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RESUMEN

Hoy en dia existe un alarmante panorama en donde microorganismos patdgenos
presentan resistencia a los antibioticos conocidos, ocasionando un problema de
salud que va incrementando con el paso del tiempo. En este contexto, los
lantipéptidos son compuestos con actividad antimicrobiana que se caracterizan por
tener lantionina o metilantionina en su estructura. El analisis bioinformatico del
genoma de la bacteria Micromonospora echinospora identifico la presencia de un
cluster en la region 7 del cromosoma bacteriano que codifica para un lantipéptido de
clase I. El cluster esta formado por 4 genes que codifican proteinas diferentes: LanA,
LanB, LanC y metiltransferasa. La metiltransferasa es una enzima decoradora con la
capacidad de transformar un aminoacido aspartato conservado a un aminoacido
isoaspartato. Actualmente no se conoce la influencia de esta modificacion
postraduccional, sin embargo, podria estar involucrada en la mejora de la actividad
del lantipéptido. En nuestro laboratorio, las proteinas LanA, LanB y LanC fueron
clonadas y expresadas en Escherichia coli; sin embargo, nos interesa determinar el
papel que tiene la enzima metiltransferasa en la actividad del lantipéptido. Por lo
tanto, este proyecto buscé continuar con la obtencion del clister completo de M.
echinospora llevando a cabo la clonacidon y expresion del gen metiltransferasa para
su posterior andlisis en el laboratorio. Para ello, se clon6 el gen metiltransferasa a
partir del DNA gendmico de M. echinospora en el sitio de clonacion multiple | de la
construccion pRSFC.S. La nueva construccion recibié el nombre pRSFC.S-Met.
Finalmente, se identificé la expresion de las proteinas de interés utilizando geles
desnaturalizantes de poliacrilamida al 10% y Western Blot. De esta manera se
confirmd que las cuatro proteinas de interés podian ser expresadas en un sistema

heterdlogo de E. coli para su posterior analisis en el laboratorio.
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INTRODUCCION

Resistencia a antibidticos: Un problema de salud a nivel
mundial.

La era moderna de los antibidticos comenz6 con el descubrimiento de la penicilina
por Alexander Fleming en 1928, desde entonces los antibidticos han salvado
millones de vidas (Ventola, 2015). Desafortunadamente, al mismo tiempo en que
aumentaba la produccién de antibioticos se favorecia un incremento importante en la
apariciéon de bacterias, hongos y parasitos resistentes a los mismos. Durante los
primeros 25 afios después de la introduccion de los primeros antibidticos, la
resistencia de patégenos a los mismos generé un problema, sobre todo para
pacientes hospitalizados. Muchos de estos organismos no solo presentaban
resistencia a multiples medicamentos antimicrobianos, sino que tenian la capacidad
de permanecer vivos y viables en el entorno hospitalario, afectando a la mayoria de
los pacientes vulnerables. Algunos de los sintomas que presentan este tipo de
pacientes son inmunosupresion, debilidad y aparicion de enfermedades cronicas por
infecciones severas (Alanis, 2005). Segun los Centros para el Control y la
Prevencion de Enfermedades (CDC), mas de dos millones de personas en Estados
Unidos enferman cada afio con enfermedades resistentes a los antibidticos, lo que
provoca un minimo de 23,000 muertes (Dadgostar, 2019). Por tal razon, la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) ha designado la resistencia antimicrobiana
(RAM) como uno de los problemas mas importantes que enfrenta la humanidad al

constituir una de las mayores amenazas para la salud en este siglo.
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Solo en Europa se estima un gasto de mas de nueve mil millones de euros al afio,
mientras que en Estados Unidos se estima un excedente de 20 mil millones de
dolares en costos directos de atencion médica, sin incluir alrededor de 35 mil

millones de dolares en pérdida de productividad anualmente (Dadgostar, 2019).

Algunos CDCs han clasificado una serie de bacterias como amenazas emergentes,
graves y preocupantes, muchas de las cuales ya son responsables de imponer una
carga clinica y financiera sustancial al sistema de atencién médica de los Estados
Unidos (Ventola, 2015). Entre las infecciones méas temibles en la actualidad estan
las producidas por Gram negativos drogo multirresistentes, para las cuales no queda

casi ninguna opcion de tratamiento (Quifiones, 2017).

Se considera que la resistencia antimicrobiana ha ganado fuerza debido al uso
desmedido y poco controlado de los antibiéticos de amplio espectro, en muchas
ocasiones de forma innecesaria (Frieri et al., 2017). Desde 1945, Alexander Fleming
predijo que el uso excesivo de antibidticos impulsaria la evolucion de la resistencia
microbiana a los mismos, incluso estudios epidemiolégicos han demostrado una
relacion directa entre el consumo de antibioticos y la aparicion de cepas bacterianas

resistentes (Ventola, 2015).

Con la finalidad de favorecer las iniciativas de investigacion para el desarrollo de
nuevos farmacos y la mejora de los existentes, la OMS ha publicado una lista de
patdgenos resistentes a los antibidticos en donde se enmarcan 12 familias de
bacterias consideradas como peligrosas para la salud humana y sobre las cuales
recae la necesidad de promover la investigacion y desarrollo de nuevas alternativas

de antibidticos (Quifiones, 2017). Las bacterias de maxima prioridad son

13



Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa y Enterobacteriaceae, el resto

se enlistan en la Tabla 1.

Tabla 1. Lista de patdgenos prioritarios para la investigacion y desarrollo de
nuevos antibioticos sugeridos por la OMS (WHO, 2017)
PRIORIDAD | GENEROS Y/O FAMILIAS SITUACION
Acinetobacter baumannii Resistencia al carbapenem
Pseudomonas aeruginosa Resistencia al carbapenem
1.CRITICO Resistencia al carbapenem
Enterobacteriaceae Resistencia a cefalosporinas de
3° generacion.
Enterococcus faecium Resistencia a vancomicina
(Klebsiella pneumoniae,
Escherichia coli,
Enterobacter spp., Serratia
spp., Proteus spp.,
Providencia spp, Morganella
spp.)
Resistencia a meticilina
2.ALTO Staphylococcus aureus Resistente intermedio a
vancomicina
Helicobacter pylori Resistencia a claritromicina
Campylobacter Resistencia a fluoroquinolonas
Salmonella spp. Resistencia a fluoroguinolonas
Resistencia a cefalosporinas de
Neisseria gonorrhoeae 3° generacion.
Resistencia a fluoroquinolonas
Streptococcus pneumoniae No susceptible a penicilinas
3.MEDIO Haemophilus influenzae Resistente a ampicilina
Shigella spp. Resistencia a fluoroquinolonas

Se han hecho esfuerzos por encontrar antibidticos que hagan frente a la
problematica de resistencia antimicrobiana, pero con el paso de los afos las
soluciones encontradas se vuelven ineficientes. Un ejemplo es el caso de
Staphylococcus aureus, una bacteria conocida por ser causante de un amplio rango
de infecciones clinicas severas (Frieri et al., 2017); existe una variante resistente a la
meticilina (MRSA) que presenta resistencia a multiples agentes antimicrobianos y se

ha visto implicada en el aumento de infecciones hospitalarias a nivel mundial (Ratti &
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Sousa, 2009). En Pseudomonas aeruginosa se ha detectado la presencia de
enzimas carbapenemasas, destacadas por su capacidad de hidrolizar a
practicamente todos los betalactamicos y diseminarse en diferentes
microorganismos (Nicolau & Oliver, 2010). A este mecanismo de resistencia se le
asocia una tasa de mortalidad de entre el 40% y el 80% (Quifiones, 2017). En 1972
se introdujo la vancomicina en la practica clinica para el tratamiento contra la
resistencia a meticilina en S. aureus y estafilococos coagulasa negativos; sin
embargo, se notificaron casos de resistencia a la vancomicina en 1979 y 1983
(Ventola, 2015). Ante este panorama, se vuelve necesaria la investigacion y
desarrollo de nuevos compuestos con actividad antimicrobiana potencial, que

puedan hacer frente a los patdgenos resistentes.

Bacteriocinas

La naturaleza es una enorme fuente de recursos para el ser humano; entre ellos
encontramos una amplia variedad de compuestos con gran potencial para su uso en
la medicina moderna, tal cual es el caso de los antibidticos. Dentro de estos
compuestos podemos mencionar a los péptidos antimicrobianos (AMPs). Las
bacterias pueden producir dos tipos de AMPs: los que son sintetizados de manera

ribosomal y los que no son sintetizados ribosomalmente (Chikindas et al., 2018).

Dentro de los péptidos sintetizados ribosomalmente se encuentran las bacteriocinas,
gue son sustancias biolégicamente activas de naturaleza proteica (Chikindas et al.,

2018) con potencial actividad antimicrobiana (Riley & Wertz, 2002). Las
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bacteriocinas poseen carga neta positiva y son de naturaleza anfipatica (Chikindas
et al.,, 2018). La mayoria de sus aplicaciones esta dirigida al combate contra

microorganismos Gram positivos.

La importancia de las bacteriocinas radica en las multiples funciones que poseen. Se
ha visto que pueden disminuir el “quorum sensing” imposibilitando la formacién de
biopeliculas (Chikindas et al., 2018), poseen actividad antimicrobiana e inhiben el
crecimiento de cepas bacterianas similares o estrechamente relacionadas a la cepa
productora (Negash & Tsehai, 2020). La nisina fue la primera bacteriocina en
obtener una aplicacion comercial y en ser aprobada por la Administracion de
Alimentos y Medicamentos de E.E.U.U. (FDA) (Negash & Tsehai, 2020). La nisina
es producida por Lactococcus lactis a partir de una fermentacion en medio lacteo
modificado y es muy utilizada en la industria de alimentos como sustancia
conservadora (Sanchez-Martin et al.,, 2019). A partir de su descubrimiento fue
posible identificar un gran niamero de bacteriocinas en un grupo diverso de cepas

bacterianas.

La nisina es un péptido pequefio que posee los aminoacidos lantionina y
metilantionina en su estructura. Estos aminoacidos se producen mediante
modificaciones postraduccionales que primero implican la deshidratacion de
residuos de serina y treonina para generar residuos de 2,3-didehidroalanina (Dha) y
2,3-didehidrobutirina (Dhb) respectivamente. Finalmente, el grupo tiol presente en
residuos de cisteina permite la ciclacion con los aminoacidos deshidratados,

generando la estructura que se muestra en la Figura 1 (Repka et al., 2017).
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Nisina

Figura 1. Estructura quimica de la nisina. Las modificaciones postraduccionales
permiten la deshidratacion de residuos de serina y treonina, lo que genera 2,3-
didehidroalanina (Dha) y 2,3-didehidrobutirina (Dhb) respectivamente. Los atomos
gue se originan de serina y treonina se muestran en rojo, mientras que los atomos
gue se originan de cisteina se muestran en azul. Abu: acido a-aminobutirico, Ala:
Alanina (tomado de Repka et al., 2017)

Lantipéptidos.

Dentro del grupo de bacteriocinas se encuentran los lantipéptidos. Un lantipéptido es
una molécula pequefa de tipo proteico con estabilidad térmica y a un amplio rango
de valores de pH, una caracteristica particular es que contiene en su estructura los
aminoécidos lantionina y metilantionina, derivados de serina y treonina (Negash &
Tsehai, 2020). Estos aminoacidos inusuales en los lantipéptidos contribuyen en la
actividad biologica (Nagao et al.,2005) debido a la especificidad al blanco
ocasionada por la limitada libertad conformacional (Ongey & Neubauer, 2016),
ademas proporcionan una alta rigidez estructural para sobrevivir a la protedlisis (Xu
et al., 2020). Los lantipéptidos que poseen actividad antimicrobiana se les conoce
como lantibidticos. Algunos ejemplos de lantipéptidos encontrados son la epidermina
(Peschel et al.,, 1993), subtilina (Parisot et al., 2007) y la nisina mencionada

anteriormente (de Arauz et al., 2009).
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La disponibilidad de un gran numero de genomas ha permitido comprender
molecularmente la biosintesis de los lantipéptidos. Los clusteres de genes
biosintéticos se encuentran particularmente en genomas de muchos géneros de
Firmicutes, Actinobacterias, Proteobacterias, Bacteroidetes y Cianobacterias (Repka

et al., 2017).

Para todos los lantipéptidos, la lantionina y metilantionina son introducidos al péptido
mediante modificaciones postraduccionales (Riley & Wertz, 2002) que involucran
primero una deshidratacion de residuos de serina y treonina para formar residuos de
Dha y Dhb, respectivamente. Los anillos tioéter se generan mediante la adicion
conjugada 1,4 de una cisteina con un deshidroaminoécido, el enolato resultante se
puede protonar para producir una lantionina (Lan) o una metilantionina (MelLan)

(Repka et al., 2017) (Figura 2).

Los productos formados pueden presentar diferente estereoquimica durante el
proceso de sintesis, de manera que en los posibles resultados se involucran 2
diastereoisomeros de Lan y 4 diastereoisomeros de MelLan. Hasta el momento
ambos diastereoisomeros de Lan y solo 2 de los 4 estereoisomeros de MelLan se

han identificado en lantipéptidos naturales (Repka et al., 2017).
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Figura 2. Reacciones de modificacion postraduccional que conducen a la formacion
de lantionina (Lan) o metilantionina (MeLan). Los atomos que se originan a partir de
la cisteina se observan de color azul, los &tomos en rojo provienen de los residuos
de serina o treonina y los &4tomos en morado indican la deshidratacion de los

residuos de serina y treonina (tomado de Repka et al., 2017).

Los lantipéptidos forman parte de los péptidos sintetizados ribosomalmente vy
modificados postraduccionalmente (RiPPs) en donde se codifica para un péptido
precursor que posteriormente serd modificado de manera postraduccional. LanA es
un péptido precursor dividido en dos segmentos; un péptido lider en la region N-
terminal seguido del propéptido en la regiéon C-terminal (Lin et al., 2011). En la
region C-terminal ocurren las modificaciones postraduccionales por accion de
enzimas biosintéticas como LanB y LanC (Nagao et al.,2005). Ademas, la region C-
terminal es considerada el "core" del péptido precursor (Repka et al., 2017) (Figura
3). El péptido lider es un sitio critico de reconocimiento para las enzimas
biosintéticas (Arnison et al., 2013) y no forma parte del producto final (Repka et al.,

2017); por tanto, el producto final es mas corto que el péptido precursor.
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En los lantipéptidos de clase |, LanT es un transportador transmembranal tipo ABC
que permite exportar el péptido al exterior de la célula productora, mientras que
LanP (serin proteasa tipo subtilisina) es una proteasa que permite remover al
péptido lider después de las modificaciones postraduccionales (Knerr & Van Der
Donk, 2012). Las proteasas implicadas en la maduracién de los lantipéptidos
reconocen diferentes sitios de corte, pueden secretarse al medio extracelular,
permanecer en el citoplasma o exportarse y unirse a la pared celular. En el caso de
la sintesis de nisina, NisP es la proteasa responsable de escindir el péptido lider y

se encuentra anclada en la pared celular (Montalban-Lopez et al., 2018).

-11
Péptido Lider Péptido Core
Péptido precursor (LanA)

* Modificaciones
postraduccionales

Peéptido precursor modificado (mLanA)

Proteolisis y

exportacion

e
Figura 3. Via biosintética general para los péptidos sintetizados ribosomalmente y
modificados postraduccionalmente (RiPPs). Se indica el esquema general para
péptidos precursores. En la region C-terminal del péptido (péptido core) ocurren las
modificaciones postraduccionales, posteriormente una proteasa lleva a cabo la

ruptura del péptido lider para liberar el péptido activo (traducido de Repka et al.,
2017).
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Las enzimas involucradas en la sintesis de los lantipéptidos tienen una alta
capacidad para introducir lantionina o metilantionina en su estructura. Se ha
estudiado la participacion de las enzimas NukM y NukT durante la sintesis de
nukacina ISK-1 (lantipéptido de clase Il producido por Staphylococcus warneri ISK-1)
y se ha visto que estas enzimas son necesarias para la biosintesis de nukacina ISK-
1 (Nagao et al., 2005). Por otro lado, se determind que la presencia de las enzimas
NisB y NisC eran indispensables durante la sintesis de nisina, ya que su ausencia

impide la maduracion correcta del lantipéptido (Koponen et al., 2002).

Clasificacion de los lantipéptidos

De acuerdo con sus caracteristicas estructurales y a su modo de ejercer su actividad
bactericida (Riley y Wertz, 2002), los lantipéptidos fueron clasificados por Jung
(1991) en Tipo A y Tipo B (Lin et al., 2011). Sin embargo, una clasificacibn mas
reciente los clasifica de acuerdo con la maquinaria biosintética involucrada en la
formacion de lantioninas y metilantioninas (Acedo et al., 2019). Uno de los
pardmetros que rige la clasificacidbn anterior consiste en el mecanismo de
deshidratacion de los residuos de serina y treonina, los cuales se ha visto que

ocurren de diferentes maneras (Repka et al., 2017).

Siguiendo esta ultima clasificacion existen 5 clases de lantipéptidos:

Los lantipéptidos de clase | son formados por dos enzimas biosintéticas; LanB con
actividad de deshidratasa y LanC con actividad de ciclasa (Acedo et al., 2019). Esta

clase de lantipéptidos son de particular interés para los fines de este proyecto.
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La deshidratasa LanB tiene un dominio de glutamilacién que cataliza una reaccion
de transesterificacion entre glutamil-tRNA y el grupo hidroxilo de la cadena lateral de
la serina o treonina. Paso seguido se lleva a cabo una B-eliminacion en donde se
produce el aminodcido deshidratado. El glutamil-tRNA es la fuente de glutamato

activado necesario para la actividad de NisB (Acedo et al., 2019; Repka et al., 2017).
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Figura 4. Reaccion enzimatica catalizada por LanB. LanB cataliza la deshidratacion
mediante una reaccidén de transesterificacion del glutamato donado por glutamil-
tRNA a la cadena lateral de Ser/Thr seguida de una B-eliminacion. La activacién
guimio selectiva por glutamato a través de su a-carboxilato se ilustra aqui como ha
sido demostrado para la goadsporina, un RiPP de tipo no lantipéptido. Los residuos
conservados de LanB que fueron predichos como importantes para la
transesterificacion y la eliminacion gracias a estudios de mutagénesis en NisB se
muestran en gris. Queda por establecer la participacion exacta de estos residuos
(traducido de Repka et al., 2017).

La ciclasa LanC utiliza como sustrato al precursor deshidratado y es responsable de
llevar a cabo la reaccién de ciclacion. Se ha visto que este tipo de enzimas tienen
motivos de unién a zinc; una mutacion en los ligandos de zinc elimina la actividad de

ciclasa (Repka et al., 2017).
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Los lantipéptidos de clase |l se sintetizan a partir de la enzima LanM; una enzima
bifuncional que puede catalizar la actividad de deshidratasa y ciclasa (Lin et al.,
2011, Acedo et al., 2019). LanM activa los residuos de serina y treonina a partir de

fosforilacién con ATP.

Las sintetasas de los lantipéptidos de clase Il y IV son referidas como LanKC y
LanL respectivamente. Ambas enzimas tienen tres dominios; un dominio liasa N-
terminal, una cinasa central y una ciclasa en C-terminal (Takano et al., 2017). La
diferencia entre ambas enzimas radica en su dominio ciclasa; LanKC carece de
dominios de unién a Zn mientras que LanL tiene estos dominios presentes (Acedo et

al., 2019).

Clase I — ciclasa LanM

= B e | Lonc N

Clase Il -— cinasa —-| LanKC

Clase IV — cinasa t— ciclasa LanL

Clase V - LanX cinasa LanK ciclasa LanY

2 /

Figura 5. Cinco clases de lantipéptidos basados en su maquinaria biosintética.

Los lantipéptidos de clase V son de reciente descubrimiento, para ellos se ha
propuesto un mecanismo que depende de la participacion de 3 enzimas; LanK

(cinasa que fosforila residuos de Ser/Thr), LanX (liasa que permite la remocion del

23



grupo fosfato y posterior deshidratacion) y LanY (cataliza la ciclacion a partir del
grupo tiol de una cisteina). Sin embargo, el mecanismo aun sigue en estudio (Xu et

al., 2020).

Mecanismo de accidon de las bacteriocinas

Los patrones especificos de los enlaces tioéter otorgan a los lantipéptidos la
capacidad de reconocer objetivos moleculares con alta especificidad y selectividad
como el lipido Il y la fosfatidil etanolamina en la membrana de bacterias (Repka et
al.,, 2017). Se ha descubierto que lantipéptidos como la nisina, subtilina y Pep5
afectan la membrana citoplasmatica de bacterias susceptibles y son capaces de
formar poros de vida corta en membranas lipidicas (Bierbaum & Sahl, 2009). La
nisina es capaz de adherirse a la membrana a través del reconocimiento del lipido I
por medio de su regiéon C-terminal, posteriormente oligomeriza y forma poros que

contienen 8 moléculas de nisina y 4 moléculas de lipido Il (Bierbaum & Sahl, 2009).

Por otro lado, el lipido Il tiene como funcion transportar subunidades de
peptidoglicano (presentes en el citoplasma) hacia el exterior de la célula para llevar
a cabo la sintesis de pared celular (Negash & Tsehai, 2020). Un ataque a estas
moléculas diana impide la sintesis de la pared celular y por consiguiente genera
muerte en bacterias susceptibles (Oppedijk et al., 2016; Parisot et al., 2007) (Figura

6).
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Figura 6. Mecanismos de accion de bacteriocinas en bacterias Gram positivas. En el
primer mecanismo se atrapa al lipido I, el cual se ve incapacitado para transportar
subunidades de peptidoglicano hacia el exterior de la célula y por lo tanto se
interrumpe la sintesis de pared celular. EI segundo mecanismo consiste en la
formacion de poros a partir del reconocimiento del lipido Il presente en la membrana
(traducido de Negash & Tsehai, 2020).

Gracias a la carga neta positiva de las bacteriocinas, las interacciones de la nisina
con la bicapa lipidica de la membrana celular se ven fuertemente favorecidas por
interacciones electrostaticas con los grupos fosfato de los fosfolipidos (McAuliffe et

al., 2001).

Enzimas decoradoras o “tailoring”

En el apartado anterior se mencioné la importancia de las enzimas biosintéticas en

las reacciones de sintesis de los lantipéptidos; sin embargo, existen otro tipo de
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enzimas que pueden generar caracteristicas estructurales distintas a las generales
en el péptido core (Acedo et al., 2019). Se ha visto que algunos lantipéptidos de
clase | contienen modificaciones adicionales o “decoradoras” que fueron anexadas
por enzimas que no necesariamente se encuentran dentro de clisteres de genes
biosintéticos (Repka et al., 2017). Muchas de estas reacciones adaptadoras son
llevadas a cabo sin la presencia de un péptido lider o después de que éste ultimo
fue removido. En los siguientes parrafos se dard una descripcion de algunos

ejemplos ya conocidos.

Entre estas modificaciones especiales se encontré la formacion de aminovinil
cisteina (AviCys) en la region C-terminal de la epidermina, un lantipéptido obtenido
de la bacteria Staphylococcus epidermidis. Se demostr6 que EpiD es capaz de
llevar a cabo una reaccién de descarboxilacion oxidativa en una cisteina C-terminal
y se piensa que es el principal responsable de llevar a cabo la sintesis de AviCys

(Repka et al., 2017).

Uno de los lantipéptidos méas potentes identificados hoy en dia es la microbisporicina
(NAI-107) producida por Microbispora sp. 107891, el cual muestra una potente
actividad contra varias bacterias patdgenas relevantes (Castiglione et al., 2008). La
microbisporicina contiene en su estructura 1 metilantionina y 3 lantioninas, ademas
de modificaciones inusuales en los lantipéptidos; 5-cloro triptéfano y 3,4-
dihidroxiprolina (Foulston & Bibb, 2010). MibH y MibS son enzimas decoradoras
responsables de la halogenacion de la microbisporicina; MibH cataliza la
halogenaciéon de un residuo de triptéfano en MibA y MibS provee de FAD reducido

(Repka et al., 2017).
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¢ Por gué son importantes estas modificaciones adicionales?

Estas modificaciones pueden ser esenciales para la actividad del RiPP, ya sea como
un paso obligatorio para formar la molécula final o impartiendo cierta funcionalidad

guimica requerida para la actividad biolégica (Funk & Van Der Donk, 2017).

Otras clases quimicas de antibiéticos que actian sobre el lipido I, como los
glucopéptidos y la ramoplanina, contienen un sustituyente cloro en un anillo
aromatico (similar al cloro que tiene el anillo aromatico de la microbisporicina), de
manera que su naturaleza lipofilica puede contribuir en la afinidad con la membrana
(Castiglione et al.,, 2008). También se realiz6 una superposicion de la
microbisporicina con la estructura de la nisina unida a un analogo del lipido Il y se
piensa que el aumento de la potencia antibiética de la microbisporicina puede estar
relacionado con las interacciones directas en el lipido Il, ya que el 5-clorotriptofano
esta justamente al lado del supuesto sitio de unién del acido acetilmuramico (Funk &
Van Der Donk, 2017). Por otro lado, se determind que un cambio de cloro a bromo
en la estructura de la microbisporicina genera un aumento en la potencia

antimicrobiana del compuesto (Cruz et al., 2015).

Metiltransferasa

Como se mencion6 anteriormente, las enzimas decoradoras permiten una mejora en
la actividad de los lantipéptidos al modificar su estructura. Entre estas enzimas se

encuentra la metiltransferasa.
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Recientemente, por medio de la mineria genomica se ha revelado que la
metiltransferasa es la tercera enzima mas abundante en clisteres de genes
biosintéticos para lantipéptidos de clase | (Acedo et al., 2019), después de LanB y
LanC. La metiltransferasa es una enzima independiente del péptido lider, requiere la
version ciclica del péptido precursor y es dependiente de s-adenosil metionina

(SAM) (Acedo et al., 2019; Huo et al., 2020).

Se ha observado que la metiltransferasa en Streptomyces olivaceus NRRL B-3009
(lamada OIvSa) cataliza el rearreglo de un residuo aspartato altamente conservado
a un B-aminoécido, isoaspartato (Acedo et al., 2019). Sin embargo, un estudio mas
reciente sugiere que la enzima tiene tolerancia durante la metilacion en residuos

isoleucina, valina y metionina presentes en la region C-terminal del péptido (Huo et

al., 2020).
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Figura 7. Reaccion de la enzima metiltransferasa OIVSA presente en Streptomyces
olivaceus NRRL B-3009. OlvSa cataliza la modificacion de un residuo aspartato a un

residuo isoaspartato en el lantipéptido OIVA (tomado de Acedo et al., 2019)

En el afio 2021 se reportd un nuevo lantipéptido de clase Il con el nombre de
andalusicina A. Durante el estudio del lantipéptido se identificd la presencia de una
metiltransferasa capaz de dimetilar al compuesto; los efectos biolégicos de la

dimetilacion mostraron un drastico aumento en la actividad antimicrobiana del
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lantipéptido en comparacion con el lantipéptido sin metilacion (Grigoreva et al.,

2021).

Para los lantipéptidos de clase | sOlo se han determinado las modificaciones
postraduccionales que generan este tipo de enzimas; sin embargo, se desconoce el
efecto biolégico o la importancia que podria tener la metiltransferasa en la actividad

de los lantipéptidos de clase |I.

Micromonospora echinospora

Micromonospora echinospora pertenece al grupo de las actinobacterias, un filo de
bacterias gram positivas filamentosas con un alto contenido de guanina y citosina en
su genoma. Tienen un estilo de vida micelial, de manera que se reproducen
formando esporas asexuales (Barka et al., 2016). Las actinobacterias se
caracterizan por tener un metabolismo secundario extenso y producen alrededor de
dos tercios de todos los antibidticos de origen natural de uso clinico (Torres et al.,

2012).

El género Micromonospora se encuentra comunmente en muestras de suelo (Barka
et al., 2016) y se ha visto implicado en la obtencion de diversos compuestos activos,
entre ellos aminoglucdsidos, macrolidos, ansamicinas, actinomicinas vy

everninomicinas (Wagman, 1980).
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De manera particular, Micromonospora echinospora se caracteriza por tener esporas
con espinas romas de 0.1-0,2 ym de longitud y crecer de manera favorable en
ramnosa (Luedemann, 1970). Tiene un genoma de 7.78 Mb con un contenido de GC
del 72.5%, en donde se encuentran 6,671 genes (Carro et al., 2018). Es conocida
por ser productora de compuestos como gentamicina (Util para el tratamiento contra
diversos agentes antibacterianos) (Unwin et al., 2004), caliqueamicina (antibitico
potente contra leucemia) (Song et al., 2015) y nenestatina A. Este Ultimo se
considera un compuesto con potencial actividad antitumoral debido a que posee
benzofluoreno en su estructura, propiedad caracteristica de la familia de las
cinamicinas, fluostatinas y lomaiviticinas; los cuales son compuestos con potentes

actividades antitumorales (Jiang et al., 2017).

Micromonospora echinospora NRRL-2953 (Obreg6n et al., 1994), fue obtenida del
ARS Culture Collection, US Department of Agriculture, Peoria IL, USA. Por medio de
analisis bioinformaticos, se determind que la bacteria tenia en su genoma un clister
gue codifica para la sintesis de un lantipéptido de clase I; este cluster contiene
genes que codifican para LanA, LanB, LanC y metiltransferasa (Ramirez-Rendén et
al., en preparacion). Ramirez Rendon llevo a cabo la clonacion de los genes lanA,
lanB y lanC; sin embargo, nos interesamos en llevar a cabo la clonacion del gen
metiltransferasa y la posterior expresion del grupo completo de genes para
determinar si las modificaciones de la enzima metiltransferasa generan un cambio

en la actividad del lantipéptido.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La resistencia a antibitticos es un problema de salud a nivel mundial que dificulta el
tratamiento de enfermedades y que cobrara millones de vidas en los préximos afios.
Los lantipéptidos son moléculas con una amplia diversidad de aplicaciones, entre
ellas destaca la capacidad de inhibir el crecimiento bacteriano. Algunos de ellos
estan asociados a enzimas decoradoras que generan modificaciones
postraduccionales en los mismos y contribuyen a una mejora en su actividad. Entre
estas enzimas destaca la metiltransferasa, la cual esta presente en mdultiples
clusteres biosintéticos para lantipéptidos de clase | y de la que se desconoce el
efecto de su modificacion postraduccional actualmente. En el laboratorio se llevé a
cabo la clonacion y expresion de 3 genes involucrados en la sintesis de un
lantipéptido de clase | putativo; sin embargo, ain no se ha realizado la clonacion y

expresion del gen metiltransferasa presente en el cluster biosintético.

HIPOTESIS

Mediante la aplicacion de técnicas de biologia molecular sera posible clonar y

expresar el gen de la metiltransferasa de Micromonospora echinospora.
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OBJETIVO GENERAL

Llevar a cabo la clonaciéon del gen metiltransferasa y optimizar el proceso de
expresion del cluster completo del lantipéptido de clase | presente en la bacteria

Micromonospora echinospora.

OBJETIVOS PARTICULARES

e Identificar in silico los genes involucrados en la biosintesis del lantipéptido de
clase | en M. echinospora.

e Clonar el gen que codifica para la enzima metiltransferasa de M. echinospora en
un vector de expresion apropiado.

e Determinar las condiciones éptimas para llevar a cabo la expresion del cluster

completo de genes que permite la sintesis de un lantipéptido de clase | putativo.
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PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL.

Analisis bioinformatico

AntiSMASH y disefio de oligonucleotidos

Para disefiar los oligonucleotidos, se utilizdé la secuencia de nucledtidos del gen
metiltransferasa presente en Micromonospora echinospora con ayuda del programa
antiSMASH version 6.1.1, en donde se utilizé el nimero de acceso LT607413.1 de la
base de datos del NCBI (National Center of Biotechnology Information). Paso
seguido se hizo uso del programa NEBcutter V2.0 para identificar dentro del gen
secuencias de corte de enzimas de restriccion comerciales y asi evitar cortes
indeseados. Posteriormente se buscaron enzimas de restriccion que no cortaran el
gen pero que cortaran el sitio de clonacion multiple | (MCSI) del vector pRSFC.S.
Las enzimas que cumplen con las caracteristicas anteriormente mencionadas fueron
EcoRI y Hindlll, las cuales facilitan que la adicién del inserto al vector sea en la

direccién correcta debido a su capacidad de generar extremos cohesivos.

Como paso siguiente se afiadié a los oligonucleétidos los sitios de corte de las
enzimas de restriccion elegidas para facilitar el proceso de clonacion. El
oligonucledtido Forward-Met fue disefiado con una secuencia que le permitiera ser
digerido por la enzima de restriccion EcoRl (GAATTC), mientras que el
oligonucledtido Reverse-Met contiene la secuencia de reconocimiento para Hindlll

(AAGCTT).
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Se afiadié una etiqueta de 6 histidinas (His-tag) en la posicion N-terminal de la
secuencia para identificar la expresién de la proteina mediante Western Blot. El paso
anterior ser logré agregando una timina al oligo Forward-Met justo antes del codon
de inicio, lo cual permite que los nucleétidos del gen se encuentren en el mismo
marco de lectura (o en fase) con los nucleétidos que conforman el His-tag del MCSI

dentro del vector pRSFC.S.

Tabla 2. Oligonucleétidos empleados para la amplificacion del gen metiltransferasa

Nombre Secuencia 5’ - 3’ Sitio de corte | NUm. bases | Tm (°C)

Forward- CCGGAATTCTATGGCGCTGCGGACGGC EcoRl 27 75
Met (GAATTC)

Reverse- CCCAAGCTTTCAGCGCCAGGACACCG Hindlll 26 74
Met (AAGCTT)

En color azul se encuentran los sitios de corte de las enzimas de restriccion seleccionadas.
El nucledtido en color rojo fue anexado para mantener en el mismo marco de lectura al gen
con la etiqueta His-tag.

Andlisis de propiedades fisicoquimicas

Con la finalidad de conocer mas sobre los parametros de la enzima de interés, se
hizo uso del programa Expasy ProtParam; una herramienta que utiliza diferentes
bases de datos para identificar parametros fisicoquimicos de una enzima a partir de

su secuencia de aminoacidos (Expasy - ProtParam tool). Se analiz6 la secuencia de

aminoacidos correspondiente a la enzima metiltransferasa obtenida de antiSMASH

6.1.1 utilizando el mismo nimero de acceso descrito anteriormente.
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Alineamiento multiple de metiltransferasas involucradas en la

sintesis de lantipéptidos de clase I.

Con la finalidad de identificar residuos conservados, se llevo a cabo un alineamiento
multiple de secuencias de aminoacidos correspondientes a otras enzimas
metiltransferasas. Las secuencias de dichas enzimas se encontraron a partir de la
secuencia de la enzima de interés utilizando la herramienta Protein BLAST de NCBI.
Entre las opciones se escogieron metiltransferasas asociadas al sistema FxLD para

lantipéptidos de clase I.

De manera particular, la secuencia de aminoacidos correspondiente a la
metiltransferasa de la bacteria Streptomyces olivaceus se obtuvo a partir de la
herramienta antiSMASH utilizando el nimero de acceso NZ_CP043317.1 de NCBI.
Las secuencias de cada enzima y los organismos de donde se obtuvieron se

encuentran en la Tabla 3.

Con las secuencias obtenidas se prosiguio a llevar a cabo el alineamiento multiple

utilizando la herramienta Clustal Omega (https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/).
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Tabla 3. Secuencias de aminoacidos correspondientes a metiltransferasas
asociadas a lantipéptidos de clase |

Micromonospora

sagamiensis

MRDPMALRTAMVAELSEDTIRSEAVAAAFSVVPRHLFAPGESLDVVYDSNTPLVTKTGPDGT
ALSSVSAAHIQAVMLEQAEIEPGMRVLEIGSGGYNAALIAELVGPQGAVTSVDIDPEIVARA
RACLQTAGYDRVRVVQADAEYGVPEQAPYDRIIVTVGAWDIPPAWIAQLSEHGRIVVPLRFA
GLSRCVAFDLAGGRLVSHSYCLGGEFVPMQGAGTYSETLVPVNGEATLRMDGPDPGEFDVPALR
KAVHAPRIERWSGAAFDMPDELELEFVVTSASHVPFLYASQQLVDQGVEFSPAVTHGTAAVVEG
GSFAYRTKRENEGLGGWESGVYAYGPQAEAVADRYVGLLRRWAADFRRRGAARIEYLPTSAG
VPDGWSVPKRHGAVAVSWR

Micromonospora

pallida

MALRTAMVAELSEDTIRSEAVAAAFSVVPRHLFAPGESLDVVYDSNTPLVTKTGPDGTALSS
VSAAHIQAVMLEQAEIEPGMRVLEIGSGGYNAALIAELVGPQGAVTSVDIDPEIVARARASL
QTAGYDRVRVVQADAEYGVPEQAPYDRIIVTVGAWDIPPAWIAQLSERGRIVVPLRFAGLSR
CVAFDLAGGRLVSHSYCLGGFVPMQGAGTYSETLVPINGEATLRMDGPDPGFDVPALRKAVH
APRIERWSGAAFDMPDELELFVVTSASHVPFLYASQQLVDQGVESPAVTYGTAAVVEGGSFA
YRTKRENEGLGGWESGVYAYGPQAEAVADRYVGLLRRWAADFRRRGTARIEYLPTSAGVPDG
WYVPKRHGAVAVSWR

Micromonospora

inyonensis

MALRTAMVAELSEDTIRSEAVAAAFSVVPRHLFAPGESLDVVYDSNTPLVTKTGTDGTALSS
VSAAHIQAVMLEQAEIEPGMRVLETGSGGYNAALIAELVGPQGAVTSVDIDPEIVARARACL
QTAGYDRVRVVQADAEYGVPEQAPYDRIIVTVGAWDIPPAWIAQLSERGRIVVPLRFAGLSR
CVAFDLTGGHLVSHSYCLGGFVPMQGAGAYSETLVPINGEATLRVDGPDPGFDVPALRKAVH
APRIERWSGAAFDMPDELELEFVVTSASHVPFLYASQQLVDQGVESPAVTYGTAAVVEGGSFA
YRTKRGNEGLGGWESGVYAYGPQAEAVADRYVGLLRRWAADFRRRGAARIEYLPTSAGVPDG
WYVPKRHGAVAVSWR

Verrucosispora
sp. NA02020

MRGSTGSYPGTFQLGSQSVTSAGQQAVQODPAALRAAMVSELCEDTIASEAVAAAFLTVPRHV
FAPDEPLAVVYDVDTALVTKTGPDGKALSSVSAAHIQAVMLEQAGIEPGMRVLEIGSGGYNA
ALLAELVGDDGAVTSVDIDSDIVARARAYLDEAGYERVRVVQADAEYGVAEHAPYDRIIVTV
GAWDIPPAWIEQLTERGRIVMPLRFAGLSRCVAFERAGAGLVSHSYRLGGFVPMQGEGTFETE
TLVPINGEATLRIDGPDPGFDVPALRKAMHGRRIERWSGAAFDLPDELELEFVVTSAPQVPFL
HASQQLVDQGVFTPAVMYGTAILIDGGSFAYRTKRENESTDGWESGVYAYGPNAEETIADRY I
ALLRRWATQYRHRGAARIEYIPTTAGDAPPVGWYTPKRHGVVAVTWR

Streptomyces

aidingensis

MTTVRETDDTAASLRAAMVGELEGMGVLQSKAVAKAVATVPRHLFAADQPLESAYAANKALV
IKRDGSGNALSSLSATHIQAVMLEQAEIEPGMRVLEVGSGGYNAALLAELVGEAGTVVTADI
DAEIVERARACLDAAGYGRVQVVLADADGGVPEHAPFDRIIVTAGAWDIPPAWLEQMSERGR
IVVPLRMRGLTRSFAFDREDGGLVSASYRLCGEFVPMQGSGAYTERLVPIADGIALQVDDQRQ
EFDTEALAAAVHTPRLEVWSGAAFDLPDELELFLATSTPOMAMLHGSKQLVDQGALALSVTR
GVPALVVGGSFAYRTKRPNEETGGFESGVFAHGPEAEAVAARYVDLLRRWASDHRRRGAARI
RYVRMPEGTAEPSAGVVAKRFGAVQISWS

Frankia

casuarinae

MTSVQODSSATDSAATLRAAMVDELRTTGDAIKTGQVAAAVGRVPRHLFAPDEPLEAVYAANK
ALVIKRDGNGAALSSLSAAHIQAVMLEQAELEPGMRVLEVGSGGYNAALIQEMVGDGGSVTS
VDIDQEIVXRARACLDAAGYRNVEVVAADAEAGVPEKAPYDRIIVTAGAWDIPPAWQEQLTN
GGRLVVPLRLRGLTRSIAFDRVDEDGDVGLVSRSYRLCGEFVPMQGIGTFRERLVPITDEVVL
RVDDPSQEFDVEGLRDALATPRLERWSGAAFDLPDELEFFLVTNLAQVAHLHVDETQVQONGR
FAPSAARGVPTLVSGGSFAYRTKRPNEKTGGFESGVVAHGPDADRVAEHYVELLRRWASDHR
RSGAAHIRYVPKAAGTPAPSVGLVPKRHGAVAVRWP

Streptomyces

olivaceus

MSQTPTADQLCNRLVDDILSERDLPSDVEQAMRTVPRDTFLPGIDLKNAYTDQAVTIKDNPG
QPLPLSCASVPSVVAMMLGQLTARPGDNVLEIGAGTGYNAALLAELVGGGRVTTVDIDSDVA
LHARTTLNTAGYERVTVIERNGLLGAHEHAPYDRITIATVGVWDIPATWWDQLADGGRLVLPL
RWRGQTRSVALTRHGNQLVSDGMELCGEFVPIIGONGEKTASLNAADTLRLHYDQDQTINPDA
LTHTLQADKPAREVLSAQRIGGEESFDGVWLRATAHDDRVCRLETTPEAMEQALIRRPATPA
RTPALIDDASLAYLTVTREDADPQRPFRLGATAYGPRGEELARDLVAHIDAWGSDRLAVPRL
TITPSDTGDAPGHTISKPESRITLTY
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Clonacion del gen de interés

Amplificacion del gen de la metiltransferasa.

Para llevar a cabo la amplificacion del gen de la metiltransferasa se utilizo la técnica
de reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) que permite generar una gran
cantidad de copias de un fragmento especifico de DNA a partir de DNA gendmico. El
proceso se llevod a cabo en 3 etapas: desnaturalizacion, alineamiento y extension. En
la etapa de desnaturalizacién, el DNA gendmico se somete a una temperatura
elevada con la finalidad de romper los puentes de hidrégeno y separar las dos
hebras complementarias formando dos hebras sencillas. Posteriormente la
temperatura desciende, lo cual favorece el inicio de la etapa de alineamiento en
donde se forman y se rompen constantemente los puentes de hidrégeno entre los
oligonucledtidos y el DNA. Las uniones complementarias son mas estables, por lo
tanto, duran mayor tiempo y permiten que los oligonucleétidos se mantengan
“alineados” formando una pequefa region de doble cadena. Por ultimo, ocurre la
etapa de extension que inicia cuando la enzima DNA polimerasa lleva a cabo la
sintesis del DNA en direccion 5’-3’ utilizando los oligonucleétidos como cebadores.
Este ciclo se repite varias veces, generando un elevado numero de copias del gen

de interés (Espinosa, 2007).

Con la finalidad de determinar una temperatura de alineamiento 6ptima para llevar a
cabo la amplificacion del gen, se realiz6 un PCR sometiendo la mezcla de reaccion a

diferentes temperaturas de alineamiento. EIl PCR se llevo a cabo utilizando la
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enzima Taq platinum polimerasa de la marca Invitrogen y se llevaron a cabo un total

de 25 ciclos de reaccion.

Se preparé un Master Mix de 70 uL que posteriormente se dividio en diferentes
tubos para PCR. Se obtuvieron un total de 7 tubos con 10 pL de reaccién cada uno.

El Master Mix se prepard utilizando las cantidades y reactivos registrados en la

Tabla 4.
Tabla 4. Componentes de PCR para determinar
temperatura de alineamiento 6ptima.
Reactivo Volumen (uL)

Buffer 10x 7
dNTPs 10 mM 1.4
MgCl2 50 mM 2.1
Forward-Met 10 uM 1.4
Reverse-Met 10 uM 14
DNA gendémico M. echinospora 7
Tag platinum polimerasa 5 U/uL 0.28
DMSO 100% 3.5
H20 MQ. 45.92

Volumen total 70 uL
Preparacion de Master Mix para PCR. Estas cantidades
fueron tomadas de acuerdo con las indicaciones del
proveedor. Permiten la formacion de 7 reacciones de 10 uL
cada una.

Como se indico en la Tabla 2; los oligonucleétidos disefiados para la amplificacion
del gen cuentan con un valor elevado de Tm, lo que aumenta la temperatura de

alineamiento y dificulta la hibridaciéon de los oligonucledtidos con el DNA. Para
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disminuir la temperatura de alineamiento y facilitar el proceso, se agregé DMSO y se

llevd a una concentracion final de 5% en cada reaccion.

Durante la etapa de desnaturalizacion y extension se sometieron las muestras a una
misma temperatura dentro del termociclador y solamente se modifico la temperatura
de alineamiento en los tubos de reaccion. Las condiciones en que se llevaron a cabo

las reacciones de PCR fueron indicadas en la Tabla 5.

Tabla 5. Condiciones del termociclador para determinar la temperatura de alineamiento.

Etapa Tubol | Tubo 2 Tubo 3 Tubo 4 Tubo 5 Tubo 6 Tiempo
Inicial 94°C 2 min
Desnaturalizacién 94°C 30s
Alineamiento 58°C 60°C 62°C 64°C 66°C 68°C 30s
Extension 72°C 66 s
Hold 4°C Indefinido

Condiciones en que se llevo a cabo la PCR para determinar la temperatura de alineamiento 6ptima que
amplifica el gen que codifica para la enzima metiltransferasa de Micromonospora echinospora. El tiempo
de extensién fue escogido bajo la premisa de que por 1 kb del inserto se debe someter la muestra a 72°C
durante 1 min.

Se utilizé un termociclador de la empresa Applied Biosystems, el cual llevé a cabo
un total de 25 ciclos. Posteriormente se realizé una electroforesis en gel de agarosa
0.8% con el producto de PCR resultante para confirmar que se llevé a cabo la
amplificacion del gen. Esta técnica permite separar fragmentos de DNA debido a
gue la agarosa forma una red que permite el paso de los fragmentos mas pequefios
y retrasa los fragmentos mas grandes. El movimiento de estos fragmentos se logra a
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través de una corriente eléctrica hacia el polo positivo ya que la presencia de
fosfatos genera en el DNA una carga negativa. Si hay muchos fragmentos de
tamafio similar se genera una agrupacion de los mismos formando una banda en el

gel (Espinosa, 2007).

El gel fue hecho al 0.8% de agarosa en amortiguador TAE 1x (Tris-acetatos 0.04M,
EDTA 1 mM pH 8,0), con un volumen total de 30 mL. En el primer pozo del gel se
agreg6 una mezcla con 1 pL de marcador de pesos moleculares de la marca NEB
(NEW ENGLAND BioLabs), 1 yL de buffer de carga 6X de la marca Thermo
Scientific y 4 yL de TAE 1x. Posteriormente se agregd a cada muestra 1.67 uL del
buffer de carga mencionado anteriormente y se cargaron en los pozos del gel en

orden de numeracién ascendente.

El gel se corrid a 90V en una camara de electroforesis y se observo que el avance
del marcador llegara casi al final del gel o a una distancia considerable. El tiempo
destinado fue aproximadamente de 50 minutos, paso seguido se desmonto el gel de
la cAmara y se sumergié en una solucion de bromuro de etidio durante 15 minutos,

se coloco en una lampara de rayos UV para revelar y se tomé una fotografia.

Determinada la temperatura de alineamiento y las condiciones 6ptimas para llevar a
cabo la amplificacion del gen, se procedio a realizar un Master Mix de 150 uL. Esta
cantidad se dividié en 3 reacciones de 50 uL y se colocaron en tubos para PCR. Se
llevaron a cabo un total de 25 ciclos con la misma polimerasa utilizada en el
apartado anterior. Las cantidades utilizadas en esta ocasion se encuentran en la

Tabla 6.
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Tabla 6. Componentes de PCR para aumentar copias del gen
Reactivo Volumen (uL)

Buffer 10x 15
dNTPs 10 mM 3
MgCl2 50 mM 4.5
Forward-Met 10 yM 3
Reverse-Met 10 yM 3
DNA gendmico M. echinospora 15
Taq platinum polimerasa 5 U/uL 0.6
DMSO 100% 7.5
H20 MQ. 98.4

Volumen total 150 uL
Preparacion de Master Mix para PCR. Estéds cantidades fueron tomadas
de acuerdo con las indicaciones del proveedor. Permiten la formacién de
3 reacciones de 50 yL cada una.

Posteriormente se colocaron las muestras en el termociclador y se cumplieron las

condiciones que se muestran en la Figura 8.

A B D E

94°C | 94°C 72°c | ac

2 min | 30s 66 s | indefinido
68°C
30s

Figura 8. Condiciones utilizadas en el termociclador para amplificar al gen de interés.
A-Desnaturalizacion inicial, B-Desnaturalizacion; C-Alineamiento; D-Extensién; E-
Hold. De acuerdo con los resultados, 68°C fue la temperatura de alineamiento

adecuada para amplificar el gen.
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Al terminar los 25 ciclos se corrio el producto de PCR dentro de un mismo pozo de
gran tamafo. El gel de agarosa utilizado y la mezcla del marcador fueron
preparados de igual manera que como se menciona en el apartado anterior. En el
primer pozo se coloco la mezcla con el marcador y en el pozo grande se colocaron
los 150 L obtenidos de las reacciones de PCR junto con 25 pL del buffer de carga
6X de la marca Thermo Scientific. Después de correr el gel a 90V y de revelarlo

utilizando bromuro de etidio se cort6 la banda de interés.

Purificacion del inserto

La banda correspondiente al gen amplificado se obtuvo en el apartado
“‘Amplificacion del gen metiltransferasa por PCR”, posteriormente se recortd y se
coloco dentro de tubos Eppendorf de 1.5 mL para realizar purificacion de banda. Fue
posible utilizar esta técnica ya que la banda obtenida en el gel se mostré muy bien
definida. La purificacion se llevo a cabo utilizando el Kit Wizard® SV Gel de la marca
Promega y las concentraciones obtenidas del gen se determinaron con ayuda de un

Nanodrop de la marca Thermo Scientific.

Digestion del vector pRSFC.S y del inserto.

Con el inserto purificado y la construccion pRSFC.S previamente obtenida y
purificada en el laboratorio, se prosiguié con dos digestiones utilizando las enzimas
de restriccion EcoRI y Hindlll (ambas enzimas de la marca NEB). Las enzimas se
colocaron en las reacciones de manera separada; primero se agregd EcoRI y

después de su incubacion e inactivacion se agregdé Hindlll. Las reacciones se
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prepararon como se muestra en la Tabla 7 y posteriormente se dividieron en 30 yL
antes de comenzar la incubacion (37°C durante 3 horas para ambas enzimas).
Transcurrido el tiempo de incubacion, se inactivaron las enzimas sometiendo las

muestras a 65°C durante 20 minutos. Los tubos obtenidos se guardaron a 4°C.

Tabla 7. Reacciones de digestion con enzimas de restriccion.
Reactivos Reaccién 1 Reaccioén 2
Inserto (uL) Vector pRSFC.S (uL)
DNA 24 (2.11 ug) 28 (3.2 ug)
Buffer 2.1 10x 6 6
EcoRI 20 U/uL 2 2
Hindlll 20 U/uL 2 2
H20 26 22
Volumen total 60 60

Transcurrido el tiempo de inactivacion de Hindlll, se procedi6 a purificar el vector y el
inserto para eliminar el buffer y las enzimas utilizadas durante la digestion. El vector
pRSFC.S se corri6 en un gel de agarosa 0.8% para distinguir los plasmidos
digeridos de los que no lo estaban. Posteriormente se realizé una purificacion de la
banda que corresponde al vector digerido y el inserto se purific6 como producto de
PCR. Para ambas purificaciones se utilizé el Kit Wizard® SV Gel de la marca

Promega.
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Ligacion vector-inserto

La ligacion del vector y del inserto se llevé a cabo en una relacién 3:1 (inserto:
vector), en donde se utilizé la herramienta NEBioCalculator de NEB para conocer la
cantidad de inserto necesaria al momento de realizar una ligacion con 35 ng y 100
ng de un vector que cuenta con una longitud de 5.0 kb. Considerando que el inserto
tiene una longitud de 1.16 kb, el resultado de la herramienta arroj6 que eran
necesarios 24.36 ng y 69.60 ng de inserto respectivamente, de manera que se
llevaron a cabo los calculos necesarios para determinar su equivalencia en volumen.
En la Tabla 8 se muestran los reactivos y volimenes finales que se utilizaron al
momento de realizar las reacciones. Durante la ligacion se utilizé una T4 DNA ligasa

y un buffer 10X de la marca NEB.

Tabla 8. Ligacion del inserto metiltransferasa con el vector pRSFC.S.
Reactivos Reaccion 1. Reaccion 2 Reaccion 3
Control negativo 35 ng vector 100 ng vector

(uL) (WL) (ML)

Buffer 10x 2 2 2

pSRFC.S 1.57 1.57 4.48

metiltransferasa 0 0.94 2.68

Ligasa 400 U/uL 1 1 1

H20 15.43 14.49 9.84

Volumen total 20 20 20

Posteriormente se

incubaron las

aproximadamente) durante toda la noche (OVN).

reacciones a temperatura ambiente (20°C




Transformacion en células competentes de E. coli Top 10.

Se preparé medio LB sélido y se agregd 25 mL de medio con 25 yL de un stock de
kanamicina (50 mg/mL) para llegar a una concentracién final de 50 uyg/mL en cada
caja Petri. El vector pRSFC.S confiere a la bacteria una resistencia a kanamicina, de
manera que el antibiético en las cajas permite seleccionar solamente colonias de

células transformantes con el vector de interés.

Con las cajas listas se procedié a llevar a cabo una transformacion bacteriana
utilizando alicuotas con células competentes de E. coli ToplO previamente
descongeladas y colocadas en un contenedor con hielo. Se prosigui6 el experimento
colocando 10 pyL de cada una de las reacciones (Ver Tabla 8) en diferentes
alicuotas, las cuales se incubaron en hielo durante 30 min. Posteriormente se llevo a
cabo la transformacion por choque térmico utilizando un termoblock (marca Thermo
Scientific) para someter las células a una temperatura de 42°C durante 2 min.
Inmediatamente se dejaron reposar 5 min en hielo, se agregé 1 mL de medio LB
liquido y se incubaron las células transformantes durante 1h a 37°C y 300 rpm.
Transcurrido el tiempo se tomaron 120 uL de cada una de las alicuotas, se
colocaron dentro de diferentes cajas Petri con kanamicina y se esparcieron las
células utilizando perlas de vidrio. Las cajas Petri inoculadas se incubaron OVN a
37°C.

A la mafana siguiente se revisaron las cajas Petri y se escogieron 50 colonias
individuales, las cuales fueron picadas y plaqueadas en una nueva caja Petri con

medio LB y kanamicina utilizando las mismas condiciones de incubacion.

45



PCR de colonia

Para determinar las colonias que fueron transformadas con la construccién
pRSFC.S-Met se llevo a cabo PCR de colonia. El procedimiento consistié en separar
células de las 50 colonias escogidas en grupos de 5 dentro de tubos Eppendorf con
500 yL de agua. Se colocaron todos los grupos y el control negativo en un
contenedor con agua hirviendo durante 5 min e inmediatamente después en hielo

durante 3 min.

Paso seguido se llevé a cabo la formacion de un Master Mix en dénde se mezclaron
todos los componentes necesarios para llevar a cabo la reaccion (se agrego el DNA
al final). Antes de agregar el DNA se dividié el Master Mix en 12 tubos para PCR (9
ML por tubo) y posteriormente se agregd 1 pL del extracto obtenido de cada grupo
en reacciones separadas, 1 yL de agua para el control negativo y 2 uL de DNA

genomico para el control positivo.

Se llevaron a cabo un total de 25 ciclos de reaccion, se siguieron las mismas
condiciones para PCR descritas en la Figura 8 y se utilizé la enzima Taqg platinum
polimerasa de la marca Invitrogen. Los productos de PCR obtenidos se corrieron en
un gel de agarosa 0.8% como se especificé anteriormente para identificar las

colonias con el vector pRSFC.S-Met.

Debido a que se identificé la presencia del plasmido en todos los grupos, se llevo a

cabo un PCR de colonia nuevamente; esta vez de 10 colonias individuales. El

procedimiento consistié en preparar grupos que tuvieran células de una sola colonia.
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Se realizé un Master Mix como se indica en la Tabla 9 y se continu6 con las mismas

indicaciones que se describieron anteriormente.

Tabla 9. Componentes para PCR de colonia
Reactivo Volumen (uL)

Buffer 10x 12
dNTPs 10 mM 2.4
MgCl2 50 mM 3.6
Forward-Met 10 uM 2.4
Reverse-Met 10 yM 2.4
DNA presente en pooles 12 (1 pL por reaccion)
Taq platinum polimerasa 5 U/uL 0.48
DMSO 100% 6
H20 MQ. 78.72

Volumen total 120 uL
Preparacion de Master Mix para PCR. Estas cantidades fueron tomadas
de acuerdo con las indicaciones del proveedor. Permiten la formacion de
12 reacciones de 10 uL cada una.

Confirmacion de la clonacion vector-inserto

Para confirmar que la construccion pRSFC.S-Met fue llevada a cabo con éxito se
realizaron digestiones utilizando enzimas de restriccion.

Para ello fue necesario llevar a cabo una extraccion de plasmido por lisis alcalina
(miniprep) de dos colonias candidatas. El procedimiento de extraccion consistio en

los siguientes pasos (Bimboim et al., 1979):
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9.

. Se pico con la punta de un palillo estérii ambas colonias bacterianas, se

inocularon de manera individual en 5 mL de medio LB con kanamicina (50
pMg/mL) y se incubaron a 37°C OVN.

En microtubos diferentes se agregd 1 mL de los cultivos, se centrifugé 1 min a
méxima velocidad a temperatura ambiente y se eliminé el sobrenadante.

Se resuspendieron las pastillas en 1 mL de solucion SET fria y se mezclé con
vortex para posteriormente centrifugar y eliminar el sobrenadante.

Los pellets formados se resuspendieron en 150 uL de solucién SET + 5 pL de
RNasa y se agit6 en vortex vigorosamente.

Se agregaron 350 uL de la solucion 1l, se mezcl6 por inversién 5-6 veces y se
incubd 10 min en hielo.

Posteriormente se agregaron 250 pL de la solucién Il fria y se mezclé por
inversion para incubar inmediatamente 10 min en hielo.

Se centrifugaron las muestras durante 10 min a maxima velocidad y a
temperatura ambiente para recuperar el sobrenadante por decantacion en un
tubo nuevo y desechar la pastilla.

Se agregaron 700 uL de isopropanol al tubo con sobrenadante y se agité por
inversion 6 veces. Inmediatamente después se centrifugd 10 min a maxima
velocidad y se elimino el sobrenadante por decantacion.

Se agrego0 a la pastilla 1 mL de etanol 70% y se mezcld por inversion 6 veces.

10.Finalmente se centrifugd a maxima velocidad durante 10 min y se eliminé el

sobrenadante por decantacion para dejar secando la pastilla a temperatura

ambiente y (una vez seca) se disolvio en 50 uL de agua MQ estéril.

Con los plasmidos extraidos fue posible llevar a cabo las digestiones y el posterior

analisis de las construcciones. Para realizar la digestion se prepararon 2 reacciones
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utilizando las enzimas de restriccion EcoRI y Hindlll de la marca NEB. Se incubaron

a 37°C durante 2.5 h y posteriormente se inactivaron las enzimas a 65°C durante 20

min.

Terminado el tiempo de inactivacion de las enzimas se prosiguié a realizar una

electroforesis en gel de agarosa 0.8% (Tabla 10). En el primer pozo se coloco el

marcador de pesos moleculares y los dos pozos posteriores corresponden a la

digestion del vector de la colonia 1 y 2 respectivamente. Debido a que se tenia 25 pL

de muestra, se agrego a cada tubo 4.17 uL de buffer de carga antes de ser cargados

en el gel.

Tabla 10. Digestién para identificar la construccion pRSFC.S-Met

Reactivos Colonia 1 (pL) Colonia 2 (pL)
Buffer 2.1 10x 2 2
pRSFC.S-Met 6.40 (1 ug) 7.52 (1 ug)
EcoRI 20 U/uL 1 1
Hindlll 20 U/uL 1 1
H20 MQ 14.6 13.48

Volumen total 25 25

Secuenciacion del plasmido pRSFC.S-Met

Ambos vectores contenian el amplicén insertado, de manera que se tomaron 15 uL

de cada uno de ellos y se mandaron a secuenciar al Instituto de Fisiologia Celular,

UNAM utilizando los oligonucle6tidos ACYCDuetUpl y DuetDOWNL1 (Tabla 11) que
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flanquean el inserto en la regién 5” y 3". De ambos oligonucleétidos se enviaron 50

ML con una concentracién 10 uM.

Tabla 11. Oligonucleétidos empleados para la secuenciacion del gen
metiltransferasa

Nombre Secuencia 5’ - 3’
ACYCDuetUpl GGATCTCGACGCTCTCCCT
DuetDOWN1 GATTATGCGGCCGTGTACAA

Al recibir la secuenciacion en formato txt, se procedié a convertir el formato en
FASTA. El alineamiento se llevo a cabo utilizando la herramienta BLAST de la base
de datos NCBI. La secuencia teérica del vector pRSFC.S-Met se obtuvo utilizando el
programa Serial Cloner, posteriormente se alined contra las secuencias obtenidas

de manera experimental.

Expresion del cluster biosintético completo

Como se mencion6 en los antecedentes, previamente se habia llevado a cabo la
clonacion de 3 genes involucrados en la biosintesis del lantipéptido de clase |
presente en el genoma de Micromonospora echinospora. Los genes lanA y lanB
fueron clonados en el vector pETDuet, denominando a dicha construccién
pETDuetAB. Por otro lado, el gen lanC se cloné en el MCSII del vector pRSFDuet,

obteniendo una construccién que recibié el nombre pRSFC.S. Con la construccion
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pRSFC.S-Met obtenida durante este proyecto se procedié a llevar a cabo ensayos

para determinar las condiciones para la expresion del grupo completo de genes.

Transformacion en células competentes de E. coli BL21

Se prepar6 medio LB sélido y se agrego a cada caja Petri un volumen final de 25 mL
de medio con 7.5 pL de un stock de kanamicina (15 pg/mL en cada caja) y 3.12 uL
de un stock de ampicilina (25 pg/mL en cada caja). El vector pRSFC.S-Met y
pETDuetAB confieren a la bacteria una resistencia a kanamicina y ampicilina, de
manera que los antibioticos en las cajas permiten seleccionar solamente colonias de

células transformantes con ambos vectores.

Se tomo una alicuota con células competentes de E. coli BL21 y se colocé dentro de
ella 3 pL de las construcciones pETDuetAB y pRSFC.S-Met. Inmediatamente se
dej6 reposar durante 30 min en hielo y se siguié el mismo protocolo descrito en el
apartado “Transformacion en células competentes de E. coli Top 10”. En esta
ocasion se utilizaron cajas Petri que contenian medio LB solido con ampicilina y

kanamicina como antibioticos de seleccion.

Se escogieron 10 de las colonias que crecieron en los medios descritos
anteriormente y se sembraron nuevamente en medios idénticos para ser incubadas

bajo las mismas condiciones.
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Induccion de la expresion de genes biosintéticos

Se prepararon 60 mL de medio TB estéril y se agregd ampicilina y kanamicina a una
concentracion final de 25 ug/mL y 15 ug/mL respectivamente. Posteriormente se
dividio en tubos de vidrio colocando 5 mL de medio en cada uno. El primer tubo se
etiquetd como control negativo (se inoculé con una colonia de E. coli BL21
transformada con plasmidos vacios), mientras que los demas tubos fueron
inoculados con una de las colonias que contienen los vectores pRSFC.S-Met y

pETDuetAB. Se incubaron toda la noche a 29°C.

Al dia siguiente se tomaron 50 yL de cada uno de los preindculos obtenidos y se
suspendieron de manera independiente en 5 mL de medio TB (suspension con
concentracion final 1%). Se incubaron las células 2 h a 37°C y posteriormente se
supervisd cada cierto tiempo que la densidad Optica de las suspensiones se

encontrara en un rango de 0.5 - 0.7 en una longitud de onda de 600 nm.

Una vez obtenida la densidad optica deseada en cada tubo, se indujo la expresion
utilizando IPTG a una concentracion final de 1 mM (de un stock de IPTG con una
concentracion 500 mM, se agregé 10 yL para cada tubo). Posteriormente se
incubaron las células durante 4 h a 37°C y transcurrido el tiempo se colocaron los

cultivos dentro del refrigerador a 4°C.
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Electroforesis desnaturalizante en geles de poliacrilamida (SDS-
PAGE)

Se tomaron 1.5 mL de cada uno de los cultivos y se vertieron dentro de tubos
Eppendorf, se centrifugaron y se elimind el sobrenadante. Paso seguido se
suspendieron las células en 300 uL de TBS frio, se tomaron 100 uL de cada una de
las muestras y se colocaron en tubos Eppendorf diferentes. El procedimiento
continudé agregando a cada tubo 50 pL de buffer de carga 2X (Tabla 12) e hirviendo

las muestras a 94°C durante 8 min utilizando un termoblock.

Tabla 12. Preparacion de buffer de carga 2x
Reactivo Volumen (mL)
Tris HCI 1 M pH 6.8 1.25 mL
SDS 10% 4 mL
Glicerol (100%) 2 mL
Azul de bromofenol 0.4 mg
2 [f-mercaptoetanol 1.1mL
Agua 1.65 mL
Volumen final 10 mL

Concluido el tiempo se colocaron las muestras en hielo y finalmente se cargaron en
dos geles de poliacrilamida al 10%, utilizando una camara para electroforesis de

proteinas con buffer de corrida 1X (Tabla 13).
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Tabla 13. Preparacion de buffer de corrida 1X
Reactivo Masa (g)
Glicina 14.4
TRIS 3.02
SDS 1
Volumen final 1L

En el primer pozo se cargaron 4 uL del marcador de peso molecular, en el segundo
pozo 5 pyL de un control positivo con Histag, en el tercer pozo 15 pyL de control
negativo (células con plasmidos vacios) y a partir del cuarto pozo se agregaron 15
ML de cada una de las colonias en orden ascendente. Se utilizoé una fuente de poder
para correr las muestras a 70V de manera inicial y posteriormente se aumento el
voltaje a 110V cuando las muestras pasaron el gel apilador. Al finalizar, uno de los
geles se tifid con Azul de Coomassie, mientras que el otro se utilizd para llevar a

cabo la técnica de Western Blot.

Tincidn con Azul de Coomassie

Se colocd uno de los geles de poliacrilamida previamente obtenidos dentro de
solucion de fijacion durante 30 min (Tabla 14). Terminado este tiempo se coloco el

gel en solucion con Azul de Coomassie y se dejo OVN (Tabla 15).
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Coomassie

Tabla 14. Preparacion de soluciones para tefiir con Azul de

Solucion de fijacion

Solucién de destincion

Reactivo
Volumen (mL) Volumen (mL)
Etanol 40 20
Acido acético 10 10
Agua 50 70
Volumen final 100 mL 100 mL

Tabla 15. Preparacion de solucién con Azul de Coomassie

Reactivo

Solucién stock Il

Reactivo Solucién stock |
Coomassie Brilliant 0.2%
Blue
Etanol 90%

Acido acético

20%

Para formar la solucibn con Coomassie es necesario mezclar ambos stocks en

partes iguales.

Al dia siguiente se retiré el gel de la solucién con Azul de Coomassie y se coloco

nuevamente en solucion de fijacién durante 1 min. Posteriormente se coloco el gel

en una solucién para decolorar durante 15 min y posteriormente se colocé el gel en

agua hirviendo. Se hicieron lavados con agua hasta lograr una decoloracion 6ptima.

Como paso final se tom6 una fotografia del gel tefiido.
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Western Blot

Con el otro gel obtenido durante el SDS- PAGE se llevd a cabo una transferencia de
proteinas utilizando una membrana de PVDF con un tamafio de poro de 0.45 um
(marca Merck Millipore). La membrana fue activada con metanol y luego colocada
en buffer de transferencia 1X. El experimento se llevé a cabo utilizando un sistema
de electro transferencia en donde se sumergié la membrana y el gel de
poliacrilamida en buffer de transferencia 1X durante 10 min aproximadamente.
Posteriormente las proteinas se transfirieron durante 1.5 h a 90V, se coloco la
membrana en leche desnatada 5% preparada con PBST y se incub6 a 4°C durante

toda la noche.

Al dia siguiente se retir6 la membrana de la leche y se incubd durante 1.5 h con
anticuerpo primario Anti-His a temperatura ambiente. Transcurrido el tiempo, se
retir6 la membrana del anticuerpo primario (Anti-Histag de raton, marca
ThermoFisher Scientific con dilucion 1:5000) y se hicieron 3 lavados de 15 min
utilizando PBST. Al terminar los lavados se llevd a cabo una incubacion de la
membrana con un anticuerpo secundario anti-lgGs de ratdn conjugado a peroxidasa
durante 1.5 h y nuevamente se llevaron a cabo 3 lavados de la membrana utilizando
PBST. Para finalizar se utilizé un sustrato de inmunodeteccion que, al reaccionar
con la peroxidasa, permite identificar un cambio de color en las proteinas con His-

tag.
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RESULTADOS

Analisis bioinformatico

AntiSMASH

El programa antiSMASH version 6.1.1 mostré la existencia de diferentes cllsteres
biosintéticos que permiten la sintesis de metabolitos secundarios en el genoma de
Micromonospora echinospora. El de particular interés es un cluster que codifica para

un lantipéptido de clase | en la regidén 7 del cromosoma bacteriano.

Identified secondary metabolite regions using strictness ‘relaxed"

LT607413.1 (Micromonospora echinospora)

1 3 5 i 2 1 13 15 17 19 2123 25 27 29
il 1o im0 I I 'R ] C e 00 0—
2 4 8 B 10 12 14 18 18 20 22 24 25 28
Region Type From To Most similar known cluster
NRPS & 156,248 212707 tasikamide Aftasikamide B/tasikamide C &

Region 2 NAGGN & 1,158,185 1,173,054

Region 3 TIPKS & 1,438,972 1,490,665 hexacosalactone A &'

Region 4 Ni-siderophore &' 1,600,797 1612647 legonoxamine A/desferrioxamine B/legonoxamine B &
Region 5 terpene & 1,624,955 1,843,537  phosphonoglycans &

Region 6 terpene & 1,919,148 1,939,065 isorenieratene &
Region 7 lanthipeptide-class-i & ‘3382:665 2407876

Region & 2dos & 2,501,574 2542299 gentamicin &

Region 9 T3PKS & 2703885 2743559 loseolamycin Al/loseolamycin A2 &
NRPS-like & 3,684,695 3,724,564

Region 11 T3PKS & 3,919,775 3,957,735  herbimycin A &

Region 12 indole & 3,970,976 3,992,166  pyrronazol B &

LG REN terpene & 4329260 4348583 tetrachlorizine &

BELVDUREN terpene & 4518422 4539312  frankiamicin &

Region 15 NRPS &' T1PKS & 4580869 4630422
NRPS & , NRPS-like & 4730741 4815149  bonnevillamide D/bonnevillamide E &

Region 17 T1PKS & | other & 5,370,138 5419716 cyphomycin &

B | RPS B TIERS B NRPS: ¢ 454071 5745390 |quinolidomicinA &

like &
Figura 9. Clusteres de metabolitos secundarios en el genoma de M. echinospora. La

region 7 contiene un cluster biosintético que codifica para un lantipéptido de clase |
Tomado de antiSMASH version 6.1.1 (https://antismash.secondarymetabolites.org/).
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Un acercamiento en la region 7 del cromosoma bacteriano permite identificar los

genes involucrados en la biosintesis del lantipéptido (Figura 10): lanA, lanB, lanC y

metiltransferasa.

Lantipéptido de clase |

| }
Met LanA LanB LanC Otros

T T
2,302,000 2,394,000 2,304,000 2,388,000

Figura 10. Organizacion de los genes en el cluster biosintético 1.7 asociado a

la

produccién de un lantipéptido de clase | identificado en el genoma de M.

echinospora. “Met” hace referencia al gen que codifica la enzima metiltransferasa.

Tomado de antiSMASH version 6.1.1 (https://antismash.secondarymetabolites.org/).

La identificacion del gen en antiSMASH nos permitio obtener su secuencia de

nucleédtidos, la cual estd formada de 1164 pb (Tabla 16) y la secuencia de

aminoécidos correspondiente a la enzima (Ver tabla 17).

Tabla 16: Secuencia de nucleétidos que codifica para la enzima metiltransferasa

ATGGCGCTGCGGACGGCGATGGTGGCGGAGCTGAGCGCGGACACGATCAGGTCGGAGGCGG
TGGCTGCCGCGTTCTCGGTCGTGCCACGTCACCTGTTCGCCCCAGGGGAGTCCCTGGATGT
GGTGTACGACTCGAACACCCCGTTGGTGACGAAGACCGGTTCGGACGGTACGGCGCTCAGT
TCGGTGTCGGCGGCGCACATCCAGGCGGTGATGCTGGAGCAGGCCGAGATCGAGCCGGGGA
TGCGGGTTCTGGAGATCGGTTCGGGTGGGTACAACGCGGCGCTGATCGCGGAGCTGGTTGG
CCCGCAGGGTGCGGTGACGTCGGTGGACATCGACCCGGAGATCGTCGCTCGGGLLCCGLGLL
TGCTTGCAGACCGCCGGCTACGACCGGGTGCGGGTCGTGCAGGCCGACGCCGAATACGGTG
TACCGGAGCAGGCACCGTACGACCGGATCATCGTCACGGTCGGAGCGTGGGACATCCCACC
GGCTTGGATCGCCCAACTGTCCGAACACGGCCGGATCGTGGTGCCACTGCGGTTCGLCCGGL
CTGTCCCGCTGCGTCGCCTTCGACCTGGCCGAAGGGCGCCTCGTCAGTCACAGCTACTGCC
TCGGCGGGTTCGTGCCGATGCAGGGCGCGGGCACGTACTCCGAGACGCTGGTGCCGATCAA
CGGCGAGGCGACGCTGCGTATGGACGGGCCGGACCCGGGCTTCGACGTGCCGGCCCTACGT
AAGGCGGTCCACGCACCGAGGATCGAGCGGTGGTCCGGGGCGGECGETTCGACATGCCCGACG
AGCTGGAGTTGTTCGTGGTGACCAGCGCGTCCCACGTGCCCTTCCTGTACGCGAGCCAGCA
GTTGGTGGACCAGGGCGTGTTCAGCCCGGCGGTGATCTACGGCACGGCTGCCGTGGTCGAG
GGCGGCAGTTTCGCCTACCGGACGAAACGCGAGAACGAGGGCCTCGGCGGATGGGAGAGCG
GTGTCTACGCCTACGGCCCGCAGGCCGAGGCGGTCGCTGACAGGTATGTCGGGCTGTTGCG
CCGCTGGGCGGCCGACTTCCGCCGTCGCGGGGCCGCGCGGATCGAGTACCTGCCCACCAGC
GCAGGCGTGCCGGACGGCTGGTACGTGCCGAAGCGCCACGGCGCCGTCGCGGTGTCCTGGC
GCTGA
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Tabla 17: Secuencia de aminoacidos de la enzima metiltransferasa

MALRTAMVAELSADTIRSEAVAAAFSVVPRHLFAPGESLDVVYDSNTPLVTKTGSDGTALS
SVSAAHIQAVMLEQAEIEPGMRVLEIGSGGYNAALTAELVGPQGAVTSVDIDPEIVARARA
CLOTAGYDRVRVVQADAEYGVPEQAPYDRIIVTVGAWDIPPAWIAQLSEHGRIVVPLRFAG
LSRCVAFDLAEGRLVSHSYCLGGEVPMQGAGTYSETLVPINGEATLRMDGPDPGEFDVPALR
KAVHAPRIERWSGAAFDMPDELELFVVTSASHVPEFLYASQQLVDOGVESPAVIYGTAAVVE
GGSFAYRTKRENEGLGGWESGVYAYGPQAEAVADRYVGLLRRWAADFRRRGAARIEYLPTS
AGVPDGWYVPKRHGAVAVSWR

Propiedades fisicoquimicas de la enzima

La determinacion de los pardmetros fisicoquimicos de la enzima se obtuvieron a

partir del programa Expasy (Tabla 18) como se indica en la metodologia.

Tabla 18. Propiedades fisicoquimicas teéricas de la enzima
metiltransferasa
Parametro Valor
Numero de aminoacidos 387
Peso molecular: 41390.9 Da
pl tedrico 5.12
indice alifatico 90.78%
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Alineamiento multiple de metiltransferasas asociadas a
lantipéptidos de clase I.

Tabla 19. Porcentaje de identidad y cobertura de metiltransferasas involucradas en
la sintesis de lantipéptidos de clase | en relacion con la enzima de interés.

Organismo Identidad Cobertura Numero de
aminoécidos

Micromonospora 98.19% 100% 391

sagamiensis

Micromonospora 98.19% 100% 387

pallida

Micromonospora 97.16% 100% 387

inyonensis

Verrucosispora 80.41% 99% 419

sp. NA02020

Streptomyces 62.89% 99% 401

aidingensis

Frankia 62.76% 99% 408

casuarinae

Streptomyces 34.84% 93% 398

olivaceus
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5_olivaceus = =000 —--mmmmmmmmmeooo MSQTPTADQLCNRLVDDILS - -ERDLPSDVEQAMRTV 35
Verrucosispora_sp MRGSTGESYPGTFQLGSQSVT SAGOOAVODPAAL RAAMYSELCE- -DTTASEAVAAAFLTV 58
M_inyonensis = 0o—ommmmmmmmmmmmm oo MALRTAMVAELSE- -DTIRSEAVAAAFSVY 28
M_echinospora — MALRTAMVAELSA- -DTIRSEAVASAFSWVY 28
M_sagamiensis S -MRDPMALRTAMVAELSE - -DT IRSEAVARAFSWY 32
M_pallida e ik MALRTAMVAELSE--DTIRSEAVASAFSWY 28
5_aidingensis - ---MTTWR - -ETDDTAAS LRAAMGE L EGMGEY - LQSKAVAKAVATY 48
F_casuarinae = = = -—-----------ooo— MTSWVODSSATDSAAT LRAAMVDELRT TGDAIKTGOVALAVGRY 43
* ) * * *
5_olivaceus PROTFLPGIDLENAYTDOAYTIKDNPGOPLPLSCASYPSWWAMMLGOL TARPGDI G 95
Verrucosispora_sp PRHVFAPDEPLAVVYDNVDTALVTETGPDGKALSSWSAAHTQAVML EQAGIERGHM G 118
M_inyvonensiz PRHLFAPGESLDAMVYDSNTPLVTETGTDGTALSSWSAAHTQAVMLEQAETEPGHM G 38
M_echinospora PRHLFAPGESLDAMWVYDSNTPLYTETGSDGTALSSVSAAHTIQAVMLEQAELEPGME G 38
M_sagamiensis PRHLFAPGESLDAWVYDSNTPLYTETGPDGTALSSWSAAHTQAVMLEQAETEPGHM G 92
M_pallida PRHLFAPGESLDVVYDSNTPLVTRTGPDGTALSSVSAAHIQAVMLEQAETEPGM G 88
5_aidingensis PRHLFAADQPLESAYAANKALVIKRDGSGMNALSSLSATHIQAVMLEQAETEPGHM a 180
F_casuarinae PRHLFAPDEPLEAVYAANKALVIKRDGNGAALSSLSAAHTOAVMLEQAELEPGHM a 183
*x  * & ¥ H H . =% ¥ T X1 EE X LE%E D *
S_olivaceus AELVGE-GRVT RWTVIERNGLLGAHEHA 154
Verrucosispora_sp AELVGDDGEANTS DIVARARAYLDEAGY ERVEVYQADAEYGWVAEHA 177
M_invonensis AELVGPQEAVTS! DRVRVVQADAEYGYPEQA 147
M_echinospora AELVGPQEAVTS! DRVRVVQADAEYGYPEQA 147
M_sagamiensis AELVGPQGEAVTS DEVRVVQADAEYGYPEQS 151
M_pallida AELVGPOGAVTS PRVEVYQADAEYGVPEQA 147
5_aidingensis AELVGEAGTVVTA ERVOVVLADADGEVPEHA 159
F_casuarinae QEMVGDGGESVTS 162
: *:** L L.
5_olivaceus o 2 21e
Verrucosispora_sp P 233
M_inyonensis P 283
M_echinospora P 283
M_sagamiensis P 287
M pallida P 283
5 _aidingensis P 215
F_casuvarinae B 222
)
5 _olivaceus 269
Verrucosispora_sp 291
M_inyonensis DGAGAYSETLVPINGEATLRVDGPDPGFDVPALREAVHAPR - - TERWSGAAFD 261
M_echinospora DGAGTYSETLVPINGEATLRMDGPDPGFDVPALREAVHAPR - - TERWSGAAFD 261
M_szagamiensis DGAGTYSETLVPVNGEATLRMDGPDPGFDVPALREAVHAPR - - TERWSGAAFD 265
M_pallida DGAGTYSETLVPINGEATLRMDGPDPGFDVPALREAVHAPR - - TERWSGAAFD 261
5_aidingensis DGSGAYTERLVPIADGIALQVDDQRQEFDTEALAAAVHTPR - - LEVWSGAAFD 273
F_casuarinae GIGTFRERLVPITDEVVLRVDDPSQEFDVEGLRDALATRR - - LERWSGAAFD 280
5_olivaceus GEESFDAVWILRATAHDDRVCRLETTPEAMEQALIRRPATPARTPALIDDASLAYLTVTRE 329
Verrucosispora_sp LPDELEL-FV- -VTSAPQWPFLHASQQLVDQ - GVF TPAVMYGTAILIDGGSFAYRTKR- - 345
M_inyonensis MPDELEL-FV- -VTSASHVPFLYASQQLYVDQ-GVF SPAVTYGTAAVWEGGSFAYRTKR - - 315
M_echinospora MPDELEL-FVW- -VTSASHVPFLYASQQLVDQ-GVF SPAVIYGTAAVWEGGSFAYRTKR- - 315
M_sagamiensis MPDELEL-FW- -VTSASHVPFLYASQQLVDQ- GVF SPAVTHGTAAVWEGGSFAYRTKR - - 319
M_pallida MPDELEL -FVW- -VTSASHVPFLYASQQLVDQ-GVF SPAVTYGTAAVWEGGSFAYRTKR - - 315
5_aidingensis LPDELEL-FL--ATSTPQMAMLHGSXQLVDQ-GALALSVTRGVPALVVGGESFAYRTKR- - 327
F_casuarinae LPDELEF -FL- -VTNLAQVAHLHVDETQVOM - GRFAPSAARGVPTLWSGGSFAYRTKR- - 334
5_olivaceus DADPQRPFRLGATAYGPROGEELARDLVAHIDAWGSDRLA - -VPRLTITPSDTGDAPGHT - 386
Verrucosispora_sp ENESTDGWESGVYAYGPNAEETADRYIALLRRWATOYRHRGAARIEYIPTTAGDAPPVGI 485
M_inyonensis GNEGLGGWESGVYAYGPOAEAVADRYVGLLRRWAADFRRRGAARTEYLPTSAG- - VPDGEL 373
M_echinocspora ENEGLGGWESGVYAYGPOAEAVADRYVEL LRRWAADFRRRGAARTEYLPTSAG- -WVPDGH 373
M_sagamiensis ENEGLGGWESEVYAYGPOAEAVADRYVEL LRRWAADF RRRGAARIEYLPTSAG- -VPDGH 377
M pallida ENEGLGGWESGVYAYGPOAEAVADRYVEL LRRWAADF RRRGTARLIEYLPTSAG- -VPDG 373
5_aidingensis PNEETGGFESGVFAHGPEAEAVAARYVDLLRRWASDHRRRGAARIRYVRMPEGTAEPSAG 387
F_casuarinze 304

5_olivaceus
Verrucosispora_sp
M_inyonensis
M_echinospora
M_sagamiensis

M pallida
5_aidingensis
F_casuarinae

PNEKTGGFESGVWARHGPDADRVAEHYVELLRRWASDHRRSGAAHIRYVPHAAGTPAPSVG
. . &

Do L ErEE o A Lo

-ISKPESRITLTY- 398
YTPERHGWVVAVTWR 419
YVPKRHGAVAVSER 387
YVPKRHGAVAVSER 387
SVPKRHGAVAVSER 391
YVPKRHGAVAVSLR 387
VVAKRFGAVQISHS 481
LYPKRHGAVAVRWP 488
* )

Figura 11. Alineamiento multiple de metiltransferasas asociadas a lantipéptidos de
clase | presentes en diferentes especies bacterianas. El asterisco indica que los

aminoacidos estan perfectamente alineados en esa posicion, cuando sélo hay
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coincidencias se observa uno o dos puntos. Encerrado en rojo se encuentran
secuencias de aminoacidos altamente conservados. Obtenido de Clustal Omega

(https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/).

En la Tabla 19 se observa que todas las enzimas alineadas con la enzima de interés
presentan una cobertura de mas del 90%. En cuanto a la identidad, se observa
mayor variacion en los resultados encontrados, siendo el mayor de 98.19% vy el
menor de 34.84%. A pesar de la variacion en los resultados de identidad, todas las
secuencias cuentan con aminoécidos conservados, lo cual los sugiere de gran

importancia (Figura 11).

Clonacion del gen de interés

Temperatura de alineamiento 6ptima para amplificar el gen
metiltransferasa.

Como se menciond en la metodologia, se llevo a cabo la amplificacién del gen
metiltransferasa a partir de DNA gendémico. En la Figura 12 se observa un analisis
en gel de agarosa 0.8% con productos de PCR a diferentes temperaturas de
alineamiento. Se observa la aparicion de bandas en la regién de 1000 a 1500 pb
indicando la amplificacion de una secuencia de DNA. De acuerdo con lo encontrado
en antiSMASH, el gen metiltransferasa de M. echinospora tiene una longitud de
1164 nucledtidos, de manera que este resultado nos permite sugerir que la

amplificacion realizada es del gen de interés.
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— c— C Metiltransferasa

1000 ph *—"

500 pb M.

Figura 12. Determinacion de temperatura de alineamiento Optima para la
amplificacion de la metiltransferasa de M. echinospora. El andlisis se llevo a cabo en
gel de agarosa 0.8%. Carril 1: marcador de peso molecular, a partir del carril 2 se
muestran productos de PCR a diferentes temperaturas de alineamiento con

diferencia de 2°C. El andlisis comenz6 con 58°C y termin6 con 68°C.

Es importante mencionar que después de llevar a cabo el gradiente de temperaturas
de alineamiento se observé una banda més definida y con mayor intensidad a los
68°C, de manera que la temperatura de alineamiento éptima para amplificar el gen

metiltransferasa es 68°C.

Amplificacion del gen metiltransferasa

Posteriormente se realiz6 PCR y se analizd el producto de la reaccién en gel de
agarosa 0.8% para determinar si se llevo a cabo la amplificacién de manera exitosa.

En esta ocasion se utilizé una sola temperatura de alineamiento de 68°C.
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PM PCR

Metiltransferasa

Figura 13. Amplificacion del gen de la metiltransferasa de M. echinospora. Analisis
realizado en gel de agarosa 0.8%. Carril 1: marcador de peso molecular; Carril 2:

producto de PCR obtenido a partir de una temperatura de alineamiento de 68°C.

En la Figura 13 se observa la aparicion de una banda en la region que corresponde
de 1000 a 1500 pb, siendo asi que se llevo a cabo la amplificacién del gen de interés
nuevamente. Esta banda fue purificada para obtener el inserto aislado y

posteriormente se digirié el mismo con enzimas de restriccion.

Digestion del vector pRSFC.S

Para iniciar la clonacion fue necesario digerir el vector pRSFC.S, tal y como se
indico en el apartado “Digestion del vector pRSFD.S y del inserto” de la metodologia.

Posterior a la digestién, se llevé a cabo un andlisis en gel de agarosa 0.8%.
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PM PRSFC.S digerido

10000 pb
8000 pb

6000 pb
5000 pb
4000 pb

3000 pb
2000 pb
1500 pb
1000 pb

pRSFC.S
linealizado

500 pb

Figura 14. Digestion del vector pRSFC.S. Analisis realizado en gel de agarosa 0.8%.
Carril 1: marcador de peso molecular; Carril 2: producto obtenido de la digestién del
vector pRSFC.S con las enzimas de restriccion EcoRI y Hindlll.

Recordemos que la construccion pRSFC.S esta formada por el vector pRSFDuet y
el inserto lanC en el MCSI del vector, de manera que cuenta con una longitud total

de 5000 pb.

Cuando la digestion no se lleva a cabo o el vector se cierra, aparece una
conformacién circularizada del mismo que permite la formacion de “esferas”. Esta
conformacién le confiere al vector la propiedad de correr en el gel de manera
independiente a su longitud, lo cual favorece la aparicion de multiples bandas en el
gel. El fendbmeno anterior no ocurre cuando el vector se encuentra linealizado,
permitiendo asi la formacién de una sola banda correspondiente a la longitud de la
construccion. En la Figura 14 se observa la formacion de una banda justo en la
region de 5000 pb de acuerdo con el marcador, lo cual sugiere que el vector se

digiri6 de manera exitosa, ademas de que la eficiencia de la digestion fue buena.
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PCR de colonia

Llevada a cabo la ligacion y la posterior transformacion en células competentes de

E. coli, se procedié a identificar las colonias candidatas con la construccion

pRSFC.S-Met.
Colonias
n O N O wnw o un o
R e L S S
'Y «— W = W = W « O
PM+-"L0\—-NNmm<r<rPM

2000 pb
1500 pb
1000 pb

500 pb

Metiltransferasa

Figura 15. PCR de 50 colonias candidatas. El analisis se llevd a cabo utilizando gel
de agarosa 0.8%. Carril 1 y 14: marcador de peso molecular; Carril 2: control
positivo con DNA gendmico; Carril 3: control negativo con agua en lugar de DNA; del
carril 4 al carril 13 se colocé el producto de PCR obtenido del DNA presente en el

extracto de colonias candidatas. Los grupos se hicieron de 5 colonias.

Se realizaron grupos con 5 colonias candidatas como se menciona en el apartado
“‘PCR de colonia” de la metodologia. Las muestras se sometieron a calor para
ocasionar la lisis celular y exponer la construccion pRSFC.S-Met. Al llevar a cabo las
reacciones de PCR, se utilizaron los diferentes extractos celulares presentes de los
grupos Y los oligonucledtidos descritos en la Tabla 2. Estos oligonucleétidos pueden
amplificar el gen metiltransferasa solamente si reconocen su secuencia. De esta

forma, si la construccion pRSFC.S-Met se encuentra dentro de las células se
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observara la formacién de bandas. Al analizar los resultados en la Figura 15 se
puede observar claramente que el extracto celular de todos los grupos permite la
formacion de una banda entre 1000 y 1500 pb de acuerdo con el marcador.
Recordando que el gen metiltransferasa tiene un tamafio de 1164 pb podemos
sugerir que al menos una de las colonias presentes en cada grupo fue transformada

con el vector pRSFC.S-Met.

Para poder dilucidar cuél de las colonias tiene la construccion de interés, se llevo a
cabo un PCR de colonia de la misma manera que en el procedimiento anterior, pero
utilizando extractos celulares de 9 colonias de manera individual. En la Figura 16 se
observa el resultado obtenido después de correr los diferentes productos de PCR.
Como se menciond en la Figura 15, podemos sugerir que las nueve colonias fueron
transformadas con la construccion pRSFC.S-Met y se puede extraer plasmido de

cualquiera de ellas para secuenciar la construccion.

Colonia
S N T S A R

(LIRS

2000 pb e

Metiltransferasa

1500 pb |
1000;:3b’ - .M“*..

|h||

500 pb |Fie

Figura 16. PCR de 9 colonias candidatas. El analisis se llevo a cabo utilizando un gel
de agarosa 0.8%. Carril 1 y 13: marcador de peso molecular; Carril 2: control
positivo con DNA genomico; Carril 3: control negativo con agua en lugar de DNA; del
carril 4 al carril 12 se coloc6 el producto de PCR obtenido a partir del extracto celular

individual de 9 colonias candidatas.
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Cabe mencionar que tanto en la Figura 15 como en la Figura 16 se obtuvieron
buenos resultados para el control positivo y el control negativo. En el control positivo
se agregdé DNA gendmico de Micromonospora echinospora, el cual contiene la
secuencia del gen que codifica la enzima metiltransferasa, de manera que se
esperaba obligatoriamente la aparicion de una banda utilizando los mismos
oligonucledtidos de la Tabla 2. Por otro lado, el control negativo no tenia ninguna
muestra con DNA, en su lugar solamente se agreglé agua; de manera que no se
esperaba la amplificacién del gen. El resultado de lo anterior se ve reflejado en la

ausencia de bandas.

Para ambos experimentos se observd la presencia de una banda en el control
positivo y ausencia de esta en el control negativo. Esto indica que los resultados son

confiables y que la metodologia se llevé a cabo de manera correcta.

Confirmacion de la clonacion vector- inserto

Para confirmar que la construccion de interés se llevd a cabo con éxito, se
analizaron los plasmidos presentes en la colonia 1 y 2 mediante una digestion con
las enzimas de restriccion EcoRI y Hindlll. Los cortes de ambas enzimas flanquean
al gen de interés dentro del vector pPRSFC.S-Met, de manera que la construccion se

dividiria en dos fragmentos después de llevar a cabo la digestion (Figura 17).
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Colonia
1 2
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10000 pb
8000 pb
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2000 pb

3000 pb
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1500 pb
1000 pb

pRSFC.S linealizado

Metiltransferasa

500 pb

Figura 17. Digestion de pRSFC.S-Met. El analisis se llevd a cabo utilizando un gel
de agarosa 0.8%. Carril 1: marcador de peso molecular; Carril 2: digestion del
plasmido extraido de la colonia 1; Carril 3: digestion del plasmido extraido de la
colonia 2. Ambos plasmidos fueron digeridos con las enzimas de restriccion EcoRI y
Hindlll.

Al observar la Figura 17 se puede apreciar la aparicién de dos bandas en el gel para
ambas colonias, estas bandas corresponden a los fragmentos generados de la
construccion pSRFC.S-Met; las bandas que aparecen en la regién de 5000 pb
corresponden a la construccion pRSFC.S linealizada, mientras que las bandas méas
pequefias corresponden al inserto metiltransferasa, el cual cuenta con una longitud

de 1164 pb.

Ante estos resultados podemos estar seguros de que la construccion pRSFC.S-Met
se ensambld con éxito. Sin embargo, hace falta analizar la secuencia para estar

seguros de gque es correcta y de que no existen mutaciones.
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Alineamiento de la secuencia tedrica y experimental del vector
pRSFC.S-Met

Los resultados de la secuenciacion de Sanger para las construcciones de la colonia
1 y 2 fueron enviados por parte del Instituto de Fisiologia Celular, estos resultados
fueron transformados a formato FASTA para llevar a cabo el alineamiento como se
menciona en el apartado “Secuenciacion del plasmido pRSFC.S-Met” de la
metodologia. Los oligonucleétidos ACYCDuetUP1 y DuetDOWNL flanquean el gen,

de manera que es posible analizar su secuencia desde ambos extremos.

La parte “Query” corresponde a la secuencia teorica de la construccion pRSFC.S-
Met, mientras que “Subject” hace referencia a la secuencia obtenida de la colonia 1

y 2 respectivamente.
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Score

Expect Identities Gaps Strand

1886 bits(1021) 0.0 1026/1028(99%) 2/1028(0%) Plus/Plus
Query 1 GGGGAATTGTGAGCGGATAACAATTCCCCTGTAGAAATAATTTTGTTTAACTTTAATAAG 60
FEEEETLRTEEE e e b et e e e e n e e ernnd
Sbjct 21  GGGGAATTGTGAGCGGATAACAATTCCCCTGTAGAAATAATTTTGTTTAACTTTAATAAG 80
N nnnnmhin
Histag st Bl  GAGATATACCATGGGCAGCAGCCATCACCATCATCACCACAGCCAGGATCCGAATTCTAT
Query 121 GGCGCTGCGGACGGCGATGGTGGCGGAGCTGAGCGCGGACACGATCAGGTCGGAGGCGGT
II|II||I||I||II|II|II|II||II|II|I||II|IIIII|II||I|II|II||II|
Sbjct 141  GGCGCTGCGEGACGGCGATGGTGGCGGAGCTGAGCGLGGACACGATCAGGTCGGAGGCGGT 200
_
Query 181 GGCTGCCGCGTTCTCGGTCGTGCCACGTCACCTGTTCGCCCCAGGGGAGTCCCTGGATGT 240
PELERTLRE R e e e e e et e e e e et
Sbjct 201  GGCTGCCGCGTTCTCGGTCGTGCCACGTCACCTGTTCGCCCCAGGGGAGTCCCTGGATGT 260
Query 241  GGTGTACGACTCGAACACCCCGTTGGTGACGAAGACCGGTTCGGACGGTACGGCGCTCAG 300
II|II||I||I||II|II|II|II||II|II|I||II|IIIII|II||I|II|II||II|
Sbjct 261  GGTGTACGACTCGAACACCCCGTTGGTGACGAAGACCGGTTCGGACGGTACGGCGCTCAG 320
Query 301 TTCGGTGTCGGCGGCGCACATCCAGGCGGTGATGCTGGAGCAGGCCGAGATCGAGCCGGG 360
LECCRLLRTEEEEEr L E e et E et e e e er e et
Sbjct 321  TTCGGTGTCGGCGGCGCACATCCAGGCGGTGATGCTGGAGCAGGCCGAGATCGAGCCGGG 380
Query 361 GATGCGGGTTCTGGAGATCGGTTCGGGTGGGETACAACGCGGCGCTGATCGCGEAGCTGGT 420
II|II||I||I||II|II|II|II||II|II|I||II|IIIII|II||I|II|II||II|
Sbjct 381 GATGCGGGTTCTGGAGATCGGTTCGGGTGGGTACAACGCGGCGC TGATCGCGGAGCTGGT 440
Query 421 TGGCCCGCAGGETGCGGTGACGTCGGTGGACATCGACCCGGAGATCGTCGCTCGGGCCCG 480
II|II||I||I||II|II|II|II||II|II|I||II|IIIII|II||I|II|II||II|
Sbjct 441  TGGECCCGCAGGETGCGGTGACGTCGGTGGACATCGACCCGGAGATCGTCGCTCGGGCCCG 500
Query 481 CGCCTGCTTGCAGACCGCCGGCTACGACCGGGTGCGGEGTCGTGCAGGCCGACGCCGAATA 540
II|II||I||I||II|II|II|II||II|II|I||II|IIIII|II||I|II|II||II|
Sbjct 501  CGCCTGCTTGCAGACCGCCGGCTACGACCGGGTGCGEGTCGTGCAGGCCGACGCCGAATA 560
Query 541 CGGTGTACCGGAGCAGGCACCGTACGACCGGATCATCGTCACGGTCGGAGCGTGGGACAT 600
II|II||I||I||II|II|II|II||II|II|I||II|IIIII|II||I|II|II||II|
Sbjct 561  CGGTGTACCGGAGCAGGCACCGTACGACCGGATCATCGTCACGGTCGGAGCGTGGGACAT 620
Query 6081 CCCACCGGCTTGGATCGCCCAACTGTCCGAACACGGCCGGATCGTGGTGCCACTGCGGTT 668
COCEELLETEETERE e et ee e e e e e e e e ey |
Sbjct 621  CCCACCGGCTTGGATCGCCCAACTGTCCGAACACGGCCGGATCGTGGTGCCACTGCGGTT 688
Query 661 CGCCGECCTGTCCCGCTGCGTCGCCTTCGACCTGGCCGAAGGGCGCCTCGTCAGTCACAG 728
COCLELEELEETER e e e eee e e e e e e e et
Sbjct 681 CGCCGGCCTGTCCCGCTGCGTCGCCTTCGACCTGECCGAAGGGCGCCTCGTCAGTCACAG 748
s N h NN
Sbjct 741  CTACTGCCTCGGCGGGTTCGTGCCGATGCAGGGCGCGGGCACGTACTCCGAGACGCTGRT 3ae
Query 781 GCCGATCAACGGCGAGGCGACGCTGCGTATGGACGGGCCGGACCCGGGCTTCGACGTGCC 848
COCCELEETEETEEE e e e e e e e e ee et e e e e ey
Sbjct 801 GCCGATCAACGGCGAGGCGACGCTGCGTATGGACGGGCCGGACCCGGGCTTCGACGTGCC 860
ettt
Sbjct 861  GGCCCTACGTAAGGCGGTCCACGCACCGAGGATCGAGCGGTGGTCCGGRGCGGLGTTCGA 920
Query 981 CATGCCCGACGAGCTGGAGTTGTTCGTGGTGACCAGCGCGTCCCACGTGCCC-TICCTGT 959
. CLCELEEEET R C e e e e e e e L e e e et
Sbjct 921  CATGCCCGACGAGCTGGAGTTGTTCGTGGTGACCAGCGCGTCCCACGTGCCL CCTGT 986
EeEmmatimimnthnnm ??T? g e
Sbjct 981  ACGCGAGCCAGCAGTTGGTGGACCAGGGCGTGTTCAGCCCGGCGGIGGATCTACGGCACG 1848
Query 1019 l[|3£|:'i'(|3?(|:ﬂ' 1026
Sbjct 1041 GCTGCCGT 1048

Inicio del
gen

Figura 18. Alineamiento de la secuencia teorica del vector pRSFC.S-Met con la

secuencia obtenida en la construccién de la colonia 1 utilizando el oligonucleétido
ACYCDuetUpl. Query: pRSFC.S-Met tedrica; Subjet: pRSFC.S-Met de la colonia 1.

Los rectdngulos azules indican posibles mutaciones en la secuencia experimental.
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Score Expect Identities Gaps Strand
1899 bits(1028) 0.0 1037/1041(99%) 3/1041(0%) Plus/Minus

Query 267  TGACG-AAGA-CCGGTTCGGACGGTACGGCGLCTCAGTTCGGTGTCGGC -GGCGCACATCC 323

Sbjct 1043 TGACGAAAGACCCGGTTCGGACGGTACGGCGCTCAGTTCGRTGTCGGCCGGCGCACANCC 984

Query 324 AGGCGGTGATGCTGGAGCAGGCCGAGATCGAGCCGGGGATGCGGGTTCTGGAGATCGGTT 383

FELLLLLCEEELL LR L e e L L L]
Sbjct 983  AGGCGGTGATGCTGGAGCAGGCCGAGATCGAGCCGGGGATGCGGGTTCTGGAGATCGGTT 924

Query 384  CGGGTGGGTACAACGCGGCGCTGATCGCGGAGCTGGTTGGCCCGCAGGGTGCGGTGACGT 443

EECLRRREEECEE L DL E T e e ey |
Sbjct 923  CGGGTGGGTACAACGCGGCGCTGATCGCGGAGCTGETTGGCCCGCAGGGTGCGGTGACGT 864

Query 444  CGGTGGACATCGACCCGGAGATCGTCGCTCGGGCCCGCGCCTGCTTGCAGACCGCCGRCT 583

Sbjct 863  CGGTGGACATCGACCCGGAGATCGTCGCTCGGGCCCGCGCCTGCTTGCAGACCGCCGGCT 884

Query 584  ACGACCGGGTGCGGGTCGTGCAGGCCGACGCCGAATACGGTGTACCGGAGCAGGCACCGT 563

FECLLLLLEEEEE LR DE R EE e e e e e ey |
Sbjct 803  ACGACCGGGTGCGGGTCGTGCAGGCCGACGCCGAATACGGTGTACCGGAGCAGGCACCGT 744

Query 564  ACGACCGGATCATCGTCACGGTCGGAGCGTGGGACATCCCACCGGCTTGGATCGCCCAAC 623

Sbjct 743  ACGACCGGATCATCGTCACGGTCGGAGCGTGGGACATCCCACCGGCTTGGATCGCCCAAC 684

Query 624  TGTCCGAACACGGCCGGATCGTGGTGCCACTGCGGTTCGCCGGCCTGTCCCGCTGCGTCG 683

Sbjct 683  TGTCCGAACACGGCCGGATCGTGGTGCCACTGCGGTTCGCCGGCCTGTCCCGCTGCGTCG 624

Query 684  CCTTCGACCTGGCCGAAGGGCGCCTCGTCAGTCACAGCTACTGCCTCGGCGGGTTCGTGE 743

Sbjct 623  CCTTCGACCTGGCCGAAGGGCGCCTCGTCAGTCACAGCTACTGCCTCGGCGGETTCGTGC 564

Query 744  CGATGCAGGGCGCGGGCACGTACTCCGAGACGCTGGTGCCGATCAACGGCGAGGCGACGC 803
EELLRRREEEEEE LT E T EE L LR e LT e |

Sbjct 563  CGATGCAGGGCGCGGGCACGTACTCCGAGACGCTGGTGCCGATCAACGGCGAGGCGACGC 584

Query 884  TGCGTATGGACGGGCCGGACCCGGGCTTCGACGTGCCGGCCCTACGTAAGGCGGTCCACG 863

Sbjct 583  TGCGTATGGACGGGCCGGACCCGGGCTTCGACGTGCCGGCCCTACGTAAGGCGGTCCACG 444

Query 864  CACCGAGGATCGAGCGGTGGTCCGGGGCGGCGTTCGACATGCCCGACGAGCTGGAGTTGT 923

Sbjct 443  CACCGAGGATCGAGCGGTGGTCCGGGEGCGGCGTTCGACATGCCCGACGAGCTGGAGTTGT 384

Query 924  TCGTGGTGACCAGCGCGTCCCACGTGCCLTTECTGTACGCGAGCCAGCAGTTGGTGGACC 983
[
Sbjct 383  TCGTGGTGACCAGCGCGTCCCACGTGCCLTTECTGTACGCGAGCCAGCAGTTGGTGGACC 324

Query 984 ﬂGGGCGTGTTCﬂGCCCGGCGTl?I CTACGGCACGGCTGCCGTGGTCGAGGGCGGCAGTT 1643
Sbjct 323 AGGGCGTGTTCAGCCCGGCOETGAJCTACGGCACGGCTGCCGTGGTCGAGGGCGGCAGTT 264

Query 10844 TCGCCTACCGGACGAAACGCGAGAACGAGGGCCTCGGCGGATGGGAGAGCGGTGTCTACG 1183
EELLLLURLEEEEEE L LT LT L ||II|II|II|II|III|I||I||I||III

Sbjct 263  TCGCCTACCGGACGAAACGCGAGAACGAGGGCCTCGGCGGATGGGAGAGCGGTGTCTACG 204

e T T T T o =

Sbjct 203  CCTACGGCCCGCAGGCCGAGGCGGTCGCTGACAGGTATGTCGGGCTGTTGCGCCGLTGRG 144

Query 1164 CGGCCGACTTCCGCCGTCGCGEGGCCGCGCGEATCGAGTACCTGCCCACCAGCGCAGGEG 1223
ELLLUELELEELEELEL L EEEEEL L |||||||||||II|||||||||||||||I|

Sbjct 143 CGGCCEACTTCCECCGTCGLGEEECCGCGCEEATCGAGTACCTGCCCACCAGCGCAGELG 84

Query 1224 TGCCGGACGGCTGGTACGTGCCGAAGCGCCACGGCGCCGTCGCGGTGTCCTGGCGCTGAA 1283
EELLUERLELL R LR L L LT EELL LT

Sbjct 83  TGCCGGACGGCTEGTACGTGCCGAAGCGCCACGGCGCCGTCGCGGTGTCCTGGCGCTGAA 24

Query 1284 AGCTTGCGGCCGCATAATGCT 1304

Sbjct 23 AGCTTGCGGCCGCATAATGCT 3

Figura 19. Alineamiento de la secuencia teorica del vector pRSFC.S-Met con la
secuencia obtenida en la construccion de la colonia 1 utilizando el oligonucle6tido
DuetDOWNL1. Query: pRSFC.S-Met tedrica; Subjet: pPRSFC.S-Met de la colonia 1.
Los rectangulos azules muestran que los nucle6tidos intercambiados en la Figura 18

son errores de la secuenciacion y que no hay mutacion en el gen.
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Score Expect Identities Gaps Strand
1857 bits(1005) 0.0 1016/1022(99%) 1/1022(0%) Plus/Plus
Query 1 GGGGAATTGTGAGCGGATAACAATTCCCCTGTAGAAATAATTTTGTTTAACTTTAATAAG 6@
III|I||I|II||II|II|IIIII||I|II||II|II|IIIII|II||I||I||I||II|
Sbjct 14 GGGGAATTGTGAGCGGATAACAATTCCCCTGTAGAAATAATTTTGTTTAACTTTAATAAG 73
Query 61 GAGATATACCATGGGCAGCAGCCATCACCATCATCACCACAGCCAGGATCCGAATTCTAT 120

Histag [ ) sbier 74

Query 121
Sbjct 134
Query 181
Sbjct 194
Query 241
Sbjct 254
Query 381
Sbjct 314
Query 361
Sbjct 374
Query 421
Sbjct 434
Query 481
Sbjct 494
Query 541
Sbjct 554
Query 601
Sbjct 014
Query B61
Sbjct 674
Query 721
Sbjct 734
Query 781
Sbjct 794
Query 841
Sbjct 854
Query 981
Sbjct 914
Query 961
Sbjct 974
Query 1820

Sbjct 1834

CECELLERLEELECEEEE UL L L E LR LR L] ]
GAGATATACCATGGGCAGCAGCCATCACCATCATCACCACAGCCAGGATCCGAATTCTAT

GGCGCTGCGGACGGCGATGGTGGCGGAGCTGAGCGCGGACACGATCAGGTCGGAGGLGGT

CELLLLEELEELECEE LU L L EE L e LT
GGCGCTGCGGACGGLGATGETGGCGEAGC TGAGCGCGGACACGATCAGGTCGGAGGCGGT
I

GGCTGCCGCGTTCTCGGTCGTGCCACGTCACCTGTTCGCCCCAGGGGAGTCCCTGGATGT

CELEEEERLEER PR e e e e e e e e e e e e e et
GGCTGCCGCGTTCTCGGTCGTGCCACGTCACCTGTTCGCCCCAGGGGAGTCCCTGGATGT

GGTGTACGACTCGAACACCCCGTTGGTGACGAAGACCGGRTTCGGACGGTACGGCGCTCAG

CELLLELECEELEECEEEE L E L L LR LT
GGTGTACGACTCGAACACCCCGTTEETGACGAAGACCGGT TCGGACGGTACGGCGCTCAG

TTCGGTGTCGRCGRCGCACATCCAGGCGGTGATGLTAGAGCAGGCCGAGATCGAGCCGEE

CELCLLERLEELECEEE L LR E L L EE L LT
TTCGGTETCGECGGCECACATCCAGGCGGTGATGC TGGAGCAGGCCGAGATCGAGCCGGE

GATGCGGGTTCTGGAGATCGGTTCGGGTGGGTACAACGCGGCGCTGATCGCGGAGCTGET

FELEELEELTETEEEr e e e e e e e e el
GATGCGGETTCTGGAGATCGGTTCEGGTGGETACAACGCGGLGCTGATCGCGEAGCTGGT

ﬁﬁiCCCGCAGGGTGCGGTGACGTCGGTGGACATCGACCCGGAG#TCGTCGCTCGGGCCCG
CG CCCGCAGGGTRCGGTGACGTCGGTGGACATCGACCCGGAGATCGTCGCTCGGGLCLG

CGCCTGCTTGCAGACCGCCGGCTACGACCGGGTGCGGGTCGTGCAGGCCGACGCCGAATA
III|I||I|II||II|II|IIIII||I|II||II|II|IIIII|II||I||I||I||II|

GCCTGCTTGCAGACCGCCGGCTACGACCGGGTGCGGGTCGTGCAGGCCGACGCCGAATA

CGGTGTACCGGAGCAGGCACCGTACGACCGGATCATCGTCACGGTCGGAGCGTGGGACAT
CGGTGTACCGGAGLAGGCACCGTACGACCGGATCATCGTCACGGTCGGAGCGTGGGACGT]

CCCACCGGCTTGGATCGCCCAACTGTCCGAACACGGCCGGATCGTGGTGCCACTGCGGTT

CLLCEREEE L EEE LR e e e e ey
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Figura 20. Alineamiento de la secuencia teorica del vector pRSFC.S-Met con la

secuencia obtenida en la construccion de la colonia 2 utilizando el oligonucleotido
ACYCDuetUPL1. Query: pRSFC.S-Met tedrica; Subjet: pPRSFC.S-Met de la colonia 2.

Los rectangulos indican posibles mutaciones en la secuencia experimental.
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Figura 21. Alineamiento de la secuencia tedrica del vector pPRSFC.S-Met con la

secuencia obtenida en la construccion de la colonia 2 utilizando el oligonucle6tido
DuetDOWN1. Query: pRSFC.S-Met tedrica; Subjet: pPRSFC.S-Met de la colonia 2.
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Los rectangulos azules muestran nucleétidos intercambiados por errores de la

secuenciacion, mientras que los rectangulos rojos confirman mutaciones en el gen.

En la secuenciacion de la colonia 1 utilizando el oligonucleétido ACYCDuetUP1 (Ver
Figura 18), se obtuvo una identidad de 99% con 0% de huecos (2/1028) al realizar el
alineamiento. Este resultado muestra que la secuencia teorica y experimental hacen
referencia al mismo gen. En el nucleétido 1005 y 952 de la secuencia teorica
(Query) se observa que no hay alineamiento con la secuencia experimental de la
colonia 1 (marcadas con recuadros azules); sin embargo, estos nucleétidos se
encuentran en la ultima parte de la secuenciacién. Es importante mencionar que el
oligonucledtido ACYCDuetUP1 permite analizar la regidon 5’ del gen, de manera que
es menos confiable el resultado cuando la secuenciacion se acerca a la regién 3.
Este fendmeno ocurre frecuentemente debido a que la polimerasa pierde

especificidad unos momentos antes de concluir el analisis.

Considerando que la falta de alineamiento es resultado de una lectura errénea de la
polimerasa y no de una mutacién en la secuencia experimental, se llevé a cabo el
andlisis de la secuenciacion obtenida utilizando el oligonucle6tido DuetDOWN1
como cebador, el cual permite obtener un mejor resultado de la region 3’ del gen
(Ver Figura 19). El resultado del alineamiento muestra una identidad de 99% y 0%
de huecos (3/1041) lo cual es consistente con el resultado obtenido de la
secuenciacion con ACYCDuetUP1. En cuanto a las modificaciones en la secuencia,
los nucledtidos 1005 y 952 previamente descritos como posibles mutaciones del
gen, se encuentran correctamente alineados en esta secuenciacion (indicados en
recuadros azules). Por otro lado, los nucleétidos mal alineados al inicio de esta

secuenciacion se encuentran correctamente alineados en el analisis de la region 5°
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del gen. Ante estos resultados podemos decir que la colonia 1 fue transformada con

la construccion pRSFC.S-Met y que el gen clonado no presenta ninguna mutacion.

El mismo andlisis se llevd a cabo para la construccion de la colonia 2; sin embargo,
se encontraron mMA&s inconsistencias en sus alineamientos. Es decir, en el
alineamiento de la secuenciacion obtenida utilizando el oligonucle6tido
ACYCDuetUP1 (Ver Figura 20) se observa que los nucleétidos correspondientes a la
secuencia tedrica de pRSFC.S-Met; 421, 599, 1001, 1002, 1007 y 1015, no se
alinean con la secuencia experimental (marcados con recuadros). Considerando
nuevamente que estas lecturas pueden ser un error de la polimerasa y no
mutaciones dentro de la secuencia, se estudid la secuenciacion obtenida con el
oligonucleétido DuetbOWN1 (Ver Figura 21) y se observdo que 3 de estos
nucleétidos se encuentran alineados correctamente (marcados con recuadros
azules). Los nucleétidos 421, 599 y 1007 de la secuencia teérica (marcado con un
recuadro rojo) no se alinean en ninguna de las dos secuenciaciones obtenidas, de
manera que es posible confirmar la aparicion de mutaciones; dos por intercambio de
una citosina por timina en las posiciones 421 y 1007, y un cambio de guanina por

adenina en la posicion 599.

Todos los nucledtidos no alineados al principio del alineamiento utilizando la
secuenciacion con el oligonucleétido DuetDOWNL1 de la construccion en la colonia 2
(Ver Figura 21), se encuentran correctamente alineados en la secuenciaciéon con el
oligo ACYCDuetUP1, de manera que 3 nucleétidos fueron mutados en el gen de
interés. La mutacién del nucleétido 421 genera un cambio del codén GTT por GTC;
sin embargo, esta mutacion es silenciosa debido a que ambos codones codifican

para una valina, lo cual no afecta en la secuencia de la proteina.
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Para las otras dos mutaciones no se tuvo la misma suerte; el nucledtido en la
posicion 1007 genera un cambio en el codén ATC (que codifica para isoleucina) por
un ACC (que codifican para treonina), mientras que en la posicion 599 se lleva a
cabo un cambio del codén CAT (que codifica para histidina) por un CGT (que
codifica para arginina), de manera que ambas mutaciones generan un cambio en la

secuencia primaria de la proteina.

Expresion del cluster biosintético completo

Para lograr la expresion del grupo completo de genes se llevé a cabo la
transformacion de una cepa de E. coli BL21 star con el pldsmido pETDuetAB vy la
nueva construccion pRSFC.S-Met de la colonia 1. Se escogieron 7 de las colonias
candidatas y se indujo su expresion con IPTG 1 mM. El producto de esa expresion
se corrid en dos geles de poliacrilamida al 10% en condiciones desnaturalizantes
(SDS-PAGE) para tener dos geles duplicados. Los resultados obtenidos después de
tefiir uno de ellos con azul de Coomassie se muestran en la Figura 22 y se sugiere
gue las enzimas biosintéticas LanB y LanC se estan expresando, siendo la colonia 5

la mejor en llevar a cabo la expresion.

Con el otro gel obtenido fue posible continuar con la técnica Western Blot (Ver
Figura 23). Los resultados obtenidos sugieren que LanA y la metiltransferasa se
estan expresando, nuevamente la colonia 5 parece ser la mejor en llevar a cabo la

expresion.
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Figura 22. Expresion del LanB y LanC en E. coli BL21. El andlisis se llevé a cabo en
un gel de poliacrilamida 10% en condiciones desnaturalizantes tefiido con azul de
Coomassie. Carril 1: marcador de peso molecular “thermo protein ladder”; Carril 2:
control positivo con la proteina alfa cristalina de Mycobacterium tuberculosis
acoplada a un histag; Carril 3: control negativo de E. coli BL21 star con plasmidos
vacios; del carril 4 al 10 se agreg6 el extracto de 7 colonias candidatas con los
plasmidos pETDuetAB y pRSFC.S-Met inducidas con IPTG 1 mM.
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Figura 23. Western blot para la deteccion de LanA y metiltransferasa expresadas en
E. coli BL21. Carril 1: marcador de peso molecular “thermo protein ladder”; Carril 2:
control positivo con la proteina alfa cristalina de Mycobacterium tuberculosis
acoplada a un histag; Carril 3: control negativo de E. coli BL21 star con plasmidos
vacios; del carril 4 al 10 se agrego el extracto de 7 colonias candidatas con los
plasmidos pETDuetAB y pRSFC.S-Met inducidas con IPTG 1 mM.
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La aparicion de una banda en el control positivo (correspondiente al Histag) nos
permite estar seguros de que los anticuerpos reconocen la etiqueta de interés y que

la metodologia utilizada nos brinda resultados confiables.
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DISCUSION

El andlisis del genoma de Micromonospora echinospora permitio identificar la
presencia de un grupo de genes biosintéticos que permiten la sintesis de un
lantipéptido de clase | en la regién 7 del genoma bacteriano. Sin embargo, no es el
Unico cluster que llamé la atencion durante el andlisis; dentro del genoma se
encontraron clusteres que permiten sintetizar diferentes metabolitos secundarios;
como policétidos, terpenos, RiPPs y péptidos no ribosomales (NRPs). Uno de
particular interés fue la gentamicina (regiéon 8), el cual habia sido aislado
previamente de Micromonospora echinospora y es un antibiotico aminoglucdésido
con potente actividad contra bacterias Gram-negativas (Appel & Neu, 1978).
Actualmente se encuentra en el mercado en diferentes presentaciones
farmacéuticas y es administrado en seres humanos para combatir diversas
infecciones. Estos resultados me permiten sugerir que Micromonospora echinospora
es un productor de compuestos con potencial utilidad en la medicina moderna,
siendo asi, que el lantipéptido de interés en este trabajo es prometedor para el

descubrimiento de un nuevo compuesto con actividad bactericida.

A partir de los resultados obtenidos de AntiSMASH fue posible analizar la secuencia
de aminoacidos que darian lugar a la enzima metiltransferasa. Al utilizar la
herramienta Expasy se determinaron algunas propiedades fisicoquimicas tedricas de
la enzima; entre ellas un indice alifatico de 90.78%. El indice se obtiene a partir de
las cadenas laterales de aminoacidos alifaticos presentes en la secuencia (lkali,
1980). El alto indice obtenido nos permite sugerir que la enzima metiltransferasa es
altamente termoestable (Barreto et al., 2012; Ikai, 1980). Por otro lado, se obtuvo un

punto isoeléctrico tedrico de 5.12, lo cual indica que la enzima tiene caracter acido.
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Cuando la enzima se encuentra a un pH arriba de 5.12 obtiene una carga neta

negativa; si el pH es menor a 5.12 presenta una carga positiva.

Paso seguido, se llevdo a cabo un alineamiento multiple con la secuencia de
aminoécidos de diferentes enzimas metiltransferasas involucradas en la sintesis de
lantipéptidos de clase I. La secuencia de aminoécidos de las enzimas fue
comparada con la secuencia de aminoécidos de la metiltransferasa presente en M.
echinospora, asi se determind que las secuencias pertenecientes al género
Micromonospora presentan una identidad mayor del 95%, es decir, las secuencias
de aminoé&cidos son practicamente las mismas a la secuencia de M. echinospora.
Por otro lado, la metiltransferasa de Streptomyces olivaceus tiene una identidad de
34.84%, lo que la convierte en la enzima con la identidad mas baja en comparacion
con las demas. Sin embargo, se sabe que dos secuencias son homélogas cuando
su identidad estd por encima del 30% en toda su longitud (Pearson, 2013;
Schwarzenbacher et al., 2004), de manera que los alineamientos llevados a cabo
nos indican que existe homologia entre la metiltransferasa de nuestro interés con
respecto a las demas enzimas. Esto sugiere que vienen de un ancestro en comun y
que posiblemente realizan una misma funcion. De ser asi, dicha actividad podria
coincidir con la actividad encontrada en la metiltransferasa de S. olivaceus, la cual

modifica un residuo aspartato a isoaspartato (Acedo et al., 2019).

En la Figura 11 se observa el alineamiento de la secuencia de aminoacidos de las
enzimas previamente descritas. En recuadros rojos se encuentran encerrados los
residuos de particular interés, los cuales se muestran altamente conservados.
Actualmente no se conocen los aminoacidos responsables de la actividad de este

tipo de enzimas, sin embargo, estos residuos podrian estar involucrados en la
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misma. Posteriores analisis como la mutagénesis de estos residuos podrian elucidar
la importancia de estos aminoacidos en la actividad catalitica de la enzima

metiltransferasa.

En cuanto a la amplificacion del gen de interés; los oligonucleétidos estan disefiados
con una determinada cantidad de GC en su estructura, a partir de esta propiedad es
gue se les asocia una temperatura de fusion (Tm). La importancia de la Tm radica
en la estrecha relacion con la temperatura de alineamiento, la cual es indispensable
para llevar a cabo una PCR exitosa. Se ha utilizado el DMSO en reacciones de PCR
como un agente desnaturalizante que reduce las estructuras secundarias del DNA y
favorece la amplificacion de regiones con una alta cantidad de GC (Espinosa, 2007).
Cdmo se muestra en la Tabla 2, los oligonucleétidos cuentan con un valor elevado
de Tm debido al alto contenido de GC en su secuencia, lo cual podria dificultar la
amplificacion del gen. Para evitar este problema se agregé DMSO a las reacciones y
los resultados mostraron que el gen de interés fue amplificado con éxito bajo estas

condiciones.

Continuando con el proceso de clonacién, las enzimas de restriccion utilizadas para
llevar a cabo la digestién del vector y del inserto fueron EcoRI y Hindlll, las cuéles
son enzimas con la capacidad de formar cortes cohesivos; estos cortes generan
cadenas simples de DNA en los extremos de los fragmentos, los cuales tienen
complementariedad y pueden asociarse entre si mediante apareamiento de bases
(Echenique et al., 2004). Se utilizaron dos enzimas de restriccién diferentes para
cortar el vector, de manera que el producto digerido tiene en sus extremos diferentes
secuencias de DNA. La falta de complementariedad de los extremos imposibilita el
proceso de circularizaciéon del vector y facilita la adicion del inserto en la direccién
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correcta (Gonzélez & Bueno, 2013). Prueba de esto es que el gen anexado a la
construccion pRSFC.S se coloco en la direccion deseada de acuerdo con los

resultados de la secuenciacion.

Para la expresion de las proteinas, se llevé a cabo la transformacion de una cepa de
expresion con los vectores pRSFC.S-Met y pETDuetAB, de manera que se
esperaba que las colonias transformantes con ambos vectores expresen LanA,
LanB, LanC y metiltransferasa. Para identificar las proteinas de interés en los
extractos de las colonias candidatas se realiz6 la técnica SDS-PAGE (electroforesis
desnaturalizante en gel de poliacrilamida), la cual permite separar proteinas
utilizando un campo eléctrico. Una caracteristica de este tipo de electroforesis es la
participacion de un detergente como SDS, el cual desnaturaliza las proteinas y las
enmascara completamente de una carga negativa. Esta propiedad favorece la
separacion de las proteinas Unicamente en funcion de su masa molecular

(Maldonado & Jorrin-Novo, 2001).

El gel de poliacrilamida mostrado en la Figura 22 fue tefido utilizando azul de
Coomassie, el cual es un colorante que permite tefir proteinas de manera

inespecifica. Utilizando el programa Expasy (https://web.expasy.org/protparam/) se

pudo determinar la masa molecular de LanA, LanB y LanC, las cuales corresponden
a 7.33 kDa, 109.8 kDa y 42.9 kDa, respectivamente. LanB y LanC se identificaron en
el gel tefiido con azul de Coomassie debido a que, a diferencia del control negativo,
se observa un aumento en el tamafio de las bandas que se encuentran cerca de los
55 kDa y 130 kDa (ambas sefialadas con flechas rojas). Es importante destacar que
se observa un aumento notorio en el tamafo de las bandas correspondientes al

extracto de la colonia 5, lo cual sugiere que esta colonia lleva a cabo una mejor
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expresion de ambas enzimas. El control positivo no se puede considerar en este

experimento; sin embargo, es de utilidad para el Western Blot.

En la Figura 23 se observa el resultado de una membrana obtenida a partir de la
técnica de Western Blot, en la cual se transfirieron las proteinas de interés
previamente separadas con un gel desnaturalizante. Esta técnica permite la
inmunodeteccion de proteinas especificas en homogeneizados celulares (Taylor &
Posch, 2014). La metiltransferasa y el péptido LanA fueron expresados con una
etiqueta de histidinas (His Tag) acoplada en la regiébn N-terminal de su estructura
proteica. Esta etiqueta puede ser identificada mediante un ensayo colorimétrico en
donde la etiqueta es reconocida por un anticuerpo primario Anti-His, el cudl
posteriormente es reconocido por un anticuerpo secundario que tiene acoplada una
enzima peroxidasa. Esta enzima cataliza una reaccion con su sustrato permitiendo
la formacion de luz y la observacién de bandas a simple vista; de manera que, si
ambas proteinas se expresan, podran ser identificadas utilizando el método anterior.
En la Figura 23 se observa la formacién de bandas en todas las colonias candidatas,
lo cual sugiere la presencia de proteinas acopladas a la etiqueta His tag; una de
estas bandas se observa entre la region de los 35 y 55 kDa, la cual sugiere la
presencia de la enzima metiltransferasa (posee una masa molecular de 41.39 kDa).
Una segunda banda se observa ligeramente sobre la region de 35 kDa; sin
embargo, se descartd que pudiera tratarse de la enzima metiltransferasa debido a
gue es una banda que se observa en el control positivo y ligeramente en el control
negativo, lo cual nos permite inferir que se trata de una proteina ajena a las de
interés debido a que ninguno de los controles contiene los plasmidos que permiten
la sintesis de las proteinas en estudio. Estas bandas pueden ser el resultado de una

inespecificidad ocasionada por una mala realizacion del bloqueo durante el método,
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el cual evita el reconocimiento inespecifico de proteinas al restringir los espacios de

la membrana que no fueron ocupados (Kurien & Scofield, 2006).

En cuanto a la expresion de LanA, se esperaria encontrar una banda por debajo de
los 15 kDa; sin embargo, no ocurre esto y se observa una banda cerca de los 25
kDa. Podriamos considerar que no es LanA y que el anticuerpo reconocié otra
proteina de manera inespecifica; pero para nuestra sorpresa, esta banda no se
observa en el control negativo, lo cual nos permite deducir que es una proteina

sintetizada solamente en colonias transformantes con ambos plasmidos.

En el aflo 2020 se publico un estudio en donde se llevaron a cabo pruebas de
confiabilidad de diferentes marcadores de peso molecular con estandares de
proteinas pretefiidas. Se dieron cuenta que estos estandares mostraron pesos
moleculares mas altos de lo esperado. Muchos marcadores de peso molecular con
proteinas pretefiidas utilizan tintes que “tifien” las proteinas uniendo covalentemente
sus grupos vinilo a aminas, alcohol y sulfhidrilo. Este tipo de tintes podria disminuir
la electromovilidad de las proteinas, mostrando diferentes distancias de resolucion
durante la electroforesis en comparacién con las proteinas no tefiidas; de manera
gue un cambio en la electromovilidad de las proteinas puede cambiar la resolucion
de una banda que se utiliza como parte de un estandar (Neris et al., 2020). En
nuestro experimento utilizamos un marcador de pesos moleculares con proteinas
estandar pretefiidas de la marca Thermo Scientific “PageRuler Plus” de 10 a 250
kDa. Siendo asi que posiblemente el marcador de pesos moleculares no corrié de
manera adecuada y es por eso que apreciamos al péptido LanA de un tamafio mas

grande al real.
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Con estos resultados se puede sugerir que la enzima metiltransferasa y el péptido
LanA se estan expresando dentro de la cepa. Es importante mencionar que también
en la colonia 5 se observa una mayor expresion de los péptidos de interés, lo que
nos permite aseverar que la colonia 5 es la mas adecuada para continuar con

analisis posteriores de la expresion del grupo de genes.
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CONCLUSIONES

Micromonospora echinospora es una bacteria con capacidad potencial para la
produccién de lantipéptidos que posee un cllster de genes biosintéticos en la region
7 de su cromosoma bacteriano que codifica para este tipo de antibidticos. A partir de
su DNA gendmico se logré la construccion pRSFC.S-Met utilizando técnicas de
biologia molecular, en donde se cloné el gen que codifica una enzima

metiltransferasa sin mutacion alguna.

Por otro lado, las técnicas de Biologia Molecular también permitieron detectar la
expresion de las proteinas de interés (LanA, LanB, LanC y metiltransferasa),
sintetizadas a partir de un sistema heterdlogo en donde E. coli BL21 star funciona

como hospedero y productor de las proteinas de interés.
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ANEXO

Preparacion de medio LB
Solido Liquido
Reactivo
Masa () Masa ()
Triptona de caseina 3 3
Extracto de levadura 15 1.5
NaCl 3 3
Agar 4.5 -
Volumen final 300 mL 300 mL

Soluciones para realizar la técnica miniprep

Solucién SET Solucién Il Solucioén Il
e Sacarosa 8% e SDS 2% e Acetato de sodio
e Tris-HCI 0.05 M e NaOHO0.4 N

e EDTA 0.05 M, pH 8.0
(Almacenar a 4°C)

(preparar al momento vy
mezclar en partes iguales).

anhidrido 3 M pH 4.8

(Almacenar a 4°C)

Preparaciéon de medio TB
Reactivo Masa (Q)
Triptona de caseina 8.010
Extracto de levadura 16
Glicerol (100%) 3.34
Volumen final 600 mL
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Componentes para preparar un gel de poliacrilamida 10%

Gel separador Gel apilador
Reactivos
Volumen Volumen

Tris HCI 1.5 M pH 8.8 2.6 mL -
Tris HCI 1 M pH 6.8 - 600 pL
SDS 10% 100 pL 50 pL
Acrilamida 40% 2.5 mL 500 uL
Agua MQ 4.69 mL 3.8 mL
APS 10% 100 pL 50 pL
TEMED 10 yL 5uL

Volumen final 10 mL 5mL

Componentes de buffer de transferencia 1X
Reactivos Cantidad

Tris base 6.05¢g
Glicina 28.97 g
Metanol 400 mL
Agua cb.p. 2L

Volumen final 2L
Colocar en botella ambar y refrigerar a 4°C




Preparacion de PBST

Reactivos Cantidad
Solucion de fosfatos 10X 20 mL
Tween 20 200 pL
Agua 180 mL

Volumen final 200
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