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Distribucion de manglares en Colombia
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227 compuestos

bioactivos en hongos Metabolitos secundarios en bacterias en Microorganismos capaces de
marinos manglares producir compuestos bioactivos
Christophersen., et al 1999 Zhou et al., 2012 Al.Amoudi et al., 2016

1 1 T

l l

Logesh et al., 2012 Yuan et al., 2013
Efecto antimicrobiano Bacterias con actividad antimicrobiana
en hongos marino de amplio espectro
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Determinacion de
metabolitos secundarios
a partir del método de
metagendmica

Xiong et al., 2013

1

ANTECEDENTES

Analisis metagendmico
en aguas residuales en el

Resistencia delta del rio Mekong
antimicrobiana en determinacion genes de
manglar resistencia
Jalal et al., 2010 Nakayama et al., 2017

1 1

l

Cabral et al., 2016

Impacto antropogénico en los
sedimentos de manglar respecto a
la resistencia de las comunidades
microbianas/metagendmica

l l

Sengupta et al., 2015 Gong et al., 2018

Nuevos antimicrobianos con
amplio espectro en Actinomicetos

Potencial antimicrobiano de
Actinomicetos aislados del
suelo de manglar
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Salinidad en manglar

Salinidad/Guajira

Salinidad

Sengupta., et al 2015

Lozupene., et al 2007

ANTECEDENTES

Diversidad bacteriana (Figueroa., et al 2015)
Diversidad de hongos (Mufioz et al., 2016)
Ciclos Biogeoguimocos (Sandoval et al., 2019)

Sintesis de compuestos antimicrobianos

Salinidad relaciona distribucion bacterianas.



OBJETIVOS

GENERAL

Determinar 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 Guajira.



OBJETIVOS

ESPECIFICOS

1.

Determinar efecto de la
salinidad sobre |la
abundancia de genes
asociados a la sintesis de
compuestos
antimicrobianos.

2.

Determinar el efecto de |a
salinidad sobre la abundancia
de genes asociados a la
resistencia de compuestos
antimicrobianos.




METODOLOGIA

11°33°08.4”
72°53°59.6”

L%

11°33°11.4”
72°54°03.5”

Noroeste del municipio de Riohacha

MUESTRAS UTILIZADAS

Muestras de suelo rizosférico de Avicennia germinans en
tres puntos contrastantes de salinidad

v

Salinidad media

ppt: partes por mil

l

Salinidad alta




METODOLOGIA

Lisis celular

EXTRACCION DE ADN TOTAL

|

PowerLyzer® PowerSoil” DNA Isolation Kit

vy

Preparacion de la muestra

Bl

wwashing

Homogenizacion Unidn Lavado

Integridad de evalud en gel de agarosa al 0,8%

—
(|

F(/

Elute

Elucidon
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METODOLOGIA

Analisis bioinformatico

‘ ' l‘ 1
L \
Gc CTQQGAA“CCCATCQ?CA.

— Secuenciacion: lllumina Hiseq2500

— Evaluacion de calidad: FastQCv. 0.11.2

— Limpieza: Trimmomatic v.0.36

— Alineamiento: DIAMOND ( Bases de datos de proteinas NR de NCBI)

— Anotacién: MEGAN 5.0 (KEGG) K[Eﬁn'efawennrﬂes'
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METODOLOGIA

Actinomicetos Gram Positivos
(Sintesis). (Resistencia).
|
Abundancias
|
Alta 4H Baja 3L Media 2M
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METODOLOGIA

1. Objetivo 2. Objetivo
Sintesis Resistencia
A R N . Analisis estadistico de las
3 sl . abundancias
” - l
Analisis de componentes principales (PCA)

STAMP v2.1.3



METODOLOGIA

Las abundancias

En KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes) ——*'
|

|
1. Objetivo

Sintesis
|

A 4

\ 4

2. Objetivo

Resistencia |'|

Metabolitos secundarios (29)

Metabolismo de terpenoides

y policétidos (21)

A 4

Genes de resistencia antimicrobiana (250)

Pagina web Microbiome Analyst

Diferencias significativas p valor menor 0,05 J

Reconstruccidon de las rutas metabdlicas
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SINTESIS DE ANTIMICROBIANOS RESULTADOS
En totalidad se obtuvieron 16 Familia 3L 2M 4H Reads %
Actinomicetos presentes en el manglar 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%
El Actinomiceto mas abundante en los ,
.. Pseudonocardineae 140,33 377 7 11.92%
tres puntos de salinidad fue " , o166 130 - 1289,
o . . icromonosporineae , , ,48%
Acidimicrobineae sp (29,51%), seguido : : )
o . Micrococcineae/demequina 61 0 0,66 1,40%
de Acidimicrobiaceae (14,35%) y por :
L. ) Corynebacterineae 39 26,66 20 1,95%
ultimo Pseudonocardiaceae (11,92%). ) : )
Micrococcineae/Intrasporangiaceae 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%
. . Strept i 17 48,33 19,66 1,93%
Barka et al., 2015. Actinomicetos extenso Aalitll Sl >
. . . Micrococcineae/Mycobacteriaceae 9,33 6 0,33 0,36%
metabolito secundario producen un tercio
e Coriobacterineae/Nocardiaceae 6,33 6,66 6 0,43%
de los antibioticos naturales.
. . CorynebacterineaeNocardioidaceae 6 8 3,33 0,39%
Micronospora y steptomyces habitantes : .
StreptosporangineaePseudonocardiace
de suelo ae 3,33 16 1 0,46%

Saenz et al., 2015. Aislaron Acidimicrobineae de ecosistema
marino con actividad antimicrobiana
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SINTESIS DE ANTIMICROBIANOS

RESULTADOS

Familia 3L 2M 4H Reads %

Acidimicrobineae/sp 464 376 353 29,51%

) Acidimicrobineae 360,66 202,3 68,66 14,36%

En totalidad se Corynebacterineae/sp 191,66 123 28,66 7.80%

obtuvieron 16 Pseudonocardineae 140,33 377 7 11.92%

Actinomicetos Micromonosporineae 61,66 130 5,66 4,48%

presentes en el manglar Micrococcineae/demequina 61 0 0,66 1,40%

Corynebacterineae 39 26,66 20 1,95%

Micrococcineae/Intrasporangiaceae 38 25,66 19 1,88%

El Actinomiceto mas abundante Micrococcineae/sp 31,33 10,66 4,66 1,06%

en los tres puntos de salinidad Solirubrobacteriaceae 26,66 4,66 2,66 0,77%

fue Acidimicrobineae sp Acidimicrobineae 20 14,66 14,33 1,11%

(29,51%), seguido de Streptomycineae 17 48,33 19,66 1,93%

Acidimicrobiaceae (14,35%) y por Micrococcineae/Mycobacteriaceae 9,33 6 0,33 0,36%

ultimo Pseudonocardiaceae Coriobacterineae/Nocardiaceae 6,33 6,66 6 0,43%

(11'92%)' CorynebacterineaeNocardioidaceae 6 8 3,33 0,39%
StreptosporangineaePseudonocardiace

ae 3,33 16 1 0,46%

Gonzales et al., 2003. Actividad antimicrobiana de ecosistemas salinos/Streptomyces y Actinomycetes
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1. OBJ SINTESIS DE ANTIMICROBIANOS

RESULTADOS

1 Low 1 Mid

[ Hagh

PC2 (24.0%)

Analisis de componentes

principales
0.010
A
A Fiy
A
0.005
By
0.000
[m]
—0.005
]
-0.010 o 0o
-0.015 o
[m]
-0.02 -0.01 0.00 0.01

PC1 (43.7%)

Metabolismo de terpenoides y
policétidos/variabilidad 67.7%
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1. OBJ SINTESIS DE ANTIMICROBIANOS

RESULTADOS

1 Low 1 Mid

[ Hagh

Analisis de componentes

principales
|
0.010 A | AA
A
A A
0.005 |
|
% 0.000 °" |
I O |
-
0 |
a -0.005
|
|
-0.010 O :
O |
-0.015 |
-0.02 =-0.01 0.00 0.01 0.02 0.03
PC1 (64.2%)

Metabolitos secundarios /variabilidad 77%
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SINTESIS DE ANTIMICROBIANOS

Se determinaron 11 categorias de sintesis de
antimicrobianos de los cuales 9 fueron
influenciados por la salinidad.

RESULTADOS

VIAS METABOLICAS ASOCIADAS A SINTESIS DE ANTIMICROBIANOS

O 00 N O U1l H W N B

=
~ O

Streptomycin biosynthesis [KO00521]

Monobactam biosynthesis [KO00261]
Biosynthesis of vancomycin group antibiotics [KO01055]
Prodigiosin biosynthesis [KO00333]

Carbapenem biosynthesis [KO00332]

Novobiocin biosynthesis [KO00401]

Biosynthesis of secondary metabolites - unclassified [KO00999]
Penicillin and cephalosporin biosynthesis [KO00311]
Neomycin, kanamycin and gentamicin biosynthesis [KO00524]
Biosynthesis of enediyne antibiotics [KO01059]
Tetracycline biosynthesis [KO0053]



SINTESIS DE ANTIMICROBIANOS RESULTADOS

Reads por salinidades P valor Genes/
Vias metabdlicas Reads % FDR reportados
4H 2Mm 3L (Z1G)
en KEGG
Streptomycin biosynthesis [KO00521] 190,45 174 4 165,98 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 7718 90,37 14,25 * 0.008 1/29
antibiotics [KO01055]
Prodigiosin biosynthesis [KO00333] 77.Or 77,98 75,88 12,82 ol 0.006 3720
Carbapenem biosynthesis [KO00332] 44 34 37,39 341 6,43 * 0.008 2M19
Movobiocin biosynthesis [KO00401] 34 88 31,32 3577 5,66 o 0.016 T30
Biosynthesis of secondary metabolites
_ 14,79 12 62 11,47 216 o 0.020 2120
- unclassified [KO00999]
Penicillin and cephalosponn
5,78 4 66 44 0,82 * 0.073 515
biosynthesis [KOD0311]
Neomycin, kanamycin and gentamicin
_ _ 1,08 1,53 1,26 0,21 o 0,002 1/57
biosynthesis [KO00524]
Biosynthesis of enediyne antibiotics
1,94 1,48 1,05 0,20 - - 2(73
[KO01059]
Tetracycline biosynthesis [KO0053] 012 0,16 0,06 0,02 - - 117

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 nimero de genes reportados en KEGG. Los pathways que
no tienen diferencias significativas estan marcados con un guion. 2 8



SINTESIS DE ANTIMICROBIANOS

RESULTADOS

Genes involucrados en vias Tne.tabolllcas asociados a la sintesis de KEGG 3L >M aH Reads % b value
antimicrobianos
Streptomycin biosynthesis
E4.2.1.46, rfbB, rffG; dTDP-glucose-4,6-dehydratase [EC:4.2.1.46] K01710 63,52 63,96 77,1 19.30% **
INO1, ISYNA1; myo-inositol-1-phosphate synthase [EC:5.5.1.4] K01858 25,68 34,57 37,2 3,88% e
sk kk
E2.7.7.24, rfbA, rffH; gl -1-phosph hymidylyl f
, rfbA, rffH; glucose-1-phosphate thymidylyltransferase K00973 2528 2595 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% /
-pgm; phosph hosphogl EC:5.4.2. /
pmm-pgm; phosphomannomutase / phosphoglucomutase [EC:5 8 K15778 11,26 9,53 8,86 1,18%
5.4.2.2]
E3.1.3.25, IMPA, suhB; myo-inositol-1(or 4)- hosphat /
, , suhB; myo-inositol-1(or 4)-monophosphatase K01092 8,09 727 799 0,93%
[EC:3.1.3.25]
rfbC, rmlIC; dTDP-4-dehydrorhamnose 3,5-epimerase [EC:5.1.3.13] K01790 4,82 5,2 4,93 0,60% /

43 genes en las 11 vias de metabolitos secundarios

y metabolismo de terpenoides y policétidos de los
cuales 25 genes fueron significativamente
influenciados por la salinidad.

p valor (*** p<0.001, ** p<0.01; * p< 0.05)

Wei et al., 2018. Sedimento de ecosistemas marinos
genes asociados a dTDP asociados a sintesis de
compuestos antimicrobianos 29



SINTESIS DE ANTIMICROBIANOS

RESULTADOS

Prodigiosin biosynthesis

fabG; 3-oxoacyl-[acyl-carrier protein] reductase

* %k

[EC:2.3.1.39]

K 7 42,27 4 4,959
(EC:1.1.1.100] 00059 38,6 , 3,36 ,95%
*
fabl; I-[acyl-carri tei ductase | [EC:1.3.1.9
abl; enoyl-[acyl-carrier protein] reductase | [ K00208 29,4 29,83 28,67 3.50%
1.3.1.10]
% 3k
fabD; I-carrier-protein] S-malonyltransf
a [acyl-carrier-protein] S-malonyltransferase KOOBAS 781 5 88 5,04 0,75%

p valor (*** p<0.001,

** n<0.01; * p< 0.05)
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SINTESIS DE ANTIMICROBIANOS RESULTADOS

Monobactam biosynthesis

sat, met3; sulfate adenylyltransferase [EC:2.7.7.4] K00958 23,58 31,52 40,4 3,80% kA%
asd; aspartate-semialdehyde dehydrogenase ok
K00133 30,04 28,5 31,7 3,59%
[EC:1.2.1.11] °
lysC; aspartate kinase [EC:2.7.2.4] K00928 24,51 26,5 29 3,18% roAx
cysD; sulfate adenylyltransferase subunit 2 [EC:2.7.7.4] KO0957 27,03 22,63 18,3 2,71% oA
dapA; 4-hyd -tetrahydrodipicolinat th
ap ydroxy-tetrahydrodipicolinate synthase 01714 20,27 20,41 20,35 2.43% /
[EC:4.3.3.7]
cysNC; bifunctional enzyme CysN/CysC ok
KO0955 19,68 17,78 12,6 1,99%
[EC:2.7.7.42.7.1.25] °
dapB; 4-hydroxy-tetrahydrodipicolinate reductase
K00215 8,27 7,39 8,93 0,98%
[EC:1.17.1.8] ° *
%k
cysN; sulfate adenylyltransferase subunit 1 [EC:2.7.7.4] KO0956 7,55 7,17 5,79 0,82%
thrA; bifunctional aspartokinase / homoserine /
K12524 2,23 2,56 2,29 0,28%
dehydrogenase 1 [EC:2.7.2.4 1.1.1.3] °
K12526 lysAC; bifunctional diaminopimelate /
decarboxylase / aspartate kinase [EC:4.1.1.20 2.7.2.4] K12526 1,14 1,02 1,58 0,15%
mbtH, nocl; MbtH protein K05375 0,8 0,75 0,74 0,09% /

Stewart et al., 2015. Papel importante en la biosintesis de monobactam, p valor (*** p<0.001, ** p<0.01; * p< 0.05)

reportado en ambientes extremos de salinidad
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RUTAS MAS ABUNDANTES DE SINTESIS DE ANTIMICROBIANOS

RESULTADOS

Streptomycin Biosymthesis

Myo-lnositol

T Scyllo-i

nososa

Scyllo-imosamine 4-
kinase

O

nosamine-4F

| Scoyllo-|

amidinciransferasa 1

Scyllo-inosamine-4-phosphate

| D-Glocose-6P |

W
Meommycing
kamamnycin and
gentamicin
biosynthesis

Aminoglucosides

5

Amidino-scyllo-inosomine—4 P

| a2t12an |

&

Amidimostreptamine

O

| Streptomycin-6P

Amidinostreptamina-G° |

¥

| Streptidine-6P |

Straptomycin G-

phosphatase

Streptomycin G-
kimasea

Flucose phosphate H

thrgrmidylyl transd

dTDP-4-owo-G6-
deoxv-D-alucoss

Polyketide
sugar umnit
biosynthesis

dTDP-4-oxo-1-rhammnose

b g

ATNP-1 - rhamnass |

*

dTDP-1-dihydrostreptose i

C{| Dihidrontreptomycin-BF |4—{:} dTSP-hidydrostreptose-streptidina-6- .

phosphate dihydrostreptosyltransferass

19

3-2
2-1

1-0

32



RUTAS MAS ABUNDANTES DE SINTESIS DE ANTIMICROBIANOS

RESULTADOS

MOMNOBACTAM BIOSYNTHESIS Illn'

Ad-Hydrowy-benzoylformate

Ph-ang,-llalmun&. tyTrosine

and tryptophan 4-hydrowymandelate

()

4-hydroxymandelate

L-Arginine

Q

{5)-3.5
dibydroxyphenylglycine
transaminase

Mocardicin nonribosomal
peptide mynthetaze Mook

O

nocardicin nonribowoma
peptide synthetase NocB

biosynthesis synthase oxidase
4-Hidroxy L- Hidroxy- _
phenylpyruvate mandelate L-tyrosine
L-Aspartate

Alanine, aspartate and
glutamate biosynthesis

MBTH protein [

Glycine, serine and
threonin metabolism

b s )

Aspartate kinase

- L-4-Aspartyl phosphate

Aspartate-semialdehyde dehydrogenase

[} L-Asparthate 4-semialdehyde

Pyruvate

4-hydrosey-tetrahydrodipicolinate synthase

() 125-45]-d-Hydrowy-2,3,4, 3 tetrahydrodipscolinate

putative acetyltransferasze

*
Lysine byosinthesis

O ——— 2O == ==+

T
|
1
1
1
: Sulfate
1
1
]

L-s=rine

phosphoadenosine
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|

0
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- nonadar dic
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|

nocandicin M-

oxyREnatE
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synithase

nacardicin
o A

L&

epEmErase
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Isanocardicin &

Mocatdicin &
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G 5 20180
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e e e e = (O e (D 2802
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RESISTENCIA DE ANTIMICROBIANOS

RESULTADOS

= High 3 Low

PC2 (21.0%)

—0.02

-0.04

3 mid

—0.04

|
|
|
|
|
|
|
|
|
o
|
|
|
|
1
|
I
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
i

—~0.02 0.00 0.02
PC1 (48.1%)

Variabilidad de 69.1%
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RESISTENCIA DE ANTIMICROBIANOS

RESULTADOS

29 genes de los
cuales 16 genes
fueron
significativamente
influenciados por la
salinidad

p valor (*** p<0.001, ** p<0.01; * p< 0.05), FDR. Los genes que no tienen diferencias significativas estan marcados con un guion

Genes involucrados en resistencia antimicrobiana KEGG 3L 2M 4H Reads % P value
acrB, mexB, adel, smeE, mtrD, cmeB; multidrug effl *
X HIHarug et k18138 37,81 35,54 | 40,77 | 59,95%
pump
cusR, copR, silR; two-component system, OmpR family,
%k %k %k
copper resistance phosphate regulon response K07665 3,70 3,16 5,17 6,33%
regulator CusR)
bpeF; multidrug efflux pump K18902 5,10 5,25 4,91 8,02% /
mexF; multidrug efflux pump K18299 3,60 4,34 4,35 6,46% **
vgb; virginiamycin B lyase [EC:4.2.99.-] K18235 1,40 2,42 3,62 3,92% /
hoP; two- t system, OmpR famil **
phoP; two-component system, OmpR family, response KO7660 152 149 184 2 55%
regulator PhoP
- /
acrA, me.:xA, adel,_smeD, mtrC, cmeA; membrane KO3585 192 128 143 2 44%
fusion protein, multidrug efflux system
. *
smvA, gacA, IfrA, MFS t'ransporter, D_HA2 family, KO8167 0,60 0,90 0,76 1,19%
multidrug resistance protein
vanX; zinc D-Ala-D-Ala dipeptidase [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,
K07644 0,26 0,13 0,51 0,48%
heavy metal sensor histidine kinase CusS [EC:2.7.13.3] ° *
M, emhC, ttgC, cusC, adek, smeF, mtrE, cmeC, gesC; /
Oprivl, @mnt., g%, CUSL, adeR, smer, mErt, cmet, 88541 118139 0,37 0,27 0,34 0,53%

outer membrane protein, multidrug efflux system
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RESISTENCIA DE ANTIMICROBIANOS

RESULTADOS
Genes involucrados en resistencia antimicrobiana KEGG 3L 2M 4H Reads % P value
B, mexB, adeJ, smeE, mtrD, cmeB; multidrug effl *
acrB, mexB, adel, smeE, mtrD, cmeB; multidrug efflux K18138 37 81 35,54 40.77 59.95%
pump
cusR, copR, sil
EX 33
copper res 5,17 6,33%
b 4,91 8,02% /
n 4,35 6,46% x

Gupta et al., 2019.

bombas de
expulsion en
bacterias Gram
negativas

p valor (*** p<0.001, ** p<0.01; * p< 0.05), FDR. Los genes que no tienen diferencias significativas estan marcados con un guion
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BACTERIAS GRAM NEGATIVOS DE

IMPORTACIA CLINICA

GENERO 4H 3L 2M Reads %

Bacillus 0,011923167 0,021448863 0,021228705 61,37%
Bordetella 0,00609324 0,006783197 0,006596097 21,89%
Escherichia 0,003273505 0,002488331 0,002379044 9,15%
Salmonella 0,001681213 0,001628963 0,001186973 5,05%
Clostridium 0,000907543 0,000574409 0,000782221 2,54%
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CONCLUSIONES

Los manglares presentaron una alta diversidad de Actinobacterias las cuales estan asociadas a la
produccion de compuestos antimicrobianos. Las genes de sintesis de mayor abundancia fueron
estreptomicina y monobactam. Sin embargo, las rutas de sintesis no fue completa y fueron influenciados

por la salinidad.
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CONCLUSIONES

El mecanismos de resistencia antimicrobiana mas abundante en manglares fueron las bombas de eflujo de

multidrogas. Estas abundancias fueron favorecidas por las altas salinidad. Este mecanismos esta asociado a

la presencia de bacterias Gram negativas.
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RECOMENDACIONES

* Determinar la produccion por técnicas analiticas de los
antimicrobianos de mayor abundancia.

* Busqueda de genes marcadores de sintesis de antimicrobianos.
* Determinar la expresion de estos genes.
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26 DE JULIO: DIA MUNDIAL PARA LA PROTECCION
DE LOS MANGLARES

. Evita
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