestos bioactivos y
desarrollar resistencia han sido de gran importancia, estudios anteriores han evaluado
estos procesos por técnicas dependientes de cultivo, sin embargo, los enfoques
metagendmicos han facilitado una descripcion mas completa de las poblaciones
microbianas presentes en los manglares y en ecosistemas costeros®®. Estudios
metagendmicos con secuenciacion de segunda generacidon han permitido la
identificacion de nuevos genes, enzimas, moléculas bioactivas con funciones nuevas o
mejoradas y genes asociados a la produccion de metabolitos secundarios que permiten

contrarrestar los efectos de microorganismos patégenos’’.

Segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), los mecanismos de resistencia de
los microorganismos se han propagado a nivel mundial, imposibilitando la capacidad
para tratar enfermedades infecciosas comunes, la prolongaciéon de la enfermedad y la
muerte®®. La resistencia microbiana actualmente es una de las mayores amenazas en
salud publica mundial, se estima que 700.000 muertes a nivel mundial son
consecuencia de infecciones causadas por microorganismos resistentes a los

antibidticos y se espera que la resistencia llegue a 10 millones en el 2050%°.

Por este motivo es importante la biusqueda de nuevos antibidticos que garanticen la
efectividad frente a los microorganismos patdégenos. Estudios recientes han encontrado
moléculas bioactivas efectivas en ecosistemas marinos a partir de la extraccion del
genoma que han ayudado al tratamiento de infecciones causadas por bacterias

resistentes a antimicrobianos.
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1. OBJETIVOS

1.1. General

Determinar el efecto de la salinidad sobre la abundancia de genes asociados a la
sintesis y resistencia de compuestos antimicrobianos en la desembocadura del rio

Rancheria en La Guaijira.

1.2. Especificos

1. Determinar el efecto de la salinidad sobre la abundancia de genes asociados a la
sintesis de compuestos antimicrobianos en la desembocadura del rio Rancheria en La

Guajira.

2. Determinar el efecto de la salinidad sobre la abundancia de genes asociados a la
resistencia de compuestos antimicrobianos en la desembocadura del rio Rancheria en

La Guajira.
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2. ANTECEDENTES

A mediados de los afios 80 Hugenholtz et al (1998), microbidlogos comenzaron a
cambiar los conceptos de la microbiologia clasica y a aceptar la idea de la existencia de
una vasta vida de microorganismos no cultivables (99,8% no es cultivable) proponiendo
la necesidad de disponer de técnicas no tradicionales para entender el mundo

microbiano.

La mayoria de los estudios realizados de la sintesis de antimicrobianos se han
enfocado en la acciéon de hongos y de las bacterias. Estudios realizados en las costas
venezolanas realizados por Christophersen et al. (1999), obtuvieron extractos de 227
hongos marinos bioactivos; Nielsen et al. (1999) obtuvieron el depsido guisinol con
actividad antibacteriana a partir del hongo Emericela unguis; Malstrom et al. (2000)
mostraron que se establecen patrones de similitud entre los metabolitos secundarios
producidos por diferentes especies pertenecientes al género Penicillium, lo cual

complementa su identificacion?’.

Jalal K.C.A et al. (2010) reportaron resistencia contra los antimicrobianos de la
comunidad bacteriana del suelo del manglar. Las bacterias mostraron un 100% de
resistencia a los [-lactamicos (ampicilina, amoxicilina y penicilina), vancomicina,
sulfafurazol, gentamicina, eritromicina, tetraciclina, novobiocina, clindamicina y
bacitracina. Ademas, todos los aislamientos bacterianos mostraron un indice de
resistencia a multiples farmacos demostrando la contaminacion del medio ambiente.
Ellos determinaron los posibles mecanismos de propagacién de la resistencia: por
transferencia de bacterias entre humanos, transferencia de genes de resistencia entre
bacterias (generalmente por plasmidos) y por transferencia de genes entre elementos

genéticos por transposones??.

Logesh et al. (2012) determinaron el efecto antimicrobiano de los hongos productores
de quitosano (Roccella montagnei y Aspergillus niger), donde se observo que podia
inhibir el crecimiento de bacterias de Staphylococcus aureus y Escherichia coli. Incluso

17



el quitosano es considerado como un agente antimicrobiano, pero se determiné que no

es muy efectivo ya que se combina con zinc®3.

Los productos naturales bioactivos extraidos de ecosistemas marinos ha atraido mucho
interés. Zhou et al. (2012) aislaron numerosos metabolitos secundarios novedosos de
la flora y fauna marina China como los manglares, algas, esponjas, corales y moluscos

que mostraron efectos inhibidores de enzimas, citotéxicos y antibacterianos?.

Yuan et al. (2013) aislaron azalomycin F de Streptomyces sp de suelo de la rizosfera
de manglar donde se obtuvo macrdlidos polihidroxilo (RS-22, guanidilfunfinas,
amicinas, nifimicina, malonilnipimicina, dihidronafimicina, malonil-4,5-dihidronifimcina,
surimicinas, entre otros), los cuales son compuestos que poseen una actividad

antimicrobiana de amplio espectro y su citotoxicidad es moderada®®.

Xiong et al. (2013) determinaron fuentes de metabolitos secundarios bioactivos en
ecosistemas marinos, a partir del método de metagendmica donde se identificaron
fragmentos como: cetosintasa y la metilmalonil-CoA transferasa de policétidos, gen de
la O-metiltransferasa, gen de la monooxigenasa P450, gen de la poliéter-epoxidasa. 5-
hidroxil-3-metilglutaril coenzima A reductasa gen, dTDP-glucosa-4,6 gen de la
deshidratasa (dTGD) entre otros, los cuales son genes que ofrecen mayor potencial

para predecir la produccion de nuevos metabolitos secundarios™®.

Por otra parte, se ha demostrado la importancia de nuevos antimicrobianos con amplio
espectro para combatir patdbgenos que han sido resistentes a mdultiples farmacos.
Sengupta et al. (2015) determinaron que los Actinomicetos aislados de manglar tienen
alta actividad antimicrobiana frente organismos bacterianos y hongos, la mayor
actividad antimicrobiana fue sobre Vibrio cholerae y Staphylococus aureus con una
concentracién minima inhibitoria de 0.05 mg/ml™. También inhibi6 bacterias Gram
negativas como Pseudomonas aeruginosa con una concentracion minima inhibitoria de
0.05 mg/ml™* @9,

Al-Amoudi et al. (2016) determinaron que diferentes bacterias como Bacillus sp,
Bacillus subtilis, Bacillus amyloliquefaciens, Pseudomonas fluorescens, entre otro. son

capaces de producir compuestos bioactivos con actividad antimicrobiana. Se
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identificaron filos en ecosistema costero mediante la secuenciacion del gen 16S rRNA
como fue Proteobacterias, Firmicutes, Planctomycetes, Bacteroidetes y Actinobcateria,
y genes implicados en la sintesis de compuestos bioactivos como policétidos sintasas
tipo | (PKS-1), tipo Il (PKS-I1) y péptidos no ribosémicas (NRPS)*.

Cabral et al. (2016) determinaron el impacto antropogénico en los sedimentos de
manglar respecto a la resistencia de las comunidades microbianas utilizando
secuencias de metagendmica y metatranscriptomica para determinar los genes
involucrados. Determinaron en las secuencias obtenidas bombas de eflujo de
resistencia a multiples farmacos, seguido de resistencia a la meticilinia en
Staphylococcus y mdtABC multidroga resistencia. Sin embargo, también encontraron
secuencias involucradas en la resistencia de fluoroquinolonas y genes (acrA, acrB,

gyrA, gyrB) asociados a la resistencia a los antibiéticos.

Nakayama et al. (2017) a partir de un analisis metagendémico en aguas residuales en el
delta del rio Mekong determinaron genes de resistencia de fulfametoxazol y
sulfadimidina (sull, sul 2), ademas el gen de resistencia a la p-lactamasa (blaCTX-M-1)

el cual demostré la contaminacion por la actividad humana?®”.

Demers et al. (2018) evaluaron el potencial de los hongos endofiticos derivados del
manglar como fuente de nuevos antibidticos, los hongos que producen extractos
bioactivos fueron eficaces frente a patdgenos bacterianos como S. aureus Yy

Mycobacterium tuberculosis que mostraron una alta sensibilidad a estos extractos*’.

Alves et al. (2018) resaltaron la importancia de los estudios metagendmicos para
proporcionar informacion de nuevos genes, funciones y grupos taxondmicos de
interés™. Imchen et al. (2018) realizaron un estudio metagenémico donde compararon
las estructuras comunitarias taxonémicas y funcionales de los manglares de Brasil y
Arabia Saudita, donde se determind tres genes relacionados con la resistencia a los
antibidticos los cuales fueron: proteina CusA del sistema de efusion de cationes,

proteina de resistencia a la acriflavina y subunidad A de la topoisomerasa IV"’.

Gong et al. (2018) descubrieron el potencial antimicrobiano y antitumoral de

Actinomicetos aislados del suelo de manglar. Ellos aislaron 17 especies de
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Streptomyces que fueron identificados mediante la secuenciacion del gen de ARN 16S.
Streptomyces sanyensis fue la especie mas dominante, seguida de Streptomyces
griseorubens y Streptomyces viridobrunneus entre otros. Las cepas de actinomicetos
presentaron actividad antimicrobiana, incluyendo cepas resistentes a farmacos.
Ademas, detectaron metabolitos secundarios como el péptido sintetasa no ribosémico
(NRPS), el policétido sintasa tipo | (PKS-I) y tipo Il (PKS-Il), demostrando que los
actinomicetos aislados de manglar son depdsitos de nuevos productos naturales

antimicrobianos y antitumorales?.

Los manglares son ecosistemas que continuamente estan afectados por diversas
tensiones ambientales, las cuales hacen que las especies que habitan estos

ecosistemas desarrollen mecanismos de resistencia para su supervivencia.
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3. MARCO DE REFERENCIA

3.1 Definicion manglar

Segun el ministerio de ambiente el manglar es un ecosistema marino-costero ubicado
en los tropicos y subtropicos del planeta, en el cual la especie fundamental es el
mangle. Los manglares constituyen un ecosistema irremplazable y Unico, que alberga a
una increible biodiversidad por lo que se los considera como una de las cinco unidades
ecoldgicas mas productivas del mundo, con niveles de productividad primaria que

superan la de muchos sistemas agricolas.

En los manglares viven una gran variedad de vegetales, cientos de hongos, y decenas
de especies de plantas acuaticas, que son la base productiva del ecosistema. Cuando
sus hojas caen alimentan a una enorme diversidad de organismos y también a los
ecosistemas vecinos, puesto que exportan parte de esa energia. Es asi como
favorecen la reproduccion de innumerables especies marinas, que desovan en los
estuarios y en algunos casos pasan algun periodo de su desarrollo en el ecosistema en
busca de alimento y proteccion. Un 80% de las especies marinas dependen del
ecosistema de manglar para subsistir, por lo que la destruccion del mismo incide en la

disminucién de la pesca®.

3.2 Los manglares de Colombia

Los manglares en Colombia tienen una extension aproximada de 285.049 Ha
distribuidas en los litorales Caribe con 90.160.58 Ha y el Pacifico con 194.880 Ha.
Aunque los manglares han sido duramente afectados por la tala indiscriminada, obras
de infraestructura vial mal planeadas, ampliacion de la frontera urbana o contaminacion
gue los han llevado a una degradacion significativa, actualmente se pueden ver todavia

muchos lugares en donde el manglar se desarrolla a plenitud y las poblaciones viven
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de manera armonica con este ecosistema dandole el valor que se merece. Los
manglares de la costa pacifica colombiana se precian de ser los mas desarrollados y

grandes de todo el pacifico americano®.

El ecosistema de manglar en Colombia al igual que en muchas partes del mundo, es
considerado como un ecosistema estratégico, lo que le confiere un estatus particular.
Los ecosistemas estratégicos garantizan la oferta de bienes y servicios ambientales
esenciales para el desarrollo sostenible caracterizandose por mantener equilibrios y
procesos ecoldgicos basicos tales como la regulacion de climas, del agua, realizar la
funcion de depuradores del aire, agua y suelos, la conservacion de la biodiversidad
(MADS).

Los manglares constituyen un ecosistema irremplazable y anico, que alberga a una
extraordinaria biodiversidad, por lo que se los considera como una de las unidades
ecoldgicas méas productivas del mundo, con niveles de productividad primaria que

superan la de muchos sistemas agricolas®’.

3.3 Los manglares de la Guajira

Los manglares en la Guajira son considerados ecosistemas estratégicos y vitales para
las comunidades presentes ya que contribuyen a una gran cantidad de material
organico en el manglar. Ademas, los manglares que se encuentran en este sitio son
protegidos y clasificados como patrimonio paisajistico. Este ecosistema esta
conformado por sedimentos y materia organica exportada dependiendo del tipo de
bosque de manglar, de su productividad y de los factores limitantes como lo son fisicos
y quimicos. Estos manglares desarrollan condiciones como: precipitacion minima,
periodos aridos prolongados, inundaciones, elevada insolacion, y alta presion

antropica®.

3.4 Area de estudio
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El Rio de Rancheria (Guajira) es considerado como autentico patrimonio paisajistico y
biologico, se compone de una mezcla de agua dulce como salada y material
sedimentario de origen marino, fluvial o terrestre. En cada punto del estuario la
salinidad depende de la relacion de los volimenes de agua de mar y de agua de los
brazos del rio, la amplitud de las mareas, la topografia, el clima y otros factores que
hacen que las condiciones en el manglar sean muy cambiantes. En el Rio Rancheria
se encuentran bosques de manglar con zonacion y parametros estructurales que son
muy variables como las condiciones semiéridas caracteristicas de esta zona

(Guajira)®.

3.4.1 Localizacién

El rio Rancheria esta ubicado en el municipio de Riohacha que hace parte de la zona
de convergencia intertropical, capital del departamento de Guajira y cubre una
pequefia parte del municipio de Manaure. Este sistema deltaico esta constituido por
una serie de lagunas y zonas de manglar, destacando entre estos el Valle de los
Cangrejos en el brazo Calancala y la desembocadura principal del rio Rancheria,

denominada brazo Riito, ubicado sobre el limite nororiental de la ciudad®®.

11°33°08.47 | o
72°53'59.6”
N 33711.4” %g
¥ 11°33 ,
pop 72'54°03.5” &
TR L W

11°33°11.4"
Figura 1. Localizacion Rio rancheria Guajira con coordenadas del muestreo
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3.5 Metabolitos primarios y secundarios

Como todos los seres vivos, en el metabolismo de los microorganismos se biosintetizan
dos tipos de sustancias: metabolitos primarios y secundarios. Los azucares, los
aminoacidos, las proteinas y las grasas son considerados metabolitos primarios; se
caracterizan por ser indispensables en los procesos de crecimiento y supervivencia, y
existen en cantidades abundantes en los organismos. No menos importantes, los
metabolitos secundarios corresponden a una gran variedad de compuestos
biosintetizados a partir de los metabolitos primarios. Su cantidad depende de estimulos
externos (competencia, infeccibn o limitacion de nutrientes). Los metabolitos
secundarios se denominan también productos naturales, a los que el ser humano les
ha encontrado diferentes aplicaciones para mejorar la calidad de vida; son utilizados
como agentes antibacterianos, antifingicos, antitumorales, antioxidantes, citotoxicos,
antiparasitarios y antivirales, entre otros. Se aplican principalmente en farmacologia
clinica para la terapia humana, pero también son utilizados en la terapia animal y en la

agricultura como plaguicidas?®.

3.5.1 Produccion de metabolitos secundarios de microorganismos de manglar

En los ecosistemas marinos han revelado fuentes importantes de sustancias bioactivas
de gran valor para el tratamiento de gran variedad de enfermedades por sus
propiedades terapéuticas (antivirales, antiinflamatorias, antioxidantes, antibiéticas,

entre otras, han sido identificados cerca de 600 nuevos metabolitos de origen marino®2.

3.5.2 Uso de los metabolitos secundarios

Estudios realizados han demostrado que los metabolitos secundarios como potencial
con actividad antimicrobiana, en cuanto a ambiental diversos estudios indican que
dichos metabolitos pueden ejercer efecto benéfico sobre los mecanismos de defensa
de la planta y el crecimiento de la misma®™. En el 2004 revelaron la presencia de

metabolitos secundarios provenientes de los hongos marinos, aislados de mangles,
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entre ellos: Verruculina enalia 2606, Kandelia candel 1893 y Xylaria sp., con potentes y
diversas actividades: antifungicas, antitumorales, e inhibitorias de la acetilcolina

esterasa, respectivamente®

3.6 Técnicas para caracterizar la diversidad bacteriana

La metagenOmica ha sido considerada como una ciencia que surge de las ciencias
gendmicas, la cual se refiere al analisis funcional y de secuencia independiente de
cultivo de toda la coleccion de genomas microbianos presentes en diferentes nichos o
comunidades ambientales, plantas o animales®. Rondon et al. (2000) se han
investigado metagendémas de distintos ambientes, incluyendo ecosistemas acuéaticos,

minas, suelos agricolas y forestales, entre otros.

El estudio del metagendma de una muestra nos permite identificar gran parte de las
bacterias u otros microorganismos no cultivables, o que solo se conoce una pequefia
parte de estos. Todo el material genético podria codificar nuevas o0 mas completas
actividades metabdlicas, de la misma manera, se pueden emplear métodos de
secuenciacion masiva que generaran genomas completos de organismos no
cultivables® La metagenémica se ha convertido en una poderosa herramienta de
estudio para acceder al conocimiento de la fisiologia y genética de organismos no

cultivables %°.

3.6.1 Bioinformética

La bioinforméatica es considerada un campo cientifico interdisciplinario que se propone
la investigacion y el desarrollo de sistemas que faciliten la compresion del flujo de
informacion desde los genes a las estructuras moleculares, su funcién quimica y su

conducta fisioldgica.

Entre los principales factores que han favorecido el desarrollo de esta disciplina, se
encuentra el impresionante volumen de datos sobre secuencias generadas por los

distintos proyectos genoma (tanto el humano como el de otros organismos)®>’.
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3.6.2 Marco legal

Para el desarrollo comercial de la biotecnologia a partir de la biodiversidad, existen
politicas con el objetivo de crear condiciones tanto econdmicas, técnicas,
institucionales y legales, que permitan el desarrollo de productos naturales basados en
el uso sostenible de la biodiversidad. Estos recursos biologicos, genéticos y sus

derivados son estudiados con fines comerciales*.

3.7 Efectos de los factores de estrés sobre la expresion de genes en manglares

Existen diferentes tipos de factores fisico-quimicos de estrés en el ecosistema de
manglar como lo es la temperatura del agua, salinidad, concentraciones del oxigeno,
pH, materia organica. Existen niveles de salinidad con tendencia a ser crucial para el

desarrollo de los manglares.

Segun el estudio realizado en los manglares de la peninsula de Baja california
realizado por Felix et al (2011), el factor que mayor afecta en la expresion de genes y
en las poblaciones existentes en el manglar ha sido la temperatura y también se

observé una variacién frente a la sanidad y al pH*.

3.7.1 Salinidad

El estrés osmdético ocasionado por sequia, salinidad y frio frecuentemente limita el
crecimiento de los seres vivos. Por ejemplo, las plantas responden y se aclimatan a
condiciones adversas con una serie de cambios morfologicos, fisioldgicos, bioquimicos
y moleculares, regulados por multiples rutas de sefalizacion en respuesta al estrés.
Existe una superposicion entre los patrones de expresion de los genes inducidos por
sequia, salinidad y frio, y se han identificado mas de 300 genes inducidos por estos
tipos de estrés, y mas de la mitad de los genes inducidos por sequia también son
inducidos por salinidad, lo que indica la existencia de una interseccion aparente entre

las respuestas a la sequia y a la salinidad®®.
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3.8 Resistencia bacteriana

La resistencia bacteriana se define como cambios que realiza el microorganismo frente
a los medicamentos utilizados para curar infecciones ocasionadas por la bacteria y

otros agentes biolégicos’ .

Segun la (OMS) la resistencia bacteriana se ve facilitada por el uso inadecuando de los
antimicrobiano, y no solo se ha evidenciado resistencia a medicamentos
antimicrobianos si no también antivirales, antiparasitarios y fungicidas’, los dltimos
reportes de la Organizacion Mundial de la Salud las bacterias multirresistentes han sido
Acinetobacter, Pseudomonasy  varias enterobacteriaceas como Klebsiella, E.
coli, Serratia, y Proteus, asociandolas a ser adquiridas en ambientes hospitalarios,
residencias de adulto mayor y pacientes que necesitan ventiladores y catéteres
intravenosos, con una resistencia elevada a numerosos antibiéticos incluyendo los

carbapenémicos y las cefalosporinas de tercera generacion®.

3.8.1 Mecanismos de resistencia bacteriana

La resistencia bacteriana puede ser tanto natural como adquirida. La resistencia natural
es propia de cada familia, especie o grupo bacteriano, la resistencia adquirida es
mediante mutacién o transferencia de material genético entre bacterias ya sean

relacionadas o diferentes (Figura 1).

Los genes de resistencia pueden estar codificados en el material genético
cromosémico o extracromosémico (plasmidos)’, utilizando varios mecanismos como:
primero transduccién, la cual consiste en la transferencia de cualquier parte del
genoma bacteriano, segundo conjugacion, que es la transferencia de material genético
a través de plasmidos la mayoria de esta transferencia de genes asociados a la
resistencia de drogas, antisépticos y desinfectantes, como tercero transformacion, es la
transferencia de genes desde un ADN desnudo de una bacteria previamente lisada a

otra bacteria que adquiere esos genes y lo incorpora a su genoma, como cuarto
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transposicion, movimiento de una seccion del ADN a través de un transposon que

puede contener genes de resistencia a antibiéticos®®

En cuanto a la resistencia adquirida las bacterias pueden utilizar diferentes

mecanismos de resistencia como:
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Figura 2: Organizacion estructural y fisiol6gica de los mecanismos de resistencia bacteriana. Tomado de:
Implicancias Estructurales y Fisioldgicas de la Célula Bacteriana en los Mecanismos de Resistencia Antibiotica
[Internet]. . Int. J. Morphol [publicado 2017; citado el 4 de febrero de 2019]. Disponible en :
https://scielo.conicyt.cl/pdf/imorphol/v35n4/0717-9502-iimorphol-35-04-01214.pdf*

La inactivacion enzimatica que consiste en la inactivacion de la hidrolisis,
principalmente este mecanismo de resistencia se ve en bacterias Gram negativas ya
gue la membrana externa de estas bacterias estas formadas por una capa de lipidos la
cual es impermeable a sustancias hidrofilicas, estas quedan confinadas a la
penetracion través de proteinas transmembranales con funcién de porina, cuando se
disminuye la expresion de estas porinas pueden disminuir el flujo de la llegada del

antibiotico al espacio periplasmico.

Otro mecanismo es la modificacidén en el sitio blanco, estas son modificaciones en el
gen que codifica el propio blanco del antibiético donde cambian sus puntos de unién

evitando asfi que el antibiético ejerza su accion®® y por ultimo alteraciones en la
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permeabilidad que consiste en la alteracion en las membranas bacterianas,
alteraciones en la entrada de antibioticos dependiente de energia, aumento de la salida

de antibiéticos’.
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4. DISENO METODOLOGICO

4.1Universo: Salinidad de los manglares del mundo
4.1.1 Poblacidn: Salinidad de los manglares de Colombia
4.1.2 Muestra: Suelo rizosférico de Avicennia germinans

4.1.3 Variable Independiente: Expresion de genes dependiendo de la concentracion
de salinidad

4.1.4 Variable Dependiente: Genes asociados a compuestos antimicrobianos y de
resistencia a compuestos antimicrobianos

4.1.5 Indicadores: Suelo de manglar y concentracion de salinidad

4.2. Hipo6tesis

La salinidad influye significativamente sobre la abundancia de genes asociados a la
sintesis y a la resistencia de compuestos antimicrobianos en la desembocadura del rio

Rancheria en La Guajira.
4.2.1 Variable: Salinidad
4.2.2 Indicador: Salinidad del ecosistema y abundancia de genes

4.2.3 Tipo de investigacion: Esta investigacion pertenece al orden de: Descriptivo

experimental
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4.3 TECNICAS Y PROCEDIMIENTOS

4.3.1 Descripcion del lugar de estudio:

El lugar donde se llevd a cabo el muestreo estd ubicado al noreste del municipio

Riohacha, capital del departamento de La Guajira, en la orilla de la desembocadura

principal del rio Rancheria, denominada brazo Riito.
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Figura 3: Localizacién de los puntos de muestreo en la desembocadura del rio

Rancheria Las tres zonas de muestreo, los niveles de salinidad del agua intersticial, las

coordenadas y fecha, se presentan en la tabla 1.

4.3.2 Caracteristicas del lugar de muestreo

Tabla 1: Caracteristicas de las zonas de muestreo del manglar en estudio en la Guajira

Colombia.
Punto de muestreo Baja 3L Media 2M Alta 4H
Geoposicién 11°33°08.4"N/ 11°33°11.4"N/ 11°33°09.05"N/
(Coordenadas 72°53'59.6"W 72°54°03.5"W 72°54°01.4"W
WG84)
Fecha del Muestreo 26/Nov/2015 26/Nov/2015 26/Nov/2015
Salinidad del Agua 2,80 ppt 14,61 ppt 61,52 ppt
Intersticial
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Unidades de salinidad utilizados en el estudio: partes por mil

Las muestras se tomaron de tres zonas del muestreo en el manglar (brazo Riito) del rio
Rancheria, para la cual se tuvieron en cuenta las zonas que presentaban niveles
constantes de salinidad entre ellas. En cuanto al clima en esta zona la precipitacion
promedio 50.7 mm.a*, temperatura media anual de 28.2 °C (méximos 33.3 y minimos
24.1 °C), brillo solar medio diario anual 7.5 horas e irradiacion global horizontal de 5.25
kWh m-2d™.

En noviembre del 2015 se recolectaron nueve muestras de suelo rizosférico de
plantulas de Avicennia germinans en tres areas de salinidad contrastante medidos al
momento de realizar el muestreo utilizando un refractometro portatil de salinidad
modelo RF20 marca Extech. De cada area se recolectaron muestras, consistentes en
tres plantulas, procesadas independientemente. Las areas fueron seleccionadas por el
nivel conductividad en agua intersticial. Se tomaron muestras (Tabla 1), el transporte y
la conservacion se realizé en tubos falcon de 50 ml rotulados segun los puntos de
muestreo y transportadas en neveras con una temperatura de -16°c y almacenadas en

el laboratorio una temperatura de -30°c para su optima conservacion.

4.3.3 Extraccion de ADN y secuenciacion de las muestras

De cada muestra de suelo se extraj6 ADN gendmico total con el kit PowerLyzer
PowerSoil DNA Isolation (MoBio Laboratories, Inc, Carlbasd, CA, USA) siguiendo
instrucciones del fabricante del kit. La concentracion del ADN se determiné con el
fluorimetro Quibit Invitrogen (Life Technologies, CA) y la integridad se evalu6 en gel de
agarosa al 0.8%. De cada una de las muestras se obtuvo un aproximado de 50 ul de
ADN genomico a 40 ng/uL. Las muestras que se obtuvieron fueron secuenciadas con la

plataforma lllumina Hiseq2500 2x150 pb paired-end por la universidad de Wisconsin.
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4.3.4 Analisis bioinforméatico y bioestadistico

Para las secuencias que se obtuvieron, se evalud la calidad mediante el programa
FastQC . Se removieron los adaptadores y primers con el software Trimmomatic,
usando unos parametros de LEADING:15, TRAILING:15, SLIDINGWINDOW:4:20 y
MINDLEN:100. Se evalué la calidad, las secuencias limpias fueron analizadas con el
software DIAMOND, se compararon contra la base de datos no redundante del de
proteinas, se utilizaron los parametros BLASTx con porcentaje de identidad del 80%, e-
valor de 10, Se us6 un script en python (in house) para cambiar los protein id por los

gi como se describe en el estudio realizado por Figueroa 2015.

La anotacion de términos de KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes) de
las secuencias se realiz6 por medio de software MEGAN 5, con los parametros min-

support:25, min-score:80, top-percent:10, Max Expected:10°.

Se utilizé el programa MicrobiomeAnalyst con los metadata obtenidos del software
MEGAN 5 para el analisis de los valores de P, mapa de calor y PCA dependientes de la
salinidad en este caso (media, baja y alta). El andlisis de PCA se llevé a cabo mediante
el software STAMP v.2.1.3.

4.3.5 Revision bibliografica

Se realiz6 una revision bibliogréafica utilizando articulos entre 2014 al 2019 para la
clasificacion de los microorganismos involucrados en la sintesis de antimicrobianos y
su mecanismo de accion para determinar cuales estaban presentes en el manglar y
cuales estaban involucrados es los procesos y determinar las abundancias en los tres

puntos de salinidad (alto 4H, medio 2M y bajo 3L).

4.3.6 Clasificacion de Actinomicetos a nivel de genero

Se realiz6 una clasificacion de Actinomicetos utilizando la clasificacibn taxonémica
obtenida en las muestras de manglar con sus respectivas abundancias para determinar

las abundancias en los tres puntos de salinidad: alta (4H), media (2M) y baja (3L).
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5. RESULTADOS

5.1 Totalidad de reads en cada punto de salinidad para los genes asociados a la

biosintesis de antimicrobianos

Se obtuvo 16.509 reads asociadas a la biosintesis de metabolitos secundarios, con un
recuento promedio por cada muestra de 917, un conteo maximo de 1.040 y un minimo
de 747. En cuanto al metabolismo de terpenoides y policétidos se obtuvieron 1.311.809
reads crudos, con un recuento promedio por muestra 72.878, un recuento maximo de
101.570 y minimo 34.101. Cada punto con sus réplicas se agrupé de acuerdo a la
salinidad alta 61,52 ppm (4H), media 14,61 ppm (2M) y baja 2,80 ppm (3L).

Se obtuvieron 22 pathways de metabolitos secundarios y 68 del metabolismo de
terpenoides, con un conteo promedio de abundancias en salinidad alta de 976, media
890 y baja 885. EIl analisis de componentes principales (PCA) agrupo los genes con
actividad antimicrobiana segun el nivel de salinidad con una variabilidad del 77% de la
categoria de metabolitos secundarios (Figura l1a). en el cuadrante 1 y 2 estan
distribuidos los genes que presentaron mayor abundancia en salinidad, en el cuadrante
1 y 3 los de salinidad media y baja y en los cuadrantes y salinidad baja en los

cuadrantes 3y 4.

En la figura 2b se obtuvo una variabilidad de 67.7% de los genes con actividad
antimicrobiana en los tres puntos de salinidad. En el cuadrante 1 estan distribuidos los
genes que presentaron mayor abundancia en salinidad media, en el cuadrante 2 y 4

salinidad baja y salinidad alta en los cuadrantes 3.
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Figura 4. PCA de los puntos de salinidad de los genes asociados a la biosintesis de
metabolitos secundario (a) y r...l___.aolismo de terpenoides y policétidos (b), visualizacion
mediante software STAMP v.2.1.3. Salinidad baja (haranja), salinidad media (verde) y

salinidad alta (azul).

Elaborado por Libia Vanessa Daza Giraldo.2019

5.2 Vias metabdlicas asociados a biosintesis de antimicrobianos

Los procesos involucrados en la biosintesis de antimicrobianos correspondieron al
grupo de metabolitos secundarios y metabolismo de terpenoides y policétidos, donde

se identificaron 11 vias metabdlicas (Tabla 2) con 43 genes asociados (Tabla3).
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Tabla 2. Abundancia de rutas de biosintesis de metabolitos secundarios y terpenoides asociados a compuestos
antimicrobianos en tres puntos de salinidad.

Reads por salinidades P valor Genes/
Vias metabdlicas Reads % FDR reportados
4H 2M 3L (ZIG)
en KEGG
Streptomycin biosynthesis [KO00521] 190,45 1744 165,98 29,46 * 0.041 10/18
Monobactam biosynthesis [KO00261] 171,65 166,23 165,09 27,92 * 0.008 11/28
Biosynthesis of vancomycin group
o 89,25 77,18 90,37 14,25 * 0.008 1/29
antibiotics [KO01055]
Prodigiosin biosynthesis [KO00333] 77,07 77,98 75,88 12,82 ok 0.006 3/20
Carbapenem biosynthesis [KO00332] 44,34 37,39 34,1 6,43 * 0.008 2/19
Novobiocin biosynthesis [KO00401] 34,88 31,32 35,77 5,66 o 0.016 7/30
Biosynthesis of secondary metabolites
N 14,79 12,62 11,47 2,16 o 0.020 2/20
- unclassified [KO00999]
Penicillin and cephalosporin
_ . 5,78 4,66 4,4 0,82 * 0.073 5/15
biosynthesis [KO00311]
Neomycin, kanamycin and gentamicin
_ . 1,08 1,53 1,26 0,21 i 0,002 1/57
biosynthesis [KO00524]
Biosynthesis of enediyne antibiotics
1,94 1,48 1,05 0,20 - - 2173
[KO01059]
Tetracycline biosynthesis [KO0053] 0,12 0,16 0,06 0,02 - - 1/17

p valor (*** p<0.001, ** p<0.01; * p< 0.05), FDR y el numero de genes encontrados para cada ruta en comparacion con el
numero de genes reportados en KEGG. Los pathways que no tienen diferencias significativas estan marcados con un
guion.

Elaborado por: Libia Vanessa Daza Giraldo.2019
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De las 11 vias metabdlicas 9 fueron significativamente influenciados por la salinidad,
excepto biosintesis de antibioticos de enediynes y biosintesis de tetraciclina. seis
fueron influenciadas por la salinidad alta (biosintesis de estreptomicina, biosintesis de
monobactamicos, biosintesis de carbapenémicos, biosintesis de metabolitos
secundarios, biosintesis de penicilinas y cefalosporinas y biosintesis de enediynes),
tres vias para la salinidad media (biosintesis de prodigiosina, biosintesis de neomicina,
kanamicina y gentamicina y biosintesis de tetraciclina), y dos vias para salinidad baja
(biosintesis de antibidticos de grupo de vancomicina y biosintesis de novobiocina ).

Biosintesis de estreptomicina fue el proceso con mayor porcentaje en las abundancias
en los tres puntos de salinidad con un 29,48%, seguido de biosintesis de
monobactamicos con 27,92 y biosintesis de antibiéticos de grupo de vancomicina con
14,25%.

5.2.1 Genes y vias metabdlicas asociadas a la sintesis de antimicrobianos

Tabla 3. Vias metabdlicas y genes asociados a sintesis de antimicrobianos en salinidad
alta (4H), media (2M) y baja (3L)

Genes involucrados en vias Reads
metabdlicas asociados a la sintesis de KEGG 3L 2M 4H o P value
antimicrobianos 0
Streptomycin biosynthesis

E4.2.1.46, rfbB, rffG; dTDP-glucose 4,6- o *x
dehydratase [EC:4.2.1.46] K01710 63,52 63,96 77,1 19.30%

INO1, ISYNAL; myo-inositol-1-phosphate o *hx
synthase [EC:5.5.1.4] K01858 25,68 34,57 37,2 3,88%

E2.7.7.24, rfbA, rffH; glucose-1- *hx
phosphate thymidylyltransferase K00973 25,28 25,95 29,9 3,23%

[EC:2.7.7.24]

pgm; phosphoglucomutase [EC:5.4.2.2] K01835 21,4 21,83 19,3 2,49% /

pmm-pgm; phosphomannomutase / /
phosphoglucomutase [EC:5.4.2.8 K15778 11,26 9,53 8,86 1,18%

5.4.2.2]

E3.1.3.25, IMPA, suhB; myo-inositol-1(or o /
4)-monophosphatase [EC:3.1.3.25] K01092 8,09 .21 7,99 0,93%

rfbC, rmIC; dTDP-4-dehydrorhamnose o /
3,5-epimerase [EC:5.1.3.13] KO1790 4,82 5.2 4,93 0,60%

iolG; myo-inositol 2-dehydrogenase / D- K00010 3,14 3,24 3,02 0,37% /
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chiro-inositol 1-dehydrogenase
[EC:1.1.1.18 1.1.1.369]

glk; glucokinase [EC:2.7.1.2] K00845 1,26 1,53 1,08 0,15%
rfoD, rmID; dTDP-4-dehydrorhamnose o /
reductase [EC:1.1.1.133] K00067 1,54 1,33 1,05 0,16%
Monobactam biosynthesis
sat, met3; sulfate adenylyltransferase o ok
[EC:2.7.7.4] K00958 23,58 31,52 40,4 3,80%
asd; aspartate-semialdehyde o i
dehydrogenase [EC:1.2.1.11] K00133 30,04 28,5 317 3,59%
lysC; aspartate kinase [EC:2.7.2.4] K00928 24,51 26,5 29 3,18% b
cysD; sulfate adenylyltransferase subunit o ek
2 [EC:2.7.7.4] K00957 27,03 22,63 18,3 2,71%
dapA,; 4-hydroxy-tetrahydrodipicolinate o /
synthase [EC:4.3.3.7] K01714 20,27 20,41 20,35 2,43%
cysNC; bifunctional enzyme CysN/CysC o ok
[EC:2.7.7.4 2.7.1.25] K00955 19,68 17,78 12,6 1,99%
dapB; 4-hydroxy-tetrahydrodipicolinate o
reductase [EC:1.17.1.8] K00215 8,27 7,39 8,93 0,98% *
cysN; sulfate adenylyltransferase subunit o *
1[EC:2.7.7.4] K00956 7,55 7,17 5,79 0,82%
thrA,; bifunctional aspartokinase / /
homoserine dehydrogenase 1 K12524 2,23 2,56 2,29 0,28%
[EC:2.7.2.41.1.1.3]
K12526 lysAC; bifunctional /
dlamlnoplmelate decarboxylase / K12526 1,14 1,02 1,58 0,15%
aspartate kinase [EC:4.1.1.20 2.7.2.4]
mbtH, nocl; MbtH protein K05375 0,8 0,75 0,74 | 0,09% /
Carbapenem biosynthesis
proA,; glutamate-5-semialdehyde o el
dehydrogenase [EC:1.2.1.41] K00147 25,51 28,13 35,2 3,54%
proB; glutamate 5-kinase [EC:2.7.2.11] K00931 8,6 9,25 9,15 1,08% >
Novobiocin biosynthesis
aspB; aspartate aminotransferase o *x
[EC:2.6.1.1] K00812 16,87 15,73 19,8 2,09%
hisC; histidinol-phosphate o /
aminotransferase [EC:2.6.1.9] K008/ 8,67 8,60 7,32 0,98%
tyrC; cyclohexadieny/prephenate o /
dehydrogenase [EC:1.3.1.43 1.3.1.12] K00220 593 4,48 4,49 0,59%
tyrA2; prephenate dehydrogenase o *
[EC:1.3.1.12] K04517 1,01 0,99 1,62 0,14%
yhdR; aspartate aminotransferase o *
[EC:2.6.1.1] K11358 1,8 0,83 0,9 0,14%
tyrB; aromatic-amino-acid transaminase o ok
[EC:2.6.1.57] K00832 1,24 0,45 0,24 0,08%
aspC; aspartate aminotransferase o *
[EC:2.6.1.1] K00813 0,25 0,24 0,53 0,04%

Biosynthesis of secondary metabolites
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acpP; acyl carrier protein K02078 11,4 12,55 14,8 | 1,54% i

T I I pen e | caoom | o0 | 000 | oa | ooe |
Penicillin and cephalosporin biosynthesis

= K01434 208 | 351 | 473 |o04s% |

cah; Cepha['l‘z)é?g_rl”_‘iif]eacety'ase K01060 044 | 046 | 022 | 004% |

cefD; iso?égigf'f_‘f\'l?]pimerase K04127 0,59 043 | 072 | 0,07% /

penp; beEg(':agtg”z‘%S]e class A K17836 026 | 019 | 011 |o002% |

PENDE; isoptizgicc:::ilzli.r;—.lll.1Néi]cyltransferase K10852 0.15 0,07 001 | 001% *

Neomycin, kanamycin and gentamicin biosynthesis

glk: glucokinase [EC:2.7.1.2] | Kkoosss 126 | 153 | 108 | 015% /
Prodigiosin biosynthesis

fabG; 3-oxoacyl-[acyl-carrier protein] 0 o
reductase [EC:1.1.1.100] K00059 38,67 42,27 43,36 4,95%

fabl; enoyl-[acyl-carrier protein] o *
reductase | [EC:1.3.1.9 1.3.1.10] K00208 29,4 29,83 28,67 3.50%

fabD; [acyl-carrier-protein] S- o *
malonyltransferase [EC:2.3.1.39] K00645 7,81 5,88 5,04 0,75%

Biosynthesis of vancomycin group antibiotics

E4.2.1.46, rfbB, rffG; dTDP-glucose 4,6- o *x

dehydratase [EC:4.2.1.46] K01710 63,52 63,96 77,1 19,30%
Biosynthesis of enediyne antibiotics

sgcE, mdpE, ncsE, kedE, calE8, pksE; o /
enediyne polyketide synthase K15314 3.8 4,76 4,13 0,08%

sgcE10, mdpE10, ncsE10, kedE10, /
calE7, pksE10; enediyne core K15315 0,35 1,19 1,13 0,02%

biosynthesis thioesterase
Tetracycline biosynthesis

ctcP, cts4, prnC; tetracycline 7- /

halogenase / FADH2 O2-dependent K14257 0,12 0,41 0,76 0,03%

halogenase [EC:1.14.19.49 1.14.19.-]

p valor (*** p<0.001, ** p<0.01; * p< 0.05), FDR, % de reads. Los pathways que no

tienen diferencias significativas estan marcados con un guion.

Elaborado por Libia Vanessa Daza Giraldo. 2019

Se detectaron en total 43 genes en las 11 vias de metabolitos secundarios y

metabolismo de

terpenoides y policétidos de

significativamente influenciados por la salinidad.
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En total 14 genes fueron significativamente influenciadas por la salinidad alta, 3 en
salinidad media y 5 en salinidad baja con abundancias mayores a 2. En la salinidad alta

se presento la mayor abundancia de genes.

Los genes mas abundantes fueron K01710 (rfbB, rffG) dTDP-glucose 4,6-dehydratase
asociado a la biosintesis de estreptomicina y sintesis de vancomicina, KO0059 (fabG)
3-oxoacyl-reductase asociado a la biosintesis de prodigiosina y KO0958 (sat, met3)

sulfate adenylyltransferase asociado a la biosintesis de monobactamicos (Tabla 3).

Se encontraron dos genes compartidos involucrados en dos vias metabdlicas los
cuales fueron K01710 (biosintesis de estreptomicina y biosintesis de antibidticos de
grupo de vancomicina) y KO00845 (biosintesis de estreptomicina y biosintesis de

prodigisina).

5.3 Clasificacién de Actinomicetos a nivel de género presentes en el manglar

rancheria la Guajira

En totalidad se obtuvieron 16 Actinomicetos presentes en el manglar. En salinidad alta
ningun Actinomiceto presentd mayor abundancia, sin embargo, en salinidad media se
presentd la mayor abundancia en 11 Actinomicetos (Acidimicrobineae sp,
Acimicrobiaceae, = Mycobactetiaceae, @ Pseudonocardiaceae intrasporangiaceae,
corynebacterineae sp, Micrococcinae sp, Microbacteriaceae, Solirubrobacte,

Lamiaceae y Demequina).

El Actinomiceto mas abundante en los tres puntos de salinidad fue Acidimicrobineae sp
(29,51%), seguido de Acidimicrobiaceae (14,35%) y por ultimo Pseudonocardiaceae
(11,92%).
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Tabla 4. Género de Actinomicetos presentes en el manglar Rancheria

Genero/especie 3L 2M 4H Reads %
Acidimicrobineae/sp 464 376 353 29,51%
Acidimicrobineae 360,66 202,3 68,66 14,36%
Corynebacterineae/sp 191,66 123 28,66 7.80%
Pseudonocardineae 140,33 377 7 11.92%
Micromonosporineae 61,66 130 5,66 4,48%
Micrococcineae/demequina 61 0 0,66 1,40%
Corynebacterineae 39 26,66 20 1,95%
Micrococcineae/lntrasporangiaceae 38 25,66 19 1,88%
Micrococcineae/sp 31,33 10,66 4,66 1,06%
Solirubrobacteriaceae 26,66 4,66 2,66 0,77%
Acidimicrobineae 20 14,66 14,33 1,11%
Streptomycineae 17 48,33 19,66 1,93%
Micrococcineae/Mycobacteriaceae 9,33 6 0,33 0,36%
Coriobacterineae/Nocardiaceae 6,33 6,66 6 0,43%
CorynebacterineaeNocardioidaceae 6 8 3,33 0,39%
StreptosporangineaePseudonocardiaceae | 3,33 16 1 0,46%

Géneros y especies de Actinomicetos encontrados en el manglar, con sus
respectivas abundancias en los tres puntos de salinidad 3L(bajo), 2M (medio) y

4H (alto) y porcentaje de reads.

Elaborado por: Libia Vanessa Daza Giraldo. 2019

5.4 Clasificacién, mecanismo de accién y bacterias involucradas en la biosintesis

de antimicrobianos

Tres de las vias metabdlicas asociadas a la biosintesis de antimicrobianos pertenecen
al grupo de los B-lactdmicos. Las demas vias metabdlicas estan involucradas en la
sintesis de otros grupos de antimicrobianos como los aminoglucésidos (2), las

tetraciclinas (1), glucopeptidos (1) y aminocumarinas (1). (Tabla 5).
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Tabla 5. Vias metabdlicas asociadas a antimicrobianos, clasificacién, mecanismo de accién y filos y
géneros de bacterias involucradas en la produccién de antibidticos.

Pathways de metabolitos
secundarios asociados a
antimicrobianos

Clasificacion

Mecanismo de accion

Filos y géneros

00521 Streptomycin
biosynthesis

Aminoglucosido™

Inhibidor de sintesis de
proteinas

Streptomyces griseus®

00261 Monobactam
biosynthesis

B-lactamico™®

Inhibidor de la sintesis
de la pared celular

Chromobacterium
violaceum®" &2

00333 Prodigiosin
biosynthesis

Inhibicién de la
fosfatasa

Serratia marcescens,
Gammaproteobacterias
como: Vibrio
psychroerythrus y
Hahella chejuensis,
proteobacterias:
actinobacterias
(Streptomyces
coelicolor)®*®**

00332 Carbapenem
biosynthesis

B-lactamico®®

Inhibidor de la sintesis
de la pared celular

Streptomyces cattleya®™

00401 Novobiocin
biosynthesis

Aminocumarinas®’

Inhibidor de la girasa
de ADN

Streptomyces niveus®

00999 Biosynthesis of Coproduccion de Inhibidor de la sintesis Streptomyces®’
secondary metabolites — antibioticos B- de la pared celular
unclassified lactamicos™
00311 Penicillin and B-lactamico™ Inhibidor de la sintesis Penicillum
cephalosporin biosynthesis de la pared celular
00524 Neomycin, kanamycin Aminoglucosido® Inhibidor de la sintesis Streptomyces:
and gentamicin biosynthesis de proteinas Streptomyces coelicolor,
Streptomyces
avermitilis®®
01059 Biosynthesis of Antibioticos - Actimomicetos® "’
enediyne antibiotics antitumorales

00253 Tetracycline
biosynthesis

Tetraciclina™

Inhibicién de la sintesis
proteica

Actinomyces,
Streptomyces
aurofaciens,
Streptomyces rimosus,
Streptomyces
viridifaciens™

01055 Biosynthesis of
vancomycin group antibiotics

Glucopéptidos™

Inhibicién de la sintesis
de peptidoglucano

Amycolatopsis
orientalis’

Revision bibliografica de

los microorganismos

involucrados

en la sintesis de

antimicrobianos, clasificacion y mecanismo de accion de antibidtico.

Elaborado por: Libia Vanessa Daza. 2019
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5.5 Analisis de componentes principales de los genes asociados a la resistencia

de antimicrobianos
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Figura 5. PCA de los puntos de salinidad de los genes asociados a la resistencia de
antimicrobianos, visualizacién mediante software STAMP v.2.1.3. Salinidad baja (azul),

salinidad media (verde) y salinidad alta (naranja).
Elaborado por Libia Vanessa Daza Giraldo. 2019

El analisis de componentes principales (PCA) agrupo con una variabilidad del 69.1%
los genes de resistencia antimicrobiana segun el nivel de salinidad. En el cuadrante 1y
2 estan ubicados los genes que presentaron mayor abundancia en salinidad baja, en el

cuadrante 2, 3 y 4 salinidad media al igual que salinidad alta.

5.5.1 Genes y via metabdlica asociados a la resistencia de antimicrobianos

A partir de la categoria de KEGG (antimicrobial resistance genes) se llevo a cabo el
analisis en el metagenoma obtenido de las muestras de manglar y el analisis en
MicrobiomeAnalyst para determinar las abundancias obtenidas en los tres puntos de
salinidad alto 4H, medio 2M y bajo 3L.
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Tabla 6. Genes involucrados en la resistencia antimicrobiana

Genes involucrados en resistencia Reads
antimicrobiana KEGG 3L 2M aH % P value
. *
acrB, mexB, adeJ, smek, mD, cmeB; |\ 15138 | 3781 | 3554 | 40,77 | 59,95%
multidrug efflux pump
cusR, copR, silR; two-component system,
OmpR family, copper resistance phosphate K07665 3,70 3,16 5,17 6,33% rxk
regulon response regulator CusR)
bpeF; multidrug efflux pump K18902 5,10 5,25 4,91 8,02% /
mexF; multidrug efflux pump K18299 3,60 4,34 435 | 6,46% *
vgb; virginiamycin B lyase [EC:4.2.99.-] K18235 1,40 2,42 3,62 3,92% /
. _ *%
phoP; 'two component system, OmpR KO7660 152 1.49 1.84 2.55%
family, response regulator PhoP
acrA, mexA, adel, smeD, mtrC, cmeA; /
membrane fusion protein, multidrug efflux K03585 1,92 1,28 1,43 2,44%
system
B *
SMVA, qacA, Ifr_A, MFS t_ransporter, DHAZ K08167 0.60 0.90 076 1,19%
family, multidrug resistance protein
vanX; zinc D-Ala-D-Ala dipeptidase 0 /
[EC:3.4.13.22] K08641 0,59 0,62 0,71 1,01%
tolC; outer membrane protein K12340 1,28 0,61 0,54 1,28% *
cusS, cops, silS; two-component system,
OmpR family, heavy metal sensor histidine K07644 0,26 0,13 0,51 0,48% *
kinase CusS [EC:2.7.13.3]
oprM, emhC, ttgC, cusC, adeK, smeF, mtrE, /
cmeC, gesC; outer membrane protein, K18139 0,37 0,27 0,34 0,53%
multidrug efflux system
abcA, bmrA; ATP-binding cassette, *
subfamily B, bacterial AbcA/BmrA K18104 0,18 0,14 0,31 0,34%
[EC:7.6.2.2]
aac3-l; aminoglycoside 3-N- o /
acetyltransferase | [EC:2.3.1.60] K03395 0.47 0,49 0,24 0,63%
strB; streptomycin 6-kinase [EC:2.7.1.72] K04343 0,12 0,30 0,20 0,34% *
tetA; MFS t(anspo_rter, DHA1 famﬂy, K08151 0.34 0.19 0,20 0,39% /
tetracycline resistance protein
tetM, tetO; rlbos_omal protectl_on tetracycline K18220 0.30 0.45 0.20 0.50% /
resistance protein
aacC; aminoglycoside 3-N-acetyltransferase o /
[EC:2.3.1.81] K00662 0,25 0,31 0,17 0,39%
* viraini i *kk
vat; V|rg|n|amy0|r? A acetyltransferase K18234 0.40 0.30 0.14 0.45%
[EC:2.3.1.]]
. H _ *
oleC4; oleandomyc_m transport system ATP K18232 0.39 0.88 0.14 0.74%
binding protein
penP; beta-lactamase class A [EC:3.5.2.6] K17836 0,25 0,18 0,10 0,29% *
mexK; multidrug efflux pump K18303 0,33 0,30 0.09 0,38% /
bpeE; membrane fusion protein, multidrug K18901 0.22 0.16 0.06 0.24% /
efflux system
aacA; aminoglycoside 6'-N- K00663 0,07 0,24 | 0,06 | 0,20% /

acetyltransferase [EC:2.3.1.82]
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oleC5; oleandomycin transport system o /
permease protein K18233 0,04 0,11 0,02 0,09%

vanRAc; two-component system, OmpR K18352 0.14 0.13 0.01 0.16% *
family, response regulator VanR ' ' ' 070

. H *
tetV; MFS transporter, DHA3 fgmlly, K18215 0.13 0.09 0.01 0.12%

tetracycline resistance protein

cmr; MFS transporter, DHA3 family, o Fkk
multidrug efflux protein K18833 0,47 0,27 0,01 0,40%

vanSAc; two-component system, OmpR *x
family, sensor histidine kinase VanS K18351 0,16 0,14 0 0,16%

[EC:2.7.13.3]

Genes asociados a la resistencia antimicrobiana con los conteos de abundancia
por puntos de salinidad, porcentaje del conteo total, p valor (*** p<0.001, **
p<0.01; * p< 0.05), FDR. Los genes gue no tienen diferencias significativas estan

marcados con un guion.
Elaborado por: Libia Vanessa Daza Giraldo. 2019

Después de la normalizaciéon se encontraron 29 genes correspondientes a resistencia
antimicrobiana (Tabla 6), de los cuales 16 genes fueron significativamente

influenciados por la salinidad.

En total seis genes fueron significativamente influenciadas por la salinidad alta (4H):
K18138 (acrB, mexB, adeJ, smeE, mtrD, cmeB;), KO7665 (cusR, copR, silR), K18299
(mexF), KO7660 (phoP), KO7644 (cusS, copS, silS) y K18104 (abcA, bmrA), 3 en la
salinidad media (2M): KO8167 (smvA, gacA, IfrA), K04343 (strB) y K18232 (oleC4) y 7
en salinidad baja (3L): K12340 (tolC), K18234 (vat), K17836 (penP), K18352 (vanRAC),
K18215 (tetV), K18833 (cmr) y K18351 (vanSAc).

Los genes mas abundantes fueron K18138 (acrB, mexB, adeJ, smeE, mtrD, cmeB)
asociado a la resistencia por bombas de flujo multidroga, K18902 (bpeF) y K07665
(cusR, copR, silR).

Los genes asociados a la resistencia microbiana encontrados en el manglar estan
involucrados en los mecanismos de resistencia como: Bombas de flujo multidrogas (8),
virginiamicina B lyase (2), regulador de respuesta PhoP (1), proteina de fusion de
membrana (2), proteina de resistencia a multiples farmacos (1), dipeptidasa Ala-d-Ala
(1), aminoglicésido 3-N-acetiltransferasa | (2), estreptomicina 6-quinasa (1), proteina de
resistencia a la tetraciclina (3), proteina de union a ATP del sistema de transporte de
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oleandomicina (2), beta-lactamasa de clase A (1), regulador de respuesta VanR (1) y

sensor de histidina quinasa VanS (1).
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6. DISCUSION

Este estudio determino los genes asociados a la sintesis y resistencia de
antimicrobianos y la influencia de la salinidad sobre sus abundancias de un manglar
semiarido de la Guajira. Se ha reportado que la salinidad en ecosistemas marinos
produce cambios estructurales como funcionales de las comunidades microbianas.
Igualmente, los metabolitos secundarios han sido significativamente mas abundantes

en alta concentracion de salinidad .

Los metabolitos secundarios y el metabolismo de terpenoides y policétidos fueron
influenciados por la salinidad. La salinidad alta mostré la mayor abundancia de genes
involucrados en las vias metabdlicas, mientras que la salinidad baja mostr6é las
menores abundancias. En salinidades altas se ha demostrado mayor expresion de
algunos genes en este tipo de ambientes salinos***'. Ademas, la actividad metabdlica
de los microorganismos aumenta con la salinidad en estos ecosistemas®, y la
abundancia de grupos bacterianos con actividad en sintesis de antimicrobianos®. De
igual manera, se ha determinado que la salinidad influye positivamente sobre el
crecimiento, las actividades antimicrobianas y los metabolitos secundarios en hongos

aislados del ecosistema marino’.

Los productos naturales microbianos marinos tienen actividad biologica como
antimicrobianos, antitumorales, antiinflamatorios y anticardiovasculares. Estos
productos marinos han desempefiado un papel importante en el tratamiento frente a

patégenos que han desarrollado una resistencia frente a otros antimicrobianos®'.

En el manglar, se detectaron las 50 vias registradas en la base de datos de KEGG
(Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes) de los metabolitos secundarios y el
metabolismo de terpenoides y policétidos, sin embargo, solo se tomaron las vias que
estaban asociadas a la sintesis de antimicrobianos, esta diversidad metabdlica puede

deberse a la diversidad microbiana que albergan estos ecosistemas™°.

La via metabolica mas abundante fue biosintesis de estreptomicina (29,48%)

presentando mayor abundancia en salinidad alta (Tabla 2), el cual es un antibiético
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aminoglucdésido producido por el actinomiceto del suelo Streptomyces griseus, quien
actia interrumpiendo la sintesis de proteinas utilizado principalmente contra bacterias
Gram negativas®*. Estudios han demostrado el potencial de Streptomyces como
antimicrobiano aislado de manglares contra microorganismos resistentes a meticilina

como lo es Staphylococcus aureus quien es un potencial patégeno humano®>.

La segunda via metabdlica mas abundante en el manglar fue Monobactam biosynthesis
(27,92%) el cual es un antibidtico B-lactamico inhibiendo la sintesis de la pared celular
en las bacterias Gram negativas®* y se ha aislado naturalmente de
Chromobacterium spp®’. Sin embargo, no existe informacién reportada de la presencia

de esta via metabdlica en manglares.

Biosintesis de antibidticos de grupo de vancomicina fue la tercera via metabdlica
(14,25%) con mayor abundancia respecto a los otros pathways asociados a sintesis de
antimicrobianos presentando mayor abundancia en el punto de salinidad bajo 3L. La
vancomicina es un glucopéptido, producido por Amycolaptosis orientalis la cual es
capaz de producir cloroeremomicina la cual difiere de la vancomicina®®. La vancomicina
es utilizada para el tratamiento de infecciones potencialmente mortales por bacterias
Gram positivos’?, sin embargo, la via metabdlica no se ha descrito en manglares, pero
si se ha encontrado actividad antimicrobiana contra Staphylococus aureus resistente a

meticilina con vancomicina.

Segun la base de datos de KEGG 19 genes estan involucrados en la ruta biosintesis de
estreptomicina para la sintesis de este antimicrobiano, sin embargo, en el estudio solo
se encontraron 10 genes que participan en algun punto de la ruta para la produccion de
este antimicrobiano (Anexo 1), al igual que en la ruta de biosintesis de
monobactamicos de los 29 genes que estan reportados en KEGG 11 fueron
encontrados en las muestras de manglar y la ruta de biosintesis de antibidticos de
grupo de vancomicina en la base de datos 29 genes hacen parte de la ruta para la
sintesis de este antimicrobiano sin embargo, solo uno presento abundancias, lo que
significa que las vias no presentan todos los genes asociados a dichos procesos y

tampoco presento genes marcadores de esta ruta.
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Los genes mas abundantes asociados a la sintesis de antimicrobianos K01710 (rfbB,
rffG) conformado por la enzima dTDP-glucosa 4,6 deshidratasa la cual es una enzima
que pertenece a la familia de las liasas que participa en 4 vias metabdlicas entre ellas
la de biosintesis de estreptomicina*, se ha visto que en el sedimento de ecosistemas
salinos los genes dTGD asociados a sintesis de antimicrobianos presentan mayores

abundancias®.

K00059 (fabG) conformado por la enzima 3-oxaacil-(acil-portadora-proteina) reductasa,
la cual es una enzima que pertenece a la familia de las oxidorreductasas que participa
en la biosintesis de &cidos grasos y en la biosintesis de &cidos grasos poliinsaturados,
que se encuentran en muchas especies de bacterias*®, sin embargo, no existen
estudios reportados del papel que juega este gen en la sintesis de compuestos

antimicrobianos.

El gen K00958 (sat, met3) sulfate adenylyltransferase desempefia un papel importante
en la biosintesis de monobactam en una reaccién intermediaria para el metabolismo de
glicina, serina y treonina. Este gen ha sido reportado en ambientes extremos con
concentraciones superiores al 20% de NaCl®°, lo cual es concordante con lo encontrado
en este trabajo donde este gen se ve positivamente influenciado por la salinidad alta

(61,52 ppm), ademas se ha descrito en manglares pristinos®.

En cuanto a las bacterias asociadas a la sintesis de antimicrobianos las actinobacterias
son microorganismos naturales en el ecosistema marino que desempefian un papel
importante en el reciclaje de materiales y en la produccion de metabolitos secundarios

con aplicaciones farmacéuticas®.

Entre los diversos géneros actinobacterianos, Actinomadura, Acinoplanes,
Amycolatopsis, Marinispora, Micromonospora, Nocardiopsis, Saccharopolyspora,
Salinispora, Streptomyces y Verrucosispora son los que se han descrito como

principales productores potenciales de compuestos antimicrobianos®*.

Streptomyces fue uno de los géneros encontrados en las muestras de manglar

presentando mayor abundancia en el punto de salinidad bajo (48,33ppm), el género
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Streptomyces se ha descrito como fuente de varios medicamentos, incluyendo la

vancomicina®.

En cuanto a los genes de resistencia, 1o0s manglares son ecosistemas que estan
expuestos y que se han visto afectados por actividades antropogénicas como lo ha sido
la eliminacibn de desechos. Los microorganismos desarrollan mecanismos para

adaptarse y sobrevivir®®,

En el estudio se determind que los genes involucrados en la categoria (resistencia
antimicrobiana) fueron influenciados por la salinidad, sin embargo, la mayoria de las

abundancias en los puntos de salinidad fueron menores a 2 (Tabla 6).

El gen mas abundante fue K18138 (acrB, mexB, adedJ, smeE, mtrD, cmeB), en
salinidad alta, este gen esté involucrado en el mecanismo de resistencia de bombas de
eflujo se encuentran en la mayoria de las bacterias® sin embargo se han descrito méas
en microorganismos Gram negativos, las bombas de eflujo son complejos de proteinas
gue estdn en la membrana y eliminan los antimicrobianos y toxinas, las proteinas
reconocen y expulsan los antibiéticos estructuralmente diversos con diferentes
mecanismos y sitios de accién® los cuales se han descrito en ecosistemas de manglar

y marinos®®4°.

El segundo gen mas abundante asociados a la resistencia de antimicrobianos fue
K18902 (bpeF), en salinidad media, este gen al igual que el gen K18138 esta
involucrado en el mecanismo de resistencia de bombas de eflujo. El gen KO7665 (cusR,
copR, silR) sistema de dos componentes, regulador de respuesta a la resistencia de
fosfato y cobre esta asociado a la resistencia de imipenem por medio de un mecanismo
de represion en las porinas transmembranales OprD quienes permiten la captacion
pasiva de aminoacidos basicos a través de la membrana externa. Este mecanismo de
resistencia permite que microorganismos patégenos como P.aeruginosa presenten un
aumento en la concentracion minima inhibitoria lo que las hace francamente resistentes
a este carbapenémico®. Ademas de ser un gen asociado a la resistencia de
antimicrobianos, su papel frente al estrés salino ha sido bien reportado y

evidenciandose aqui con la mayor influencia en salinidad alta.
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En cuanto al estudio nos centramos en las vias metabdlicas y en los genes asociados a
la sintesis y resistencia de antimicrobianos en suelo Rizésferico de manglar semiarido
en la Guajira Colombia. Una de las limitaciones principales en este estudio es que las
vias metabolicas estudiadas no representan todos los genes asociados con tales
procesos, sin embargo, la actividad de sintesis de metabolitos ha sido ampliamente

descritos en sedimentos de manglar®?°.

Por lo tanto, se sugiere las aproximaciones metagendémicas de la sintesis y resistencia
de antimicrobianos sean correlacionadas con los datos metatranscriptomicos por
técnicas analiticas como construccion de bibliotecas clonales o aislamiento de

microorganismos asociados a dichos procesos.
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7. CONCLUSIONES

Los manglares tienen la capacidad de producir compuestos antimicrobianos a
diferentes concentraciones de salinidad, esta actividad en manglares puede estar
asociada a la diversidad microbiana que albergan estos ecosistemas, esto se relaciona

con la ruta mas abundante que fue biosintesis de estreptomicina.

La alta salinidad presento la mayor abundancia en las vias metabdlicas y genes
asociados a la biosintesis de antimicrobianos, que podria estar relacionado con los
mecanismos de tolerancia y salinidad, en totalidad se determinaron 43 genes de los
cuales 17 tuvo mayor abundancia en el punto de salinidad alta, 11 en salinidad media y

15 en salinidad baja.

En cuanto a la resistencia antimicrobiana los microrganismos son capaces de
desarrollar mecanismos de resistencia a diferentes concentraciones de salinidad, en
totalidad se determinaron 29 genes de los cuales 8 tuvo mayor abundancia en el punto
de salinidad alta, 9 en salinidad media y 12 en salinidad baja, estos mecanismos
pueden deberse a la alta actividad antropogénica de estos ecosistemas, relacionado
con el gen mas abundante K18138 (acrB, mexB, adeJ, smeE, mtrD, cmeB) quien
presentdé mayor abundancia en los tres puntos se salinidad alta 4H, media 2M y baja
3L.

La identificacion de vias y genes asociados a la sintesis y resistencia de compuestos
antimicrobianos son areas de investigacion muy poco estudiadas en manglares y de
gran potencial para el desarrollo de nuevos compuestos antimicrobianos para el
tratamiento y el conocimiento de los mecanismos de resistencia de los

microorganismos.
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ANEXOS 8

Ruta de la via metabolica mas abundante en la sintesis de antimicrobianos (biosintesis de estreptomicina).
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Segunda via mas abundante en la sintesis de antimicrobianos (biosintesis de monobactamicos)

MOMNOBACTAM BIOSYNTHESIS
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Tercera ruta mas abundante en la sintesis de antimicrobianos ( Biosintesis del grupo de antibioticos de vancomicina)

BIOSYNTHESIS OF VANCOMYCIN
GROUP ANTIBIOTICS
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