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TABLA DE ABREVIATURAS

Abreviatura Significado
A Angstrom
ADN Acido desoxirribonucleico
ARN Acido ribonucleico
°C Grados Celsius
Mg Microgramo
pL Microlitro
pgm Micrémetro
Abs Absorbancia
BAGEL Herramienta de mineria gendmica para bacteriocinas
BLAST Herramienta basica de busqueda de alineacién local
CGB Cluster de genes biosintéticos
G+C Guanina y Citosina
cm Centimetro
DMSO Dimetilsulféxido
dNTP Deoxinucleosido trifosfato
H.O AguaB
FeCls Cloruro férrico
kb Kilobase
kDa Kilodalton
LB Caldo de Lisogenia
M+ lon molecular
Mb Megabase
mg Miligramo
min Minuto
mL Mililitro
mm Milimetro
m/z Unidades de masa carga
nm Nandmetros
NIS Sideroforo independiente de NRPS
NMMP Medio minimo liquido
NRPS Sintasa de péptidos no ribosomales
O/N Toda la noche
pb Pares de bases
PFAM Base de datos de familias y dominios de proteinas
pH Potencial de hidrogeno
pM Picomolar
ppm Partes por millén
rpm Revoluciones por minuto
SMART Herramienta de investigacion de arquitectura modular simple
TIGRFAM Base de datos de familias de proteinas
YEME Medio extracto de levadura y extracto de malta
YMG Medio glucosa, maltosa y extracto de levadura
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RESUMEN

El aumento de la resistencia a agentes antibacterianos es un problema de salud
publica mundial que requiere acciones y medidas urgentes. Una alternativa es la
busqueda de moléculas antimicrobianas novedosas a partir de microorganismos
aislados de ambientes poco explorados, como las actinobacterias enddfitas, ya que
representan una fuente atractiva de compuestos bioactivos no conocidos. Por otra
parte, los sideréforos son metabolitos secundarios que poseen un gran potencial
para el desarrollo de nuevos compuestos farmacéuticos, sin embargo, poco se
conoce sobre la capacidad de las actinobacterias de producir estos metabolitos y
sus posibles aplicaciones. Por esto, resulta relevante la identificacion, mediante
mineria gendmica, de clusteres que codifiquen para sideroforos con potencial para
el desarrollo de un compuesto antimicrobiano a partir de actinobacterias endofitas.
En el presente trabajo se analizé el genoma de 4 actinobacterias poco estudiadas,
encontrandose que la bacteria endofita Embleya sp. NF3 tiene la mayor capacidad
biosintética para la produccion de sideroforos potencialmente novedosos. Esta cepa
contiene 5 clusteres putativos de sideréforos, de los cuales el cluster 1.16 codifica
para la estreptobactina, los clusteres 1.9, 2.2 y 3.2 codifican para sideroforos
novedosos Y el cluster 1.8 sugiere no ser funcional debido a su composicién. En las
condiciones de cultivo evaluadas para la cepa NF3, se evidencio sélo la produccion
de un sideréforo de naturaleza catecolato que puede ser la estreptobactina o un
compuesto con estructura quimica similar. Por tanto, se sugiere estudiar el potencial
de los clusteres 1.9, 2.2. y 3.2 por medio de expresion heterdloga con el fin de lograr
que su expresion no dependa del sistema de regulacion de la cepa NF3. Teniendo
en cuenta el gran potencial de la cepa NF3 para el estudio de sideréforos, se
construyé su biblioteca gendmica utilizando el kit CopyControl™ HTP Fosmid
Library Production de Lucigen para de facilitar la clonacion y expresién de los
clusteres de interés. La caracterizacion de la biblioteca sugiere que es funcional no
solo para la busqueda de clusteres de sideroforos sino para la busqueda de

clusteres de genes biosintéticos con potencial para codificar metabolitos bioactivos.

13



ABSTRACT

Resistance to antibacterial agents is a public health problem that requires urgent
action and measures. An alternative to face the problem is the search for novel
antimicrobial molecules from microorganisms isolated from unexplored
environments such as endophytic actinobacteria since they represent an attractive
source of unknown bioactive compounds. On the other hand, siderophores are
secondary metabolites with great potential for developing new pharmaceutical
compounds. However, little is known about the ability of actinobacteria to produce
siderophores and their applications. Thus, the use of genome mining to identify
clusters from endophytic actinobacteria coding for siderophores with the potential to
develop an antimicrobial compound is relevant. In the present work, we analyze the
genome of four actinobacteria utilizing bioinformatics programs, identifying that the
endophytic bacterium Embleya sp. NF3 has the highest biosynthetic capacity to
produce potentially novel siderophores. Strain NF3 contains five putative clusters of
siderophores. Cluster 1.16 encodes for streptobactin, clusters 1.9, 2.2, and 3.2
encode novel siderophores, and cluster 1.8 suggests not being functional because
of its composition. Only a catecholate siderophore was produced in the culture
conditions evaluated for strain NF3. This compound could be the siderophore
streptobactin or a compound with a similar chemical structure. Thus, we suggest
exploring the potential of clusters 1.9, 2.2, and 3.2 by heterologous expression to
ensure that the cluster expression does not depend on the strain NF3 regulatory
system. Considering the great potential of strain NF3 to produce siderophores, a
genomic library of this strain was constructed to facilitate the cloning and expression
of clusters of interest. The genomic library was built using the CopyControl ™ HTP
Fosmid Library Production Kit from Lucigen. The characterization of the library
suggests that it is a functional library where you will find most of the biosynthetic

gene clusters of interest encoded by strain NF3.
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1. INTRODUCCION

Desde la introduccion de los antibidticos en el mercado farmacéutico mundial en la
década de 1940, se ha logrado salvar millones de personas cada afio y aumentar la
esperanza de vida de la poblacion, gracias al control efectivo logrado para muchas
enfermedades infecciosas. Sin embargo, en los ultimos afios se ha llegado a una
crisis debido al drastico aumento en el numero de infecciones provocadas por
bacterias resistentes a los antibioticos (Hutchings et al., 2019; Ventola, 2015). La
resistencia antibacteriana se define como la capacidad de una bacteria para
sobrevivir a un antibiético que inhibe el crecimiento o mata a otras cepas de la
misma especie (Alés, 2015). Aunque existe la resistencia natural dada por la
diversidad genética de los microorganismos, la cual ha surgido a la par del
descubrimiento de los antibidticos; factores como el uso masivo e innecesario de
antibidticos para el tratamiento de enfermedades no infecciosas en humanos, asi
como para la cria de ganado y pescado, el control inadecuado de las infecciones en
los hospitales y, la falta de higiene y saneamiento han conllevado a la seleccion de
cepas resistentes (Guzman-Trampe et al., 2017; Ventola, 2015). Este aumento en
la resistencia ha generado a su vez el fracaso de los tratamientos existentes, la
propagacion y persistencia de microorganismos resistentes y el aumento de
muertes asociadas a infecciones resistentes (Ventola, 2015; Martens & Demain,
2017).

Para abril de 2019, la Organizacién Mundial de la Salud reporté6 que al menos
700,000 personas mueren anualmente en el mundo debido a enfermedades
causadas por microorganismos resistentes a los antibiéticos (WHO, 2019). En caso
de no tomar medidas de contencion pronto, esta cifra podria aumentar de forma
exponencial hasta llegar a 10 millones de muertes anuales en todo el mundo para
el afio 2050, siendo Africa y Asia los continentes mas afectados (Figura 1) (O'Neill,
2014).
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Figura 1. A). Prediccion de muertes anuales atribuibles a la resistencia antimicrobiana para
el ano 2050 comparado con otras causas mayores de muerte. B). Estimacion de la
distribuciéon de muertes atribuibles a la resistencia antimicrobiana para el ano 2050.
Tomado de: O’Neill, 2014.

Sumado a esta problematica, se encuentra la falta de investigacion y desarrollo de
nuevos antibidticos por: 1) el poco apoyo de los gobiernos y 2) el abandono de este
campo de investigacion por parte de las companfias farmacéuticas, al no ser rentable
por la alta probabilidad de redescubrir compuestos bioactivos y por el aumento en
los costos y tiempos de desarrollo de antibidticos (Cooper & Shlaes, 2011; Martens
& Demain, 2017). Por lo anterior, las farmacéuticas han optado por dedicarse al
estudio de moléculas sintéticas, a la reduccion de la toxicidad de compuestos ya
conocidos y al desarrollo de medicamentos para enfermedades cronicas, las cuales
generan mayor retorno de inversion (Ventola, 2015; Martens & Demain, 2017).

En consecuencia, existe una gran necesidad de buscar compuestos
antimicrobianos con mecanismos de accién diferentes que combatan de manera
eficiente a los microorganismos resistentes. En los ultimos afios esta busqueda se
ha impulsado gracias a la implementacion de las ciencias émicas y al avance de la
bioinformatica, herramientas que han facilitado la exploracién de la diversidad
microbiana y la identificacion de vias cripticas para la biosintesis de productos
redescubrimiento de

naturales potencialmente novedosos, evitando asi el

compuestos ya descritos (Martens & Demain, 2017).
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1.1 Productos naturales

Los productos naturales se definen como compuestos o sustancias quimicas
producidas por organismos vivos. En este trabajo nos enfocaremos solo en los
productos naturales que son sintetizados las por plantas y los microorganismos
(Krause & Tobin, 2013). En ocasiones, los productos naturales son metabolitos
secundarios (MS) sintetizados en la fase tardia del crecimiento exponencial y
durante la fase estacionaria de crecimiento (Ruiz et al., 2010; Thirumurugan et al.,
2018). Los MS tienen la caracteristica de no ser esenciales para el crecimiento; sin
embargo, brindan ventajas evolutivas y ayudan a la supervivencia de los organismos

que los producen (Madigan et al., 2015).

1.1.1 Productos naturales bioactivos
Dado que un gran porcentaje de productos naturales poseen actividad bioldgica de
interés farmacologico de tipo antimicrobiana, antitumoral, antiviral, antiparasitaria,
entre otras, han sido la principal fuente para la obtencion de farmacos desde hace
casi 100 afnos (Demain & Sanchez, 2009). Si bien, para el ano 2015 se habian
reportado entre 38,000 y 75,000 productos naturales bioactivos producidos por
microorganismos (actinobacterias, eubacterias y hongos) asi como por plantas y
organismos marinos, se estima que soélo una pequefia parte de las especies
identificadas han sido probadas para determinar su actividad biolégica y que solo el
1% de los microorganismos han sido cultivados, por lo que se espera que el
identificar microorganismos no caracterizados conlleve al descubrimiento de

productos naturales bioactivos novedosos (Bérdy, 2012; Bérdy, 2015).

Por otra parte, algunos productos naturales han sido modificados quimicamente
para la sintesis de compuestos analogos o novedosos, asi como han servido de
plataforma para el desarrollo de compuestos sintéticos que posean mayor eficacia
y/o menor toxicidad que el producto original. Estos productos naturales modificados
representan entre el 50% y 60% de los medicamentos farmacéuticos actuales
(Bérdy, 2015; Butler et al., 2013; Patridge et al., 2016). Por lo tanto, los productos
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naturales contindan sobresaliendo como una fuente para el desarrollo de farmacos

0 como andamio para la sintesis quimica de farmacos.

1.1.2 Fuentes de productos naturales bioactivos

Las plantas han sido la principal fuente para la obtenciéon de productos naturales
utilizados en la medicina tradicional. Algunos de los compuestos mas conocidos son
los analgésicos morfina y codeina obtenidos de la planta Papaver somniferum
(amapola), y los antimalaricos quinina y artemisinina obtenidos de las plantas
Cinchona (quina) y Artemisia annua (ajenjo dulce), respectivamente. Tras el
descubrimiento de la penicilina por Alexander Fleming a partir del hongo Penicillium
chrysogenum en 1929, se inicio la busqueda de productos naturales bioactivos en
bacterias y hongos aislados de suelos. A partir de estos microrganismos se han
identificado y desarrollado una gran cantidad de compuestos antibacterianos,
antitumorales, antifungicos, agentes inmunosupresores, agentes reductores del
colesterol, y antiparasitarios, entre otros (Cragg & Newman, 2013). Cerca del 16%
y 12% de productos naturales aprobados por la Administracion de Alimentos vy
Medicamentos (FDA) y/o la Agencia Médica Europea (EMA) se basan en bacterias
y hongos, respectivamente. De forma destacable se encuentran los farmacos
antibacterianos, ya que para el afio 2016, el 77% de los antibiéticos aprobados por
la FDA provenian de productos naturales obtenidos de microorganismos (Patridge
et al., 2016). Dentro de estos microorganismos sobresalen las actinobacterias, las
cuales constituyen un filo bacteriano ampliamente conocido y estudiado por su gran
potencial para la biosintesis de productos naturales bioactivos (van Bergeijk et al.,
2020).

1.2 Actinobacterias: bacterias con gran potencial para la sintesis de productos
naturales

El filo actinobacteria esta conformado por bacterias gram positivas con genomas
ricos en G+C (69 — 73%), de forma bacilar a filamentosa, principalmente aerobios
que crecen en el suelo terrestre y marino; sin embargo, también pueden encontrarse

como parte de la rizosfera, la endosfera, los ambientes marinos, endoéfitos de
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plantas y en ambientes con condiciones extremas (Madigan et al., 2015; Behie et
al., 2016; Bérdy, 2012). La mayoria de las actinobacterias tienen un crecimiento
ramificado dado por hifas y pueden producir esporas resistentes a la desecaciéon
(Madigan et al., 2015).

Dentro de las actinobacterias podemos encontrar una amplia diversidad de géneros
bacterianos que incluyen géneros patdgenos (Mycobacteriumy Nocardia), asi como
géneros con gran capacidad metabdlica para la sintesis de productos naturales
bioactivos, algunos de ellos utilizados actualmente en la clinica (Streptomyces,
Micromonospora y Actinoplanes) (Guzman-Trampe et al., 2017) (Figura 2). Dentro
de los productos naturales utilizados en la clinica se encuentran compuestos con
actividad antibacteriana, anticancerigena, inmunosupresora, antihelmintica,

herbicida y antiviral.
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Figura 2. Estructura de algunos productos naturales sintetizados por bacterias del filo
actinobacteria utilizados actualmente en la clinica. Elaboracion propia.

Cabe resaltar el gran potencial de este filo para producir antibacterianos puesto que

dos tercios de estos farmacos utilizados actualmente en la clinica son producidos
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por actinobacterias (van Bergeijk et al., 2020). Por lo tanto, estas bacterias

constituyen una fuente de gran interés para la busqueda de nuevos farmacos.

Debido a que la mayoria de los productos naturales identificados hasta el momento
provienen de actinobacterias aisladas de suelos terrestres, en los ultimos afios se
ha optado por el estudio de actinobacterias que habitan ambientes ecolégicos poco
estudiados ya que representan una fuente prometedora para la identificacion de
productos naturales novedosos. Dentro de estos ambientes ecologicos se
encuentran los endéfitos de plantas y los ambientes con caracteristicas extremas
(pH, salinidad, temperatura, presion, ambientes tdxicos) (Bérdy, 2015; Hug et al.,
2018).

1.2.1 Actinobacterias endoéfitas
Los microorganismos endéfitos son bacterias y hongos que habitan dentro de una
planta sin generar algun dano o sintoma de enfermedad aparente (Guzman-Trampe
et al., 2015). Los enddfitos se clasifican obligados, facultativos y pasivos segun la
estrategia que utilizan para colonizar y vivir dentro de la planta. Los enddfitos
obligados cumplen todo su ciclo de vida dentro de la planta y se transmiten a través
de semillas, los enddfitos facultativos pueden vivir en el suelo y colonizar la planta
en alguna etapa de su ciclo de vida, mientras que los enddfitos pasivos no son
colonizadores de plantas originalmente, pero lo hacen por accidente cuando hay
heridas en los pelos radiculares de la planta (Fadiji & Babalola, 2020; Hardoim et
al., 2008). En la relacion simbionte o de mutualismo establecida entre los
microorganismos endofitos y las plantas se producen gran cantidad de compuestos
que ayudan en procesos como la absorcion de nutrientes, la promocion del
crecimiento, la proteccion contra patéogenos y la degradacidn de xenobidticos
(Ceapa et al., 2018; Sharma, 2018). Asi mismo, las interacciones fisicas y quimicas
entre los enddfitos y las plantas han contribuido a la riqueza metabdlica de estos
microorganismos, los cuales tienen la capacidad de producir gran variedad de
compuestos bioactivos con actividades de tipo antimicrobiana, anticancerigena e
insecticida (Kusari et al., 2012; Joseph & Priya, 2011; Martinez-Klimova et al., 2017).
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El principal ejemplo de producto natural bioactivo sintetizado por un enddéfito es el
taxol (paclitaxel), un antitumoral utilizado ampliamente en la medicina (Bérdy, 2012).
Aunque en los anos 1971 y 1993 se detectd su presencia en la planta Taxus
brevifolia (tejo del pacifico) y en el hongo endofito Taxomyces andreanae, no fue
sino hasta 1996 que se comprobd su produccion por los hongos endofitos del

género Taxus (Nikolic et al., 2011).

Por tanto, gracias a la co-evolucion con sus hospederos, las actinobacterias
enddfitas representan una fuente atractiva para la identificacion de nuevos
compuestos con importancia médica (Matsumoto & Takahashi, 2017; Dinesh et al.,
2017; Singh & Dubey, 2018).

1.2.2 Actinobacterias de suelos salinos
Se denominan suelos salinos a aquellos que contienen exceso de sales solubles
con sodio, calcio, potasio, cloruro, magnesio, carbonato, sulfato, bicarbonato o
nitrato. La alta concentracion de sales afecta el crecimiento de los microorganismos
que habitan estos suelos; sin embargo, se han reportado microorganismos que
tienen la capacidad de crecer en estas condiciones, los cuales han sido poco

estudiados para determinar su potencial biosintético (Yan et al., 2015).

Diversos investigadores han reportado el aislamiento de actinobacterias,
principalmente del género Streptomyces a partir de suelos salinos y suelos alcalinos
con capacidad de inhibir el crecimiento de otras bacterias gram positivas, gram
negativas y hongos (Nishat & Alam, 2017; Vasavada et al., 2006; Messaoudi et al.,
2020; Basilio et al., 2003). Por lo tanto, los suelos salinos se postulan como un
ambiente atractivo para la busqueda de microorganismos productores de

metabolitos secundarios novedosos.

En el laboratorio de Microbiologia Industrial del Departamento de Biologia Molecular
y Biotecnologia del Dr. Sergio Sanchez Esquivel en el Instituto de Investigaciones

Biomédicas, UNAM, se secuencio el genoma de cuatro actinobacterias aisladas de
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ambientes poco explorados para la busqueda de productos naturales novedosos
con actividad biolégica de interés farmacéutico. Tres de estas bacterias,
Streptomyces sp. L06, Embleya sp. NF3 y Actinoplanes sp. TFC3, son enddfitos
aislados del arbol Amphypterygium adstringens (cuachalalate) a partir de una
muestra de tronco obtenida en el poblado de Barranca Honda en Yautepec, Morelos
(Rodriguez-Pefa et al., 2018). Por otra parte, Streptomyces thermocarboxydus
K155 fue aislado de suelo salitroso de un jardin de Valle de Chalco en el estado de
México (Avalos, 2010). Estas cuatro actinobacterias han sido previamente
estudiadas por medio de la mineria gendmica, una estrategia que hace menos
probable el redescubrimiento de compuestos conocidos, demostrando asi su gran
potencial para la sintesis de productos naturales (Vazquez-Hernandez et al., 2017;
Rodriguez-Pena et al., 2018; Guzman-Trampe et al., 2019; Centeno-Lejia et al.,
2016).

1.3 Mineria genémica como estrategia para identificar productos naturales
novedosos

Los avances en la secuenciacion de genomas y la bioinformatica han permitido el
desarrollo de la mineria gendmica, una estrategia que ha mostrado ser de utilidad
en el descubrimiento del gran potencial biosintético de los microorganismos (Singh
et al., 2021; Lee et al., 2020). La mineria gendmica se basa en el analisis de la
secuencia de ADN de microorganismos por medio de programas bioinformaticos
para buscar e identificar genes de interés. En el caso de las bacterias y hongos, la
mineria gendmica se usa preferencialmente para la identificacion de genes que
participan en la sintesis de MS. Generalmente, los MS se producen a partir de genes
que se encuentran organizados como grupos de genes denominados cluster de
genes biosintéticos (CGB). Estos CGB pueden contener genes que codifican para
enzimas que sintetizan la estructura central del compuesto, enzimas que modifican
dicha estructura central, proteinas reguladoras, genes de resistencia vy
transportadores (Kjeerbglling et al., 2019). Los CGB identificados por la mineria
genomica incluyen clusteres caracterizados experimentalmente y clusteres

cripticos, siendo este ultimo tipo de cluster una fuente con gran potencial para
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identificar MS novedosos. Adicionalmente, las herramientas bioinformaticas
utilizadas en la mineria genémica pueden llegar a sugerir funciones e interacciones

quimicas del compuesto identificado (Albarano et al., 2020).

Debido a que la mineria gendmica se centra en la gendmica, es necesario que se
apoye de otras técnicas como lo son la biologia sintética, la biologia molecular, la
protedmica, metaboldomica y técnicas quimicas para lograr la identificacidon
expresion, y caracterizacion del compuesto codificado por el CGB de interés
(Albarano et al., 2020; Ziemert et al., 2019; Lee et al., 2020) (Figura 3).
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Figura 3. Mineria genémica y técnicas que la apoyan. Elaboracién propia.

De forma importante, la mineria genémica ha permitido contrarrestar los problemas
mas comunes que tienen las técnicas convencionales para identificar productos
naturales como son la dependencia de las condiciones de cultivo y el
redescubrimiento de compuestos ya caracterizados (Baltz, 2017). Asi mismo, la
mineria gendmica tiene la ventaja de poder ser aplicada a una gran diversidad de
microorganismos no cultivables, los cuales han demostrado ser una fuente rica en
CGB novedosos (Rutledge & Challis, 2015; Bérdy, 2012).
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1.3.1 Herramientas bioinformaticas para mineria genémica

Las herramientas bioinformaticas utilizadas en la mineria gendmica para identificar
CGB se basan principalmente en la busqueda de secuencias de aminoacidos de
enzimas conservadas que participan en la biosintesis de MS conocidos (Ziemert et
al., 2020). La herramienta bioinformatica mas utilizada hasta el momento para la
identificacion de CGB es el programa antiSMASH (The antibiotics and secondary
metabolite analysis Shell - https://antismash.secondarymetabolites.org/) que para el
2021 publicé en su version 6.0 (Blin et al., 2021). antiSMASH v.6.0 permite
identificar 71 clases de CGB conocidos a partir de reglas de identificacion curadas
y validadas manualmente, que definen las enzimas minimas que deben estar
presentes para constituir un CGB. Estas reglas fueron disefiadas utilizando modelos
de perfiles ocultos de Markov (pHMM) de PFAM, TIGRFAM, SMART, BAGEL o
modelos personalizados. Asi mismo, el programa antiSMASH cuenta con una gran
cantidad de analisis integrados que ayudan a interpretar la funcion tanto del CGB
completo como de los genes que lo componen, asi como evaluar su contexto
evolutivo (Medema et al., 2011; Blin et al., 2021).

Dentro de las desventajas de estos programas bioinformaticos se encuentra que
solo permiten identificar clusteres basados en CGB conocidos, por lo que clusteres
que codifiquen para compuestos de clases novedosas no pueden ser identificados.
Asi mismo, la confiabilidad de la prediccion de CGB depende de la calidad de la

secuencia de los genomas analizados (Wohlleben et al., 2016; Ziemert et al., 2019).

Diversos autores han demostrado el gran potencial biosintético que tienen las
actinobacterias utilizando la mineria gendmica y han logrado identificar productos
naturales bioactivos novedosos (Lee et al., 2020; Sing et al., 2021). Por tanto, aplicar
esta estrategia a los 4 genomas de actinobacterias aisladas de ambientes poco
estudiados, nos permitira conocer su verdadero potencial biosintético y en
combinacion con técnicas de ingenieria metabdlica, se puede aumentar la

probabilidad de descubrir metabolitos secundarios novedosos.
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1.4 Metabolitos secundarios de actinobacterias

Las actinobacterias codifican para una gran variedad de metabolitos secundarios
que se clasifican segun su estructura quimica. Las clases mas abundantes son los
terpenos, policétidos, aminoglucosidos, péptidos sintetizados ribosémicamente y
modificados postraduccionalmente (RiPP’s), y los péptidos no ribosomales (NRPS)
(Tyc et al., 2017; Nair & Abraham, 2020). Sin embargo, poca atencion se ha

prestado a los sideroforos codificados por este filo bacteriano.

Los sideroforos son metabolitos secundarios que se encargan de quelar el hierro
férrico (Fe3*). El sideroforo mas importante aislado de actinobacterias es la
desferroxamina, identificado en 1960 a partir de Streptomyces pilosus. En la
actualidad, la desferroxamina se utiliza para tratar la intoxicacion aguda por hierro 'y
la sobrecarga cronica de hierro relacionada con la transfusidon sanguinea en
pacientes con talasemia, anemia de células falciformes, sindromes
mielodisplasicos, hematopoyesis ineficaz y otros trastornos anémicos hereditarios.
También se puede utilizar para tratar la toxicidad cronica por aluminio en pacientes
con enfermedad renal cronica y la toxicidad aguda por aluminio (Velasquez & Wray,
2021). Si bien en los ultimos 10 afos han aumentado los reportes de sideroforos
producidos por Streptomyces, poco se sabe sobre siderdforos producidos por otras
actinobacterias y sus posibles actividades biologicas. Por otra parte, los avances en
la quimica analitica y la biologia de sistemas han permitido realizar una
identificacion molecular y caracterizacion funcional mas detallada de los sideréforos
(Su et al., 2016). Por tanto, se hace relevante explorar el potencial de sideréforos
novedosos codificados por actinobacterias utilizando técnicas que permitan realizar

una caracterizacion extensiva.

1.4.1 Sideréforos: metabolitos secundarios bioactivos con gran
potencial biotecnolégico
Los sideroforos son metabolitos secundarios de bajo peso molecular (<10 kDa)
producidos por bacterias, hongos y plantas que se encargan de quelar el hierro

férrico (Fe®*). Los sideréforos se secretan al medio cuando el microorganismo o la
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planta crece en condiciones de limitacion de hierro ferroso (Fe?*), soluble a pH
fisioldgico, pero con altas concentraciones de hierro férrico (Fe3*). El siderdforo
secretado captura el Fe®*, insoluble a pH fisiologico, formando un complejo
sideréforo-Fe®* que es capturado y transportado al interior de la célula por medio de
mecanismos que en bacterias varian dependiendo de si es gram negativa o gram

positiva (Figura 4).
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Figura 4. A) Esquema de la captacion de hierro en bacterias gram negativas. B) Esquema
de la captacién de hierro en bacterias gram positivas. Tomado y modificado de Seyoum et
al., 2021.
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En el caso de las bacterias gram negativas, el complejo sideréforo-Fe3* requiere
pasar dos membranas para llegar al citoplasma. Por tanto, estas bacterias contienen
un receptor de membrana externa inducido por la deficiencia de hierro y acoplado
al complejo transductor de energia TonB, ExbB y ExbD. Ya en el espacio
periplasmico, el complejo sideroforo-Fe®* se moviliza por una proteina de unidn
periplasmica hasta los transportadores tipo ABC presentes en la membrana interna
los cuales transportan activamente el complejo al citoplasma (Seyoum et al., 2021;
Krewulak & Vogel, 2008) (Figura 4A). Para el caso de bacterias gram positivas, el
complejo es reconocido con gran afinidad por una proteina de unién que se
encuentra anclada a la membrana citoplasmatica y posteriormente se transporta
activamente al citoplasma a través de transportadores de tipo ABC (Figura 4B). Una
vez el complejo sideréforo-Fe* ingresa al citosol, el hierro es reducido a Fe?*, el
cual es menos afin al sideroforo, por lo que se libera del complejo y puede ser
utilizado en diversos procesos metabdlicos (biosintesis de ATP, sintesis de ADN y
ARN, metabolismo del oxigeno, formacion de bio peliculas, entre otros). Finalmente,
los sideroforos pueden ser reutilizados o degradados segun las necesidades
metabdlicas de hierro en la célula (Saha et al., 2016; Khan et al., 2018; Seyoum et
al., 2021; Krewulak & Vogel, 2008).

Con el fin de evitar la toxicidad causada por exceso de hierro, las bacterias cuentan
con sistemas que regulan finamente la captacion y transporte de este metal. En la
literatura se ha reportado que la expresion de genes que participan en la biosintesis
y transporte de sideréforos en bacterias puede estar controlada por la proteina
reguladora ferric uptake regulator (FUR), presente tanto en bacterias gram positivas
como en gram negativas, o por la proteina reguladora iron-dependent regulatory
protein/diphtheria toxin repressor (DtxR/IdeR), presente solo en bacterias gram
positivas y encargada de la regulacion global del hierro en el filo Actinobacteria.
Ambas proteinas reguladoras, FUR y DtxR/IdeR, funcionan como represores
transcripcionales. Cuando la bacteria tiene altos niveles de Fe?* intracelular, este
ion actua como correpresor formando un complejo con la proteina reguladora (FUR

o DtxR/IdeR) que posteriormente se une a una secuencia operadora conservada
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denominada iron box, la cual se ubica dentro de la region promotora de los genes
blanco, inhibiendo asi su transcripcién. Por el contrario, cuando hay bajos niveles
de Fe?* intracelularmente, la proteina reguladora (FUR o DtxR/IdeR) libera al
correpresor (Fe?*) volviéndose una proteina inactiva que se separa del iron box, lo
que permite el reconocimiento de la region de promotora de los genes blanco por
parte de la RNA polimerasa y su posterior expresion (Tierrafria, 2010; Tunca et al.,
2007; Tanui et al., 2017; Marcos-Torres et al., 2021). Aunque el mecanismo de
accion de las dos proteinas reguladoras es similar, la secuencia operadora a la que
se une el regulador DtxR/IdeR es un palindromo de 19 pb interrumpido por una
guanina o citosina con muy poca o ninguna similitud con la secuencia operadora a
la que se une el regulador FUR, que es un palindromo de 19 pb interrumpido por
una adenina, por lo cual estos reguladores no sustituyen sus funciones entre si
(Schmitt et al.,1995; Qian et al., 2002; Lee & Holmes, 2000; Escolar et al.,1999).

1.4.1.1 Clasificacion de los sideréforos
Los sideréforos se pueden clasificar segun su denticidad y segun su naturaleza

quimica.

- Clasificacién sequn la denticidad

La denticidad se refiere al nUumero de atomos de un siderdéforo (ligando) que se unen
al hierro (metal) en la formacion del complejo sideroforo-hierro. Debido a que los
sideroforos se unen al hierro por dos o mas sitios (denticidad igual o mayor a dos)
toman el nombre de quelantes (Stumm & Morgan, 1995). La afinidad de los
sideroforos hacia el hierro es directamente proporcional a la denticidad (a mayor
denticidad, mayor afinidad al hierro). Los sideroforos pueden ser bidentados,
tridentados, tetradentados y hexadentados, siendo estos ultimos los mas comunes
(Su et al., 2016; Khan et al., 2018) (Figura 5).

- Clasificaciéon seqgun la naturaleza quimica

Por otra parte, los sideréforos se clasifican segun su naturaleza quimica y los grupos

utilizados para unir el hierro en tres tipos: hidroxamato, catecolato y carboxilato.
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También podemos encontrar sideréforos mixtos que pueden tener dos o mas
naturalezas quimicas a la vez (Cassandra & Moore, 2018; Khan et al., 2018; Saha
et al., 2016) (Figura 5).
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Figura 5. Clasificacion de los sideréforos seglin su denticidad y naturaleza quimica.
Tomado y modificado de Su et al., 2016.

1. Hidroxamato
Los sideroforos de naturaleza hidroxamato son los mas comunes y son producidos
tanto por bacterias como por hongos. Estos sideroforos tienen grupos hidroxamato
donde dos moléculas de oxigeno de cada grupo forman un enlace bidentado con el
hierro. Estos sideroforos tienen una union muy fuerte con el hierro lo que hace que
sean resistente a la hidrdlisis y a la degradacion enzimatica (Khan et al., 2018; Saha
et al., 2016).

2. Catecolato
Los sideréforos de naturaleza catecolato son producidos solo por bacterias. Estos
sideroforos generalmente derivan del acido 2,3 dihidrobenzoico y unen al hierro por
medio de los oxigenos disponibles de los grupos hidroxilo y grupos catecolato.

Tienen como caracteristica el ser lipofilicos y resistentes a cambios de pH externos.
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En los sideroforos mixtos al menos uno de los grupos presentes es un catecolato
(Khan et al., 2018; Saha et al., 2016; Su et al., 2016).

3. Carboxilato
Los sideroforos de naturaleza carboxilato son producidos por bacterias y hongos.
Estos metabolitos pueden dividirse en complejos carboxilato y en o-
hidroxicarboxilato, que se componen de aniones carboxilatos y aniones carboxilato
y aniones hidroxilo, respectivamente. El hierro se une a través de los oxigenos de
los grupos carboxilato e hidroxilo (Khan et al., 2018; Su et al., 2016).

Hasta la fecha sélo se ha reportado en la literatura la produccién de sideréforos de

naturaleza hidroxamato y catecolato en actinobacterias.

1.4.1.2 Biosintesis de los sideréforos
Los sideroforos pueden ser sintetizados por dos vias metabdlicas: una via
dependiente de sintetasas de péptidos no ribosomales (NRPS, por sus siglas en
inglés) y una via de siderdforo independiente de NRPS (NIS, por sus siglas en

inglés).

Los sideroforos producidos por la via NRPS son los mas comunes y como su
nombre lo indica, su sintesis depende de enzimas NRPS. Las NRPS son enzimas
modulares y multidominio que trabajan de forma secuencial para unir aminoacidos,
acidos carboxilicos e hidroxiacidos a través de intermediarios tiol. Estas enzimas
estan conformadas por un modulo de iniciacion, un médulo de alargamiento y un
maodulo final. EI mddulo de iniciacién, el cual es el médulo minimo que debe contener
una enzima NRPS, esta conformado por un dominio de adenilacion (A) y un dominio
de proteina portadora de peptidilo (PCP o T). Los mddulos de alargamiento estan
conformados por los dominios A, PCP y un dominio de condensacion (C). Los
sustratos son reconocidos especificamente por el dominio A y adenilados en el
grupo carboxilo para formar aminoacil-adenilato. El aminoacido activado es

transferido por el dominio PCP a través de un enlace tioéster a un dominio C, donde
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se produce la formacion del enlace peptidico. Por ultimo, el modulo final contiene
un dominio tioesterasa (TE) o un dominio reductasa (R) que se encarga de la
hidrdlisis o ciclacion de la cadena peptidica ensamblada por el modulo de
alargamiento, permitiendo su liberacion. Adicionalmente, estas enzimas pueden
tener dominios de epimerizacion, N-metilacion y heterociclizacion que modifican la
cadena peptidica unida al dominio PCP (Carroll & Moore, 2018; Lautru & Challis,
2004; Kadi & Challis, 2009). El tamano y la secuencia de los péptidos no
ribosomales puede llegar determinarse a partir del numero y el orden de moédulos

en las enzimas NRPS que catalizan su ensamblaje (Kadi & Challis, 2009).

Por otra parte, los sideréforos producidos por la via NIS han sido menos estudiados.
La enzima biosintética minima para la produccion de NIS es la sintetasa de
sideroforo, una enzima que pertenece a la superfamilia de sintetasas de sideroforo
y que se encarga principalmente de condensar un acido citrico o un derivado con
un grupo amino o un grupo alcohol (Cassandra & Moore, 2018). Las sintetasas de
sideroforo se pueden clasificar en tipo A, B o C segun su afinidad a los sustratos.
Las sintetasas tipo A tienen especificidad por acido citrico y mono aminas o
sustratos con amidas. Las sintetasas tipo B son especificas para a-cetoglutarato e
intermediarios con aminas. Las sintetasas tipo C tienen especificidad por
monoaminas, amidas y derivados del acido citrico o el acido succinico (Cassandra
& Moore, 2018; Kadi & Challis, 2009). Los clusteres NIS pueden contener entre una
a tres enzimas sintetasas de sideroforo. Adicionalmente, la mayoria de los clusteres
NIS descritos en la literatura contienen enzimas biosintéticas adicionales que varian
en numero y funcion segun el tipo de sideréforo del que se esté hablando. Las
enzimas biosintéticas adicionales mas comunes son la mono oxigenasa, acetil o
acil-CoA transferasa, descarboxilasa dependiente de piridoxal fosfato (PLP) y
aminotransferasa. Asi mismo, es comun encontrar dentro del cluster genes que
codifican para transportadores o reguladores (Challis et al., 2005; Burrel et al.,
2012).
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Se ha reportado una asociacion entre la naturaleza quimica y la via de sintesis de
los sideroforos donde los sideroforos de naturaleza hidroxamato y catecolato se
sintetizan principalmente a partir de la via NRPS mientras que los sideréforos de
naturaleza carboxilato y otros sideréforos de naturaleza hidroxamato son
ensamblados por la via NIS (Kadi & Challis, 2009; Gubbens et al., 2017).

1.4.1.3 Aplicaciones de los sideréforos
Diversos estudios han reportado que los sideroforos pueden tener aplicaciones en
el campo de la medicina, la agricultura y la biorremediacion (Tabla 1) (Fan & Fang,
2021; Saha et al., 2016; De serrano 2017; Kurth et al., 2016; Ribeiro & Simdes,
2019; Terra et al., 2021; de Carvalho & Fernandes, 2014; Mike et al., 2016). Aunque
es de nuestro interés la busqueda de aplicaciones farmacéuticas, no se descarta
que los sideroforos potencialmente novedosos identificados en este estudio tengan

actividad en otro campo de accién.

Tabla 1. Potenciales aplicaciones de los sideroforos.

Campolde Actividad
accion

v' Antibacteriano utilizando la estrategia de caballo de Troya
v' Enfermedades por sobrecarga de hierro
v"Inhibicién de biopeliculas

Medicina v' Antitumoral
v" Antimalarico
v" Vacunas - hapteno
v" Imagenes para deteccion de infecciones y cancer

Agricultura v P.romueve el creC|’m|ento de plantas
v' Bio control de patégenos

Biorremediacion | v Remocién de metales como Co®**, Ni**, Cu?*, As®**, Zn*

1.4.1.4 Sideréforos utilizados actualmente en la medicina
En la actualidad se encuentra disponible comercialmente dos farmacos que

contienen sideréforos como compuesto activo.
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El primer farmaco desarrollado y aprobado que utiliza un sideroforo es el Desferal®
(Novartis), un quelante de hierro que tiene como compuesto activo el sider6foro
desferoxamina (Figura 6A). Este farmaco se utiliza como tratamiento para la
intoxicacién aguda por hierro y para la sobrecarga cronica de hierro causada por
anemias dependientes de transfusiones. El Desferal® se encarga de quelar el hierro
libre, el hierro unido a la ferritina y a la hemosiderina, pero no quela el hierro de la
transferrina. El Desferal® también promueve la degradacion de la ferritina en los
lisosomas induciendo su autofagia. Finalmente, el complejo Desferal-hierro es
eliminado a través de la orina y/o las heces fecales via sales biliares (Desferal®, s.f;
Temraz et al., 2014).

A) Desferal®unido al hierro B) Cefiderocol (Fetroja®)
o} Cefalosporina
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NH3* de catecol
Siderdforo hidroxamato

Figura 6. Farmacos utilizados en la medicina actual que tienen un sideréforo como
compuesto activo. A) Estructura del Desferal®. B) Estructura del Cefiderocol (Fetroja®).
Tomado y modificado de: Bogdan et al., 2016; Fetroja (Cefiderocol), s.f.

El segundo farmaco es el cefiderocol (Fetroja®), aprobado por la FDA en noviembre
de 2019. Este es el primer farmaco aprobado que utiliza la estrategia de caballo de
troya para desarrollar un compuesto bactericida. La estrategia de caballo de troya
aprovecha la capacidad de los sideroforos de transportar el hierro al interior de las
células bacterianas. El compuesto con actividad bactericida se compone de un
conjugado Fe®*-sideroforo-enlazador-antibidtico, donde el antibidtico utilizado tiene
la caracteristica de no poder cruzar la membrana bacteriana por si sélo. El complejo

Fe3*-sideroforo es reconocido por los receptores de sideréforos ubicados en la
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superficie celular bacteriana, los cuales ingresan el conjugado al citoplasma donde

el antibidtico actua en su sitio blanco (Ribeiro & Simdes, 2019).

El Cefiderocol (Fetroja®) tiene una estructura quimica conformada por un sideré6foro
de naturaleza catecolato con un motivo de acido 2-cloro3,4-dihidroxibenzoico junto
con dos estructuras relacionadas con los antibidticos ceftazidima y cefepima (Zhanel
et al., 2019 (Figura 6B). Zhanel et al. reportan que la Fetroja® tiene actividad frente
a bacilos gram negativos multidrogoresistentes (MDR), incluyendo
Enterobacteriales, Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter baumannii y
Stenotrophomonas maltofilia. Por el momento, la Fetroja® esta indicado para el
tratamiento de enfermedades infecciosas complicadas del tracto urinario y para el
tratamiento de neumonia bacteriana adquirida en el hospital y neumonia bacteriana
asociada al ventilador (Fetroja®, s.f).
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2. JUSTIFICACION

El aumento de la resistencia a compuestos antimicrobianos es un problema de salud
publica que genera alrededor de 700.000 muertes al afio y que requiere medidas
inmediatas para evitar que llegue a causar 10 millones de muertes al afio en el 2050.
Una de las acciones a tomar es el desarrollo de nuevos farmacos contra
microrganismos resistentes utilizando sideréforos, que son metabolitos secundarios
con un amplio rango de aplicaciones de interés médico e industrial, mediante la
estrategia de caballo de troya la cual facilita la llegada del farmaco al sitio blanco y
genera menor resistencia. Por otra parte, las actinobacterias son conocidas por su
gran potencial biosintético, pero poco se sabe sobre su capacidad para producir
sideroforos y sus posibles aplicaciones, especialmente si se trata de actinobacterias
aisladas de ambientes poco explorados. Por lo tanto, resulta relevante identificar en
este tipo de actinobacterias, por medio de mineria gendmica, clusteres que
codifiquen para sideroforos potencialmente novedosos que puedan ser estudiados

para el desarrollo de compuestos de interés para la industria farmacéutica.

3. HIPOTESIS

Mediante mineria gendmica aplicada a una actinobacteria aislada de un ambiente
poco comun se identificara al menos un sideroforo novedoso con potencial para el

desarrollo de un compuesto antimicrobiano.
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4. OBJETIVOS

General
Caracterizar in silico y quimicamente clusteres para la produccion de sideréforos
potencialmente novedosos a partir de una actinobacteria aislada de un ambiente

poco estudiado.

Particulares
v Analizar con bioinformatica el genoma de 4 actinobacterias poco estudiadas
y seleccionar una cepa que tenga potencial para producir sider6foros

potencialmente novedosos.

v Analizar in silico los clusteres de sideréforos codificados en el genoma de la

cepa a estudiar.
v' Evaluar la produccion de sideréforos en condiciones de laboratorio y
caracterizar la naturaleza quimica del o de los sideréforos producidos por la

actinobacteria seleccionada.

v' Construir y caracterizar una biblioteca gendémica de ADN de la cepa

seleccionada.
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5. METODOLOGIA

Seleccion de la actinobacteria 4 Delermmici:é:r?deala funcion
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% Analisis del sistema de regulacion
Produccién y caracterizacion del Biblioteca genémica de
sider6foro Embleya sp. NF3
Craantn el procucota® | | consicoon g s
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g quimica del sider6foro por bibliot .
w ensayos colorimétricos e . Busqueda de
I genes de interés
Caracterizacion del sideréforo por
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Figura 7. Estrategia metodologica.

5.1 Analisis bioinformatico

5.1.1 Busqueda de CGB de sidero6foro y seleccidn de la cepa a trabajar
La busqueda de CGB de sideroforos en los genomas de Streptomyces sp. L06 (13
contigs), Embleya sp. NF3 (8 contigs), Actinoplanes sp. TFC3 (24 contigs) y S.
thermocarboxydus K155 (8 contigs) se realizo utilizando el programa bioinformatico
antiSMASH v. 6.0 (Blin et al., 2021). Para esto, se introdujo en la plataforma la
secuencia de cada genoma bacteriano en formato FASTA y se ajustaron los
parametros asi: 1) Rigurosidad de deteccion: “Relajado” y, 2) Caracteristicas

adicionales: todas activadas. La cepa de estudio definitiva se selecciond teniendo
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en cuenta el numero y la similitud de los clusteres de sideréforo codificados por las

4 cepas estudiadas.

5.1.2 Analisis in silico de los clusteres putativos de sideréforo

codificados por Embleya sp. NF3

5.1.2.1 Funcién sugerida de los genes contenidos en los clusteres de

siderdforo
Para predecir la funcion de los genes contenidos en los clusteres de sideréforo
identificados en Embleya sp. NF3 por el programa antiSMASH v. 6.0, se realizé una
busqueda a través de un BLAST de la secuencia de aminoacidos de cada gen en

los programas UniProt e InterPro, y la base de datos no redundante del NCBI.

5.1.2.2 Identidad vy cobertura de los clusteres de sideréforo con cluster de

sideroforos reportados en el MIBiG

Se determind el porcentaje de identidad y cobertura de los genes que conforman
los CGB putativos identificados en Embleya sp. NF3 con los genes de CGB de
sideroforos conocidos disponibles en el repositorio MIBiG (Minimum Information
about a Biosynthetic Gene cluster) (https://mibig.secondarymetabolites.org/), el cual
es una base de datos de referencia central para CGB de funcion conocida (Kautsar
et al., 2020). Estos porcentajes se determinaron a través de un BLAST de la
secuencia de aminoacidos de los genes de interés utilizando la seccion “MIBIG hits”

disponible en el programa antiSMASH v. 6.0.

5.1.2.3 Alineamiento de secuencia multiple

Se realiz6 un alineamiento multiple entre la secuencia de aminoacidos de las
enzimas centrales de cada cluster putativo de sideroforo identificado en Embleya
sp. NF3 y la secuencia de enzimas que participan en la sintesis de sideréforos
conocidos utilizando el programa Clustal Omega
(https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/). A partir de los reportes en la literatura,

se identificaron los aminoacidos del sitio catalitico de los genes que codifican para
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las enzimas centrales de los clusteres putativos de sideroforo con el fin de sugerir

su funcionalidad.

5.1.2.4 Analisis de la requlacion de los clusteres putativos de siderdforo

Debido a que la mayoria de las bacterias regula la sintesis de sideréforos por medio
de la proteina FUR o DtxR/ldeR, se decidié analizar los CGB de sideréforos
identificados en Embleya sp. NF3 con el fin de sugerir si conservan el sistema de
regulacion descrito en la literatura. Lo primero que se realizé fue determinar por
medio del programa PATRIC v. 3.6.12 (https://patricbrc.org/) si la cepa NF3 codifica
para la proteina FUR y/o DtxR/IdeR. Posteriormente, a partir de una busqueda en
la literatura, se seleccionaron 30 secuencias operadoras de actinobacterias
confirmadas experimentalmente a las que se une el regulador DtxR/IdeR y 10
secuencias operadoras identificadas experimentalmente en el genoma de bacterias
gram positivas a las que se une el regulador FUR (Cruz-Morales et al., 2017;
Prakash et al., 2005; Lee & Holmes, 2000; Ueki et al., 2009; Tunca et al., 2007;
Rodriguez et al., 2002; Li et al., 2018; Baichoo & Helmann, 2002; Fuangthong &
Helmann, 2003). Utilizando el programa Unipro UGENE v.40.0 (http://ugene.net/)
(Okonechnikov et al., 2012) se realizé un alineamiento multiple de las secuencias
operadoras con Clustal Omega y se construyé un pHMM para cada secuencia
operadora utilizando HMMER2. Con este perfil se realizé la busqueda de
secuencias operadoras 500 pb rio arriba del inicio de los CGB putativos de

sideroforo.

5.1.2.5 Busqueda de transportadores de sideréforo putativos

Teniendo en cuenta que en la literatura se ha reportado que cada cluster de
sideroforo posee su propio transportador y, que las bacterias pueden codificar
transportadores que captan sideréforos no sintetizados por ellas, se decidio analizar
el genoma de Embleya sp. NF3 por medio de la herramienta bioinformatica PATRIC
v. 3.6.12 con el fin de identificar el numero de transportadores de sideréforos
putativos codificados por esta cepa. Adicionalmente, se realizd la busqueda de

secuencias operadoras a las que se pudiera unir la proteina FUR o DixR/IdeR en
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los transportadores identificados con el fin de sugerir si conservan el sistema de
regulacion reportado en la literatura. Para esto se siguié la metodologia descrita en

la seccion 5.1.2.4.

5.2 Detecciéon de producciéon de sideréforo por Embleya sp. NF3 en
condiciones de laboratorio
Para los ensayos de produccion de sideréforo toda la cristaleria se limpié con HCI

6M y se enjuago con agua destilada con el fin de remover los oligoelementos.

5.2.1 Deteccion de la produccion de sideréforo en placas de agar CAS
La produccion de sideroforos por Embleya sp. NF3 en condiciones de laboratorio se
evaluo con el ensayo de placas de agar de Cromo Azurol S (CAS) descrito por
Schwyn & Neilands (1987) y siguiendo el protocolo descrito por Cruz-Morales et al.
(2017) con modificaciones. La deteccion de siderdéforos por medio del ensayo CAS
se basa en la competencia de estos MS por el hierro presente en el complejo Fe-
CAS-Bromuro de hexadeciltrimetilamonio (HDTMA). Cuando la muestra contiene al
menos un sideroforo, este metabolito quela el hierro liberando el colorante CAS, lo
que provoca un cambio de color de azul a naranja (Himpsl & Mobley, 2019; Schwyn
& Neilands, 1987). Para este ensayo se inocularon 2 uL de esporas de la cepa NF3
a una concentracion de 3x10'3/mL en cajas de agar YMG, CMM y NMMP. Se
utilizaron estos medios porque permitieron generar una condicion de deficiencia de
hierro, condicion en la que se induce la produccién de siderdforos. Las placas se
incubaron por 96 h a 29 °C en oscuridad como se reporta en el protocolo.
Posteriormente, se cortaron trozos de agar de los cultivos de 0.85 cm de diametro,
se pusieron sobre las cajas de agar CAS y se incubaron por 66 h a 29 °C en
oscuridad. A las 19 h y 66 h de incubacion se midié el tamarfo del halo alrededor de
los trozos de agar para determinar cualitativamente el medio en el que se produce
mayor concentracion de sideréforo. Como control se utilizaron trozos de agar sin

crecimiento bacteriano.
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5.2.2 Caracterizacion de la naturaleza quimica de sideréforos por

ensayos colorimétricos

5.2.2.1 Obtencién del extracto organico a analizar

Tras determinar las condiciones para obtener y detectar la producciéon de
sideroforos en condiciones de laboratorio, se caracteriz6 la naturaleza del o de los
sideroforos producidos por Embleya sp. NF3 a partir de los metabolitos obtenidos
en un extracto metandlico del sobrenadante de un cultivo de la cepa en medio
NMMP por 66 h. Para esto, se creci6 la cepa NF3 en medio NMMP por 66 h a 29°C.
Posteriormente se separo la biomasa del sobrenadante por centrifugacion a 12,000
rom por 10 minutos. A partir de 50 mL del sobrenadante, previamente concentrado
al vacio, se realizé una extraccion con 50 mL de metanol. El extracto metandlico se
concentr6 al vacio hasta 5 mL. Como control negativo se obtuvo el extracto

metandlico de 50 mL medio NMMP siguiendo los pasos descritos previamente.

5.2.2.2 Ensayo de sal de tetrazolio para detectar sideréforos de naturaleza

hidroxamato
Se utilizd el ensayo de sal de tetrazolio para detectar sideroforos de naturaleza
hidroxamato (Schwyn & Neilands, 1987). Para esto se adicionaron dos gotas de
NaOH 2 N a una pizca de iodonitrotetrazolio (INT) y 1 mL de extracto metandlico del
sobrenadante de Embleya sp. NF3, obtenido previamente. Como control negativo
se utilizé 1 mL de extracto metandlico del medio NMMP y como control positivo se
utilizé 1 mL de desferroxamina [0.01 mg/mL] y 1 mL de cloruro de hidroxilamina
[0.01 mg/mL]. La aparicidon de un color oscuro determina la presencia de sideroforos

de naturaleza hidroxamato en la muestra.

5.2.2.3 Ensayo de Arnow para detectar siderdforos de naturaleza catecolato

El ensayo de Arnow fue utilizado para detectar sideréforos de naturaleza catecolato
(Arnow, 1937). A 200 pL de extracto metandlico del sobrenadante de Embleya sp.
NF3, obtenido previamente, se adicionaron 200 yL de HCI 0.5 M, 200 pL de reactivo
de nitrito/molibdato (10 g de NaNOz, 10 g de Na2MoO4-2H20 disueltos en 50 mL de

agua destilada) y 200 pL de NaOH 1 N, mezclando vigorosamente entre la adicion
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de cada reactivo. Como control negativo se utilizaron 200 pL de extracto metandlico
del medio NMMP y como control positivo se utilizaron 200 yL de acido 2,3
dihidrobenzoico [0.05 mg/mL] y 200 pyL de catecol [0.05 mg/mL]. La aparicién de

color amarillo indica la presencia de sideroforos catecolato.

5.2.3 Deteccion de sideréforos por cromatografia en capa fina (CCF)
Se determiné la naturaleza y el numero de sideréforos presentes en el extracto
metanodlico del sobrenadante de Embleya sp. NF3, obtenido previamente, por
cromatografia de capa fina (CCF) utilizando placas de silica de 20 x 20 cm. Como
control negativo se utilizo el extracto metandlico del medio NMMP y como control
positivo se utilizé acido 2,3 dihidrobenzoico, catecol, desferroxamina y cloruro de
hidroxilamina. Las placas se colocaron en una camara de vidrio sellada en oscuridad
con isopropanol:acido acético:H20 (12:3:5) como fase movil. Posteriormente, las
placas se revelaron con FeCls 0.1 M en HCI 0.1 N, lo cual permite ver de color
gris/morado oscuro los sideroforos de naturaleza catecol y de color naranja los
siderdforos de naturaleza hidroxamato. También se us6 como revelador el reactivo
de Arnow para determinar la presencia de sideréforos de naturaleza catecolato, los
cuales toman una tonalidad amarilla. El factor de retencion (Rr) fue calculado
dividiendo la distancia recorrida por cada compuesto sobre la distancia recorrida por

el solvente.

5.2.4 Deteccion de sideroéforos por cromatografia liquida de ultra
rendimiento con detector de espectrometro de masas en tandem
(UPLC-MS)

5.2.4.1 Obtencion del extracto organico a analizar

Para determinar si los sider6foros producidos por Embleya sp. NF3 en condiciones
de laboratorio son compuestos conocidos, se evalué por UPLC-MS los metabolitos
obtenidos en el extracto metandlico del sobrenadante de un cultivo de la cepa. A
partir de un cultivo de la cepa NF3 en medio NMMP incubado por 66 h a 29°C, se
separo la biomasa del sobrenadante por medio de centrifugacion a 12,000 rpm por

10 min. Se realizd la extraccion de compuestos polares con metanol a partir de 35
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mL de sobrenadante previamente concentrado al vacio. El extracto metandlico se
concentré al vacio hasta remover la mayor cantidad de solvente y se resuspendio
en 1 mL de acetonitrilo:H20 (1:1) para formar un stock del extracto. Como control
negativo se obtuvo el extracto metandlico de 35 mL de medio NMMP siguiendo los

pasos descritos previamente.

5.2.2.2 Monitoreo de la produccién de siderdforo en los extractos a analizar

La presencia de sideroforos durante la obtencion de los extractos organicos a
analizar fue monitoreada por medio de placas de agar CAS. Para esto, con ayuda
de una punta de micropipeta estéril se realizaron pozos de 0.85 cm de diametro en
placas de agar CAS. Se adicionaron a los pozos 200 uL de las siguientes muestras:
sobrenadante de Embleya sp. NF3 tras 66 h de cultivo, extracto metandlico del
sobrenadante de Embleya sp. NF3, stock del extracto del sobrenadante de Embleya
sp. NF3 en acetonitrilo:H20 (1:1). Como control negativo se adicionaron a los pozos
200 uL de: medio NMMP, extracto metandlico del medio NMMP, stock del extracto
del medio NMMP en acetonitrilo:H20 (1:1) y, metanol y acetonitrilo:H20 (1:1). Como
control positivo se utilizé mesilato de desferroxamina (Sigma-Aldrich) disuelta en

acetonitrilo:H20 (1:1) a una concentracion de 0.5 pg/mL.

5.2.2.3 Analisis de los extractos por UPLC-MS

A partir del stock del sobrenadante de Embleya sp. NF3 se realizé una dilucion 1:20

con acetonitrilo:H20 (1:1) y se filtr6 1 mL de esta dilucién con una membrana de
0.22 ym antes de ser inyectada al UPLC-MS. Adicionalmente, se evalud la
presencia de complejos sideréforo-Fe3* para lo cual se adicionaron 16 yL de FeCls
1M a 1 mL de la dilucién 1:20 del sobrenadante de la cepa NF3 (FeCl3 0.016M). La
muestra con hierro se centrifugd a 12,000 rpm por 10 min para separar las particulas
insolubles formadas y se filtré con una membrana de 0.22 ym antes de ser inyectada
al UPLC-MS. Como control negativo se utilizé 1 mL de la dilucién 1:20 del medio
NMMP con y sin adicion de FeCls 1M. Como control positivo se utilizd 1 mL de
mesilato de desferroxamina (Sigma-Aldrich) disuelto en acetonitrilo:H20 (1:1) a una

concentracion de 0.5 pg/mL con y sin adicién de FeClz 1M.
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El analisis por UPLC-MS se llevé a cabo en el espectrofotometro de masas Xevo
G2-XS Tof (Waters) equipado con una columna ACQUITY UPLC BEH C-18 (2.1 x
50 mm, 1.7 um, 130 A) (Waters). Las muestras se eluyeron con una mezcla de agua
(solvente A) y acetonitrilo 100% (solvente B) con 0.1% de acido formico en un tiempo
de ensayo de 12 minutos utilizando las condiciones de gradiente de solvente y flujo
desarrolladas en este trabajo (Tabla 2). El espectrometro de masas se configurd
para detectar masas entre 100—1.200 m/z. Los resultados se analizaron utilizando

el programa online XCMS (https://xcmsonline.scripps.edu).

Tabla 2. Gradiente de solvente y flujo utilizado para determinar la presencia de sideréforos
en las muestras analizada por UPLC-MS.

Minutos % de solvente A % de solvente B Flujo
0.05 95 5 0.2 mL/min
8 60 40 0.2 mL/min
8.5 5 95 0.3 mL/min
9 5 95 0.3 mL/min
10 95 5 0.3 mL/min
12 95 5 0.2 mL/min

5.3 Biblioteca genémica de Embleya sp. NF3

5.3.1 Construccién de la biblioteca genémica
Debido a que nuestro interés es estudiar CGB que codifiquen para sideroforos
potencialmente novedosos hemos decidié construir una biblioteca genémica que
facilite la clonacién y expresion de los clusteres de interés. Para la construccion de
la biblioteca gendémica se utilizé el kit “CopyControl™ HTP Fosmid Library
Production Kit” de Lucigen. Los vectores utilizados fueron los fosmidos pCC2FOS™

y pPCC1FOS™ (Lucigen) que aceptan insertos de aproximadamente 40 kb.

5.3.1.1 Extraccion del ADN genémico de Embleya sp. NF3

Se establecio el protocolo para la extraccion del ADN gendmico de Embleya sp. NF3

a partir de modificaciones a la metodologia descrita por Vazquez-Hernandez (2017)
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y el protocolo descrito por Marmur (1961). Se inocularon 10 pyL de esporas de la
cepa NF3 en 50 mL de medio YMG y se incubd por 24 h a 29°C. Se colecto el
micelio, se lavd con solucién salina estéril (SSE) al 0.85%, se resuspendié en 50 mL
de medio YEME para preparar protoplastos y se incubd nuevamente por 24 h a
29°C. Se colect6 el micelio y se lavé con SSE 0.85%. Se adicionaron 5 mL de buffer
STE (Tris 25 mM — EDTA 25 mM pH 8.0, sacarosa 0.3 M) y lisozima a una
concentracion final de 20 mg/mL, y se dejo en agitacion leve por 23 h. Se agregaron
600 pyL de SDS al 10% y se incubd por 15 minutos a 60°C. Posteriormente, se
adicionaron 140 uL de pronasa 20 mg/mL y se dejé incubando a 37°C en agitacion
por 1 h. Se realizaron dos lavados con fenol:cloroformo (1:1). Se colecté la fase
acuosay se agrego un volumen de isopropanol al 100% y cloruro de sodio 2.5 M en
una proporcion 1:10, y se dejo a 4°C O/N. Finalmente se realizaron dos lavados con
etanol al 70% y se resuspendio el ADN en 50 pL de buffer TE (Tris 10 mM — EDTA
1 mM pH 8.0). Posteriormente, se adicionaron 2 uL de RNAsa (20 mg/mL) y se dejo
incubando a 37 °C por 1 h. Se realizaron 2 lavados con fenol:cloroformo (1:1), se
recolecto la fase acuosa a la cual se le adicioné NaCl 1 M en una proporcion 1:10 y
2.1 volumenes de etanol absoluto y se dejé a -20°C por 1 hora. Se realizaron dos

lavados con etanol al 70% y se resuspendio el ADN en 50 uL de buffer TE.

5.3.1.2 Determinacion de la concentracion y pureza del ADN

La concentraciéon y la pureza del ADN fueron determinadas en el equipo
NanoDrop™ One/OneC Espectrofotdmetro de micro volumenes de UV-Vis. Para

determinar la pureza se utilizo la relacion de A26onm/A280nm Y A260nm/A230nm.

5.3.1.3 Fragmentacion del ADN

El ADN gendmico fue fragmentado aleatoriamente utilizando un método mecanico

para obtener fragmentos de aproximadamente 40 kb, el cual es el tamafio medio de
fragmento que aceptan los vectores utilizados. Para esto, 50 yL de ADN gendémico
a una concentracion de 50 ng/uL se pasaron por la aguja de una jeringa para
insulina entre 50, 100, 200, 300, 400 y 500 veces de forma rapida y constante. Para

verificar el tamano de los fragmentos obtenidos se cargaron 10 uL de cada prueba
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de fragmentacion en un gel de agarosa al 0.5% (p/v). La electroforesis se corri6 a
30V por 24 h a 4 °C, utilizando como buffer de corrida TAE 1X (Tris-acetato de 0.04
M, EDTA 1 mM, pH 8.0). Como marcador de peso molecular se utilizé el ADN control
del fésmido de 42 kb (Lucigen). El revelado de las bandas se hizo con bromuro de
etidio 0.01%.

5.3.1.4 Reparacion

Se repararon los extremos cohesivos de los fragmentos de ADN de
aproximadamente 40 kb con el fin de generar extremos romos, necesarios para su
ligacién al vector. Para la reparacion se preparo la mezcla de reaccion descrita en
la tabla 3. La reaccion se incubd a temperatura ambiente por 1 h y pasado este
tiempo se inactivo la enzima a 70°C por 10 min. Para verificar la reparacion se
cargaron 10 pL de la reaccion en un gel de agarosa al 0.7% (p/v). La electroforesis
se corrid a 90 V por 90 min utilizando TAE 1X. Como marcador de peso molecular
se utilizé el Fago Ay el ADN control del fésmido de 42 kb. El revelado de las bandas

se hizo con bromuro de etidio 0.01%.

Tabla 3. Volimenes de reactivo para la reparacion de los fragmentos de ADN.

Reactivo Volumen
Agua estéril 10 yL
Buffer de reparacion de extremos 10x 8 uL
Mix de dNTP [2.5 mM] 8 uL
ATP [10 mM] 8 uL
ADN fragmentado [417 ng/uL] 42 uL
Mix de enzima de reparacion de extremos 4 uL
Volumen total de la reaccion 80 uL

5.3.1.5 Ligacion

La ligacién de los fragmentos de ADN de aproximadamente 40 kb, previamente

reparados, con los vectores pPCC1FOS™ y pCC2FOS™ se realizd con la enzima T4
ADN ligasa del laboratorio NEB, siguiendo los volumenes de reaccion descritos en

la tabla 4. La reaccién se incubd a 16°C por 36 h. Posteriormente, se inactivo la
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enzima a 70°C por 10 min. Para verificar la ligacion se cargaron 2 uL de la reaccion
en un gel de agarosa al 0.7% (p/v). La electroforesis se corrié a 90 V por 90 min
utilizando TAE 1X. Como marcador de peso molecular se utilizé el Fago A, el ADN
control del fésmido de 42kb y el vector pCC2FOS (25 ng/pL) (Lucigen). El revelado

de las bandas se hizo con bromuro de etidio 0.01%.

Tabla 4. Volimenes de reactivo para la ligacion utilizando la enzima T4 ADN ligasa de NEB.

Reactivo Volumen
Agua estéril 3.6 uL
Buffer 10x 1.8 uL
Vector pCC1FOS o0 pCC2FOS [25 ng/uL] 1.8 uL
Inserto [218 ng/uL] 4.8 uL
Ligasa T4 ADN (NEB) 6 uL
Volumen total de la reaccion 18 L

5.3.1.6 Empaquetamiento

Una vez que se verifico la ligacion de los fragmentos de 40 kb al vector, se procedid
con el empaquetamiento del vector recombinante. Para esto se utilizaron los
extractos de empaquetamiento proporcionados por el kit y se siguio el protocolo

sugerido por la casa comercial (Anexo 2).

5.3.1.7 Infeccion de Escherichia coli EPI300-T1R

Una vez que los fagos se empaquetaron con el vector recombinante, se realizo la

infeccion de las células E. coli EPI300-T1R provista por el kit, las cuales son
resistentes al fago T1 utilizado para el empaquetamiento. Estas células tuvieron un

tratamiento previo a la infeccion que se describe a continuacion.

Tratamiento de las células E. coli EP1300-T1R:

Un dia antes del empaquetamiento y la infeccion, se incubd O/N un pre-indculo de

células E. coli EP1300-T1R en medio LB. El dia del empaquetamiento se inocularon

0.5 mL de pre-inéculo en 50 mL de medio LB con 10 mM de MgSO4 y maltosa al
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0.2%. El cultivo se dejé en agitacion a 37 °C hasta alcanzar una densidad D.Osoo

0.8 — 1.0. Las células se almacenaron a 4 °C hasta el proceso de infeccion.

Infeccidn celular

El contenido obtenido en el paso del empaquetamiento (paso 5.3.1.6) (1 mL de
reaccion) se adiciond a 30 mL de células de E. coli EP1300-T1R previamente tratadas

y se incubd por 90 min a 37°C en agitacion a 100 rpm.

5.3.1.8 Seleccion y almacenamiento de las clonas que conforman la biblioteca

gendmica
Tras la infeccidn celular se sembraron los 30 mL de células de E. coli EP1300-T1R

infectadas en placas de agar LB con cloranfenicol (Cm) 12.5 pg/mL, isopropil-3-D-
1-tiogalactopirandsido (IPTG) 0.05 mM y X-gal 40 ug/mL. Las placas se incubaron
a 37°C por 20 h.

La seleccién de las clonas que constituyen la biblioteca gendmica se realizé por
resistencia a antibidtico y por a-complementacion. El cloranfenicol permite la
seleccion por la resistencia a antibiético, donde solo las clonas que contienen alguno
de los vectores utilizados (pCC1FOS y pCC2FQOS) crecen en el medio de cultivo.
Por otra parte, el IPTG y el X-gal permiten la seleccion por a-complementacion, con
la cual se puede diferenciar las clonas que tienen el vector vacio de las que tienen
el vector recombinante. Los vectores (pCC1FOS y pCC2FQOS) contienen la regidon
N-terminal del gen lacZ y un sitio multiple de clonaciéon integrado dentro de esta
region, mientras que las células E. coli EPI300-T1R tienen la regién C-terminal del
gen lacZ. Cuando el vector vacio ingresa a la célula huésped, ambos fragmentos se
asocian produciendo la enzima [(B-galactosidasa (a-complementacién), la cual es
capaz de hidrolizar el sustrato X-gal disponible en el medio dando una coloracion
azul a las colonias. Por el contrario, cuando se inserta un fragmento de ADN en el
sitio de clonacion del vector, la region N-terminal del gen /acZ se interrumpe y no se
sintetiza la enzima [(-galactosidasa, por lo que el X-gal no es degradado y las

colonias se observan de color blanco (Glazer & Nikaido, 2007).
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A partir de las placas de agar LB en las que crecieron las células de E. coli EP1300-
T1Rinfectadas se seleccionaron y repicaron las clonas blancas, las cuales contienen
el fosmido recombinante, de forma individual en placas de 96 pozos con 100 pL
medio LB y 12.5 yg/mL de Cm. También se conformaron pools de clonas blancas
(10 a 30 clonas individuales por pool), las cuales se repicaron en placas de 24 pozos
con 1 mL medio LB y 12.5 uyg/mL de Cm. Tras 18 h de incubacién a 37 °C en
agitacion, se adicion6é 50 pyL y 500 pL de glicerol al 100% a las placas de 96 y 24
pozos, respectivamente, y se almacenaron a -80°C.

5.3.2 Caracterizacién de la biblioteca genémica

5.3.2.1 Estimacion de la cobertura de la biblioteca genédmica

Se estimd la cobertura de la biblioteca genémica de Embleya sp. NF3 siguiendo la
formula descrita por Rosengarten et al. (2015) con modificaciones (Figura 8). Como
numero de clonas independientes se tomo el 90% de las clonas obtenidas (90% de
las clonas obtenidas contienen fragmentos sin repetir), como proporcion de clonas
con insertdé se tomo el valor de 0.99 (99% de clonas obtenidas tienen inserto), y

como tamano medio del inserto se tomo 40 kb.

Proporcion de
clonas con X Tamano medio
insertos del inserto

NuUumero de
clonas
independientes

= Cobertura

Tamafio del DNA genémico

Figura 8. Formula para calcular el porcentaje de cobertura de una biblioteca gendmica.
Tomada de Rosengarten et al., 2015.

5.3.2.2 Busqueda de genes de interés en la biblioteca genémica

A) Extraccion de los fésmidos de la biblioteca genémica

Se realizé la extraccion de los fésmidos recombinantes a partir de los pools que
conforman la biblioteca. Para esto se siguid el protocolo descrito por Sambrook et

al. (1989). Se inocularon 15 pL de cada pool en un matraz con 15 mL con caldo
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terrific (TB) y 12.5 yg/mL de Cm, y se dejé incubando a 37 °C en agitacion por 16

h. Posteriormente se siguio el protocolo descrito en el anexo 3.

B) Identificacion de las clonas que contienen los CGB putativos de
sideréforos

Como una estrategia para sugerir la funcionalidad de la biblioteca gendémica, se
identificaron los pools que contienen los genes conservados rpoB (subunidad beta
de la RNA polimerasa), gyrB (subunidad beta de la ADN girasa), trpB (cadena beta
de la enzima triptéfano sintasa), recA (recombinasa A) y atpD (subunidad beta de la
ATP sintasa), asi como los pools que contienen la region buscada de los clusteres
de la estefimicina, de la nibomicina y de los 4 CGB putativos de sideréforo por medio
de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). Los 5 genes conservados se
amplificaron utilizando los cebadores descritos Guo et al. (2008) mientras que las
regiones de la estefimicina, la nibomicina y los 4 CGB putativos de sideroforo se
amplificaron por medio de cebadores disefados en este estudio utilizando el
programa OligoEvaluator de Sigma-Aldich
(http://www.oligoevaluator.com/LoginServlet). Los cebadores fueron sintetizados
por Sigma-Aldrich (Tabla 5).

Tabla 5. Cebadores utilizados para la amplificacion por PCR de los genes de interés.

Tm Tamano
Nombre Secuencia 5" - 3’ Objetivo
°C | esperado
rpoB-F
p GAGCGCATGACCACCCAGGACGTCGAGGC 65 994 pb Gen 1poB
rPoB-R | CCTCGTAGTTGTGACCCTCCCACGGCATGA
gyrB-F GAGGTCGTGCTGACCGTGCTGCACGCGGGCG
GCAAGTTCGGC 65 | 1305 pb Gen gyrB
GTTGATGTGCTGGCCGTCGACGTCGGCGTCCG
gyrB-R
CCAT
trpB-F GCGCGAGGACCTGAACCACACCGGCTCACACA
AGATCAACA 66 | 822pb Gen trpB
trpB-R TCGATGGCCGGGATGATGCCCTCGGTGCGCGA
CAGCAGGC
recA-F
CCGCRCTCGCACAGATTGAACGSCAATTC 65 913 pb Gen recA
recA-R | GCSAGGTCGGGGTTGTCCTTSAGGAAGTTGCG
atpD-F glggGCGACTTCACCAAGGGCAAGGTGTTCAA 63 998 pb Gen atpD
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GTGAACTGCTTGGCGACGTGGGTGTTCTGGGA

atpD-R
CAGGAA
nybF gACTGTGCTTTTTGCCCTCCGCGTTGCCGATCA 85.9 Region del gen
1426 pb
CGTTGACGTGGCTCATCGGCATGTAGTGCAGG P> | 1047 al gen 1048
nybR AC 84.5 de la Nibomicina
SteF | GCATCGCCTACACGCCTGCCCCGAACGACATC | 86.8 Region del gen
1691 pb | 1788 al gen 1790
SteR | GGTGAACAGGTCCGAAGCGAGGCTGTCGTGAC | 83.6 de la Estefimicina
NRPS | GACTGGAGTTCACGTTGTCCGATTCGTCAGCA | g57 Cluster NRPS
’1‘1R6F;2 G 1126 pb 1.16
116.F GTGGGTCAGCCGGGGTGGTCGAGATAGGAG 82.3 Gen 5238 al 5239
NRPS CGCCCGGAGCCCCACATGCCCACTTCTCTTCG | 885
32-F ' Claster NRPS 3.2
1182 pb
NRPS Gen 157
R GCGCGTGCAGTATCGGGGTGTCCATGATGC 85.0
NIS22-F | GAGCACCCGATGATCCCCCCGCACATTCG 85.7 1423 pb Cluster NIS 2.2
NIS22-R | CGCCGACGAACTCCTCGACCGCTTCCAGG 85.3 Gen 46 al 48
NIS18-F | CGATCACGCGGCCATAGAAAATCTGCTGC 80.0 1806 pb Cluster NIS 1.8
NIS18-R | CGTCACCGATCCAAACCGCGTCCTCGTACTCG | 84.5 Gen 1302

C) Ampilificacion de los genes de interés por PCR

La amplificacion de los genes de interés se realizé a partir del ADN de los fosmidos

recombinantes obtenidos de los pools que constituyen la biblioteca gendmica. Para

amplificar cada gen se siguié la mezcla de reaccion descrita en la tabla 6 y las

condiciones descritas en el anexo 4. Como control de la amplificacion se utilizaron

180 ng de ADN gendmico de Embleya sp. NF3 para cada 50 uL de reaccién. La

PCR se realizé en el termociclador Veriti (Applied Biosystems®) con la enzima

Invitrogen™ Platinum™ Taq ADN Polymerase (ThermoFisher). El producto de PCR

se confirmo6 cargando 10 pL de la reaccion en gel de agarosa al 0.7% (p/v). La

electroforesis se corrido a 90 V por 60 min utilizando TAE 1X. Como marcador de

peso molecular se utilizé el marcador de ADN de 1 kb de NEB. El revelado de las

bandas se hizo con bromuro de etidio 0.01%.
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Tabla 6. Voliumenes de reactivo para la PCR utilizando concentraciones de DMSO al 5% y

10%.
Reactivo Volumen - Reaccién | Volumen - Reaccién
con DMSO al 5% con DMSO al 10%
Agua estéril 35.2 uL 32.7 uL
Buffer de PCR 10X, - Mg 5puL 5L
MgCl2 [50 mM] 1.5 uL 1.5 uL
dNTP mix [10 mM] 1L 1L
DMSO 100% 2.5uL 5L
Cebador forward [20 pM/ uL] 1L 1uL
Cebador reverso [20 pM/ uL] 1L 1uL
ADN fosmido pool 1 [40 pg/uL] 2.3 L 2.3 uL
Platinum™ Taq ADN Polymerase 0.5 uL 0.5 uL
Volumen total de la reaccion 50 L 50 uL
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 Analisis bioinformatico

6.1.1 Busqueda de CGB de sideroforo y seleccién de la cepa a trabajar
Para determinar cual de las cuatro actinobacterias disponibles en el laboratorio
podria codificar CGB de sideréforos NRPS y/o NIS potencialmente novedosos se
analizé el genoma de Streptomyces sp. L06, Embleya sp. NF3, Actinoplanes sp.
TFC3 y S. thermocarboxydus K155 por medio del programa antiSMASH v. 6.0.
AntiSMASH detecta CGB utilizando perfiles de modelos ocultos de Markov (pHMM)
especificos para las enzimas centrales de cada tipo de cluster. Para la deteccion de
clusteres NIS utiliza un pHMM que identifica la enzima lucA_iucC. Por otra parte, la
deteccion de clusteres NRPS se realiza a partir de pHMM que identifican el dominio
de condensacion y los dominios de union a AMP o de adenilacion con oxidasa
integrada. Adicionalmente, el programa antiSMASH calcula el porcentaje de
similitud del CBG identificado con CGB que codifican MS ya conocidos descritos en
el repositorio MIBiG. Este porcentaje se calcula a partir del numero de genes del
CGB identificado que tienen alineamientos significativos con genes de un CGB
conocido, y nos sugiere si el CGB identificado codifica para una molécula ya

conocida.

AntiSMASH v. 6.0 detectd 2 CGB putativos de siderdforo de tipo NIS para las cepas
K155y L06, 1 CGB de tipo NIS y 2 CGB de tipo NRPS para la cepa TCF3,y 3 CGB
de tipo NIS y 2 CGB de tipo NRPS para la cepa NF3 (Tabla 7). Uno de los clusteres
de la cepa K155 y de la cepa LOG6 tienen mas del 80% de similitud con el cluster de
la desferroxamina sugiriendo que este compuesto es codificado por las dos cepas.
Por otra parte, la cepa TFC3 codifica un cluster que tiene un porcentaje de similitud
del 70% con el cluster de la albachelina sugiriendo la produccion de este sideréforo.
Finalmente, los cinco clusteres codificados por la cepa NF3 (3 CGB de tipo NIS 'y 2
CGB de tipo NRPS) tienen porcentajes de similitud relativamente bajos con
clusteres caracterizados experimentalmente sugiriendo que esta cepa produce

sideroforos potencialmente novedosos (Tabla 7).
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Considerando estos resultados, se seleccioné a la cepa NF3 como nuestra cepa de

estudio debido a que contiene el mayor numero de CGB que pudieran codificar para

sideroforos potencialmente novedosos. Por tanto, en este estudio se caracterizaron

in silico los cinco clusteres putativos de sideréforos codificados en el genoma de la

cepa NF3 para sugerir su funcidén y se determiné la produccion de sideréforos en

condiciones de laboratorio.

Tabla 7. ClUsteres de genes biosintéticos para la sintesis de sideréforos via NIS y via NRPS
identificados en el genoma de las 4 actinobacterias estudiadas por medio del programa
antiSMASH v 6.0. El porcentaje de similitud entre los clUsteres codificados por cada cepa
con clusteres descritos en la literatura se encuentra dentro de los recuadros verdes

Tipo S. ,
de Cluster similar thermocarboxydus Str:gtolr_r:)]gces Ac:,')n?ﬁzlgges Emb'{leF};a =P
CGB K155 : :
Cluster 1
Desferroxamina Cluster 1 80% similitud Cluster 1
B 83% similitud Cltster 2 27% similitud
Cluster 27% similitud
NIS Vibrioferrina Cluster 2 Cluster 1 Cluster 2
26% similitud 35% similitud 33% similitud
. Cluster 3
Ocrobactina 16% similitud
: Cluster 2
Albachelina 70% similitud
Ficelomicina 2 (;‘,Iuslte.r.3
Cluster 7% similitud
NRPS . Cluster 4
Estreptobactina LA i
Claster 5

Salinichelina

30% similitud

6.1.2 Analisis in silico de los CGB de sideréforo codificados por Embleya

sp. NF3

AntiSMASH v 6.0 identifico los 5 CGB putativos de sideroforo (3 CGB de tipo NIS y

2 CGB de tipo NRPS) en 3 de los 8 contigs en los que se encuentra ensamblado el

genoma de la cepa NF3 con las caracteristicas descritas en la tabla 8.
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Tabla 8. Caracteristicas reportadas por el programa antiSMASH v.6.0 para los cinco CGB de sideréforo identificados en el genoma
de Embleya sp. NF3. Genes biosintéticos minimos en color rojo, genes biosintéticos adicionales en color rosado, genes no
relacionados con el clister en color gris, genes reguladores en color verde y genes para transporte en color gris.

T;ZO Organizacion del cluster y posicion en el Cluster similar/ | Genes Genes Genes no Genes Gear::‘s
. genoma % similitud minimos | adicionales | relacionados | reguladores P
cluster transporte
Contig 1 — Cluster 1.8 Ocrobactina
1 0 8 0 1
N 16%
NIS Contig 1 — Cluster 1.9 Desferroxamina 5 5 5 0 0
CCOO . T T ) 27%
Contig 2 — Cluster 2.2 Vibrioferrina
2 2 7 0 1
| — —— | ] - 33%
Contig 1 —Cluster 1.16 Estreptobactina
1 4 2 1 2
MO T T 1T 41%
NRPS
Contig 3 — Cluster 3.2 Salinichelina
3 7 8 1 5
AT T O W TTHTTTTICT T 30%
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Debido a que el programa antiSMASH identifica CGB a partir de las enzimas
centrales y genera los limites del cluster utilizando un enfoque inclusivo en el que
se predice en exceso los genes que lo componen, es necesario realizar analisis in
silico adicionales para sugerir cuales genes podrian participar en la biosintesis de
sideroforos y si los CGB identificados podria codificar compuestos conocidos o una
variante potencialmente nueva de una molécula conocida. Por tanto, como una
aproximacion para caracterizar y sugerir la funcién de los 5 CGB identificados, se
determind la funcion sugerida de los genes de cada cluster, los porcentajes de
identidad y cobertura con genes de clusteres caracterizados, y se realizaron
alineamientos multiples de secuencias de aminoacidos para identificar el sitio
catalitico de las enzimas centrales. Adicionalmente, se determind si el sistema de
regulacion de los 5 CGB concuerda con lo descrito en la literatura. Los resultados
de estos analisis se presentan en dos secciones, la primera seccion se dedicada al
analisis de los 3 clusteres de tipo NIS y la segunda seccién al analisis de los 2

clusteres de tipo NRPS.

6.1.2.1 Analisis in silico de clusteres NIS

A) Funcién sugerida de los genes que conforman los clusteres NIS
Con el fin del establecer los genes que podrian participar en la biosintesis de los 3
clusteres NIS se determind la funcidn sugerida de todos los genes identificados por
el programa antiSMASH en estos clusteres. La funcion se sugirio a partir del analisis
de la secuencia de aminoacidos de los genes de interés en UniProt, InterPro y la
base de datos no redundante del NCBI. En la tabla 9 se enlista la o las funciones

sugeridas por las 3 bases de datos utilizadas.

Tabla 9. Funcion sugerida de los genes que conforman los tres clisteres NIS codificados
en el genoma de Embleya sp. NF3.

Cluster | Posicién del Funcién butativa
NIS gen P
18 1298 Metiltransferasa
' 1299 Regulador transcripcional de la antitoxina AbiEi
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1300

Hidrolasa

1301 Desconocida
1302 Sintetasa de sideroforo
1303 Desconocida
1304 Proteina de unién a ATP
1305 Transportador de la superfamilia de facilitadores mayores
(MFS) — Transportador de resistencia a farmacos
1306 Desconocida
1307 Desconocida
1423 Helicasa de ADN dependiente de ATP
1424 Hidrolasa
1425 Nitrilasa
1426 Sintetasa de sideroforo
1.9 1427 L-lisina 6-monooxigenasa
1428 N-Acetiltransferasa de la familia GNAT
1429 Sintetasa de sideroforo
1430 Aminoacido descarboxilasa / aspartato aminotransferasa
1431 4-aminobutirato aminotransferasa (GAbT) / Acetil ornitina
aminotransferasa
44 Desconocida
45 Proteina de unién al periplasma de un sistema de
transporte ABC
46 Metiltransferasa
47 Descarboxilasa dependiente de piridoxal / Ornitina
descarboxilasa
48 Sintetasa de sideroforo
2.2 49 Sintetasa de sideroforo
50 Proteina con dominio ATP-grasp
51 Proteina de interaccion a sideréforo / Reductasa férrica
52 Desconocida
53 Desconocida
54 Deshidrogenasa
55 Proteina ATPasa
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Recordando que en la literatura se ha reportado que para la biosintesis de
sideroforos de tipo NIS: 1) se requiere como minimo una enzima sintetasa de
sideroforo, 2) no se ha determinado el numero minimo de genes biosintéticos
adicionales requeridos, pero en los clusteres conocidos se han identificado genes
que codifican para monooxigenasas, descarboxilasas, acil coenzima A transferasas,
aminotransferasas, acetiltransferasas, dioxigenasas y ligasas de aminoacido
dependientes de ATP, y 3) los clusteres pueden tener genes reguladores o de
transporte, se sefalan en la tabla 10 los genes que podrian participar en la
biosintesis y transporte de siderdforos en los 3 clusteres NIS identificados. A partir

de ahora solo se tendran en cuenta estos genes para los analisis in silico.

Tabla 10. Composicién de los tres clisteres NIS codificados en el genoma de Embleya sp.
NF3 teniendo en cuenta la funcion sugerida de los genes y los reportes de la literatura.
Los genes que podrian participar en la biosintesis y transporte de siderdforos se
encuentran marcados con nimeros que indican su posicién en el genoma.

Cluaster

NIS Organizacién del cluster

1.8 1302 | gy 1305

1.9

2.2

B) Identidad y cobertura de los clusteres NIS con clusteres descritos en
MIBiG

Para sugerir si los clusteres NIS pudieran sintetizar sideréforos conocidos o una
variante potencialmente nueva de un sideréforo conocido, se determinaron los
porcentajes de identidad y cobertura de los genes que conforman los 3 clusteres
NIS a partir de un BLAST de la secuencia de aminoacidos de estos genes contra
las secuencias de clusteres de sideréforos conocidos disponibles en repositorio
MIBIG. Asi mismo, se determind manualmente si la composicion de los 3 clusteres

NIS es semejante a la de clusteres conocidos.
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Para el cluster 1.8 se identificé que la enzima sintetasa de sideroforo (gen 1302)
tiene porcentajes de identidad menores del 46% con sus ortélogos codificados en
los clusteres de los sideroforos petrobactina, ocrobactina, acinetoferrina vy
ficelomicina. En cuanto al gen que codifica para el transportador MFS (gen 1305),
se observd un alto porcentaje de identidad con su ortélogo griC del cluster de la
estreptobactina/griseobactina. Se ha reportado que el gen griC puede participar en
la exportacion de la estreptobactina/griseobactina del citoplasma al medio (Patzer
& Braun, 2010). La composicion de este cluster no es semejante a la de clusteres

conocidos (Tabla 11).

Por otra parte, los genes 1426 al 1430 del cluster 1.9 tienen porcentajes de identidad
menores al 56% con sus ortélogos de clusteres de sideroforos conocidos (Tabla 11).
Es relevante destacar que la composicidn del cluster 1.9 es semejante a la de los
clusteres para la sintesis de los sideréforos aerobactina, ocrobactina, petrobactina,
xantoferrina, acinetoferrina, putrebactina, bisucaberina y desferroxamina; sin
embargo, este cluster contiene un gen que codifica para una aminotransferasa (gen
1431) que no se ha reportado en ninguno de los clusteres mencionados
previamente. Esto sugiere que el cluster 1.9 codifica un sideréforo con una
estructura basica similar a la de alguno de los sideréforos mencionados, pero con
una modificacion novedosa que podria impactar mejorando o ampliando sus

aplicaciones.

Finalmente, el cluster 2.2 tiene conservado los 4 genes biosintéticos (gen 47 al 50)
requeridos para la sintesis de la vibrioferrina y la xantoferrina con porcentajes de
identidad menor al 60% (Tabla 11). Sin embargo, no conserva los genes de
transporte descritos en estos clusteres. Este resultado sugiere que el cluster 2.2
podria codificar un sideréforo novedoso con estructura basica similar a los

sideroforos vibrioferrina y xantoferrina.
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Tabla 11. Porcentaje de identidad y cobertura de los genes que conforman los tres
clusteres NIS codificados en el genoma de Embleya sp. NF3 con clisteres de sideréforos

conocidos.
Cluster | Posicion | Porcentaje . s
NIS del gen | de identidad Cobertura Claster de sideréforo
1302 32 _ 46% > 85% F.’etrobe.lc.tina, ocrobactina, acinetoferrina y
1.8 ficelomicina
1305 78% 7% Estreptobactina/griseobactina
1426 35 — 40% > 94% Aerobactina,. ocrol?actina, gcinetoferrina, .
desferroxamina, bisucaberina y putrebactina
1427 34 — 56% > 849, | Desferroxamina, acinetobactina, bisucaberina,
acinetoferrina, putrebactina y albachelina
1.9 1428 34 — 36% >70% Aerobactina
1429 33 -34% >76% Petrobactina, ocrobactina y acinetoferrina
1430 38 -43% >77% Desferroxamina y putrebactina
1431 - - -
45 - - -
47 40 — 60% >95% Xantoferrina, vibrioferrina y estafilobactina
02 48 31-37% > 80% Xantoferrina, vibrioferrina y ficelomicina
' 49 36 — 39% > 76% Xantoferrina y vibrioferrina
50 35-42% > 96% Xantoferrina y vibrioferrina
51 36 - 44% >97% Desferroxamina y pioverdina

En resumen, se identificé que la mayoria de los genes biosintéticos que conforman

los 3 clusteres identificados tienen ortdlogos en cluster NIS conocidos con

porcentajes de identidad entre el 30% - 60% y porcentajes de cobertura mayores al

70% (Tabla 11). Estos resultados sugieren que, a pesar de que los porcentajes de

identidad y cobertura son relativamente altos, los clusteres 1.9 y 2.2 podrian

codificar para sideréforos con estructura quimica potencialmente novedosa con

modificaciones no descritas a cargo de las enzimas biosintéticas adicionales.

C) Alineamiento de las enzimas biosintéticas minimas de los clusteres NIS

Teniendo en cuenta que los clusteres NIS podrian sintetizar sideréforos novedosos,

se decidio analizar si los genes que codifican para las sintetasas de sideroforo
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(enzima central o enzima biosintética minima) conservan los aminoacidos del sitio
catalitico reportados en la literatura, con el fin de sugerir si tendran la funcion
esperada. Para esto se realizé un alineamiento multiple utilizando las secuencias
de aminoacidos de las 5 sintetasas de sideroforo de los 3 clusteres NIS con las
secuencias de aminoacidos de las sintetasas de sideroforo lucC e lucA de Klebsiella
pneumoniae (biosintesis de la aerobactina), DesD de Streptomyces coelicolor
(biosintesis de la desferroxamina) y DfoC de Erwinia amylovora (biosintesis de la
desferroxamina) reportadas en la literatura (Bailey et al., 2018; Salomone-Stagni et
al., 2018; Hoffmann et al., 2020). A partir de los alineamientos se identificaron en
las 5 secuencias de sintetasas de sideréforo de Embleya sp. NF3 los aminoacidos

del sitio catalitico conservados en las 4 sintetasas reportadas en la literatura.

En la figura 9 se presenta el alineamiento multiple de secuencias de aminoacidos
de las 5 sintetasas de sideroforo de la cepa NF3 y las 4 sintetasas de siderdforo
reportadas en la literatura. Se encontré que los genes 1426 (cluster 1.9), 1429
(cluster 1.9) y 48 (cluster 2.2) conservan los 9 aminoacidos del sitio catalitico de las
4 enzimas reportadas en la literatura, sugiriendo que podrian codificar sintetasas de
sideroforo funcionales. Por otra parte, el gen 1302 (cluster 1.8) tiene un reemplazo
no conservativo en la posicion 503 (D503G) y el gen 49 (cluster 2.2) no tiene la
arginina conservada en la posicion 352 en el gen lucC, por lo cual se debera
confirmar experimentalmente si estos dos genes codifican para enzimas

funcionales.
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¥
TucC DAD-RLQCLLSGHPKFAFNKGRRGWGKEALERYAPEYANTFRLHWLAVKREHMVWRCDSE 183

NIS1426 GYA-ELEGHQTGHPWIVPNKGRVGFSASDARAYAPEARRPMRLPWIAVHQDLAVWRSVPG 189
DfoC DFQTVESSMTEGHPCFVANNGRIGFDARDYLAYAPEAATPVNLIWVAVHRRNAHFSSLSD 391
DesD DFQAVETGMTEGHPCFVANNGRLGFGIHEYLSYAPETASPVRLVWLAAHRSRAAF TAGVG 201
NIS49 PAL-DTLAAHLDHPVHPAPRARSGLDEAALRRYAPEHHPTFRLRWALLPHDAATLTGTL - 224
Tuch NFGEAEQAL LVGHAFHPAPKSHEPFNQQEAERYLPDFAPHFPLRWFAVNKTQIAGESLHL 196
NIS48 RYLESEQALLFGHRFHPTPKAR-GTDPTTWAAYAPEARAEFRLRHLAVRGELVAQERISA 285
NIS1302 PFLSTEQSIVLGHPMHPSPASRQGMYGPSSPRYSPELRGSFPLHWFAVDPSVAVHDGDLG 255
NIS1429 PFLAAEQSLVLGHPMHPTPKSRDRLDPDEDAAWSPELRGSFPLHWFAADADLVGQDSALD 289
x - » K. *
vy
TucC MVSLGEFGDLWLAQQSLRTLTNASRQGGLDIKLPLTIYN--TSCYRGIPGKYIAAGPLAS 299
NIS1426 IVPLGEAEDRHLAQQSVRTFLNVDHPARRTVKLPLSVLN--TLVWRGLPSERTLAAPAVT 386
DfoC IVWLGVGDDQYQAQQSIRTFFNRSHPNKRYVKTALSVLN=- -MGFMRGLSPYYMATTPAIN 588
DesD LVCLGEGDDEYLAQQSIRTFFNASHPGKHYVKTALSVLN--MGFMQGLSAAYMEATPAIN 318
NIS49 ---TAPAHLDVRPTLSMRTVAVLDHPG-VHLKLPLPIATLGMRNRRTIKPGTLVDGAAGE 318
TucA IKDLGEAGAPWLPTTSSRSLYCAT-SR-DMIKFSLSVRL - -TNSVRTLSVKEVKRGMRLA 384
NIS48 IRDLGEAGPHFAATASVRTLA--G=-AG-VFLKFSLNVRI - - TNCVRKNAAYE LSGAVALT 382
NIS1382 LRDLGPGGPAWSATSSLRTVYRSG-AP-VMLKTSLGVEI - - TNSRRENHRGELRRGLAVH 359
NIS1429 LRDLGPAGAPWHPTSSVRTVYRPD-AE-VMLKLSLGLRI--TNSRRENLPKELLRGIEVH 312
E K. . % * . .
A
TucC RWLQQVFATDATLK -QSGAVI LGEPAAGYVSHEGYAALAQAPYRYQEMLGVIWRENPCR - 357
NIS1426 AWVHGLRDADPFLRDECRVIMLGETASITYRHPVLEELPGVPYQYRELLGAIWREPLAP - 365
DfoC EWLQDLVAGDEWLQ-RCDFRILREVAAVGYHNRHYEKAIKGDSAYKKMFAALWRDNPVA- 566
DesD DWLARLIEGDPVLK-ETGLSIIRERAAVGYRHLEYEQATDRYSPYRKMLAALWRESPVP - 376
NIS49 RLLAAVLDREPRLR========eeecem e e e e e e e e e m DRVLLA 338
IucA RLAQTDDWQTLQAR-FPTFRVMQEDGWAGLRDLHG-------- NIMQESLFALRENLLV- 354
NIS48 RALAPI-AARTAAR-FPDFAILGEPAYRSLSADVA------- PELLEGFGVIVRDGL-DA 352
NIS1382 RMLDAGLKRVMHSA-HPGFDVLRDLGWIAVDIPG----~---- GRGESGLELVVRDNPFGA 418
NIS1429 RILRSGLEHELWAV-HPTFDIVRDPAWISVAPPEPFPR---PDRPAAGLELVLRANPFGA 368
Yy v
TucC --TQLFRVWWVPLYHLLCRYGVALIAHGQNITLAMKK -GVPQRVLLKDFQGDMRLVKDAF 454
NIS1426 =-=RRLFHALLPPLLHCLYRYGLVFSPHGENTIVVFDEHDVPVRLAIKDFVDDVNISDRPL 463
DfoC --ERYLSCYLSPLLHCFYQHDLVFMPHGENLILLLEN-NVPVSAYMKDIGEEIAVMNPD - 662
DesD - -RHYLRAYYVPLLHSFYAYDLVYMPHGENVILVLAD-GVWRRAVYKDIAEEIAVMDPD- 472
NIS49 LLDAYLTLLLD-WQTTLFRYGVALESHPQNLSLVL -ADDRPVRLLLKDNDGPRINRARCP 456
TucA --DAYCHQVLKPLFTAEADYGLVLLAHQQNILVQM- LGDLPVGLIYRDCQGSAFMPHAAG 458
NIS48 --EDYLRLLVPPVLAHYFAHGVVLEPHLQNVLVAVDAGGRPRQVLMRDMEGTKLLPGPHA 451
NIS1382 --RRYLDVLVAPILWLHGEYGLGLEAHQONTMVVLDTDGRPIGGRYRGNQGYYFSAERGA 515
NIS1429 -=ERYLAVVAEPVLWLDRHAGIALEAHQONTLVLLDADGLPSGGRYRDNQGYYFRASRAG 471

* ¥ s .
H H s H

Figura 9. Alineamiento multiple de secuencias de aminoacidos de sintetasas de sideréforo
realizado con Clustal omega. Las flechas negras senalan los 9 aminoacidos conservados
del sitio catalitico reportados en la literatura. lucC, sintetasa de sideréforo lucC de
Klebsiella pnemonie; NIS1426, gen 1426 del clister 1.9 de Embleya sp. NF3; DfoC,
sintetasa de sideroforo Erwinia amylovora; DesD, sintetasa de sideréforo de Streptomyces
coelicolor; NIS49, gen 49 del clister 2.2 de Embleya sp. NF3; lucA, sintetasa de sideroforo
lucA de Klebsiella pnemonie; NIS48, gen 48 del clister 2.2 de Embleya sp. NF3; NIS1302,
gen 1302 del cluster 1.8 de Embleya sp. NF3; NIS1429, gen 1429 del cluster 1.9 de
Embleya sp. NF3.

D) Analisis de la regulacion de la expresién de los clusteres NIS

Como una estrategia para determinar si los 3 clusteres NIS conservan alguno de los
sistemas de regulacién de la expresion de sideroforos descritos en la literatura, se
buscd en el genoma de Embleya sp. NF3 la presencia de las proteinas reguladoras
FUR y DtxR/IdeR por medio del programa PATRIC v. 3.6.12. Este analisis evidencio
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que la cepa NF3 codifica para ambas proteinas reguladoras sugiriendo que los dos
sistemas de regulacién son funcionales. No obstante, con el fin de sugerir cual de
los sistemas controla la regulacién de los 3 clusteres NIS se realizé una busqueda
de secuencias operadoras a las que se pueden unir estos reguladores en una region

de 500 pb corriente arriba del inicio de los 3 clusteres.

A partir de las secuencias operadoras identificadas en la literatura, se obtuvo un
pHMM de la secuencia operadora consenso a la que se puede unir el regulador
DtxR/IdeR, como se menciona en la metodologia. La secuencia obtenida en este
trabajo concuerda con las secuencias operadoras consenso reportadas por otros
autores y cumple con las caracteristicas descritas en la literatura que son ser un
palindromo de 9 pb interrumpido por una guanina o citosina (Lee & Holmes, 2000)
(Tabla 12).

Tabla 12. Secuencias consenso de la secuencia operadora a las que se une el regulador
DtxR/IdeR. La secuencia palindrémica se encuentra subrayada. La guanina o citosina que
interrumpe el palindromo se encuentra en rojo

Secuencia consenso Tamano (pb) Fuente
TTAGGTTAGCCTAACCTAA 19 Lee & Holmes, 2000
TNANGNNAGGCTNNCCT__ 17 Cruz-Morales et al., 2017
TTAGGTTAGGCTAACCTAA 19 Este trabajo

Utilizando la secuencia operadora consenso a la que se puede unir el regulador
DitxR/IdeR obtenida en este estudio (Tabla 12), se identificO una secuencia
operadora putativa corriente arriba del cluster 1.9 y del cluster 2.2 con las
caracteristicas descritas en la tabla 13. Por el contrario, en el gen 1.8 no se

identificaron secuencias operadoras para la union del regulador DtxR/IdeR.
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Tabla 13. Secuencias operadoras putativas para la unién del regulador DtxR/IdeR
identificadas en los clusteres NIS. La secuencia palindrémica se encuentra subrayada. La
guanina o citosina que interrumpe el palindromo se encuentra en rojo.

Cluster | Gen / Distancia | Genes putativos Secuencia Valor E
NIS del ATG bajo su control
1.8 - - - -
1.9 G_e3”21;§’ 1 1426 al 1431 | TTAGGTAAGGCTTACCTTT | 0.00095
Gen 50
2.2 229 pb 47 al 50 CTCGGTTAGGCTAACCTAA | 0.00055

La busqueda de secuencias operadoras a las que se pueda unir la proteina FUR se
realizé utilizando un pHMM construido en este estudio, como se describe en la
metodologia. La secuencia del pHMM es similar a la reportada por otros autores y
cumple con las caracteristicas descritas en la literatura que son ser un palindromo

de 9 pb interrumpido por una adenina (Tabla 14).

Tabla 14. Secuencias consenso de la region operadora a las que se une el regulador FUR.
La secuencia palindromica se encuentra subrayada. La adenina que interrumpe el
palindromo se encuentra en rojo

Secuencia consenso Tamano (pb) Fuente
_ TGATAATNATTATCA 17 Fuangthong & Helmann, 2003
GATAATGATAATCATTATC 19 Baichoo & Helmann, 2002
ATTGAGAATAGTTCTCAAT 19 Este trabajo

Utilizando el pHMM construido en este trabajo (Tabla 14) no se identificaron
secuencias operadoras putativas a las que se pudiera unir el regulador FUR

corriente arriba de ninguno de los 3 clusteres NIS.

En resumen, considerando los analisis realizados y los reportes en la literatura,
sugerimos que los clusteres 1.9 y 2.2 codificaran sideroforos potencialmente
novedosos debido a que: 1) la composicion de los clusteres es semejante pero no

idéntica a la de clusteres de sideréforos conocidos, 2) a pesar de que los
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porcentajes de identidad de los genes que conforman los clusteres de la cepa NF3
con genes de clusteres de sideroforos conocidos son relativamente altos, las
enzimas biosintéticas adicionales podrian realizar modificaciones no descritas a la
estructura basica del sideroforo produciendo asi compuestos novedosos, y 3) los
alineamientos multiples sugieren que las enzimas centrales de estos dos clusteres
seran funcionales ya que conservan los aminoacidos del sitio catalitico reportados
en la literatura. Por el contrario, se sugiere que el cluster 1.8 no sera funcional
debido a que el unico gen que lo compone es una sintetasa de sider6foro que
presenta un reemplazo no conservativo en su sitio catalitico. En cuanto al analisis
de regulacion, sugerimos que los clusteres 1.9 y 2.2 pueden estar regulados por la
proteina DtxR/IdeR ya que contienen secuencias operadoras a la que se puede unir
esta proteina; sin embargo, se debe confirmar experimentalmente esta hipotesis.
Por otra parte, el cluster 1.8 podria estar regulado por proteinas no estudiadas en
este trabajo. En la tabla 15 se enlistan las caracteristicas de los 3 clusteres NIS

determinadas a partir de los andlisis in silico y la busqueda bibliografica realizada.

Tabla 15. Caracteristicas de los tres cllusteres NIS identificadas por los anélisis in silico.
Los genes biosintéticos agrupan los genes biosintéticos minimos y los genes biosintéticos
adicionales.

. Sistema de transporte Secuencia .
Cluster Genes . Cluster
e e e completo / tipo de operadora / .
NIS biosintéticos , funcional
transportador proteina reguladora
Si
1.8 1 MES No No
Si .
19 6 No DtxR/IdeR Si
Si .
2.2 4 No DtxR/IdeR Si

6.1.2.2 Analisis in silico de clusteres NRPS

A) Funcién sugerida de los genes de los clusteres NRPS
En la tabla 16 se enlistan las funciones sugeridas de los genes que conforman los

dos clusteres de tipo NRPS identificados por el programa antiSMASH v. 6.0.
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Tabla 16. Funcién sugerida de los genes que conforman los dos clisteres NRPS
codificados en el genoma de Embleya sp. NF3.

Cr‘:gsptgr POSi;:’:'n g Funcién putativa

5234 Regulador transcripcional de la familia TetR

5235 Desconocida

5236 Reductasa de hidroperdxido de alquilo / especifica de tiol

5237 Serina peptidasa

5238 Proteina de unién al periplasma de un sistema de
transporte ABC

5239 Enterobactina esterasa férrica

5240 Transportador de la superfamilia de facilitadores mayores
/ Transportador de resistencia a farmacos

1.16 5241 Proteina con dominio MbtH

Sintetasa de péptido no ribosomal: dominio de

5242 condensacién, dominio de adenilacion, dominio de
proteina transportadora de péptido y dominio esterasa.

5243 Aminohidrolasa

5244 Proteina con dominio de laminina G

5245 Desconocida

5246 Desconocida

5247 Sistema accesorio Sec / Translocasa SecA2

5248 Factor sigma de la RNA polimerasa

5249 Permeasa / Transportador tipo ABC

151 Gamma-glutamiltranspeptidasa

152 Isomerasa de la familia PhzF

153 Oxidorreductasa

154 Desconocida

3.2 155 Gioxalasa / Dioxigenasa

156 Metiltransferasa

157 Amidotransferasa

158 Sintetasa de péptido no ribosomal: dominio de

condensacion, dominio de adenilacion y dominio de
proteina transportadora de péptido
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159

Sintetasa de péptido no ribosomal: dominio de
condensacién, dominio de adenilacién, dominio de
proteina transportadora de péptido y dominio esterasa

160

Asparagina sintasa

161

Sintetasa de péptido no ribosomal: dominio de adenilacion
y dominio de proteina transportadora de péptido

162

Proteina con dominio de condensacion

163

Racemasa de aminoacidos

164

Acyl-CoA deshidrogenasa

165

Desconocida

166

Proteina de unién a ATP / Transportador de tipo ABC de
sideréforo

167

Permeasa / Transportador tipo ABC de sideréforo

168

Permeasa / Transportador tipo ABC de sideréforo

169

Proteina de interaccion con sideréforo / Reductasa férrica

170

Proteina periplasmica / Transportador tipo ABC de
sideroforo

171

Proteina relacionada con transportador de tipo ABC

172

Proteina relacionada con transportador de tipo ABC

173

Regulador transcripcional de la familia AraC

174

Hidrolasa alfa/beta

175

Proteina con dominio hélice-giro-hélice

176

N-acetiltransferasa

177

Desconocido

178

Proteina con dominio de unién al ADN

En la literatura se ha reportado que la unidad minima para la biosintesis de

siderdforos dependientes de NRPS es una o varias enzimas NRPS, que cuentan

con un modulo de iniciacién y/o un modulo de extensiéon y un modulo de finalizacion.

El moédulo de iniciacion esta conformado por un dominio de adenilacidon (A) y un

dominio de proteina transportadora de péptido (PCP), mientras que el modulo de

extension esta conformado por un dominio A, un dominio PCP y un dominio de

condensacion (C). Por otra parte, el médulo final contiene los dominios A, PCP, Cy

un dominio tioesterasa (TE) o reductasa (R). En algunos casos se ha reportado la

presencia de dominios epimerasa (E) y metiltransferasa (MT) en los modulos de

67




extension (Kadi & Challis, 2009). En cuanto a los genes biosintéticos adicionales,
no se ha reportado un numero minimo, pero los clusteres de sideréforos NRPS
caracterizados contienen genes que codifican para una proteina con dominio MbtH
y/o para las enzimas isocorismatasa, ligasa, deshidrogenasa, amidohidrolasa,
esterasa o reductasa. Adicionalmente, estos clusteres pueden o no contener genes

que codifican para transportados de tipo ABC.

Teniendo en cuenta las caracteristicas descritas en la literatura y las funciones
sugeridas de los genes que conforman los dos clusteres NRPS, se proponen los
genes que podrian estar participando en la biosintesis y transporte de este tipo de
sideroforos (Tabla 17). A partir de ahora s6lo se tendran en cuenta estos genes para

los analisis in silico.

Tabla 17. Esquema de la organizacion de los dos clusteres NRPS codificados en el genoma
de Embleya sp. NF3. Los genes que segln la literatura pueden participar en la biosintesis
y transporte de sideréforos se encuentran marcados con nimeros que indican su posicion
en el genoma.

Claster

NRPS Organizacién del cluster

116 | [ EDEE:

3.2

B) Identidad y cobertura de los cliusteres NRPS con clusteres descritos
en MIBiG

Utilizando la funcién de comparacion con la base de datos del repositorio MIBiG
disponible en el programa antiSMASH v. 6.0, se determin6é el porcentaje de
identidad y cobertura de los genes que componen los clusteres NRPS con sus
ortdlogos en los clusteres de sideréforos disponibles en la base de datos del MIBiG
(Tabla 18). Asi mismo, se determin6 manualmente si la composicion de los 2

clusteres NRPS es semejante a la de clusteres conocidos.
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Los 7 genes que conforman el cluster 1.16 tienen altos porcentajes de identidad con
sus ortdlogos presentes en el cluster de la estreptobactina/griseobactina sugiriendo
que podrian participar en la biosintesis y transporte de este siderdforo (Tabla 18).
No obstante, al cluster 1.16 le faltan 6 genes para ser idéntico en composicion al
cluster de la estreptobactina/griseobactina segun lo reportado en la literatura (Patzer
& Braun, 2010).

Con respecto al cluster 3.2, solo 8 de los 12 genes que lo componen tienen ortélogos
en clusteres de sideroforos conocidos con porcentajes de identidad menores al 68%
(Tabla 18). Aunque la composicion de este cluster es semejante a la de los clusteres
de los sideroforos salinichelina y quinichelina, codifica para enzimas biosintéticas
adicionales no descritas en sideréforos conocidos. Esto sugiere que el cluster 3.2
podria codificar para un sideréforo con una estructura basica similar a la

salinichelina o quinichelina, pero con modificaciones novedosas.

Tabla 18. Porcentaje de identidad y cobertura de los genes que conforman los dos
clusteres NRPS codificados en el genoma de Embleya sp. NF3 con clisteres de sideréforos
conocidos.

Cluster | Posicion

Porcentaje | Porcentaje

de de Cluster de sideréforo similar
NRPS del gen identidad cobertura
5238 72% 98% Estreptobactina
5239 64% 97.5% Estreptobactina
5240 76% 80% Estreptobactina
1.16 5241 56 — 69% >82% Estreptobactina, albachelina, coelichelina,

gobichelina, escabichelina y micobactina

5242 48 — 65% >99.6% Estreptobactina, paenibactina y bacilibactina

5243 79% 94.8% Estreptobactina
5249 61% 100% Estreptobactina
157 38% 96.5% Ficelomicina

32 158 45 - 46% >98% Paenibactina y bacilibactina
159 45 - 47% 103% Paenibactina y bacilibactina
160 - - -
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161 32 -36% >90% Estreptobactina, gobichelina y paenibactina

162 - - -

164 - - -

Salinichelina, escabichelina, gobichelina,
166 33 — 68% >80% coelichelina, estreptobactina, putrebactina,
vibrioferrina, ficelomicina, ornibactina,
aerobactina y acinetobactina

Salinichelina, quinichelina, albachelina,

167 31-51% >80% amichelina, gobichelina, coelichelina,
escabichelina y ornibactina

168 31— 53% >80% Quinichelina, albachelina, gobichelina,
coelichelina, escabichelina y estreptobactina.

169 39% 82% Heterobactina

170 - -

C) Alineamiento de las enzimas biosintéticas minimas de los clusteres

NRPS

Se realizdé un alineamiento multiple entre las secuencias de aminoacidos de los
genes que codifican para las enzimas NRPS de los clusteres 1.16 (gen 5242) y 3.2
(genes 158, 159 y 161), y las secuencias de genes que codifican para enzimas
NRPS reportados en la literatura, con el fin de identificar los aminoacidos del sitio
catalitico y sugerir la funcionalidad de los genes codificados por la cepa NF3. Debido
a que los reportes en la literatura sobre enzimas NRPS analizan por separado cada
uno de los dominios que conforman la enzima, se decidié analizar los dominios de

los 4 genes de la cepa NF3 por separado.

El analisis del dominio de condensacion (C) se realizé utilizando el dominio C de la
proteina VibH de Vibrio cholerae reportada en la literatura (Keating et al., 2002). Se
identificd la presencia de un dominico C en los genes 5242, 158 y 159 (Figura 10).
Teniendo en cuenta los aminoacidos del sitio catalitico reportados para el dominio
C de la proteina VibH, se sugiere que los 3 genes de la cepa NF3 tienen un dominio

C funcional.
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a) VibH PLAWRQIEQDLQRSSTLIDAPITSHQVYRLSHSEHLIYTRAHHIVLDGYGMMLFEQRLSQ 145
158 RSALEWMSADLARPRDLERGPLVTFALFKLHDRRFLWYQGCHHIVNDGFGFPLVVARVAE 157
5242 AAAEEWLRADLARPIDPTTGPLVTHAL FRLADDRHWWYRRVHHIAVDAYALTLIGRRVAE 180

* . *k ok e — * kkk ok . . ok *eow
) v
VibH PD-APWLWLPFMNRWGSVAANVPGLMVNSLPLLRLSAQQTSLGNYLKQSGQAIRSLYLHG 311
158 GETDVVIGFAVPGRGPGIEQSIPGVVANVVPIRLSVHPETTLADLLDRSLVQVLEAMRHQ 326
5242 GAREITLGLPLLNRRSVTALRTPAMAVNILPMRIAVQPRDTAPELLRRVVLELRAVRRHQ 368

. . * * . * ek . T . *

. \4
VibH RYRIEQIEQDQGLNAEQSYFMSPFINILPFESPH-FADCQTELKVLASGSAEGINFTFRG 370
158 RYRYEDIRHDLGLAPGEVPWA-VSLNVMPFDYRATLAGRPFVAHNLATGPFEEISLNLWD 385
5242 RFRQEDLLRELGATGREQPLYGPMVNIKTFEGDLLFGDAVGRVHNLAAGPIDDLALGVVP 420

« k% . ¥ . E 3 . *H-Y . .

AR 4 4 4
b) VibH PITSHQVYRLSHSEHLIYTRAHHIVLDGYGMMLFEQRLSQHYQSLLSGQTPTAAFKPYQ- 164
159 APVRFALFSLGPDEHVLLILLHHIAADGWSREPLLRDLATAYGARCAGRAPGWDPLPVQY 166
. . *‘ _!* **x_ ** . e '0:: * . ke ok * *x
) v
VibH PDAPWLWLPFMNRWGSVAANVPGLMVNSLPLLRLSAQQTSLGNYLKQSGQAIRSLYLHGR 312
159 oo AGRSDEAMDDLVGMCVNTLVLRTDTAGNPSFRQLLARVRETDLAAYARQD 324
* te ke Rk % *
. v
VibH YRIEQIEQDQGLNAEQSYFMS - -~ -~ -~ - —— - - PFINILPFESPHFA--DCQTEL- 353
159 VPFERLVD - -VLAPSRSAAWNPLFQUMLVLEDRTPNLPYLPGLPATEEPIDNPDSKVDLS 382
sks s @ * .k ¥ * % . ¥ o« ok

Figura 10. Alineamiento multiple de secuencias de aminoacidos del dominio de
condensacion (C) de enzimas NRPS realizado con Clustal omega. Las flechas negras
sefalan los aminoacidos conservados del sitio catalitico reportados en la literatura para
la proteina VibH de Vibrio cholerae. a) Alineamiento de la proteina VibH, el gen 158 del
cluster 3.2 de Embleya sp. NF3 y el gen 5242 del cluster 1.16 de Embleya sp. NF3. b)
Alineamiento de la proteina VibH y el gen 159 del clister 3.2 de Embleya sp. NF3.

Para el anadlisis del dominio de adenilacion (A) se usaron los dominios A de las
proteinas DhbE de Bacillus subtilis y DhbF de Geobacillus sp. Y4.1MC1 reportadas
en la literatura (May et al., 2002; Tarry et al., 2017). Se identific6 un dominio A en
los 4 genes de NRPS analizados (gen 5242, 158, 159 y 161), los cuales sugieren
ser funcionales ya que conservan los aminoacidos del sitio catalitico reportados para
DhbE y DhbF (Figura 11).
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dhbE ----SRRDDLSSLQVLQVGGAKFSAEAARRVKA---VFGCTLQQVFGMAEGLVNYT--RL 342

161 @ @ ----- VRPGFEALKCVALSGERVLPADAAGWFDRF-GERIRLLNLYGPSETTMTKTFHFV 314
5242 RPG----- RELALRYVVFGGEALEPARLADWYERHPDDAPRLVNMYGITETTVHVSYHPL 1863
159 ---AAMPVDPSPTRCLLIGGEALRGQSLAGWREQH- -PDVVVHNLYGPTEATVDCARFRL 764
158 EAALTQGLALPALRDIGQGGEVLRLTPGVREFL-SARPKVRLHNLYGPTETHLVTAFSLP 1836
dhbF NIELSRQL---SLRFIIFGGEALELSRLEDWYERHADDMPKLINMYGITETTVHVSYMEL 1836
ity * > sentk “H 3w
dhbE DDPEEI--IVNTQGKPMSPYDEVRVWDDHDRDVKPGETGHLLTRGPYTIRGYYKAEEHNA 460
161 TAA-DARSRSVPIGRPM-PDTVVLLLDERGREVPPGRVGEVHLRTAYRSLGYHRRPQETE 372
5242 DRASAAAGTASTIGVNI-PDLRVYVLDRYLQPVPPGVTGEMYVAGEGLARGYLGRHALTA 1922
159 DPGDPTPPGPVPIGRPH-DGLGMYVLDERLRPVPSGVAGELYVAGPALARGYAGRFALTA 823
158 ADLTHWESSTAPLGTPI-WNTRTYVLDRTLRPVPPGVTGELYIAGAALARGYWNRPGLTA 1895
dhbF NKNIIAIKGSSLIGRNI-PDLEVYVLDVNLQPVPPGVIGEMYVAGAGLARGYLGRPDLTA 1895
dhbE ASFTEDG-=-=====m=ea FYRTG!I\J’RLTRD’GYIV!EG!P\KDQINRGGEKVAF\EEVENHL 449
161 RAFIADPTR---PGGGEVVYRTGDFARLLPDGTLDFLGRRDRQVKVGGVRVELDGVEQLL 429
5242 ERFVADPHAARFGERGTRMYRSGDLARRRADGTLDYLGRADQQVKIRGFRVELGEIEAVL 1982
159 ERFVADP- - - -FGRAGSRMYRTGDLVRLRSDGELEYVGRADHQIKLRGHRIELGEVEAAL 879
158 DRFVPNP- - - -FDGPGERMYRTGDLVRWSGDGRLDYVGRVDDQVKVRGFRIEPGEVEAVL 1951
dhbF ERFVANP----FGLPGSRMYRTGDLAKWRADGTLDYIGRSDHQVKIRGYRIELGEIEAVL 1951
* - L R - * ¥ - * ¥ ¥ . . ¥ - . - % *
dhbE --AAELKAFLRERGLAAYKIPDRVEFVESFPQTGVGKVSKKALREAISEK -~~~ -~=--~ 532
161 ELRTRLGEHLR-AHLPDGAIPAVIVPLELIPRTISGKIDRKALTVPVRSPARPDADAVAP 524
5242 ADGPALREHAA-AALPVHMVPSAVVVLDRLPLTANGKLDRKALPRPEYTP--TTATGRAP 2099
159 -SPAAVRAALA-DALPAPMVPSAVVVLAQLPVTPHGKLDRAALPPPETDA--PVGDRRVP 971
158 -DPVVLRRFVA-ESVPDFLVPTAVLILADLPLTVSGKVHRRALPAPDFAQ--FA-STRAP 2841

dhbF --SGELRRYVA-ARLPDYMIPSAFVMIEALPLTPNGKLDRKALPAPDWMI--EI-TDRGP 2839

Figura 11. Alineamiento multiple de secuencias de aminoacidos del dominio de
adenilacion (A) de enzimas NRPS realizado con Clustal omega. Las flechas negras senalan
los aminoacidos conservados del sitio catalitico reportados en la literatura para la proteina
DhbE de Bacillus subtilis. 161, gen 161 del clister 3.2 de Embleya sp. NF3; 5242, Gen
5242 del cluster 1.16 de Embleya sp. NF3; 159, gen 159 del clister 3.2 de Embleya sp.
NF3; 158, gen 158 del cllster 3.2 de Embleya sp. NF3.

Por otra parte, se identificé un dominio de proteina transportadora de péptido (PCP)
en los 4 genes de la cepa NF3 (gen 5242, 158, 159 y 161). El aminoacido serina
reportado en el sitio catalitico del dominio PCP de la proteina Biml de Streptomyces
verticillus y de la proteina EntB de Escherichia coli (Lohman et al., 2014; Drake et
al., 2006) se encuentra conservado, sugiriendo que este dominio sera funcional en

los 4 genes analizados (Figura 12).
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EntB E---SDEPFDDDNLIDYGLDSVRMMALAARWRKVHG-DIDFVMLAKNPTIDAWWKLLSRE 283

161 RTLPAPVDDVRTRFFDVG-TSLAVISVLARLTEEFGVSVPLADFLANQTIEGLSNLVERL 596

BIlmI ETLGRDSVGPHEDFAALGGNSIHAIKITNRVEELVDAELSIRVLLETRTVAGMTDHVHAT 83

159 EVIGVDTVGIDDGFFELGGHSLLMPRLLTRAREALGLELTLKQLFVRPTVAQLLRDQPAT 1044

158 DVLRLERVGPDDSFFDFGGHSLLATRLTSRIRTVLGIDVEVGAVFEAPTPAALAARIKGT 2114

5242 EVLGVPRVGVDDNFFDLGGHSLLAVRLAGRIKAALGVDIGIGTVFQAPTAAGLDAALEAT 2172
. * Xk . . * . *

Figura 12. Alineamiento multiple de secuencias de aminoacidos del dominio de proteina
transportadora de péptido (PCP) de enzimas NRPS realizado con Clustal omega. Las
flechas negras senalan el aminoacido conservado del sitio catalitico reportado en la
literatura para la proteina BIml de Streptomyces verticillus y EntB de Escherichia coli. 161,
gen 161 del clister 3.2 de Embleya sp. NF3; 159, gen 159 del clister 3.2 de Embleya sp.
NF3; 158, gen 158 del cluster 3.2 de Embleya sp. NF3; 5242, Gen 5242 del clister 1.16
de Embleya sp. NF3.

Adicionalmente, se identificd un dominio tioesterasa (TE) en los genes 159 y 5242
de la cepa NF3 a partir del dominio TE de la proteina EntF de Escherichia coli (Miller
et al., 2016). Los dos dominios identificados conservan los 3 aminoacidos del sitio
catalitico reportados para la proteina EntF, lo que nos permite proponer que ambos

genes contienen dominios TE funcionales (Figura 13).

EntF TAANLDEVCEAHLATLLEQQPHGPYYL LGY!LGGTLAQGIAARLRARGEQVAF LGL LgTw 1167
159 LAGSFPELVEDYCARIVDIQPNGPYLLAGWSFGGAAAHAVAVRLRASGHAVALLAAIDAW 1161
5242 LPATLEELAAHYVDRLREVDPSGPYRLLGWSTGGITAHAMATRLQDLGLPVELLAILDAY 2297
. *: . : - :* xXk¥k * *:* * % x:.:g.x*: * * :x- :*::

v
EntF AHVDIISPGTFEKIGPIIRATLNR----------=----- 1293
159 EHLRMMRPAALRVIGPVLARALRS---TTPLSPAIKERI 1293
5242 SHKDMTLPGPIARIARVVADRLSALESKTDEQP------ 2450

* . *

* . *

Figura 13. Alineamiento multiple de secuencias de aminoacidos del dominio tioesterasa
(TE) de enzimas NRPS realizado con Clustal omega. Las flechas negras senalan los
aminoacidos conservados del sitio catalitico reportados en la literatura para la proteina
EntF de Escherichia coli. 159, gen 159 del clister 3.2 de Embleya sp. NF3; 5242, Gen
5242 del clister 1.16 de Embleya sp. NF3.

En resumen, se sugiere que los dominios C, A, PCP y TE que conforman los genes

5242, 158, 159 y 161 seran funcionales, y por tanto las enzimas NRPS codificadas

por estos genes podrian participar en la biosintesis de sideréforos NRPS.
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D) Analisis de la regulacidon de la expresién de los clusteres NRPS
Con el fin de sugerir el sistema que controla la regulacion de la expresion de los 2
clusteres NRPS se realizé una busqueda de secuencias operadoras a las que se
pueden unir los reguladores DixR/IdeR y FUR en una regién de 500 pb corriente
arriba del inicio de los 2 clusteres utilizando los pHMM construidos en este trabajo
(Tabla 12 y Tabla 14).

En el cluster 1.16 se identificaron tres secuencias operadoras putativas a las que se
puede unir la proteina reguladora DtxR/IdeR (Tabla 19), las cuales cumplen con las
caracteristicas descritas en la literatura (Lee & Holmes, 2000), sugiriendo que la
expresion de este cluster podria estar regulado por esta proteina. Sin embargo, se
requieren mas experimentos para confirmar esta hipotesis. Por otra parte, para el
cluster 3.2 no se identificaron secuencias operadoras a las que se pueda unir el

regulador DtxR/IdeR ni el regulador FUR.

Tabla 19. Secuencias operadoras putativas para la unién del regulador DtxR/IdeR
identificadas en el clister NRPS. La secuencia palindrémica se encuentra subrayada. La
guanina o citosina que interrumpe el palindromo se encuentra en rojo.

Cluster | Gen / Distancia | Genes putativos

NRPS del ATG bajo su control Secuencia Valor €
G_e;‘95p258 52382l 5239 | CAAGGTAAGGCTAACCTAA | 0.00095
1.16 Ge_”12§43 5240 al 5243 | TTAGGTAAGCCTAAGCTAT | 0.0011
Gon 5249 5249 TTAGGTAAGCCTAAGCTAT | 0.002

3.2 - - - -

Considerando los resultados de los analisis anteriores y los reportes en la literatura
sugerimos que el cluster 1.16 podria estar involucrado en la biosintesis de la
estreptobactina/griseobactina a pesar de que el cluster no esta completo segun los
resultados del programa antiSMASH. Es probable que los genes faltantes para la

sintesis de este sideréforo se encuentren codificados cerca del clister o en otra
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parte del genoma, pero el programa antiSMASH no los reconoci6. Por tanto, se
confirmara experimentalmente por medio de un analisis de UPLC-MS si esta cepa
codifica la estreptobactina en condiciones de laboratorio. Por otra parte,
considerando la composicidn y los analisis de identidad de los genes que conforman
el cluster 3.2 sugerimos que codificara un sideroforo con estructura potencialmente
novedosa. En cuanto al sistema de regulacién, sugerimos que la expresion del
cluster 1.16 puede estar regulada por la proteina DtxR/IdeR mientras que la
expresion del cluster 3.2 puede estar regulada por proteinas no estudiadas en este
trabajo (Tabla 20).

Tabla 20. Caracteristicas de los dos clisteres NRPS identificadas por los analisis in silico.
Los genes biosintéticos agrupan los genes biosintéticos minimos y los genes biosintéticos
adicionales.

, Sistema de transporte Secuencia ,
Cluster Genes . Cluster
i eaa: completo / tipo de operadora / .
NRPS | biosintéticos . funcional
transportador proteina reguladora
Si .
1.16 4 No DtxR/IdeR Si
Si .
3.2 ’ Transportador tipo ABC No Si

6.1.3 Busqueda de transportadores de sideroforo de tipo ABC
Considerando que en la literatura se ha reportado que la captacion y transporte de
sideroforos hacia el citoplasma bacteriano requiere transportadores especificos
para cada tipo de sideroforo y, que en ocasiones las bacterias pueden codificar
transportadores que captan siderdoforos no sintetizados por ellas, se esperaba
identificar al menos 5 transportadores putativos de sideréforos en el genoma de la
cepa NF3 ya que el programa antiSMASH detecté 5 CGB putativos de sideroforo.
No obstante, el programa antiSMASH solo identifico un transportador de sideréforo
putativo. Por tanto, se decidié analizar el genoma de la cepa NF3 por medio del
programa PATRIC v. 3.6.12 en busca de transportadores de sideroforos de tipo ABC
que pudieran participar en el movimiento de estos compuestos. Adicionalmente, con

el fin de sugerir si los transportadores identificados conservan el sistema de
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regulacion descrito en la literatura, se realiz6 una busqueda de secuencias

operadoras a las que se les pudiera unir el regulador DtxR/IdeR o FUR.

En la tabla 21 se enlistan las caracteristicas de los 5 transportadores de tipo ABC,
identificados en 3 de los 8 contigs del genoma de la cepa NF3, que podrian participar
en el movimiento de sideréforos. Cabe resaltar que el transportador identificado en
el contig 3 corresponde al transportador identificado por el programa antiSMASH en
el cluster 3.2. Es interesante mencionar que los 5 transportadores contienen
secuencias operadoras a las que se puede unir el regulador DixR/IdeR sugiriendo
que su expresion esta controlada por este regulador; sin embargo, experimentos

adicionales son requeridos para confirmar esta hipétesis.

Teniendo en cuenta que en la literatura se ha reportado que los transportadores de
sideroforo tienen especificidad por la estructura quimica de cada compuesto (Schalk
et al., 2012; Rudolf et al., 2016) sugerimos que Embleya sp. NF3 podria transportar
5 sideroforos con estructura quimica diferente. Asi mismo, dado que los analisis in
silico sugieren que los clusteres 1.9, 2.2, 1.16 y 3.2 son funcionales, hipotetizamos
que 4 de los 5 transportadores identificados podrian participar en la captacion de
los sideroforos codificados por estos clusteres, y 1 transportador podria mediar la
captacion de un sideroforo producido por otro microorganismo (xenosideréforo)
(Miethke et al., 2013; Zhu et al., 2020). No obstante, estudios experimentales son
requeridos para confirmar si los 5 transportadores codificados por esta cepa captan
5 siderdforos diferentes o si, por el contrario, mas de un transportador puede mediar

la captacion de un mismo sideroéforo.
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Tabla 21. Transportadores de sideréforo de tipo ABC identificados en el genoma de Embleya sp. NF3 por medio del programa PATRIC.
No se midi6 la distancia entre los transportadores y los clisteres ubicados en diferentes contigs. La secuencia palindrémica se
encuentra subrayada. La guanina o citosina que interrumpe el palindromo se encuentra en rojo.

Distancia del transportador

Distancia del

Numero de | ldist NIS transportador con Regulacién putativa
Posiciénen | genes que con fos clusteres los clusteres NRPS
el genoma conforman el . .
transportador | 4 g 1.9 2.2 1.16 32 | Regulador | Distancia Secuencia Valor E
putativo del ATG

Contig 1

136,520 4 ~320kb | ~480kb | - |~47Mb| - | DRAdeR | ° | TTAGGTCAGCCTAAccTGC | 00023
1.143.426

Contig 1
5 301962 4 ~39Mb|~37Mb| - [~500kb| - | DxRideR | *? | aTAGGTAAGGCTAACCTCA | 007
5.396.093

Contig 1
6.889.939 — 4 ~54Mb|~52Mb - ~1.0 Mb - DixR/IdeR -100 TTAGCTTAGGCTGTCCTAA 0.0005
6.894.067

Contig 2 DixR/IdeR -38 TTAGGGCAGGCTTACCTTA 0.00064
1.162.558 — 4 - - TtMe - ]

1.166.801 DtxR/IdeR - 136 TTAGGTTAGCCTAAGCTGA 0.00035
Contig 3

162,668 5 i _ i ) 275 pb DixR/IdeR -230 TTAGGTAAGCCTTGCCTAT 0.0012
198.428
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6.2 Deteccidén de la produccién de sider6foros por Embleya sp. NF3 en
condiciones de laboratorio

Con el fin de determinar si Embleya sp. NF3 expresa en condiciones de laboratorio
los clusteres 1.9, 2.2 y 1.16 como se predijo en los analisis in silico, se evalu6 la
produccion de siderdforos por la cepa NF3 utilizando: 1) el ensayo de agar CAS
para detectar sideréforos independientemente de su naturaleza quimica, 2) el
ensayo de sal de tetrazolium y el ensayo de Arnow para identificar la naturaleza
quimica de los siderdforos producidos, 3) CCF para determinar el numero de
siderdforos producidos y su naturaleza quimica y, 4) UPLC-MS para determinar si
los sideroforos producidos por Embleya sp. NF3 son compuestos conocidos. En las

secciones posteriores se describe con detalle los resultados de cada ensayo.

6.2.1 Deteccidon de sideréforos por medio de placas de agar CAS

El ensayo Cromo Azurol S (CAS) es un método colorimétrico que permite detectar
cualitativamente la produccién de sider6foros independientemente de su naturaleza
quimica. El reactivo CAS esta conformado por un complejo Fe-CAS-HDTMA que
produce una tonalidad azul. Cuando la muestra a analizar tiene un quelante de
hierro fuerte como un sideroéforo, el hierro es removido del complejo liberandose el
colorante CAS, lo que da como resultado el cambio de color azul a naranja o rosa
(Himpsl & Mobley, 2019; Schwyn & Neilands, 1987).

Se evalué la produccion de sideroforos por parte de Embleya sp. NF3 al crecer en
los medios YMG, CMM Y NMMP, los cuales permiten generar una condicién de
deficiencia de hierro que induce la expresion de sideroforos. Estos medios fueron
seleccionados teniendo en cuenta que: 1) el medio YMG es el medio en el que la
bacteria tiene un mejor crecimiento (Rodriguez-Pena, 2020), aunque contiene
trazas de hierro por ser un medio complejo, 2) el medio CMM es un medio
quimicamente definido que ha sido utilizado por otros autores para evaluar la
produccion de sideréforos, y 3) el medio NMMP es un medio minimo quimicamente

definido en el que crecen gran cantidad de bacterias del género Streptomyces.
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Se detecto actividad de sideréforo en placas de agar CAS solo cuando la cepa NF3
crecio por 4 dias en medio NMMP, por lo que se seleccioné como el medio de cultivo

a utilizar para la obtencién y deteccion de al menos un siderdforo (Figura 14).

NMMP CMM YMG
B) Tiempo de Produccién cualitativa de sideréforo / tamano del halo (cm)
incubacién | Medio Medio Medio Control  |Control medio| Control

CMM NMMP YMG | medio CMM NMMP medio YMG

19 h () (+++) ) ) ) )
0.85cm | 22cm 0.85cm 0.85cm 0.85cm 0.85cm
66 h () (+++) ) ) ) )
0.85cm | 3.7cm 0.85cm 0.85cm 0.85 cm 0.85cm

Figura 14. Evaluacién de la produccion de sideréforos utilizando el ensayo CAS en placas
de agar. A) Placas de agar CAS tras 66 h de incubaciéon con trozos de agar de los medios
NMMP, CMM y YMG en los cuales crecié previamente Embleya sp. NF3 por 4 dias. B)
Diametro de los halos alrededor de los trozos de agar de 0.85 cm tras 19 y 66 h de
incubacion en el agar CAS. La produccion de sider6foro fue clasificada cualitativamente
por cruces.

6.2.2 Deteccidon de la produccioén y caracterizacion de la naturaleza
quimica de sideréforos
Tras identificar que Embleya sp. NF3 produce al menos un sideréforo al crecer en
el medio NMMP, se determiné la naturaleza de los sideréforos producidos en esta
condicion de cultivo. Para esto se analizé por medio del ensayo de sal de tetrazolium
y del ensayo de Arnow, el extracto metandlico del sobrenadante de un cultivo de la
cepa NF3 en medio NMMP por 66 h.

El ensayo de tetrazolium detecta sideroforos de naturaleza hidroxamato basandose

en la capacidad del acido hidroxamico para reducir la sal de tetrazolio por hidrodlisis
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de grupos hidroxamato usando un alcali fuerte. La aparicion inmediata de un color
intenso u oscuro evidencia la presencia de sideréforos hidroxamato. Como se
observa en la figura 15, se obtuvo una tonalidad verde oscura para el cloruro de
hidroxilamina (control positivo) y una tonalidad gris para el extracto del medio NMMP
(control negativo). Por otra parte, el extracto de la cepa NF3 tomo una tonalidad roja
oscura que, como se ha reportado en la literatura, indica la presencia de sideréforos
de naturaleza hidroxamato en la muestra. No obstante, este ensayo no se pudo
validar ya que el control negativo tomo una tonalidad oscura y no roja clara como
se ha reportado por otros autores (Kong et al., 2020, Osman et al., 2019). Se sugiere
confirmar la presencia de sideroforos de esta naturaleza por medio de la prueba de

Csaky o de la prueba del acido perclérico (Ishimaru & Loper, 1993).

NF3 NMMP

Figura 15. Resultados del ensayo de sal de tetrazolium. CH, cloruro de hidroxilamina [0.05
mg/mL]; NF3, extracto de Embleya sp. NF3; NMMP, extracto del medio NMMP.

Por otra parte, el ensayo de Arnow permite identificar sideréforos de naturaleza
catecolato a partir de la deteccion de los grupos hidroxilo que contienen los fenoles
de los grupos catecolato. Los resultados de este ensayo se muestran en la figura
16. Se evidencio la presencia de al menos un sideréforo catecolato en la muestra
de la cepa NF3, ya que tomd una tonalidad amarilla similar a la tonalidad adquirida
por los compuestos catecol y acido 2,3 dihidrobenzoico utilizados como control

positivo.
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Figura 16. Resultados del ensayo de Arnow. CA, catecol [0.05 mg/mL]; 2,3, acido 2,3
dihidrobenzoico [0.05 mg/mL]; NF3, extracto de Embleya sp. NF3; NMMP, extracto del
medio NMMP.

6.2.3 Deteccidn de sideréforos por cromatografia en capa fina (CCF)
Ya que aparentemente soélo se encontraron sideréforos de naturaleza catecolato en
el extracto metandlico de Embleya sp. NF3, se quiso corroborar si s6lo se producen
sideroforos de esta naturaleza y determinar cuantos sideréforos se estan
produciendo en las condiciones de cultivo evaluadas. Para esto se utilizé la CCF,
un ensayo que permite separar moléculas basados en su polaridad. Por tanto, si la
cepa NF3 esta expresando mas de un siderdforo se encontrara mas de una mancha
en la placa. Asi mismo, por medio de reveladores especificos la CCF permitira

identificar la naturaleza de los sideroforos producidos por esta cepa.

En la figura 17 se muestra el resultado de la CCF revelada con FeCI3 0,1 M en HCI
0,1 N y el factor de retencién (Rf) para cada compuesto. Con este revelador los
sideroforos de naturaleza catecolato se ven de color gris oscuro/morado y los
sideroforos de naturaleza hidroxamato se ven de color naranja. Los controles
catecol (Rr= 1; carril 6) y acido 2,3 dihidrobenzoico (R = 0.92; carril 7) de naturaleza
catecolato y el control desferroxamina (Rf= 0.78; carril 5) de naturaleza hidroxamato
dieron la tonalidad esperada. El control cloruro de hidroxilamina de naturaleza
hidroxamato no evidencié cambio de color con este revelador (carril 8). La muestra
del extracto de la cepa NF3 (carriles 4, 9 y 11) contiene sélo un sider6foro de
naturaleza catecolato dado que sélo se separdé un compuesto de tonalidad morada.

Por otra parte, la muestra del extracto de la cepa NF3 no contiene desferroxamina
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ni sideroforos de naturaleza hidroxamato debido a que no se detectaron compuestos
con el valor de Rrde la desferroxamina ni con tonalidad naranja. La presencia de
manchas blancas tanto en la muestra del extracto del medio NMMP (carriles 3, 10
y 12) como en la muestra del extracto de la cepa NF3 (carriles 4, 9y 11) indican que
la extraccion con metanol permitid obtener compuestos polares del medio NMMP
que interfirieron con la corrida. Las 3 muestras del extracto de la cepa NF3
analizadas (carriles 4, 9 y 11) dieron valores de Rsdiferentes (Ru = 0.39, R = 0.22
y Ri11 = 0.34) probablemente debido a la concentracion de compuestos polares del

medio NMMP que afectaron la corrida (Figura 17).

1.0 @
0.9 = O
0.8 — ©)

0.7 =
0.6 =
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Figura 17. CCF revelada con FeCl3 0,1 M en HCI 0,1 N. 1, agua; 2, metanol; 3, 5 yL de
extracto del medio NMMP; 4, 5 uL de extracto de Embleya sp. NF3; 5, 0.1 mg/mL de
desferroxamina; 6, 0.003 mg/mL catecol; 7, 0.016 mg/mL acido 2,3 dihidrobenzoico; 8,
0.1 mg/mL cloruro de hidroxilamina; 9, 10 yL de extracto de Embleya sp. NF3; 10, 10 uL
de extracto del medio NMMP; 11, 2 yL de extracto de Embleya sp. NF3; 12, 2 uL de extracto
del medio NMMP. Los controles positivos catecol y acido 2,3 dihidrobenzoico presentaron
tonalidad gris oscura/morada. El control positivo desferroxamina presenté tonalidad
naranja. La escala de los valores de Rrse muestra a la izquierda de la figura.

En la figura 18 se muestra el resultado de la CCF revelada con el reactivo de Arnow
y el factor de retencion (Rf) para cada compuesto. Con este revelador los sider6foros
de naturaleza catecolato toman una tonalidad amarilla. Los controles catecol (Rf =
0.96; carril 6) y acido 2,3 dihidrobenzoico (Rf = 0.95; carril 7) de naturaleza

catecolato se observaron con una tonalidad amarilla como se esperaba. Es
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importante mencionar que, aunque la desferroxamina es un siderdforo de
naturaleza hidroxamato, se observd que el compuesto tomdé una tonalidad
ligeramente amarilla (Rf = 0.80; carril 5). A pesar de que el ensayo de Arnow detecta
los grupos hidroxilo que tienen los fenoles presentes en los grupos catecolato, la
desferroxamina pudo haber adquirido una tonalidad amarrilla por la presencia de
grupos hidroxilamonio en los grupos hidroxamato que unen al hierro (Arnow, 1937).
Se observo en las 3 muestras del extracto de la cepa NF3 (carriles 4, 9y 11) un
compuesto de tonalidad amarilla confirmando la presencia de un sideréforo de
naturaleza catecolato. A diferencia que la placa revelada con FeCI3 0,1 M en HCI
0,1 N, en esta placa no se observaron manchas de color blanco en las muestras del
extracto del medio NMMP (carriles 3, 10, 12); sin embargo, las 3 muestras del
extracto de la cepa NF3 analizadas (carriles 4, 9y 11) dieron valores de Rrdiferentes
(Ra = 0.33, Rro = 0.24 y Rr11 = 0.33) probablemente debido a la concentracién de

compuestos polares del medio NMMP que interfirieron con la corrida (Figura 18).

1.0 = OO

0.9 =

0.8 - O

0.7 —
0.6 —
0.5 -

o 0
0.2 4 O O

0.1

Valor Rs

0.0

s 3 4 5ME0 WA 8 9 10 11 12

Figura 18. CCF revelada con el reactivo de Arnow. 1, agua; 2, metanol; 3, 5 uL de extracto
del medio NMMP; 4, 5 pyL de extracto de Embleya sp. NF3; 5, 0.1 mg/mL de
desferroxamina; 6, 0.003 mg/mL catecol; 7, 0.016 mg/mL acido 2,3 dihidrobenzoico; 8,
0.1 mg/mL cloruro de hidroxilamina; 9, 10 pyL de extracto de Embleya sp. NF3; 10, 10 uL
de extracto del medio NMMP; 11, 2 uL de extracto de Embleya sp. NF3; 12, 2 uL de extracto
del medio NMMP. Los controles positivos catecol, acido 2,3 dihidrobenzoico y
desferroxamina presentaron tonalidad amarilla. La escala de los valores de Rfse muestra
a la izquierda de la figura.
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6.2.4 Determinacion de produccién de sideréforos por UPLC-MS
Con el fin de corroborar si solo se produce un sideroforo de naturaleza catecolato
en las condiciones de cultivo evaluadas y si el sideréforo producido es un compuesto
conocido, se decidio evaluar el extracto metandlico del sobrenadante de Embleya
sp. NF3 por medio de UPLC-MS.

Antes de iniciar con el analisis, se confirmd por medio de cajas de agar CAS la
presencia de siderdéforos en todos los pasos realizados para la obtencion del
extracto metandlico del sobrenadante de la cepa NF3 resuspendido en
acetonitrilo:H20 (1:1) y del extracto metandlico del medio NMMP resuspendido en
acetonitrilo:H20 (1:1), los cuales fueron los extractos analizados por UPLC-MS
(Tabla 22).

Tabla 22. Resultados del monitoreo de la produccion de sideréforos durante el
procesamiento de las muestras previo al analisis de UPLC-MS por medio del agar CAS. La
produccion de sideroforo fue clasificada cualitativamente por cruces.

Muestra Produccién de sideréforo
en agar CAS

Sobrenadante de Embleya sp. NF3 tras 66 h de cultivo +
Medio NMMP -
Extracto metandlico del sobrenadante de Embleya sp. +
NF3
Extracto metandlico del medio NMMP -
Control negativo de metanol -
Stock del extracto del sobrenadante de Embleya sp. +
NF3 disuelto en acetonitrilo:H,O (1:1)
Stock del extracto del medio NMMP disuelto en _
acetonitrilo:H>0 (1:1)
Control negativo de acetonitrilo: H20 (1:1) -
Control positivo de mesilato de desferroxamina [0.05 —
mg/mL] disuelto en acetonitrilo:H20 (1:1)
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Ya que se confirmé la presencia de sideréforos en las muestras que contienen el
sobrenadante de la cepa NF3, se continué con el analisis por UPLC-MS de las
siguientes muestras: 1) dilucion 1:20 con acetonitrilo:H20 (1:1) del stock del
sobrenadante de la cepa NF3 (MS), 2) dilucion 1:20 con acetonitrilo:H20 (1:1) del
stock del medio NMMP (CM), 3) MS con adicion de hierro (MS + Fe) y 4) CM con
adicién de hierro (CM + Fe). Como control positivo se analizé el mesilato de
desferroxamina 0.5 pg/mL (DFO) y DFO con adicién de hierro (DFO + Fe). En la

tabla 23 se enlista la forma en la que las muestras fueron pareadas para su analisis.

Tabla 23. Muestras analizadas por UPLC-MS y organizacion para su analisis.

Muestras

Analisis Extracto del medio | Extracto de Embleya
pareado Control

NMMP sp. NF3

Control del medio Desferroxamina
Ronda 1
(CM) Sobrenadante (MS) [0.05 ug/mL] (DFO)

Ronda 2 CM + Fe MS + Fe DFO + Fe

Los resultados obtenidos fueron analizados en dos etapas. En la primera etapa se
realiz6 una busqueda manual en los cromatogramas obtenidos por medio del
software MassLynx MS. En la segunda etapa se analizaron los resultados del UPLC-

MS por medio del programa online XCMS (Gowda et al., 2014).

En el analisis de resultados de la primera etapa se identificd por medio del software
MassLynx MS la desferroxamina en la muestra DFO. El pico de la desferroxamina
se encontrd en un tiempo de retencion de 3.35 min, con una sefal m/z de 561.3618
con error de 1.1 ppm y composicion quimica C2sH49NeOs, la cual corresponde a la
composicion quimica de la desferroxamina ionizada positivamente (Figura 19). Por
el contrario, en la muestra DFO + Fe no se identific6 ninguna sefial m/z que
correspondiera a la desferroxamina quelada (masa molecular teérica de 614.2721
Da), sugiriendo que este compuesto no pudo ser ionizado ni identificado por el

detector de masas.
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Figura 19. A) Cromatograma del UPLC-MS del control con desferroxamina. La flecha negra
indica el tiempo de retencion de este compuesto (3.35 min). B) Anélisis de masas del pico
del tiempo de retencion de 3.35 min. Masa de 561.3612 Da con error de 1.1 ppm. La
composicién quimica del pico sugerida por el programa corresponde con la composiciéon
guimica de la desferroxamina ionizada positivamente ([M+H]+).

Posteriormente, se buscé manualmente en las muestras MS y MS + Fe la masa
molecular tedrica de los sideréforos caracterizados experimentalmente con los
cuales tienen similitud los clusteres putativos de sideréforo de la cepa NF3. Ninguna
de las masas teoricas de los sideroforos quelados y no quelados reportadas en la
tabla 24 fueron identificadas en las muestras evaluadas (Kim et al., 2019; Pluhacek
et al, 2014; Matsuo et al., 2011; Hirschmann et al., 2017).

Tabla 24. Masa molecular tedérica de los sideré6foros buscados manualmente en las
muestras del extracto metandlico del sobrenadante de de Embleya sp. NF3 con y sin
adicion de hierro

Masa tedrica (m/z)
Sideroéforo Férmula molecular
[M*H]* [M*Fe-2H]*
Aerobactina C22H36N4O13 565.2 618.1
Bacilibactina C39H42N6O18 883.2628 936.1743
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Bisucaberina C18H32N406 401.2395 454.1509
Bisucaberina B C18H34N4O7 419.2500 472.1615
Coelichelina C21H39N7014 566.2780 619.1895
Desferroxamina B C25H4sN6Os 561.3606 614.2721
Desferroxamina E C27H48N6Og 601.3556 654.2670
Enterobactina C30H27N3015 670.1515 723.0630
Estreptobactina Cs1HsoN1501s 1180.5004 -
Petrobactina C34H50N6O11 719.3610 772.2725
Salinichelina A C26H46N10010 659.3460 -
Salinichelina B C27H48N10010 673.3614 -
Salinichelina C C28H50N 10010 687.3781 -
Vibriobactina C3sH39N5014 706.286 -
Vibrioferrina C16H22N2012 434117 -

En la etapa dos se analizaron los resultados por medio del programa online XCMS.
Por medio de este programa, se buscé en las muestras MS, MS + Fe y DFO, por
nombre y por masa molecular teorica, los sideréforos mencionados en la tabla 24,
identificando solamente la presencia de la desferroxamina no quelada en la muestra
DFO.

Debido a que en ninguno de los dos analisis se identifico la masa tedrica de la
estreptobactina, sideréforo que segun el analisis in silico puede estarse
produciendo, se realiz6 una busqueda bibliografica en la que se encontré que el
sideroforo estreptobactina es el mismo sideréforo griseobactina (Matsuo et al., 2011;
Patzer & Braun, 2010) y que, en el 2017, Gubbens et al. detectaron la griseobactina
con mayor intensidad en la especie [M+3H]** en m/z 394.1720 y la especie
[M+2H]?* en m/z 590.7538. Por lo tanto, se decidié buscar estas sefiales en la
muestra MS por medio del programa XCMS. En esta muestra se identificaron las
sefales de un isotopo [M+3H]3* en m/z 394.1652 y de un isotopo [M+2H]?* en m/z
590.7409, lo que sugiere la presencia de la estreptobactina/griseobactina en la

muestra analizada (Figura 20).
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Figura 20. Cromatograma de iones extraidos de la muestra del sobrenadante (MS) donde
se identificaron isotopos que sugieren la presencia de la griseobactina en la muestra. A)
Cromatograma del isotopo [M+3H]3* en m/z 394.1652. B) Cromatograma del isotopo
[M+2H]2* en m/z 590.7409.

Teniendo en cuenta los resultados de la evaluacion de la produccion de sideréforos
podemos concluir que, en las condiciones de cultivo evaluadas en este trabajo, solo
se identifico la produccion del sideroforo estreptobactina/griseobactina, de
naturaleza catecolato, el cual es codificado por el cluster 1.16. Este resultado

permite plantearnos las siguientes dos hipétesis:

1) Aunque los resultados del analisis in silico sugieren que los clusteres 1.16,
1.9 y 2.2 podrian ser expresados en las mismas condiciones de cultivo,
debido a que cuentan con secuencias operadoras a las que se les puede unir
el regulador DtxR/IdeR, el identificar solamente la produccion del cluster 1.16
en las condiciones de cultivo evaluadas sugiere que los clusteres 1.9, 2.2y
3.2 podrian responder a otros reguladores globales de actinobacterias, como
lo son el regulador de nitrdgeno DasR o el regulador de fésforo Pho, y por

tanto no se logrd su expresion en las condiciones evaluadas.

2) Los clusteres 1.9 y 2.2 codifican para sideréforos con estructura quimica
novedosa, por lo que no fueron identificados en el analisis de UPLC-MS

(limite de deteccion 0.091 ng/mL y limite de cuantificacion 1.46 ng/mL) y, se
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producen en tan baja concentracion que no fueron detectados por los

ensayos colorimétricos (limite de deteccién 20 uM) ni por el ensayo en CCF.

Considerando estas hipdtesis sugerimos que: 1) se puede evaluar el efecto de
diferentes acidos organicos, fuentes de carbono, nitrégeno y fésforo, asi como el
uso del compuesto 2,2'-bipiridina para identificar las condiciones de cultivo en las
que se expresen sideroforos diferentes a la estreptobactina, como se ha reportado
en la literatura, y 2) el expresar heterologamente los clusteres 1.9, 2.2 y 3.2 facilitara
la produccion y caracterizacion de los sideréforos potencialmente novedosos
codificados por estos clusteres, ya que su expresion no dependera del sistema de
regulacion de la cepa NF3. No obstante, la expresion heteréloga de sideroforos
representa un desafio, puesto que hasta el momento no se ha desarrollado ningun
hospedero de la familia Strepfomycetaceae para su expresion, por lo cual lograr la
expresion heteréloga de un sideréforo codificado por la cepa NF3 consolidara el

primer reporte de este tipo.

6.3 Construccion y caracterizacion de la biblioteca gendmica de Embleya sp.
NF3

6.3.1 Construccién de la biblioteca genémica
Embleya sp. NF3 es una bacteria que posee un genoma que se degrada con
facilidad tras su manipulacion, por lo que construir una biblioteca gendmica facilitara
contener su ADN en una forma de facil acceso y rapida manipulacién. Se realizo la
construccion de la biblioteca con el kit CopyControl™ HTP Fosmid Library
Production Kit de Lucigen con los féosmidos pCC1FOS™ y pCC2FOS™. Se
selecciond este kit porque los vectores aceptan tamaros de inserto de hasta 40 kb,
tamafo maximo de la mayoria de CGB que codifican para MS. En este proyecto nos
interesa identificar las clonas que contengan los CGB potencialmente novedosos
codificados por la cepa NF3, con el fin de facilitar su clonacién y posterior estudio.
No obstante, la biblioteca gendmica contendra gran parte de los CGB novedosos de

la cepa NF3 para ser estudiados en un futuro.
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6.3.1.1 Extraccion del ADN gendmico de Embleya sp. NF3

El aislamiento del ADN gendémico es el primer paso y el mas importante para la
construccion de una biblioteca gendmica, ya que las reacciones de ligacion y
empaquetamiento dependen de la calidad e integridad de la muestra. Se establecio
el protocolo para la extraccion del ADN genomico de Embleya sp. NF3 siguiendo la
metodologia de Vazquez-Hernandez (2017) y Marmur (1961), a partir de un cultivo
en medio liquido. Se logré extraer ADN gendmico de concentraciéon y calidad
aceptable que no se encuentra degradado ni contaminado con RNA, lo cual nos

permitié continuar con la construccion de la biblioteca (Figura 21).

- gDNA SSNF3

bp

3000 Concentracion 280/260 260/230
7500 § 417 ng /uL 1.83 2.19

1,000

Figura 21. ADN genémico de Embleya sp. NF3. Carril 1, Marcador de peso molecular
“Generuler 1kb ADN lader” de THERMO; Carril 2, ADN genémico de Embleya sp. NF3.

6.3.1.2 Fragmentacion del ADN gendmico

Ya que los vectores aceptan fragmentos de ADN de aproximadamente 40 kb, se
fragmentd el ADN de forma mecanica pasando 50 uL de ADN por una aguja de
jeringa para insulina 50, 100, 150, 200, 300, 400 y 500 veces. Por medio de un gel
de electroforesis se determind que pasar el ADN por la aguja 50 veces permite

obtener fragmentos de aproximadamente 40 kb (Figura 22).
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Figura 22. Fragmentacion del ADN gendémico de Embleya sp. NF3 utilizando jeringa para
insulina con aguja. Carril 1, fragmentacion 500 veces; carril 2, 400 veces; carril 3, 300
veces; carril 4, 200 veces; carril 5, 150 veces; carril 6, 100 veces; carril 7, 50 veces.
Marcador de peso molecular: ADN control del fosmido de 42 kb.

6.3.1.3 Reparacion de los fragmentos de ADN gendmico v su ligacion al

vector
Teniendo en cuenta que durante la fragmentacién mecanica se obtienen pedazos
de ADN con extremos cohesivos y para la ligacion se requieren extremos romos, se
repararon los fragmentos para convertirlos en fragmentos con extremos romos. Tras
la reparacion, se verificd por un gel de electroforesis la presencia de una banda
relativamente gruesa de aproximadamente 40 kb que nos indica que hay una gran

concentracion de ADN de este tamafio (Figura 23, carril 1).

A partir de esta muestra se realizo la ligacion de los fragmentos de 40 kb reparados
al vector pCC1FOS™ y pCC2FOS™ utilizando la enzima T4 ADN ligasa de NEB.
En el carril 2 de figura 23 se observa el resultado de la ligacién. La banda superior
corresponde al vector que ha ligado el inserto (aproximadamente 48 kb) y la banda
inferior corresponde con el vector sin ligar (8 kb). Una vez verificada la ligacion se
procedioé a realizar el empaquetamiento del vector recombinante en las capsulas

virales.
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Figura 23. Reparacion de los fragmentos de ADN y ligacién al vector pCC2FO0S. Carril 1,
ADN de 40 kb aproximadamente tras la reparacion de sus extremos; carril 2, ligacion de
los fragmentos reparados al vector pCC2FOS. Marcadores de peso molecular: ADN control
del fosmido de 42 kb y vector pCC2FOS de 8 kb.

6.3.1.4 Infeccidn v seleccidn de las clonas que tienen el vector recombinante

Tras el empaquetamiento del vector recombinante, se realizé la infeccion viral de
las células E. coli EP1300-T1R las cuales son resistentes al fago T1 utilizado para el
empaquetamiento de los fosmidos recombinantes. Las células infectadas se
crecieron en placas de agar LB con 12.5 pg/mL de Cm, 0.05 mM de IPTG y 40
pMg/mL de X-gal. El cloranfenicol permitié la seleccion de clonas por resistencia a
antibiético donde sélo crecieron las clonas que contienen el fosmido. El IPTG y el
X-gal, por el método de seleccidn por a-complementacién, permitieron diferenciar
las clonas que contienen el fdsmido vacio (colonias azules) de las que tienen el
fésmido recombinante (colonias blancas), siendo estas ultimas las clonas que

conforman la biblioteca genémica.

Tras dos rondas de ligacion e infeccion se obtuvieron 1,868 colonias de las cuales
se seleccionaron sélo las 1,734 clonas de color blanco para conformar la biblioteca
gendmica (Tabla 25). El uso de dos vectores diferentes para la ligaciéon no afecta

los resultados ya que la Unica diferencia entre ellos es que el vector pPCC2FOS™
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cuanta con un casete de cebadores que optimiza su secuenciacion y minimiza la

probabilidad de union de los cebadores a secuencias del ADN de E. coli (Anexo 5).

Tabla 25. Caracteristicas de las dos rondas de infecciones realizadas.

Rondas de ligacion Vector Colonias Colonias Total
e infeccion blancas azules
1 pCC2FOS 979 84 1063
2 pCC1FOS 755 50 805
Total - 1734 134 1868

6.3.1.5 Almacenamiento de la biblioteca gendmica

Las 1734 colonias que conforman la biblioteca genémica se almacenaron a -80 °C
con el fin de preservar la biblioteca. Para esto, las colonias fueron repicadas
individualmente en placas de 96 pozos en medio LB liquido con 7 ug/mL de Cm que
se dejaron incubando O/N. Por otra parte, se conformaron 87 pools con 10 a 30
colonias individuales que se repicaron siguiendo las condiciones anteriores.
Posterior a la incubacién se adiciono glicerol al 40% y se almacenaron a -80°C. La

distribucion de las colonias individuales y los pools se encuentra en el anexo 6.

6.3.2 Caracterizacién de la biblioteca genémica

6.3.2.1 Cobertura de la biblioteca genémica

Como primer acercamiento para caracterizar y sugerir la funcionalidad de la
biblioteca gendmica de Embleya sp. NF3 se determind su cobertura utilizando la
formula descrita por Rosengarten et al. (2015). Como numero de clonas
independientes se utilizé el 90% del total de clonas obtenidas en las dos rondas de
ligacién e infeccion (1,560 clonas), como proporcion de clonas con inserto se tomé
0.99 y como tamafio medio del inserto se tom6 40 kb (Figura 24). Este resultado
nos sugiere que el genoma de la cepa NF3 esta contenido aproximadamente 5.6
veces en las 1734 clonas que conforman la biblioteca gendémica. Por tanto, se
espera tener una alta probabilidad de encontrar una secuencia de interés en la

biblioteca.
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1,560 0.99 40,000 pb
’ X X ’ P Cobertura de

= 5.6 veces

10,958,352 pb

Figura 24. Calculo de la cobertura de la biblioteca genémica de Embleya sp. NF3
utilizando la formula de Rosengarten et al., 2015).

6.3.2.2 Busqueda de los genes de interés en la biblioteca gendémica

Como un segundo acercamiento para sugerir la funcionalidad de la biblioteca se
buscaron las clonas que tuvieran los genes conservados rpoB, gyrB, trpB, recA,
atpD, y la region buscada de los clusteres de la estefimicina, la nibomicina y de 4
CGB putativos de sideréforo, siendo estos ultimos los de mayor interés para este

estudio.

Lo primero que se realiz6 fue la extraccion de los fosmidos a partir de los 87 pools
siguiendo el protocolo descrito en el anexo 3. En la figura 25 se ejemplifican los
resultados de la extracciéon del fésmido con los pools A1 al A5 de la caja #11, los
cuales tienen un tamano entre los 42 y 50 kb. Se observd la presencia de fésmido

recombinante en los 87 pools que conforman la biblioteca genémica.

MEM Numero de pool

42kb A1 A2 A3 A4 A5

- e s

Figura 25. Extraccion de los fosmidos de los pools Al al A5 de la caja #11 de 24 pozos.
Fésmido recombinante marcado con un recuadro negro.
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Posteriormente se identificé por medio de PCR los pools que contienen los genes

rpoB, gyrB, trpB, recA, atpD, los genes de los clusteres de la estefimicina y de la

nibomicina, y de los 4 CGB putativos de sideréforo (Tabla 26). El identificar los 11

genes de interés nos indica que la biblioteca gendmica construida es funcional. Por

otra parte, la gran representatividad del gen gyrB se atribuye a que la cepa NF3

contiene tres copias en su genoma.

Tabla 26. Resultados de la busqueda de los genes de interés en los 87 pools de la

biblioteca genémica.

Gen o region buscada

Numero de pool de la biblioteca genémica

rpoB 21C1, 22A2, 31A3, 31B2y 31D4

trpB 01B4, 21C3, 31B5y 31D5

qyrB 01C6, 21A4, 21A5, 21B1, 21B2, 21D1, 21D3, 21D4,
22A1, 22A4, 31B2 y 31D2

recA 29B3

atpD 11B3

Region del gen 1047 al gen
1048 de la nibomicina

11A5, 21D1, 31A3 y 31D6

Region del gen 1788 al gen
1790 de la estefimicina

21A1, 21D6 y 22B5

Cluster NIS 2.2

01A3, 01D1y 31A5

Cluster NIS 1.8

01C4y 11A2

Cluster NRPS 1.16

01C4, 11A3, 21A1, 21A6, 21B2 y 31A1

Cluster NRPS 3.2

21B6, 21D5, 22A3, 31A2 y 31D2
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7. CONCLUSIONES

El analisis bioinformatico de las actinobacterias Streptomyces sp. L06, S.
thermocarboxydus K155, Actinoplanes sp. TFC3 y Embleya sp. NF3 evidencidé que
la cepa NF3 tiene la mayor capacidad biosintética para la produccion de sideroforos
potencialmente novedosos, por lo cual se seleccion6é a Embleya sp. NF3 como cepa

de estudio definitiva.

El analisis bioinformatico del genoma de Embleya sp. NF3 evidencio la presencia
de 5 clusteres putativos de siderdforos de los cuales el cluster 1.16 codifica la
estreptobactina/griseobactina, los clusteres 1.9, 2.2 y 3.2 podrian codificar para
sideroforos con estructura quimica potencialmente novedosa y, el cluster 1.8

sugiere no ser funcional.

A pesar de que el analisis in silico sugeria la produccion de 4 sideréforos por parte
de la cepa NF3, en las condiciones de cultivo evaluadas en este trabajo solo se
expreso la estreptobactina/griseobactina, un sideroforo de naturaleza catecolato
codificado por el cluster 1.16. Por consiguiente, para producir y caracterizar
quimicamente los siderdforos potencialmente novedosos se sugiere expresar
heterologamente los clusteres 1.9, 2.2 y 3.2 con el fin de que su expresion no

dependa del sistema de regulacion de la cepa NF3.

La biblioteca gendmica de Embleya sp. NF3 construida en este estudio representa
una herramienta que facilitara la clonacion y expresidon heteréloga no solo de
clusteres putativos de siderdforos sino de CGB con potencial para producir
compuestos bioactivos. El alto nivel de cobertura y el identificar por medio de PCR

los 11 genes de interés indica que la biblioteca es funcional.
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8. PERSPECTIVAS

Expresar heter6logamente los clusteres 1.9, 2.2 y 3.2 codificados por Embleya
sp. NF3.

Determinar la estructura quimica de los sideréforos potencialmente novedosos
producidos por Embleya sp. NF3 por resonancia magnética nuclear.

Evaluar las posibles actividades del o de los sideréforos potencialmente
novedosos identificados.

Desarrollar un hospedero heter6logo para la expresion de sideroforos.

Realizar un analisis evolutivo de los clusteres de sideréforo NIS en el género

Embleya vy filo Actinobacteria.
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10.ANEXOS

Anexo 1: Medios de cultivo, buffers y soluciones

Yeast Maltose Glucose (YMG)

Extracto de levadura

Extracto de malta
Glucosa

Agar

Yeast Extract-Malt Extract (YEME)

Extracto de levadura

Extracto de malta
Peptona
Glucosa

Sacarosa

Luria-Bertani (LB)
Extracto de levadura
NacCl

Bacto-Triptona

Medio CMM
Sacarosa
TRIS base
Sulfato de magnesio heptahidratado
Cloruro de litio
Extracto de levadura
Cloruro de amonio
Casaminoacidos

Agar

4 g/L
10 g/L
4 g/L
15 g/L

3g/L
3g/L
5g/L
4 g/L
150 g/L

5g/L
8 g/L
10 g/L

10 g/L
1.2g/lL
250 mg/L
5 mg/L
2g/L
1g/L

4 g/L

15 g/L
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Minimal liquid medium (NMMP)

Sulfato de amonio

Casaminoacidos
Sulfato de magnesio heptahidratado
1Solucién de elementos menores

Agua destilada

'Solucion de elementos menores:
Sulfato de zinc heptahidratado
Sulfato de hierro heptahidratado
Cloruro de manganeso (ll) tetrahidratado

Cloruro de calcio anhidro

29

0649
1 mL
800 mL

1g/L
1g/L
1g/L
1g/L

Dispensar en alicuotas de 80 mL vy esterilizar a 121°C y 15 Ib por 20 minutos en

autoclave

Al momento de usar adicionar a las alicuotas:
Buffer NaH2PO4 / K2HPO4 (0.1 M, pH 6.8)
Fuente de carbono (20%)

Cualquier factor de crecimiento requerido

Caldo Terrific (TB)
TB-A:

Extracto de levadura

Bacto-Triptona
Glicerol

Agua destilada

15 mL
2.5mL
2.5mL

24 g
12 g
4 mL
900 mL
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TB-B: Buffer de fosfato de potasio

KH2PO4 23g
K2HPO4 16.4 g
Agua destilada 100 mL

Preparar y esterilizar por separado TB-A y TB-B. Para preparar el TB mezclar 900
mL de TB-A con 100 mL de TB-B.

Agar Cromo azurol S (CAS)

Lavar el material de vidrio con HCL 6M para eliminar los elementos traza

Blue dye:
- Solucién 1: Disolver 65 mg de CAS en 50 mL de agua destilada
- Solucion 2: Disolver 27 mg de FeCl3.6H20 en 10 mL de HCI 10 mM
- Solucién 3: Disolver 72.9 mg de HDTMA en 40 mL de agua destilada

Mezcle la solucién 1 con 9 mL de la Solucién 2. Luego adicionar la solucion 3
y mezclar sin hacer burbujas. Esterilizar y almacenar en un recipiente de

plastico en oscuridad.

Soluciones para el agar:
Solucién 1: Stock de solucion de sal para el medio minimo 9 (MM9): Disolver
15 g de KH2PO4, 25 g de NaCl y 50 g de NH4Cl en 500 mL de agua destilada
Solucion 2: Stock de glucosa 2.5 M: Disolver 45 g de glucosa en 100 mL de
agua destilada
Solucién 3: Solucién de casaminoacidos: Disolver 3 g de casaminoacidos en

27 mL de agua destilada

Esterilizar las soluciones 1 y 3 por separado. Esterilizar por filtracién la

solucién 3.

113



Preparacion del agar CAS:

1. Agregar 100 mL de solucién de sal para MM9 a 750 mL de agua destilada

2. Disolver 22,4 g de piperazina-N, N'-bis (acido 2-etanosulfénico) PIPES.
lentamente el pH a 6.8 con NaOH No exceder de 6.8 ya que esto hara que
la solucion se vuelva verde.

3. Agregar 15 g de agar Bacto

4. Esterilizar y enfriar a 50 °C

5. Aniadir 30 mL de solucidon de casaminoacidos y 20 mL del stock de glucosa
a la mezcla MM9/PIPES.

6. Adicionar lentamente 100 mL de solucién blue dye a lo largo de la pared
de vidrio con suficiente agitacion para mezclar bien.

7. Verter el medio en placas de Petri

Solucion I: Buffer Glucosa, Tris, EDTA (Buffer GTE)

Glucosa 50 mM
Tris HCI 25 mM
EDTA 10 mM

Ajustar a pH 7.0 y esterilizar. Adicionar lisozima 4mg/mL antes de usar la solucién.

Solucién i
SDS 2%
NaOH 0.4 N

Mezclar volumenes iguales de SDS y el NaOH en el momento de usar.

Solucién Ill
Acetato de potasio 5M 60 mL
Acido acético glacial 11.5 mL

Agua 28.5 mL
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Anexo 2: Protocolo del empaquetamiento de las clonas con el fésmido Copy Control
pCC1FOS™ o pCC2FOS™

1. El dia de las reacciones de envasado, inocular 50 mL de caldo LB + MgSO4 10
mM + 0.2% Maltosa con 0.5 mL del cultivo nocturno EPI300-T1R. Incubar el
matraz a 37 °C en agitacion hasta una D.Osoonm entre 0.8-1.0 (~ 2 h). Almacenar
las células a 4 °C hasta que se necesiten. Las células pueden almacenarse hasta
72ha4°C.

2. Descongelar, en hielo, un tubo de extractos de empaque MaxPlax Lambda para
cada 10 uL de reaccién de ligacion.

3. Cuando los extractos estén descongelados, transferir inmediatamente 25 uL de
cada extracto a un segundo tubo de 1.5 mL y colocarlo en hielo. Devolver los 25
ML restantes del extracto de embalaje MaxPlax a -70 °C para usar en el paso 7.

4. Agregar 10 pyL de la reaccion de ligacion a cada 25 pL de extractos
descongelados que se encuentren en hielo.

5. Mezclar pipeteando las soluciones varias veces. Evitar la introduccién de
burbujas de aire. Centrifugar brevemente los tubos para llevar todo el liquido al
fondo.

6. Incubar las reacciones de envasado a 30 °C durante 2 horas.

7. Después de la incubacion, agregar los 25 L restantes de MaxPlax Lambda
Extracto de empaque del paso 3 a cada tubo.

8. Incubar las reacciones durante 2 horas mas a 30 °C.

9. Al final de la segunda incubacion, agregar tampdn de dilucién de fagos (PDB)
para llegar a un volumen final de 1 mL en cada tubo y mezclar suavemente.
Agregar 25 yL de cloroformo a cada tubo. Mezclar suavemente y almacenar a 4
°C. Se puede formar un precipitado viscoso después de la adicion del cloroformo,

pero este precipitado no interfiere con la construccion de la biblioteca.
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Anexo 3: Protocolo para la extraccion de los fosmidos

1. Inocular 15 mL de precultivo en TB + cloranfenicol 12.5 ug/mL e incubar en
agitacion por 16 h a 37 °C.

2. Tomar 12 mL del precultivo en un tubo falcon de 15 mL y centrifugar a 6,000
rpm por 10 min. Descartar el sobrenadante con cuidado que no queden restos
de medio.

3. Lavar el pellet bacteriano con 5 mL de agua destilada estéril y centrifugar a 6,000
rom por 10 min. Descartar el sobrenadante cuidando que no quede agua.

4. Adicionar 1.2 mL de la solucién |, agitar suave e incubar a temperatura ambiente
por 5 min.

5. Adicionar 2.4 mL de la solucion Il, mezclar por inversion e incubar en hielo por 5
min.

6. Adicionar 1.8 mL de la solucién lll, mezclar por inversién e incubar en hielo por
10 min. Centrifugar a 10,000 rpm por 18 minutos.

7. Traspasar el sobrenadante a un tubo falcon de 15 mL y afadir 1 volumen de
isopropanol. Incubar por 30 minutos a temperatura ambiente.

8. Centrifugar a 10,000 rpm por 15 min. Lavar el boton con 1 volumen de etanol
70%.

9. Centrifugar a 10,000 rpm por 15 min y desechar el sobrenadante.

10.Dejar secar el boton y resuspender en 800 pL de buffer TE.

11.Anadir RNAsa a una concentracion final de 20 ug/mL e incubar a 37 °C por 1 h.

12. Adicionar 1 volumen de fenol:cloroformo y centrifugar a 10,000 rpm por 5 min.

13.Recuperar la fase acuosa y adicionar 1 volumen de cloroformo. Centrifugar a
10,000 rpm por 5 min.

14. Adicionar NaCl a una concentracién final de 100 mM y 2.1 volumenes de etanol
absoluto. Incubar a -20 °C por 30 min.

15. Centrifugar a 10,000 rpm por 15 min. Lavar el boton con 1mL de etanol 70%.

16.Repetir el paso 15.

17.Centrifugar a 10,000 rpm por 15 min y descartar el sobrenadante.

18. Dejar secar el boton y resuspender en 80 L de agua Milli-Q estéril.
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Anexo 4: Condiciones de la PCR para la amplificacion de los genes de interés

e Concentracion Etapa Temp Tiempo Numero de
de DMSO (°C) ciclos
1@ Etapa | Desnaturalizacion inicial 95 5 min 1
Desnaturalizacion 95 45s
" fpofS 5% 2da Etapa | Alineamiento 60 45s 35
"oy Extension 72 | 1:30 min
3™ Etapa | Extension final 72 5 min 1
1@ Etapa | Desnaturalizacion inicial 95 5 min 1
- trpB Desnaturalizacion 95 45s
- recA 10% 2% Etapa | Alineamiento 60 45s 35
- atpD Extension 72 1:30 min
3@ Etapa | Extension final 72 5 min 1
1@ Etapa | Desnaturalizacion inicial 95 5 min 1
Desnaturalizacion 95 45s
- Nibomicina 10% 2% Etapa | Alineamiento 60 45s 35
Extension 72 2:30 min
3@ Etapa | Extension final 72 5 min 1
- Cluster NIS 1@ Etapa | Desnaturalizacion inicial 95 5 min 1
1.8 Desnaturalizacion 95 45 s
- Cluster 5% 2%a Etapa | Alineamiento 60 45s 35
NRPS 1.16 Extension 72 2:30 min
- Claster
NRPS 3.2 3@ Etapa | Extension final 72 5 min 1
1@ Etapa | Desnaturalizacion inicial 95 5 min 1
- Estefimicina Desnaturalizacion 95 45s
- Cluster NIS 5% 2% Etapa | Alineamiento 64 45s 35
2.2 Extension 72 2:30 min
3@ Etapa | Extension final 72 5 min 1
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Anexo 5: Mapa de los plasmidos pCC1FOS™ y pCC2FOS™

Eco72 1361

Hpa | 7630
Pcil 7483 RP

Sea | 805
Apa | 6973

Bsa 16811
cn R

pa8  CopyControl regF BstZ17 1 1844

pCC1FOS

8139 bp

Sacl 2483
SnaB | 5632

BstX 1 5086
EcoN 1 3470
Ale | 4567

Note: Not all restriction enzymes that cut only once are indicated above.
See Appendix E for complete restriction information.
Primers are not drawn to scale,

P 7 RP
230-256) 1311390 (267 A,
200 250 0 350 490 450 500

FP=pCC1™ Foward Sequencing Primer 5 GGATGTGCTGCAAGGCGATTAAGTTGG 3
RP =pCC1™ Reverse Sequencing Primer 5 CTCGTATGTTGTGTGGAATTGTGAGC 3'
T7 = T7 Promoter Primer  5' TAATACGACTCACTATAGGG 3'

Eco721382

Hpa | 7671
Pei1 7524 AP
Scala4r

Apa 1 7014
Bsal 6852

parC
cnR

paB  CopyControl rodF BstZ17 | 1886

pCC2FOS

8181 bp

Sac I 2525
SnaB | 5673

Bs1X | 5127
EcoN 13511
Afe | 4808

Note: Not all restriction enzymes that cut only once are indicated above.

See Appendix F for complate restriction information.
Primers are nol drawn Lo scale.

EcoT2| (a2

LA FP RP
11330 (362.379) {326-200)

L 1 1 I 1 1 J
a0 325 0 375 300 225 150
PCCZ™ Forwand pOCZ™ Ravarse

EcoT2|

Secuancing Primas Soquencing Primer

...CEGGGGATCCC:;ACGTACAAE GF]\CACCTAGAC(;JACGTGﬁCC'{AGGCTGTTT(iCTGGTGGGA‘:’...

350 380 I 80 30 400 410

FP = pCC2™ Foward Sequencing Primer 5" GTACAACGACACCTAGAC 3'
RP = pCC2™ Reverse Sequencing Primer 5" CAGGAAACAGCCTAGGAA 3
T7 = T7 Promoler Primer 5 TAATACGACTCACTATAGGG 3'
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Anexo #6: Almacenamiento y distribucion de las colonias que conforman la

biblioteca genémica

1.

Ligacion e infeccion # 1 con el vector pCC2FOS™

Conteo y almacenamiento 1:

Cajas de 96 pozos# 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6
Cajade 24 pozos# 0.1

Colonias Colonias
Caja blancas azules Placa de 96 pozos Placa de 24 pozos

1 6 2 Al - A6

2 5 0 A7 -All

3 3 1 Al12, B1, B2 AL
4 5 1 B3 - B7

5 3 0 B8 - B10

6 2 0 B11-B12

7 7 2 Cl-C7

8 9 0 C8-D4 A2
9 5 2 D5 - D9

11 6 0 D10-E3

12 5 2 E4 - E8

13 8 0 E9 - F4 A3
14 6 0 F5-F10

15 6 0 F11-G4

28 6 0 C8-D1

29 6 1 D2 - D7 AG
30 3 1 D8 -D10

31 13 1 D11 - E11

32 9 0 E12 - F8

33 9 0 F9 - G5 Bl
34 9 0 G6 - H2

35 5 0 H3 - H7

36 8 2 H8 - A3 B
37 6 1 A4 - A9

38 5 0 A10 - B2

39 9 1 B3 -B11

40 6 1 B12 - C5 B3
41 9 1 C6 - D2

42 2 0 D3-D4

43 6 0 D5-D10 B4
44 9 0 D11-E7
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45 5 0 E8 - E12

46 5 0 F1-F5

47 7 0 F6 - F12

48 9 0 G1-G9 B5
49 8 1 G10 - H5

51 8 2 H6 - Al

52 1 0 A2 B6
53 7 0 A3 - A9

54 12 1 A10 - B9

59 8 1 D12 - E7

60 5 0 E8 - E12 o
61 6 1 F1-F6

62 8 3 F7-G2

66 4 2 Al-A4

67 5 2 A5, A7 - A9, B7 ca
68 8 0 A10 - BS

69 14 3 B8 - C10

70 7 2 C11-D5

71 7 2 D7-E1 c5
72 15 0 E8-F11

73 9 0 F12 - G9

74 6 1 G10-H3 Ccé6
75 7 1 H4, H5, H7, H8, H10 - H12

76 9 0 Al - A9

77 8 1 A10 - B5 D1
78 9 1 B6 - C2

79 9 0 C3-C11 D2
80 10 3 C12 - D9

Conteo y almacenamiento 2:

Cajas de 96 pozos # 11 12 13 14

Cajade 24 pozos # 11
Colonias Colonias Placa de 96 pozos Placa de 24 pozos

Caja blancas azules

100 11 3 Al-A1l1l

101 7 0 Al2 - B6 Al

102 4 1 B7 - B10

103 5 0 B11-C3

104 8 0 C4-Cl11

107 4 0 C12 - D3 A2

108 7 0 D4 - D10
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109 10 0 D11 -E8

110 9 0 E9 - F5 A3
111 8 0 F6 - G1

112 7 1 G2 -G8

113 9 1 G9 - H5 A4
114 3 0 H6 - H8

115 6 1 HO - A2

116 1 0 A3

117 9 0 A4 - A12 AS
118 7 1 B1-B7

119 8 0 B8 -C3

120 6 1 C4-C9

121 5 1 C10 - D2

122 2 0 D3 - D4 A6
123 4 0 D5 - D8

124 8 0 D9 - E4

125 1 0 ES

126 12 3 E6 - F5

127 7 0 F6 - F12 B1
128 4 0 Gl-G4

129 9 1 G5-H1 B2
130 11 0 H2 - H12

131 13 0 Al-B1 B3
132 13 0 B2 -C2

133 10 0 C3-C12

134 8 3 D1-D8 B4
135 8 2 D9 - E4

136 8 2 E5 - E12

137 8 0 F1-F8 B5
138 10 1 F9 - G6

139 7 0 H7 - H1

140 9 0 H2 - H10 B6
141 5 0 H11- A3

142 9 1 A4 - A12

143 10 1 B1-B10

144 3 0 B11-C1

145 3 0 C2-C4 Cc1
146 3 0 C5-C7

147 5 1 C8-C12
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Conteo y almacenamiento 3:
Caja de 24 pozos # 31

En el conteo y almacenamiento 3 se obtuvieron 255 colonias, pero no fueron
repicadas en cajas de 96 pozos. En este momento se encuentran distribuidas en 23

pools cada uno con un promedio de 12 colonias individuales.

2. Infeccion y ligacion #2 con el vector pPCC1FOS™
Cajas de 96 pozos # 21 22 24 25 26 27 28
Caja de 24 pozos # 21 22
Colonias Colonias Placa de 96 pozos Placa de 24 pozos
Caja blancas azules
201 5 0 Al-A5
202 9 1 A6 - B2
203 4 1 B3 - B6 Al
204 6 1 B7 -B12
205 3 2 Cl-C3
206 3 0 C4-Cé
207 2 0 C7-C8
208 5 2 C9-D1 A2
209 7 0 D2 - D8
210 6 0 D9 - E2
211 7 1 E3-E9
212 4 2 E10-F1 A3
213 3 0 F2 - F4
214 6 1 F5-F10
215 6 0 F11-G4
216 6 1 G5 - G10 Al
217 9 1 G11-H7
219 10 1 H8 - A5
220 2 1 A6 - A7
221 6 0 A8 - B1 A5
222 4 1 B2 - B5
223 6 0 B6-B11
224 5 0 B12 -C4
225 8 1 C5-C12 A6
226 11 1 D1-D11
227 16 0 D12 -F3 B1
228 2 1 F4 - F5
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229 10 0 F6 - G3

230 4 0 G4 - G7

231 6 0 G8-H1 B2
232 9 0 H2 - H10

233 2 0 H11 - H12

234 9 0 Al-A9

235 10 0 A10 - B7 B3
236 4 0 B8 - B11

237 10 0 B12 - C9

238 4 0 C10-D1 B4
239 7 0 D2 - D8

240 8 1 D9 - E4 BS
241 15 1 E5- F7

242 14 0 F8 - G9 B6
243 13 0 G10 - H10

244 6 0 H11- A4

245 6 1 A5 - A10 C1
247 14 0 All-B12

248 2 0 Cl-C2 o
249 6 0 C3-C8

250 6 0 C9 - D2

252 3 0 D3 - D5 c3
253 7 0 D6 - D12

254 3 0 E1-E3

255 7 0 E4 - E10

256 8 0 E11-F6 c4
257 2 0 F7-F8

258 2 0 FO - F10

259 5 0 F11-G3

260 5 4 G4 -G8 Cé
261 12 2 G10 - H9

262 6 0 H10 - A3

263 5 0 A4 - A7 D1
264 8 0 A8 - B3

265 7 1 B4 - B10

266 8 1 B11-C6

267 8 0 C7-D2 D2
268 6 3 D3 - D8

269 12 0 D9 - E8

270 7 0 E9-F3 D3
271 5 0 F4 - F8
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272 6 0 F9 - G2 D4
273 9 0 G3-G11

274 19 0 G12 - A6

275 2 0 A7 - A8 D5
276 3 1 A9 - All

277 9 0 Al2 - B8

278 4 0 B9 - B12 D6
279 2 0 Cl-C2

281 7 1 C3-C9

282 9 1 C10-D6 Al
283 7 0 D7 -E1

284 18 0 E2-F7

285 5 0 F8 - F12 A2
286 3 1 G1-G3

287 10 0 G4-H1

288 7 0 H2 - H8 A3
289 4 0 H9 -H12

290 10 0 Al-A10 AL
291 19 0 All-C5

292 6 0 C6-C11

293 11 0 C12 - D10 A5
294 10 1 D11 -E8

295 6 0 E9 - F2

296 1 0 F3

297 7 1 F4 - F10 A6
298 5 0 F11-G3

299 6 1 G4 -G9

300 11 0 G10 - H8

301 7 0 H9 - A3 Bl
302 10 0 A4 -B1

303 13 1 B2-C2 B2
304 4 0 C3-C6

305 12 6 C7 - D6

306 7 0 D7 -E1 B3
307 4 0 E2 - E5

308 4 0 E6 - E9

309 2 1 E10-E11

310 3 0 E12-F2

311 7 2 F3-F9 B4
312 6 0 F10-G3

313 8 0 G4-G11
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