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RESUMEN

Los policétidos son un grupo de compuestos producidos por bacterias, hongos,
plantas, insectos, etc. Estos son sintetizados de manera analoga a la sintesis de acidos
grasos mediante la adicion de diversas unidades extensoras, donde se varia el grado de
reduccion del carbono B después de cada condensacion. Por esto, los policétidos presentan
una gran diversidad de estructuras y de actividades bioldgicas. Las sintasas de policétidos
(PKS) de tipo 1 son complejos multienzimaticos formados por varias proteinas modulares.
Cada modulo contiene las actividades necesarias para determinar el tipo de unidad

extensora y el grado de reduccion del carbono quiral en esa adicién.

La nigericina es un antibiético poliéter producido por Streptomyces violaceusniger
NRRL B-1476 que posee actividad de ionéforo transportando cationes metalicos a través de
membranas celulares. Este es sintetizado por una PKS de tipo I y hasta el momento se
descondce tanto la estructura de esta PKS, como los intermediarios biosintéticos y el tipo
de modificaciones que se realizan para darle la estructura final a este antibidtico. Con base
en un intermediario tedrico en la biosintesis de la nigericina se realizé una prediccién
acerca de las caracteristicas generales que debia contener una PKS de tipo I para sintetizar

un compuesto como la nigericina,

Esta,PKS consta de un maédulo de carga y catorce médulos para la extensién de la

cadena pollce‘ a.: Eh"n.ueve de estos modulos se utiliza metilmalonil-CoA como unidad

extensora y. en los cinco restantes se utiliza malonil-CoA. Los dominios de ceto sintasa 5
(KS5) y ceto smtasa (KS13) realizan una condensacion con epimerizacién, de modo que
introducen un residuo de propionato con un radical L metilo en la cadena policétida.
Terminado el proceso de sintesis, el dcido carboxilico que se libera de la PKS es una
cadena lineal de 30 carbonos que presenta grupos cetdnicos, radicales hidroxilo, dobles
enlaces, carbonos completamente saturados y grupos metilo a lo largo de su estructura. Este
compuesto es atacado por una epoxidasa especifica y mediante una serie de ataques
nucleofilicos se construye la estructura del poliéter. Estos ataques son necesarios para la

formacidn de los anillos de tetrahidrofurano y tetrahidropirano presentes en la estructura de
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nigericina. Esto sugiere que las PKS de poliéteres poseen una serie de actividades que no se

encuentran en las PKS de otros policétidos.

Se cloné un fragmento de DNA de Strepromyces violaceusniger NRRL B-1476 que
pertenece a una PKS de tipo I. Este fragmento llamado N-1 contiene dos marcos de lectura
parciales que codifican para proteinas modulares de PKS de tipo I. La secuencia parcial del
ORF1 revelé un dominio de proteina acarreadora de acilos, mientras que la secuencia
parcial del ORF2 revelé un dominio de ceto sintasa y el inicio de un dominio de acil
transferasa. Con el fin de demostrar que el fragmento clonado pertenece a la PKS de
nigericina, se realizaron intentos de interrupcién del ORF2 cromosomal, pero no fue
p051b1e obtener ninguna cepa con dichas caracteristicas. Este se va a usar en el futuro como

sonda homo]oga para genes de PKS de tipo I para clonar los genes biosintéticos de

mgerlcma a partir de una biblioteca de cosmidos. Por otro lado, se determiné que el medio
MNI fue el mejor medio para la produccion de nigericina por Streptomyces violaceusniger
NRRL B-1476. Se adapté un protocolo de bioensayo para identificar la presencia de
actividad antibidtica en sobrenadantes de cultivo. Mediante una cromatografia en capa fina
se determiné que la actividad antibidtica se debia a la presencia de nigericina en el

sobrenadante.



1. INTRODUCCION

1. Taxonomia del Género Streptomyces

Las bacterias Gram positivas poseen dos grandes ramas que se diferencian en la
composicion de las bases de su DNA. La rama de los actinomicetos comprende organismos
con DNA rico en guanina (G) y citosina (C), mientras que la rama de Bacillus comprenden
bacterias con DNA bajo en su contenido de G+C. Como tal, dentro de los actinomicetos el
género Streptomyces se define mediante homologias de secuencia del RNA 16S asi como
mediante el contenido de lipidos y acidos grasos de la pared celular. Algunas de las
caracteristicas que distinguen a este género son: 1) Forman un micelio aéreo que al madurar
da origen a cadenas de varias esporas, 2) producen una gran varicdad de pigmentos y
productos difusibles, 3) utilizan una gran variedad de compuestos organicos como Unica
fuente de carbono, 5) el peptidoglicano de la pared celular contiene grandes cantidades de
acido L-diaminopimélico, 6) estan ampliamente distribuidos y son abundates en el suelo y

7) tienen un contenido de G+C del 68-78% (Holt et. al., 1989).

2. Hibitat

Los actinomicetos se encuentran ampliamente distribuidos en habitats terrestres y
acuaticos. La mayoria son saprofitos estrictos, pero algunos pueden ser parasitos de plantas
o animales. El suelo, forraje y composta parecen ser los reservorios primarios de estos
organismos. La habilidad de los estreptomicetos para colonizar el suelo, que es el principal
habitat de estos organismos, se facilita al poder producir esporas a partir de hifas
miceliares. Estas esporas pueden sobrevivir por largos periodos de tiempo (Ensight, 1978) y

son resistentes tanto a desecacion como a la escasez de nutrientes (Karagouni et al., 1993).

e e et S e



3. Caracteristicas generales del Genoma.

Hasta el momento se ha secuenciado completamente el genoma de Streptomyces
coelicolor A3(2) y el de Streptomyces avermitilis ATCC 31267. En general el genoma de
los Streptomyces mide alrededor de 8.7 Mb y es el genoma bacteriano mas grande que se ha
secuenciado. Consta de un cromosoma lineal con un contenido de G+C del 70% (Wright et.
al.,, 1992) que contiene alrededor de 7,700 marcos abiertos de lectura, seis operones de
RNA ribosomal (1658-23S-5S) y de 63 a 65 RNAs de transferencia (Omura et. al. 2001,
Bentley et al., 2002).

4. Ciclo de vida de Streptomyces

El crecimiento de las colonias de Strepromyces comienza con la germinacion de una
espora dando origen a hifas que forman un micelio vegetativo. El micelio vegetativo no se

encuentra septado y sirve como sustrato para la posterior formacién de micelio aéreo (Fig

1).

Conforme la colonia crece, los extremos de la misma acumulan diversos tipos de
compuestos como glicégeno, lipidos y polifosfato (Chater, 1993). Al envejecer la colonia,
varias células del micelio vegetativo mueren y empieza el crecimiento del micelio aéreo al
mismo tiéﬁipo que comienza la produccion de metabolitos secundarios (Fig 1). El
crecimiento de las hifas del micelio aéreo se realiza no solo en las puntas de éstas, sino
también dentro del micelio aéreo debido a la ramificacién de las hifas preexistentes

(Migueles et. al., 1994).

Cuando se detiene el crecimiento del micelio aéreo se forman septos a lo largo de
las hifas aéreas. Cada septo forma un compartimento unigenémico que dara origen a una
espora. Para esto, cada compartimento toma una forma esférica, la pared se engrosa y en
varias especies se acumula un pigmento oscuro en la pared de las esporas (Fig.1 ) (Chater et

al., 1990; Chater, 1993 ).
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Figura 1., Ciclo de vida de Streptomyces. El ciclo de vida comienza con la germinacién de una espora
que dara origen a un micelio vegetativo. Este servira de sustrato para la generacion de hifas aéreas
que al madurar, se septan y dan origen a una cadena de esporas capaces de iniciar de nuevo todo el
ciclo.



5. Produccion de metabolitos secundarios.

Los Streptomyces durante su crecimiento pasan por una diferenciacion fisioldgica
muy ligada a la diferenciacion celular que se refleja en un cambié morfologica de la
colonia, Durante esta diferenciacion fisioldgica, se expresan de forma simultanea los genes
de esporulacion y de biosintesis de diversos metabolitos secundarios (Maplestone, et al,,
1992). Estos metabolitos no son esenciales para el crecimiento y tienden a ser cepa
especificos. Poseen una gran variedad de estructuras quimicas y actividades bioldgicas. La
formacion de metabolitos secundarios es dirigida por grupos de genes con mecanismos de
regulacién que controlan tanto el tiempo como el nivel de expresion (Vining, 1992). Una de
las sefiales reguladoras mas importantes durante la diferenciaciéon morfologica y fisiologica
es el factor A. Este producto difusible es un factor autorregulador que entrelaza la
produccién de metabolitos secuendarios y la diferenciacion celular, Este compuesto es una
y-butirolactona que dispara tanto la formacion del micelio aéreo como la biosintesis de

streptomicina en Streptomyces griseus (Horinouchi et al., 1992; Horinouchi et al., 1994)

6. Policétidos

El término policétido define a un grupo de compuestos producidos tanto por
bacterias, como por plantas, hongos, insectos, etc. Los policétidos poseen diversas
actividades bioldgicas, ya que pueden ser toxinas, antibacterianos, fungicidas,
antitumorales, antiparasiticos, homonas, etc (Katz et al., 1993). Estos compuestos se
sintetizan de manera analoga a la sintesis de acidos grasos mediante la condensacion
sucesiva de pequefias unidades extensoras. Estas unidades pueden ser de diversos tipos
tales como malonil-CoA, metil malonil-CoA, butiril-CoA, isopropil-CoA, etc (McDaniel et

al., 1993, Rup et al., 2000).



6.1 Sintesis de Acidos Grasos

La sintesis de &cidos grasos se realiza por un complejo multienzimatico
demominado sintasa de dcidos grasos (FAS). Existen dos tipos de sintasas de acidos grasos
diferentes. Las FAS de tipo II, que se encuentran en bacterias y plantas, estin compuestas
por varios polipéptidos diferentes, de modo que forman un complejo multipeptidico durante
la sintesis del acido graso. En cambio, las FAS de tipo 1 que se encuentran en animales,
estan formadas por un solo polipéptido enorme. Aparentemente las FAS de tipo I surgieron
a partir de la fusidon de varias proteinas individuales para formar una sola proteina

multienzimatica (Rock et al., 2002).

Tanto las FAS de tipo I como las de tipo II presentan diversas actividades
enz:matlcas para lasmtesxs de los acidos grasos. Estas actividades son: proteina acarreadora
de acﬂos (ACP), ACP- transacilasa (AT), malonil-CoA-ACP transferasa (MT), B-keto ACP
sintasa (KS) B cetoacil ACP reductasa (KR), B-hidroxiacil ACP dehidratasa (DH), enoil
ACP reductasa (ER) y tioesterasa (TE) (Sherman et al., 1989) (Fig. 2).

Durante la sintesis de acidos grasos, la cadena acilada que se va sintetizando se
encuentra siempre unida a una proteina acarreadora de acilos (ACP). Para esto tanto la
prot‘éin'al'acarreadora de acilos como la coenzima A poseen un grupo prostético de
fosfopanteteina que forma un enlace tioéster con el grupo acilo. Este grupo prostético esta
unido mediante un enlace éster a un residuo de serina en la ACP, mientras que en la CoA se

encuentra unido a AMP.

Al comienzo de la sintesis de acidos grasos, la acil transferasa (AT) “carga” a la B
ceto sintasa (KS) transfiriendo un residuo acetilo proveniente de acetil-CoA a un residuo
conservado de cisteina en la KS. Esta primera unidad del acido graso es llamada unidad de
carga. Posteriormente, comienza el ciclo de elongacion de la cadena acilada usando siempre
malonil-CoA como unidad extensora. Entonces un grupo malonil proveniente de malonil-
CoA es transferido por la malonil transferasa (MT) a la ACP para formar malonil-ACP

(Rock et al., 2002; Hopwood , 1997) (Fig. 2).
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En la reaccion de condensacion catalizada por la B-ceto sintasa (KS), el malonil-
ACP se descarboxila generando un carbanion que ataca el enlace acetil-tioéster de acetil-
KS para formar la primera f-cetoacil ACP. Esta reaccion resulta en la adicioén de la primera
unidad extensora de la cadena carbonada generando un enlace ceténico en el carbono B.
Una vez formada la nueva cadena de acilo la actividad de ceto reductasa (KR) convierte el
enlace ceténico del carbono B en un radical hidroxilo. Posteriormente la actividad de
deshidratasa (DH) ataca al radical hidroxilo liberando una molécula de agua y formando un
doble enlace. Por tltimo, la actividad de enoil reductasa (ER) elimina el doble enlace
saturando completamente la cadena carbonada (Fig. 2). Las dos reacciones de reduccion

(KR y ER) utilizan como coenzima NADP(H) (Rock et al., 2002). .

,En’és"t‘e punto, la KS afiade la siguiente unidad extensora y se repite todo el ciclo
para conclmrla elongacion de la cadena carbonada. El ciclo de sintesis da como resultado
la formac:on de moléculas carbonadas completamente reducidas de diversos tamaiios. En
particu]éri)vé/r‘a las FAS de animales, el largo de la cadena que se sintetiza es controlado por
la especificidad de la actividad de tioesterasa (TE). Esta actividad es la encargada de liberar
la cadena de acilo de la sintasa de acidos grasos cuando ésta ha alcanzado un cierto tamaiio
(Lin et al., 1978)

6.2 Sintesis de policétidos

La sintesis de policétidos se realiza mediante un sistema muy parecido al de la
sintesis de acidos grasos. Aunque las reacciones enzimaticas son las mismas existen
diferencias muy importantes durante este proceso. Para la sintesis de policétidos el tipo de
unidades extensoras y unidades de carga es muy variado. A diferencia de las sintasas de
acidos grasos, las sintasas de policétidos pueden utilizar como unidades extensoras malonil,
metilmalonil, butiril, isopropil-CoA, etc. Ademas, el grado de reduccion después de cada
condensacion es muy variable, de modo que la cadena carbonada que es sintetizada puede
contener ya sea grupos cetonicos, hidroxilos, dobles enlaces o bien estar completamente

saturada (Khosla, 1999) (Fig. 2).




e ~TESTS CON
— FALLA DE ORIGEN

Policétido Policétido Reducido Acido Graso

Figura 2. Sintesis de dcidos grasos y policétidos. Para la sintesis de dcidos grasos y policétidos se
utilizan las mismas actividades enzimaticas que son: MT: malonil transferasa, AT: acil transferasa,
KS: B-ceto sintasa, KR: ceto reductasa, DH: deshidratasa, ER: enoil reductasa. La presencia o
ausencia de las actividades de KR, DH y ER determina si se sintetizara un policétido, un policétido

reducido o bien un dcido graso.

7. Sintasas de Policétidos (PKS)

7.1 PKS de tipo 11

Al igual que las sintasas de dcidos grasos, existen dos tipos de sintasas de

policétidos (PKS), las de tipo I y las de tipo 11. Las PKS de tipo 1I al igual que las FAS de

tipo Il contienen todas las actividades enzimaticas necesarias para la sintesis del policétido

en polipéptidos diferentes. Los diversos genes encargados de la biosintesis de la cadena

carbonada de los policétidos de tipo II abarcan alrededor de 6 kb en el cromosoma de

Streptomyces (Sherman, et al. 1989; Bibb, et al. 1989; Davis, 1990).
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Los policétidos tipo II son compuestos aromaticos como la actinorrodina, producida
por Streptomyces coelicolor A(3) (McDaniel et al.,, 1994). Para la biosintesis de estos
policétidos, se requiere de las actividades de: proteina acarreadora de acilos (ACP), B-ceto
acil sintasa (KS), B-ceto acil reductasa (KR), factor de determinacion de la cadena (CLF),
aromatasa (ARQ) y ciclasa (CYC). La actividad de CLF es tipica de PKS de tipo II. El
conjunto de actividades de ACP, KS y CLF se denomina como PKS minima, ya que son
las actividades minimas que se requieren para la sintesis de la cadena policétida. Estas son
utilizadas de forma iterativa durante la sintesis de la cadena carbonada, de modo que cada
una de ellas se utiliza varias veces durante la sintesis de una sola molécula policétida. (Fig

3) (McDaniel et al., 1994, Alvarez et al., 1996).

Se ha demostrado que para los policétidos de tipo II, la actividad de ACP es
completamente intercambiable. De modo que una ACP de un policétido puede sustituir a la
ACP de otro, e inclusive puede ser sustituida por una ACP perteneciente a una FAS de tipo

II (Khosla, et al., 1992; Khosla, et al., 1993).

El factor de determinacion del largo de la cadena (Chain Length Factor) determina
el numero de adiciones de las diferentes unidades extensoras que se requieren para
sintetizar la cadena policétida. Esta proteina parece provenir de una duplicacion del gen que
codifica para la KS, el cual posee mutaciones en el sitio activo que la hacen no funcional.
Hasta el momento no se ha determinado el mecanismo por el cual el CLF determina el

largo de la cadena policétida (Malpartida et al., 1986; Malpartida et al., 1987).

Las actividades de aromatasa y ciclasa le dan la estructura final a la cadena
carbonada. La ciclasa (CYC) cataliza la formacion de anillos a lo largo de la cadena
policétida y una vez formados, la actividad de aromatasa (ARO) convierte estos anillos en
anillos aromaticos. Después de la sintesis, la cadena carbonada sufre otras modificaciones
como metilacién o glicosidacion para generar el compuesto activo (Sherman, 1991;

Hopwood, 1997).
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gl %l ——— vl a1V

KR KS CLF ACP ARO CYC

PKS minima:
KS, CLF, ACP

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN

Moadificaciones
Posteriores

Actinorrodina

Figura 3. Estructura de la PKS tipo II de actinorrodina. La PKS minima (KS, CLF, ACP) sintetiza
la cadena policétida. KR, ARO y CYC construyen el intermediario biosintético DMAC. Mediante
modificaciones posteriores a la cadena policétida se sintetiza el compuesto actinorrodina.
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7.2 PKS de tipo I

Las sintasas de policétidos (PKS) de tipo I son complejos multienzimaticos que, al
igual que las FAS de tipo I, presentan las actividades enzimaticas para la sintesis de la
cadena policétida en un solo polipéptido. Desde 1991 se han caracterizado diversas PKS de
tipo I, principalmente de policétidos macrélidos como eritromicina (Donadio et al., 1991),
rapamicina (Schwecke, 1995), rifamicina (Augustus, 1998) o pikromicina (Sherman, 2000).
La PKS de 6-desoxieritronolido B, el precursor de la eritromicina, fue la primera PKS de
tipo I clonada y caracterizada (Donadio et al.,, 1991). Todas las PKS de tipo 1 estan
formadas por varias proteinas modulares. El orden de los genes que codifican para estos
complejos multienzimaticos suele ser igual al orden en el que se van utilizando los médulos

para sintetizar la cadena policétida. (Donadio et al., 1991; Augustus et al., 1998) (Fig. 4).

Las PKS de tipo I son enzimas modulares en las que cada mddulo contiene un juego
de actividades enzimaticas que determinan el tipo de unidad extensora que se adiciona, la
quiralidad de residuos salientes y el grado de reduccion que presenta el carbono B después
de cada condensacién. A diferencia de las PKS tipo II, las PKS de tipo [ no son iterativas,
de modo que las actividades de cada médulo se utilizan una sola vez en cada ciclo de

sintesis del policétido (Khosla et al., 1999).

Estas sintasas estin formadas por varias proteinas modulares donde cada una de
ellas acarrea de 1 a 6 médulos. Cabe destacar el hecho de que aunque los médulos se
encuentren en’ diversos polipéptidos, el orden en el que se utilizan es siempre el mismo.
Esto reﬂejé una organizacion muy detallada en cuanto al orden de sintesis de la cadena
carbonada. Existen regiones en los extremos N-terminal de los polipéptidos de PKS
denominadas “linkers” cuya funcién es ordenar las proteinas modulares de la PKS para
asegurar que ¢l orden de los médulos sea el adecuado para sintetizar siempre el mismo
esqueleto carbonado (Khosla et al., 1999). La tinica excepcion es la PKS de pikromicina y
metilmicina, en la que una misma sintasa de policétido produce dos policétidos distintos

(Xue, 2000).
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Cada modulo posee por lo menos las actividades de KS, AT y ACP, encargadas en
su conjunto de la eleccion y adicién de una unidad extensora en la cadena carbonada. Las
actividades de KR, DH y ER, que pueden o no estar presentes en los médulos, estin
encargadas de la reduccion parcial o total del residuo cetonico que se genera después de
cada condensacién. De forma particular, la presencia en cada mddulo de una, dos, tres o
ninguna de estas actividades determina el grado de reduccién que va a tener la cadena

carbonada posterior a la adicion de cada unidad extensora.

——{pEBS 2|—— I [ DEBS 3 ]

Médulo
de Carga Médulo 1 Mdbdulo 2 Médulo 3 Médulo 4 Modulo 5 Mddulo 8

AT-L ACP-L | KS AT KR ACP KS AT KR A(;DILSAT ACP KS AT DH ER KR ACPD [KS AT KR ACP KS AT KR ACP TE]>

T 7

Madificaciones o
Posteriores
D
OH
Eritromicina 6 DEB

Figura 4, PKS de 6DEB. La PKS (DEBS 1, 2 y 3) sintetiza el 6-desoxieritronolido B (6DEB) precursor
de eritromicina. Mediante diversas modificaciones posteriores al intermediario 6DEB se sintetiza la

eritromicina.



14

7.3 Dominios Enzimaticos en los Médulos de las PKS de Tipo I

a) Dominio de 3-ceto sintasa (KS)

El dominio de KS es el encargado de realizar la reaccion de condensacién de cada
unidad extensora, asi como de la estereoquimica del residuo que se afiade a la cadena
carbonada ya sintetizada. Se reportd para la PKS de eritromicina, la presencia de la
secuencia altamente conservada GPXXXXXTACSS en todos los dominios de KS. Este
dominio se encuentra alrededor del residuo de cisteina que participa en la formacion del
enlace tioéster que se crea en la cadena carbonada después de la adicién de la unidad

extensora (Donadio et al., 1991).

Sin importar el policétido del que se trate, la homologia de los dominios de
KS en diferentes médulos es muy alta. El motivo TVDTGCSSLYV se encuentra altamente
conservado en practicamente todos los dominios de KS. En los mddulos de carga, los
dominios de KS no son funcionales debido a la sustitucion del residuo de cisteina (Donadio

et al., 1992; Aparicio et al., 1996).

Al usar metilmalonil-CoA como unidad extensora se afiade un residuo de
propionato en la cadena carbonada. Este residuo posee un radical metilo saliente que puede
tener dos configuraciones: (L) y (D). Durante la condensacion, si se mantiene la
configuracidén del metilo proveniente del isdémero 2(S) metil-malonil CoA se genera un
radical D-metilo saliente. En cambio, si después de la condensacién se da una
epimerizacion de dicho radical D, se genera el radical L-metilo. Esto ha sido demostrado
para la KS del modulo 1 de eritromicina, la cual cataliza la condensacién de 2S-metil-
malonil-CoA para dar origen a un radical L metilo. Sin embargo la naturaleza de esta

epimerizacion no ha sido determinada (Weissman et al., 1997).
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b) Dominio de Acil Transferasa (AT)

Los dominios de acil transferasa (AT) poseen mas variabilidad de secuencia que los
dominos de KS. Los dominios de AT tanto de FAS como de PKS poseen el sitio activo
GHSXG y una segunda histidina invariable en todas las AT dentro de la secuencia AXH
(Donadio et al., 1992; Aparicio et al., 1996).

La seleccion de la unidad extensora esta dada por el dominio de acil transferasa
(AT) presente en cada modulo de la PKS. Este dominio es el responsable de discernir entre
los diversos tipos de unidades extensoras que se pueden utilizar para la elongacién de la
cadena policétida. Mediante alineacion de secuencias de los diversos médulos de la PKS de
rapamicina y avermectina, se encontré que la diferencia entre las AT radica en la presencia
de motivos conservados de veinte aminoacidos (Haydock et al., 1995). Estos motivos se
encuentran a once aminoacidos del sitio activo y difieren de manera significativa entre
estos dos grupos de AT. Las AT de acetato poseen el consenso ETGYA-7-Q-1-A-1-FGLL,
especifico para esta unidad extensora, mientras que las AT de propionato, poseen el
consenso RVDVV-7-M-1-S-1-AXhW, donde h representa un residuo alifatico hidrofébico

y X esarginina, serina, alanina o glutamato (Donadio et. al., 1991).

¢) Dominio de Proteina Acarreadora de Acilos (ACP)

Las proteinas acarreadoras de acilos (ACP) poseen un brazo de fosfopanteteina al
cual se le une la cadena de acilo durante la sintesis de acidos grasos o policétidos. Dicho
grupo prostético, se une a un residuo de serina en el motivo LGXDSLXXVE, presente en la

mayoria de los dominios de ACP de las PKS (Donadio et. al. 1991).
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d) Dominio de Deshidratasa (DH)

Con base en la secuencia de la PKS de eritromicina, se determiné que los dominios
de deshidratasa (DH) presentan la secuencia consenso del sitio activo HXXXGXXXP. Se
ha reportado que en moddulos que carecen de actividlad DH, el sitio activo contiene

deleciones de cinco aminoacidos que lo hacen no funcional (Donadio et. al, 1991).

e) Dominio de f3-ceto reductasa (KR) y enoil reductasa (ER)

Los dominios de ceto reductasa (KR) y enoil reductasa (ER) utilizan NADP(H)
como coenzima al igual que en las FAS de tipo I, de modo que no es rara la presencia de
una secuencia parecida al consenso del sitio de union de NADP(H) cercano a estos
dominios. Se ha reportado que en los dominios de KR de eritromicina el motivo tipico de
union a NADP(H) es GXXGXXAXXXA. Particularmente en todos los dominios de ER de
rapamicina, se encuentra el consenso GGVGVAATQIA que alinea con este mismo motivo
de union a NADP(H) (Donadio et. al., 1991; Weissman et al., 1997).

8. Tipos de Policétidos

Los compuestos que son sintetizados por PKS de tipo I poseen una increible
diversidad tanto en estructura como en actividades bioldgicas. Estos compuestos se
clasifican con base en el numero de carbonos y las caracteristicas generales de la cadena
policétida (Omura, 2002). De esta manera los policétidos se han clasificado en diversas
familias de compuestos. Algunas de las mads importantes son las monolactonas, los

polienos, los macrolidos lactamicos inmunosupresores y los poliéteres .
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8.1 Monolactonas

Las monolactonas poseen estructuras carbonadas que van desde 8 hasta 60
carbonos. Poseen un solo anillo lactdmico y tienen en su mayoria actividad antibidtica
(Omura, 2002). Algunos de los compuestos que pertenecen a esta familia son la

eritromicina, la espinosina y la avermectina (Fig 5).

/
H,C~N

OMe

OMe

[ TESIscon o
rltrémlclna FALL A DE ORI GEN Espinosina

Avermectina

Figura S. Estructura de algunas monolactonas. Estos policétidos poseen un solo anillo lactamico y
sufren diversas modificaciones posteriores a la sintesis del esqueleto carbonado (hidroxilaciones,
metilaciones, glicosilaciones) que le dan la estructura activa al compuesto.
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8.2 Polienos

Los polienos constan de estructuras carbonadas de 30 a 60 miembros y poseen de 3
a 8 dobles enlaces a lo largo de la cadena carbonada (Omura, 2002). Presentan

principalmente actividad de fungicidas como la amfotericina y la nistatina (Brautaset et

al., 2000) (Fig 6).

Amfotericin B

Nistatina

Figura 6. Estructuras de polienos. Estos policétidos poseen varios dobles enlaces y algunos aziicares
que son adicionados después de la sintesis del esqueleto carbonado.
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8.3 Macrdélidos inmunosupresores

Dentro del grupo de macrélidos inmunosupresores se encuentran principalmente la
rapamicina (Schwecke et al., 1995) y el FK506 (Wu et al., 2000). Este ultimo es utlizado

para evitar el rechazo de tejidos, posterior a cirugias de transplante de drganos (Omura,

2002) (Fig 7).

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN

Rapamicina

OMe

" OH

FK506

Figura 7, Estructura de macrolidos inmunosupresores. Estos policétidos sufren metilaciones e
hidroxilaciones posteriores a la sintesis de la cadena carbonada, a diferencia de los anteriores no

sufren glicosilaciones.
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9. Poliéteres

Los poliéteres son un grupo muy particular de policétidos producidos
principalmente por bacterias del genero Streptomyces. Son utilizados como promotores de
crecimiento en rumiantes y a pesar de ser potentes coccidiostaticos, debido a que presentan
una alta toxicidad estos compuestos no poseen ninguna aplicacién clinica en humanos
(Thivend et al,, 1983). Todos los poliéteres tienen la capacidad de formar complejos con
cationes del Grupo IA o6 IIA y transportar estos iones a través de membranas celulares.
Tanto bacterias Gram positivas como diversas células animales son sensibles a estos
ionoforos, los cuales inhiben el proceso de respiracion en mitocondrias y promueven la

entrada o salida de cationes de las células (Birch et al., 1995).

9.1 PKS de poliéteres

Tanto la estructura de las PKS de los poliéteres como las reacciones de
modificacion que sufre la cadena policétida después de ser sintetizada no han sido
caracterizadas (Mouslim et. al., 1995). La PKS del poliéter monensina es la tinica que ha
sido clonada y posee una organizacion diferente a las PKS de otros policétidos. Esta consta
de varios genes que codifican solamente para uno o dos moddulos, poseen diferentes
direccionalidades y su orden genético no corresponde con el orden en que participan para
sintetizar la cadena carbonada. Ademas parecen poseer dos actividades de tioesterasa (TE),

localizadas en dos polipéptidos diferentes. (Leadlay et al., 2001).

9.2 Estructura quimica de poliéteres

En lo que respecta a su estructura quimica, los poliéteres difieren mucho en
comparacion con otros policétidos de tipo 1 como eritromicina y rapamicina. Todos los
poliéteres poseen en su estructura la presencia de varios anillos tetrahidrofurano y
tetrahidropirano. Se propone que para la formacion de estos anillos se requiere una cascada
de reacciones que se llevan a cabo sobre un intermediario que posee radicales hidroxilo,

grupos ceténicos y grupos epoxidos altamente reactivos. Esta cascada culmina con la
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formacion de la estructura final del poliéter (Cane et al., 1983). En la parte interna de la
molécula, la presencia de los oxigenos de los anillos éter asi como algunos radicales
hidroxilo genera una superficie hidrofilica donde se anida el cation. Mientras, la otra cara
de la molécula forma una superficie externa hidrofébica capaz de asociarse con membranas

celulares (Birch et al., 1995).

Los poliéteres en general, poseen una estructura quimica muy similar. Mediante
modelos quimicos se describié una estructura quimica absoluta en la que caben la mayoria
de los poliéteres conocidos, como la monensina, lonomicina y nigericina entre otros (Cane
et al., 1983). A pesar de la variedad de unidades extensoras que pueden usarse y del grado
de reduccién que se puede llevar a cabo, la configuracién de los grupos alquilo o hidroxilo
en cualquier posicion dentro de las primeras unidades extensoras es constante en los
poliéteres. Como las primeras 4 unidades extensoras de estos compuestos son siempre
acetato, propionato, propionato y acetato (A;,P2,P3,A4), esta familia de compuestos fue

denominada como poliéteres de tipo APPA (Cane, 1983).

Una vez sintetizado el policétido, es muy comun que se realicen modificaciones
quimicas sobre la molécula carbonada. En el caso de los poliéteres, la adicion de grupos
metilo u otros radicales, la generacién de grupos epoxido y la cascada de reacciones antes
mencionada indican que existen diversas modificaciones enzimaticas posteriores a la
construccion del esqueleto carbonado que no estan presentes en otros policétidos. (Cane et.

al., 1983).

Debido al uso de estos compuestos en la industria veterinaria, se han desarrollado
diferentes métodos para determinar de forma rapida y eficiente la cantidad de poliéteres en
muestras de alimento o tejido. El uso de bioensayos usando B. subtillis ATCC 6633 como
cepa sensible fue el primer método facil para detectar la produccion de poliéteres en
sobrenadantes de cultivo mediante antibiograma (Kline et al., 1965). Posteriormente, el uso
de vainillina como reactivo especifico para detectar poliéteres ha permitido identificar estos
compuestos mediante cromatografia en capa fina (TLC). Ademas ha sido posible
cuantificar la concentracion de poliéteres mediante el uso de reacciones colorimetricas.

Estos métodos han sido utilizados para identificar y cuantificar la concentracion de

e A e,
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monensina (Golab et al., 1973) y lonomicina (Brown, 1979) a partir de sobrenadantes de

cultivo.

Monensina TESIS CON
FALLA DE ORIGEN

Lonomicina A

Figura 8. Estructuras de poliéteres. Los poliéteres ionéforos poseen tanto los oxigenos de los enlaces
éter como de algunos grupos hidroxilo en la misma cara de la molécula, mientras que los grupos
metilo se encuentran en la superficie externa de la misma.
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10. Nigericina

La nigericina es un poliéter tondéforo de 30 carbonos producido por diversas cepas
de Streptomyces (Penka et al., 1995; Mouslim et al., 1993), entre ellas Streptomyces
violaceusniger NRRL B-1476. Este antibidtico ya puro es un polvo incoloro soluble en
etanol y poco soluble en agua. Es estable hasta 100°C a pH 7 durante 2 horas. Es activo en
contra de bacterias gram positivas, micobacterias y hongos como Candida albicans y
Trichoderma mentagrophytes. En cambio presenta muy poco actividad en contra de
bacterias gram negativas. La LDs de nigericina en ratones es de 2.5 mg/kg. Sin embargo

debido a su alta toxicidad este antibiético no tiene aplicacion clinica (Glasby, 1992).

Se ha propuesto el uso de la cepa productora de nigericina Streptomyces
violaceusniger YCED9 como un agente de biocontrol para combatir patégenos de diversas
plantas (Chamberlain, et al., 1999). Esta cepa causa un efecto antagénico en el crecimiento
de hongos patégenos de plantas en el laboratorio. Este efecto se debe a la produccion de
varios antibidticos, entre ellos la nigericina (Trejo-Estrada et al, 1998a). Cabe mencionar
que en pruebas de invernadero in vivo, la nigericina es responsable de la actividad fungicida

(Trejo-Estrada et. al., 1998b; Chamberlain et al., 1999).
10.1 Estructura de nigericina

La estructura de la nigericina (Birch et al., 1995; Cane et al., 1983b; Tabet et al.
1995) consta basicamente de un esqueleto de 30 carbonos con una serie de éteres ciclicos
que dirigen a los diversos atomos de oxigeno a la misma cara de la molécula para que unan
de forma efectiva diversos iones metalicos. La nigericina presenta tres anillos de
terahidropirano formados por la union tipo éter entre los carbonos 3-7, 9-13 y 25-29 y tres
anillos de tetrahidrofurano formados por enlaces éteres entre los carbonos 13-16, 17-20 y

21-24 (Fig.9).

Ademas de estos anillos, la nigericina posee diversos tipos de radicales a largo de la
molécula. Posee un grupo carboxilo en el carbono 1, un enlace éter en el carbono 11, un

grupo hidroxilo en el carbono 29, un grupo metilo hidroxilado en el carbono 28 y diversos
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radicales metilo distribuidos alo largo de la molécula situados en los carbonos 2, 4, 12, 14,

16, 20, 22, 26 y 29 (Fig. 9).

' La combinacién entre la posicién de los oxigenos que forman el enlace éter de los
anillos en Ia cara interna de la molécula y los varios metilos en la superficie externa le
brindan a la nigericina su actividad de ionéforo capaz de transportar cationes metalicos a

través de las membranas celulares.
10.2 Intermediarios biosintéticos de nigericina

Debido a que la via biosintética de los poliéteres no ha sido descrita, no se conoce
alguno de los intermediarios participantes en la formacion de este tipo de compuestos
(Mouslim et al., 1995). Se ha propuesto la existencia de un intermediario carbonado teérico
en la biosintesis de varios poliéteres. Estos intermediarios se sitiian en un paso posterior a la
sintesis total de la cadena carbonada y previo a la generacion de los ciclos que le dan la

confo@acién final a los poliéteres (Cane et al., 1983b)

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN

Figura 9. Estructura del poliéter nigericina. Consta de una cadena de 30 carbonos, con un grupo
carboxilo, seis enlaces éter que forman tres anillos de tetrahidrofurano y tres anillos de
tetrahidropirano, nueve grupos metilo en la cara externa de la molécula, un grupo éter metilico y
dos grupos hidroxilo salientes.
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El intermediario tedrico para la formacién de la nigericina, posee las mismas
caracteristicas que los intermediarios propuestos para otros poliéteres de tipo A;P,P3A,
como la monensina o lonomicina (Cane et al.,, 1983). Las primeras cuatro unidades
extensoras que dan origen a los ultimos anillos en el antibidtico son siempre acetato,
propionato, propionato y acetato. Al comparar la estructura de estos compuestos entre si,
resulta evidente la presencia de una homologia estereoquimica entre ellos. A pesar de los
posibles radicales y las posibles combinaciones de acetato, propionato y butirato, la
configuracién de los grupos alquilo y los oxigenos sustituyentes en cualquier posicion es
constante en todos los poliéteres tipo APPA (Cane et al., 1983). El intermediario teérico
consta de una cadena policétida del mismo nimero de carbonos que la nigericina, posee los
radicales metilo del poliéter conocido pero contiene diversos grupos hidroxilo ausentes en
la estructura final del compuesto. Ademas posee una serie de enlaces epoxido a lo largo de
la molécula que participan en la formacion de los anillos de tetrahidrofurano y

tetrahidropirano que le dan su estructura final a la nigericina (Fig. 10).

El modelo mas aceptado para la formacion de los anillos de los poliéteres requiere
de la generacion de un intermediario epoxidado. La presencia de los grupos epoxido
generaria una serie de ataques quimicos del oxigeno del epdxido sobre los grupos hidroxilo
y radicales ceténicos presentes en la misma molécula. Estas reacciones culminan con la
formacion de los anillos de tetrahidrofurano y tetrahidropirano que le dan su estructura final

al poliéter.

Para la formacion de los grupos epoxido ¢s necesario que se lleve a cabo el ataque
de una molécula de O, sobre algunos de los dobles enlaces presentes en una molécula
carbonada. Esto resulta en la generacion de un grupo epoxido en el sitio donde antes habia
un doble enlace. De modo que el intermediario anterior al compuesto epoxidado tendria un
doble enlace en el mismo sitio donde se encuentran los grupos epoxido. En el caso de la
nigericina, la generacion de enlaces epoxido se realizaria sobre un polieno en el cual los

dobles enlaces estarian situados entre los carbonos 2-3, 16-17, 20-21 y 24-25 (Fig 11).
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Figura 10. Intermediario epdxido propuesto para nigericina. Consta de una cadena lineal de 30
carbonos con un grupo carboxilo, un doble enlace (carbonos 2-3), tres grupos hidroxilo salientes
(carbonos 7, 9 y 11), dos grupos cetonicos (carbonos 13 y 29), tres enlaces epdxido (carbonos
16-17,20-21 y 24-25) y 10 grupos metilo (carbonos 2, 4, 12, 14, 16,20, 22, 26 y 28).

La partxcnpacxon de O; durante la biosintesis de policétidos se ha demostrado para

diversos polleteres como maduramicina (Tsou et al., 1984), tetronasina (Demetriadou et al.,

1985), na" ,sma"’(Spabvold et al., 1986) y algunos macrdlidos como la eritromicina (Cane et

al., 1981) o avérmectma (Cane et al., 1983). Para la monensina se sabe que los oxigenos 5,
6y10 presentes en la estructura final de la molécula provienen de oxigeno molecular (Cane
et al., 1981). Asimismo dentro del grupo de genes biosintéticos del poliéter monensina,

existe un gene que puede tener actividad de epoxidasa (Leadlay et al., 2001).

Aunque el modelo de formacién de poliéteres a patir de un polieno es posible
quimicamente y explica de forma consistente la formacién de estos anillos, hasta el
momento no ha sido posible aislar ninguno de los probables intermediarios en la sintesis de

los poliéteres (Birch et. al., 1995).

La estructura carbonada del intermediario polieno de nigericina es un acido
carboxilico lineal de 30 carbonos. Posee cuatro dobles enlaces situados entre los carbonos
2-3, 16-1, 20-21 y 24-25 respectivamente, tres grupos hidroxilo en los carbonos 7,9y 11y

dos grupos ceténicos en los carbonos 13 y 29. Por ultimo posee un total de 9 radicales
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metilo a lo largo de todo el esqueleto carbonado. Estos estan situados en los carbonos 2, 4,
12, 14, 16 20, 22, 26 y 28. Es importante destacar que a excepcioén de los metilos en los
carbonos 4 y 22 que poseen una configuracién L, el resto de los radicales metilo posee
configuracion D. Este compuesto seria el esqueleto carbonado que, mediante una serie de

reacciones posteriores a su sintesis, va a dar origen a la molécula conocida de nigericina.

“TESTS CON
FALLA DE ORIGEN

Figura 11. Intermediario polieno de nigericina. Este intermediario teérico podria estar cambiando
constantemente de conformacién dentro de la célula, de un icido carboxilico lineal a un
compuesto mas compacto.
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I1. OBJETIVOS

1. Objetivos generales

Predecir las caracteristicas generales de la PKS de nigericina a partir de un

intermediario tedrico.

Iniciar la clonacion del grupo de genes biosintéticos de nigericina de Streptomyces

violaceusniger NRRL B-1476.

Identificar de manera rapida y especifica la presencia de nigericina en

sobrenadantes de cultivo de Streptomyces violaceusniger NRRL B-1476.

2. Objetivos particulares

Clonar un fragmento de DNA de Streptomyces violaceusniger NRRL B 1476 que
pueda ser usado como sonda homdloga de sintasas de policétidos de tipo I para

realizar un tamizaje en una biblioteca de césmidos.

Determinar las mejores condiciones de cultivo para la produccion de nigericina por

Streptomyces violaceusniger NRRL B-1476.

Montar un bioensayo y cromatografia en capa fina para identificar especificamente

la presencia de nigericina en sobrenadantes de cultivo.
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III. MATERIALES Y METODOS

1. Diseiio De Oligos

Los oligonucledtidos utilizados para la reaccién de PCR son: EryAF
(GCACATCACCCTCGACCAC) y EryAR (GCGACACCATCACGGAGAAC), fueron
disefiados de forma automadtica con el Wisconsin Package Version 10.1, Genetics Computer
Group (GCG), Madison, Wisc. Los oligos para secuenciar JO9FI
(AGGTTCGCGGCCTGGG), JOSR1 (GGCTTCCTCGACCTCGGC), JO9F2
(TGCAGCCCAGCCATAGCG), JO9R2 (ACCACCGACCTGCGCQG) JO9R3
(CTé_AAGCGGGCCACCA) y JO9R4 (GGCGTCACCGTCATGTCCA) fueron disefiados

de forma manual.

2. Cepas y Plasmidos Utilizados

Streptomyces violaceusniger NRRL B 1476 fue donada por el Dr. David P. Laveda,
de Microbial Genomics and Biopreocessing Research Unit, National Center for
Agricultural Utilization Research, 1815 N. University Street Peoria, Illinois 61604,
Streptomyces violaceusniger YCED9 fue donada por el Dr. Sergio Trejo Estrada.
Saccharopolyspora erythraea NRRL 2338 y Bacillus subtillis ATCC 6633 fueron
obtenidas de la Coleccion de Cultivos Microbianos del Departamento de Biologia
Molecular y Biotecnologia, Instituto de Investigaciones Biomédicas, UNAM. E. coli

GM272 fue proporcionada por E. coli Genetic Stock Center.

El plasmido pRK2013 fue donado por el Dr. Miguel Angel Cevallos Gaos, del
Centro de Investigaciones Sobre Fijacién de Nitrogeno, UNAM. El plasmido pRK415 fue
donado por la Dra. Laura Camarena Mejia, del Instituto de Investigaciones Biomeédicas,

UNAM.
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3. Medios y Condiciones De Cultivo

3.1 Medios para E. coli:

Para E. coli se usaron los siguientes medios y fueron incubados a 37°C a menos que se

especifique lo contrario.

YT2X: Bactotriptona 1.6 %, Extracto de levadura 1%, NaCL 0.5%, se ajusta a pH 7.2 y se

esteriliz6 en autoclave a 121°C por 15 min.

LB: Bactotriptona 1%, Extracto de levadura 0.5%, NaCl 1%, se ajusta a pH 7.0. En caso de
ser LB solido, se agrega 1.5% de Select Agar, Gibco BRL. Se esteriliza en autoclave a

121°C por 15 min.
3.2 Medios para Streptomyces
Para Streptomyces se usaron los siguientes medios y la incubacioén fue a 29°C.

M2: Glucosa 10g, Extracto de carne 1g, Casaminoacidos 4g, Extracto de Levadura lg, se

ajusta a pH 7.2 y se aforaa 11t. .

MNI1: K2304 0.25g, MgCl,-6H,0 10.12g, Almidén 10.0g, Casaminoacidos 0.1g, elementos
traza 2.0ml, extfacto de levadura 5.0 gr, Tris base 3.0 gr, ajustar a pH 7.2. y se afora con

agua destilada‘ al It. Se coloca en alicuotas de 100 ml y se esteriliza en autoclave a 121°C

durante 15 min. :

MS: Mannitol soya flour medium. Agar 20g, manitol 20g, harina de soya de tienda
naturista 20gr, agua de la llave 1L. Disolver el manitol y la harina de soya en agua hasta
que hierva. Hacer alicuotas de 100 ml con 2g de agar cada una de ellas. Autoclavear a

105°C durante 10min.
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R2; Sacarosa 103gr, K>SO4 0.25gr, MgCl,-6H20, Glucosa 10gr, Casaminoacidos O.lgr,
aforar a 80ml con agua desionizada. Colocar en alicuotas de 80 ml con 2.2 g de Bacto-Agar
y se autoclavea a 121°C durante 15 min. Para preparar las cajas, se funde una alicuota y se
afiade KH,PO4 (0.5%) 1 ml, CaCl,-H,0 (3.68%) 8 ml, L-prolina (20%) 1.5 ml, Tris-Cl pH
7.2 (3%) 10 ml, Trazas RS 0.2 ml, NaOH 1N 0.2ml , Extracto de levadura (10%) 5 ml.

R5: K2S04 0.25g, MgCl-6H,0 10.12g, Glucosa 10.0gr, Casaminoacidos 0.1gr, elementos
traza 2.0ml, extracto de levadura 5.0 gr, Tris base 3.0 gr, ajustar a pH 7.2 y se afora con

agua destilada a 1-It. Se coloca en alicuotas de 100 ml con 1.5gr de agar y se autoclave a

121°C durante 15 ‘min. Antes de usarse, se funde una alicuota y se complementa con
KH2P04 (0 5%) lml CaCIz-ZHzO (5M) 0.4ml, L-prolina (20%) 1.5 ml, NaOH (IN) 0.2 ml,
CuSO4 (2mM) 0 2 ml

ExtrééioA,deAmalta 3g,. Glucosé 10 g, Sacarosa 340 g, se afora a 1L con agua destilada.
Después“de ‘aufocl,avear,adlcnonar 2.5 ml/Litro de MgCl, 6H>O 2.5M. Para preparar

protoplastos complementar con 25ml/Litro de glicina al 20%.

4. Purificacion de DNA Total

Inocular un tubo con 3 ml de medio YT2X - glucosa 1% con 20-50 pl de esporas. Una vez
que haya crecido se homogeiniza y se inocula un matraz con 30 ml de YT2X-glucosa 1%

complementado con 1.75 ml de glicina al 10%. Se incuba a 29°C de 36 a 48 horas hasta

que el cultivo este bien crecido.

1. Centrifugar 7 min a 7500 rpm. Eliminar el sobrenadantes y resuspender el micelio

en 3 ml de solucion de lisozima (2.5 mg/ml) en Buffer TE 25mM.
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Incubar a 37°C hasta que el micelio este bien lisado.

3. Aiiadir 4 ml de solucion de Kirby 2X y agitar vigorosamente 1 min.

10.

11,

12,

13.

Arfiadir 8 ml de fenol-cloroformo 1:1, agitar 1 min y centrifugar 10 min a 10,000
rpm.

Transferir la fase acuosa muy viscosa a un tubo limpio acarreando la menor
cantidad de interfase posible.

Aifiadir 3 ml de fenol-cloroformo 1:1, agitar]l min y centrifugar 10 min a 10,000
rpm.

Repetir las extracciones con fenol-cloroformo hasta que la interfase se vea limpia.
Hacer por lo menos 6 extracciones con fenol-cloroformo.

Transferir la fase acuosa a un tubo limpio y afiadir 1/10 de volumen de acetato de
Sodio 3 M y un volumen de isopropanol.

Recolectar el DNA utilizando una varilla de vidrio (spooling).

Una vez que este seco, Resuspender el DNA en un volumen adecuado de buffer TE
pH 8 y agregar RNAsa a una concentracién final de 40pg/ml e incubar 1 hora a
37°C.

Una vez que el DNA este bien resuspendido afiadir un volumen de fenol-
cloroformo, agitar y centrifugar como en el paso 6.

Pasar la fase acuosa a un tubo limpio y repetir la extraccion con fenol-cloroformo
hasta que la interfase se vea limpia.

Precipitar como en el paso 8 y extraer por spooling,

Resuspender en un volumen maximo de 1 ml de TE.

4.1 Digestiones de DNA cromosomal

Para los experimentos de Southern Blot, se cargé en cada carril de un gel de agarosa

al 0.8% 5Supg de DNA cromosomal previamente digerido con las enzimas BamHI, Sstl,

Mlul, Pstl y Smal (Gibco BRL) siguiendo las condiciones recomendadas por el fabricante.
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5. Purificacién de Plasmidos y Recuperacion de DNA de geles de agarosa

5.1 Protocolo para Minipreps
Se inoculd un tubo con 3ml de YT2X con una colonia de E. coli y se crece hasta saturacion.

1. Obtener el paquete de células o micelio por centrifugacion a 7500rpm por 10min.

2. Resuspender el paquete de células o el micelio en 100 ul de Tris 25mM, EDTA
25mM pH= 8. En el caso de Streptomyces el TE 25mM debe contener lisozima
(2mg\ml).

3. Para E. coli incubar 5 minutos en hielo. Para Streptomyces al menos media hora a
37°C o hasta que el micelio esté visiblemente lisado (debe ponerse translicido y
viscoso).

4. Anadir 200 pl de una solucion fresca de NaOH 0.2 N, SDS 1%. Mezclar bien por
inversion vigorosa de los tubos hasta que se vea transparente, homogéneo y muy
viscoso. Cuesta mas trabajo mezclar bien las minipreps de Streptomyces; en caso de
que no se mezcle bien agitar unos 10 segundos aproximadamente en vortex con los
tubos invertidos (jcuidado no se abran las tapas!). Incubar 10 minutos en hielo.

5. Afadir al tubo 150 pl de acetato de potasio 3 M pH 4.8, mezclar bien por inversién
hasta que se pierda la viscosidad y se vea un precipitado blanco. Incubar 15 minutos
en hielo.

6. Afiadir al tubo 400 pl de fenol\cloroformo, agitar 30 segundos en vortex y
centrifugar 2 minutos a 14000 rpm..

7. Pasar la fase acuosa a otro tubo y afiadir Iml de etanol absoluto frio. Dejar
precipitando 5 minutos a temperatura ambiente.

8. Centrifugar 10 minutos en la microfuga. Retirar todo el sobrenadante con una pipeta
Pasteur alargada acoplada a una linea de vacio, usando un matraz kitasato como
trampa. Es necesario dar un segundo pulso en la microcentrifuga para eliminar todo
el sobrenadante.

9. Resuspender el pellet en 50 ul de TE (Tris 10mM, EDTA 0.1 mM pH 8). Afiadir
150 pl de acetato de sodio 4 M pH 6. Mezclar bien e incubar una hora a -20°C.
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10. Centrifugar 10 minutos y pasar el sobrenadante a un tubo limpio y afiadir 200 pl de
isopropanol. Precipitar 10 minutos en hielo.

11. Centrifugar 10 minutos a 12000rpm. Eliminar todo el sobrenadante. Resuspender en
45 pul de TE, afadir Sul de acetato de sodio 3M pH=6 y 125 ul de etanol frio.
Precipitar 10 minutos en hielo.

12. Centrifugar 10 minutos en la microfuga. Eliminar todo el sobrenadante. Secar el

pellet y resuspenderlo en 25 ul de TE.

5.2 Protocolo para Midipreps

Se inocula 30 ml de YT2X contenidos en un matraz de 125 ml y se crece a 37°C toda la

noche.

1. Resuspender el paquete de células o el micelio en 1ml de Tris 25 mM, EDTA 25
mM pH 8. En el caso de Streptomyces el TE 25mM debe contener lisozima 2mg\ml.

2. Para E. coli incubar 5 minutos en hielo. Para Streptomyces al menos media hora a
37°C o hasta que el micelio esté visiblemente lisado (debe ponerse translicido y
viscoso).

3. Afiadir 2 ml de una solucién fresca de NaOH 0.2 N, SDS 1%. Mezclar bien por
inversion vigorosa de los tubos hasta que se vea transparente, homogéneo y muy
viscoso. Cuesta mas trabajo mezclar bien las midipreps de Streptomyces; en caso de
que no se mezcle bien agitar unos 10 segundos aproximadamente en vortex con los
tubos invertidos (jcuidado no se abran las tapas!). Incubar 10 minutos en hielo.

4, Anadir al tubo 1.5 ml de acetato de potasio 3 M pH 4.8, mezclar bien por inversion
hasta que se pierda la viscosidad y se vea un precipitado blanco. Incubar 15 minutos
en hielo.

5. Aiiadir al tubo 4 ml de fenol\cloroformo, agitar 30 segundos en vortex y centrifugar
2 minutos en la microfuga.

6. Pasar la fase acuosa a otro tubo y afnadir 10 ml de etanol absoluto frio. Dejar
precipitando 5 minutos a temperatura ambiente.

7. Centrifugar 10 minutos a 14000 rpm. Retirar todo el sobrenadante con una pipeta

Pasteur alargada acoplada a una linea de vacio, usando un matraz kitasato como
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trampa. Es necesario dar un segundo pulso en la microcentrifuga para eliminar todo
el sobrenadante.

8. Resuspender el pellet en S00 ul de TE (Tris 10mM, EDTA 0.1 mM pH 8). Aiadir
1.5 ml de acetato de sodio 4 M pH 6. Mezclar bien e incubar una hora a —20°C.

9. Centrifugar 10 minutos en la microfuga. Pasar el sobrenadante a un tubo limpio y
afiadir 2 m! de isopropanol. Precipitar 10 minutos en hielo.

10. Centrifugar 10 minutos. Eliminar todo el sobrenadante. Resuspender en 450 ul de
TE, afiadir 50ul de acetato de sodio 3 M pH 6 y 1.25 ml de etanol frio. Precipitar 10
minutos en hielo.

11. Centrifugar 10 minutos en la microfuga. Eliminar todo el sobrenadante. Secar el

pellet y resuspenderlo en 250 pul de TE.

5.3 Purificacion de Fragmentos de DNA a paritir de Gel de Agarosa de Bajo Punto de
Fusién (LMP)

1. Preparar un gel de agarosa de bajo punto de fusién (LMP) al 0.6 o 0.8%.

2. Sepesa la agarosa y se disuelve en 1X TBE caliente.

3. Se vacia la agarosa en una charola para geles y se deja solidificar a 4°C durante 30
min.

4. Se cargan las muestras en el gel y se deja correr a 14 mA (miliamperes) toda la
noche.

5. Al dia siguente se tifie con bromuro de etidio y se cortan las bandas deseadas
procurando cortar la agarosa lo mas cerca del DNA para reducir el volumen de la
rebanada.

6. Poner a fundir la rebanada de agarosa que contiene el DNA en un tubo Eppendorf a
65-70°C durante 10 minutos. Calcular el volumen de la agarosa fundida y aiiadir
1\10 del volumen de NaCl 5 M. Mezclar bien y dejar otros 5 minutos en el bario.

7. Saturar fenol con NaCl de la siguiente manera: en un tubo Eppendorf mezclar 100
pl de NaCl 5M, 400 pl de agua y 500 pl de fenol. Centrifugar 1 minuto y retirar la
fase acuosa. Colocar el fenol a 37°C.

8. Colocar la agarosa fundida 5 minutos a 37°C.
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9. Aifiadir al tubo con la agarosa 2\3 de volumen del fenol saturado e inmediatamente
agitar en vortex durante 30 segundos. Trabajar lo mas rapido posible para evitar que
la agarosa se gelifique.

10. Centrifugar 5 minutos en la microfuga, y pasar la fase acuosa a un tubo limpio.

11. Afiadir al fenol 45 ul de TE o agua y 5 ul de NaCl 5M. Agitar en vortex.

12. Centrifugar 2 minutos y mezclar la fase acuosa con la anterior.

13. Aifiadir 1 volumen de fenol\cloroformo a la fase acuosa, agitar 5 segundos en vortex
y centrifugar 2 min.

14. Pasar la fase acuosa a un tubo limpio y repetir el paso anterior, pero solamente con
cloroformo.

15. Pasar la fase acuosa a un tubo limpio. Afadir 10 pug de tRNA (siempre y cuando el
DNA no vaya a ser usado posteriormente para ser tratado con fosfatasa alcalina o
con cinasa). Mantener a —20°C durante al menos 2 horas.

16. Centrifugar el DNA durante 10 minutos a 14,000 rpm. Sacar todo el alcohol con una
punta amarilla. Tener mucho cuidado en no tirar el pellet, que normalmente es muy
pequerfio y tiende a despegarse de las paredes del tubo.

17. Secar el pellet.

18. Resuspender en un volumen adecuado de TE.

6. PCR
6.1 Reaccion de PCR

Para la reaccion de PCR se us6 como templado DNA total de Saccharopolyspora
erythraea NRRL 2338 usando los oligos EryAF (GCACATCACCCTCGACCAC) y
EryAR (GCGACACCATCACGGAGAAC). Se utilizo para la reaccién el PCR SuperMix

de Gibco BRL de acuerdo a las especificaciones del fabricante.
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6.2 Purificacion del producto de PCR

El producto de PCR se purificé mediante el kit Concert Rapid PCR Purification

System, (Gibco BRL) de acuerdo a las especificaciones del fabricante.

7. SOUTHERN BLOT

7.1 Preparacion de la sonda para Southern Blot

El producto de PCR se marcé con nucledtidos biotinilados utilizando el kit

Bioprime DNA Labelling System de Gibco BRL, de acuerdo con las especificaciones del

fabricante.

© N oL os W

Desnatura‘]izkar 100 ng DNA disueltos en 20 pl de agua. Se calienta 5 minutos en
agua,hirv,ie’ndd, e inmediatamente se coloca en hielo.
S}g gcv_li:(:»iﬂc‘)nva"sypl de una solucién 10X de dNTP, 20ul Random Primer Solution, y

H20 a un volumen de 49ul,

Se mezclan perfectamente,

Adic;jbhar 1 ul de fragmento Klenow y se incuban a 37°C por lhr,

Agrégar S ul de Stop Buffer.

Se prepara una columna de Sephadex G-50 en buffer TNE.

A la reaccion de marcaje, se le agregan 20 ul de azul dextran.

Se pasa la reaccion con colorante por la columna y se recupera la fraccion de azul

dextran..
El DNA biotinilado que se va a usar como sonda eluye junto con el azul dextran.

Buffer TNE: Tris HCI pH8 10mM, Na;EDTA 1mM, Azida de Sodio 0.01%.
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7.2 Protocolo para Southern Blot

a) Gel de Agarosa

Los experimentos tipo Southern Blot se realizaron en geles de agarosa al 0.8%.

Para un gel de agarosa de 0.8% se pesan 0.8 g de agarosa por cada 100 ml de TBE

1X.
Se-vacia la agarosa en una botella limpia y se adicionan 100 ml de TBE 1X.

. Se calienta hasta que se disuelva completamente la agarosa.

Se .vacia la solucion en una charola para geles y se espera a que gelifique
completa}rlente a temperatura ambiente.

Una vez gelificado, se cargan las muestras que se van a correr en el gel y se corren a
70 amperes hasta que el colorante azul de bromofenol llegue al borde inferior del
gel.

Se tifien los geles en una solucion de bromuro de etidio, se les toma una foto y se

procede con el protocolo de transferencia para Southern Blot.

b) Transferencia

N

Lavar el gel en 5 volimenes de HCI 0.25 M hasta que el colorante se vea amarillo
(no mas de 15 minutos). Es importante que el gel este bien cubierto con la solucidn.

Inmediatamente poner el gel en 5 volumenes de 1.5 M NaCl; 0.5 M NaOH por 20
minutos para desnaturalizar el DNA.

Repetir el paso 2 con solucién fresca.

Neutralizar en 5 volimenes de 1.0 M Tris 1.5 M NaCl pHn 7.5 durante 20 minutos.

Repetir el paso 4 con solucion fresca.

Cortar un pedazo de membrana de nylon del tamario del gel. Humedecerla en agua

desionizada y colocarla en soluciéon 10X SSC 15 minutos antes de usarla.
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En una plataforma de plastico o vidrio mas grande que el gel, se coloca el papel
filtro Whatman 3M saturado con 10X SSC.

Colocar sobre el gel un pedazo de papel filtro del tamafio del gel humedecido en
10X SSC. Asegurarse de que no hay burbujas de aire atrapadas entre el papel y el
gel. Se invierte y se coloca sobre la plataforma del paso 7 de manera que la parte
inferior del gel quede expuesta sin papel filtro.

Poner la membrana de nylon del paso 6 sobre el gel. Es muy importante que no
queden burbujas de aire entre la membrana y el gel.

Poner un pedazo de papel filtro seco sobre la membrana de nylon.

Colocar una serie de papeles absorbentes sobre el papel filtro y una pesa sobre estas.
Dejar Ia transferencia toda la noche.

Al dia siguiente, remover la membrana de nylon y lavarla en 5X SSC por 5 minutos
a temperatura ambiente.

Poner la membrana en un papel filtro y hornearla a 70-80°C de 1-2 horas.

¢) Hibridacion

15.
16.
17.

18.

19.
20.

Poner la membrana en una bolsa de hibridacién nueva.

Afiadir 100 pl de solucion de prehibridacién por cm? de membrana.

Colocar en un Eppendorf 20 pl de DNA de timo a 10ug\ml de solucion de
hibridacién. Hervir el tubo de DNA de timo 10 minutos y colocarlo en la solucion
de prehibridacidn.

Poner la solucidn del paso 17 en la bolsa de hibridacion, sellarla e incubarla de 2-4
h a 70°C. La temperatura de incubacion varia segun el grado de severidad que se
requiera.

Separar 100 ul de solucion de hibridacién por cada cm’ de membrana.

Colocar en un Eppendorf 20l de DNA de timo a 10ug\ml por ml de solucién de
hibridacién. Hervir el tubo de DNA de timo 10 minutos y colocarlo en la solucién

de hibridacion.
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. En un Eppendorf colocar 50ng de sonda por ml de solucion de hibridacién del paso
anterior. Hervir la sonda 10 minutos, enfriar en hielo y afiadirla a la solucion de
hibridacion.

.Remover la solucién de prehibridacion de la bolsa y afiadir la mezcla del paso

anterior. Sellar la bolsa e incubar toda la noche de 37-70°C segun la severidad

deseada.

Para condiciones de alta severidad, lavar la membrana por 30 min con solucién 2X SSC
0.5% de SDS a 55°C, por 5 min con 1X SSC 1% de SDS a 50°C y 5 min con 2X SSC.

Pa

ra condiciones de baja severidad lavar la membrana por 30 min con 2X SSC a 65°C

y 20 min con 1X SSC a 65°C.

d) Lavados

23

24,
25.
26.

27.
28.

29.

30.

31.

32

. Remover la membrana de nylon de la bolsa de hibridacion y colocarla en un
contenedor de plastico.

Lavar la membrana por 1 min con 1ml/cm3 de TBS-Tween 20.

Humedecer la membrana en TBS-Tween 20.

Pasar las membranas a un contenedor nuevo, poner 0.75 ml/cm? de solucién de
bloqueo precalentada a 65°C. Incubar a 65°C 1hr con agitacion.

Centrifugar el conjugado SA-AP20 por 30min a 4°C,

Tomar 7 pl del conjugado por cada 100 cm® de membrana. No tomar los pellets.
Diluir el conjugado 1:1000 en TBS-Tween 20.

Sacar la membrana de la solucién de bloqueo. En un recipiente limpio, colocar la
membrana y afiadir el conjugado diluido.

Incubar 10 min a temperatura ambiente en agitacion lenta asegurandose que se
cubra completamente la membrana.

Remover la membrana y lavar una vez con 1ml/cm2 de TBS-Tween20 por 15 a
temperatura ambiente. Repetir el lavado con solucién nueva durante 1 h.

Lavar la membrana con 1ml/cm? de buffer de lavado en agitacion lenta durante 1 h.
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¢) Deteccién

Para detectar el la sonda biotinilada e utilizé el kit Chemiluminiscent Nucleic Acid

Detection System de Gibco BRL segun las especificaciones del fabricante.

33. Remover la membrana del buffer de lavado y colocarla en un recipiente limpio.
34, Tomar 0.01ml/cm2 de membrana del agente de deteccion y vaciarlo sobre la
membrana de manera que se cubra completamente.

35. Pasar la membrana a una bolsa de hibridacién nueva y sellarla perfectamente.

36. Incubarla 37°C durante 1 h en la oscuridad.

37. Exponer la membrana a una placa fotografica durante 15 min.

SDS 10%: Se disuelven 20 gramos de SDS en agua caliente. Una vez disuelto se aforar a

200m! y se esteriliza a 105°C durante 15 min. ,
50X Déhhard }i’fi‘cﬁolﬁl‘%, Polivinilpirrolidona 1%, BSA 1%, aforar con agua a 100 ml.

20X SSC: NVaCl'3M, Citrato de sodio 0.3M, ajustar a pH 7 y aforar a 1000ml. Esterilizar

por filtracion mediante un filtro milipore de 0.45um.

TBS-Tween 20: Tris base 100mM, NaCl 150mM, Tween 20 0.05% v/v. Se disuelve lo
anterior en agua desionizada, se ajusta a pH 7.5 y se afora a 1 litro. Se esteriliza por

filtracién mediante un filtro milipore de 0.45um.

Solucién de prehibridacion: 3X SSC, 4X solucién de Denhardt y 100pg/ml de DNA de

Timo
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Solucién de hibridacion: 3X SSC, 4X solucién de Denhardt, 100ug/ml de DNA de Timo y

sonda correspondiente al tamafio de la membrana.
Solucién de bloqueo: Se disuelven 3g de BSA en 100ml de TBS-Tween 20.

Buffer de lavado: Tris base 100mM, NaCl 100mM, MgCl,-6H,0 50mM, ajustaa pH 9.5 y

se aforaa 1 It con agua.

DNA de Timo de Ternera: resuspender 13mg de DNA en 10 m! de H,O. Una vez
resuspendido se sonicé hasta que el DNA quede en fragmentos menores a 500pb. Se extrae
3 veces con fenol cloroformo y se precipita con un décimo del volumen de acetato de sodio

3M y un volumen de isopropanol. Se resuspenden a una concentracion de 10mg/ml.

8. Secuenciacion

La reaccion de secuenciacion se llevo a cabo de forma automatica en la Unidad de

Biologia Molecular, de!l Instituto de Fisiologia Celular, UNAM.

8.1 Preparacién del templado para secuenciar

Se inocula un matraz con 30ml de YT2X con una colonia de E. coli y se crece a
37°C toda la noche. Al dia siguiente se purifico usando el kit Concert High Purity Plasmid

Midiprep System de Gibco BRL, segtn las especificaciones del fabricante.

9. Analisis de la Secuencia

El analisis de preferencia de uso de codones se llevé a cabo con el programa
“Codon Preference” que forma parte de la utilieria del programa Wisconsin Package
Version 10.1, Genetics Computer Group (GCG), Madison, Wisc. El analisis tipo BLAST

(Basic Local Aligment Search Tool) se realizo desde el servidor del NCBI (National Center
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for Biotechnology Informatién) (Altschul et. al. 1997). Los alineamientos se realizaron

utilizando el programa DNAMAN Versién 3.0, Lynnon Biosoft.

10. Conjugacion y Transformacion

10.1 Preparacion de Células Competentes de E. coli por SEM

o v AW

8.
9.

Se toman de 10 a 12 colonias de £. coli para inocular un tubo con 3 ml de YT2X
con 30pul de sales (MgCl IM MgSO,4 1 M) y se deja toda la noche a 37°C.
Se toman 100pul del inoculo y se ponen un matraz con 30 ml de YT2X con 300ul de

sales.

»I’nféubar a temperatura ambiente en agitacion hasta que llegue a una D.O.gp de 0.6.

Colocar el cultivo en hielo durante 10 minutos.

Centrifugar durante 10 minutos a 3000 rpm a 4°C. Eliminar el sobrenadante,

- Resuspender el pellet en 9.6 ml de buffer TB enfriado en hielo y se incuban 10

minutos en hielo.

Centrifugar como en el paso 5. Eliminar el sobrenadante y resuspender en 2.4 ml de

TB.
Afiadir DMSO hasta una concentracidn final de 7%. Incubar 10 minutos en hielo.

Se ponen alicuotas de 200 pl en tubos Eppendorf previamente enfriados en hielo.

10. Congelar inmediatamente sumergiendolas en hielo seco con etanol.

11. Almacenar congeladas a —70°C.

10.2 Transformacién por SEM

Descongelar una alicuota de células competentes en hielo.

Agregar de 1-5 pl de la solucion del plasmido y se incuban en hielo durante 10

minutos.
Se le da un choque caldrico sin agitacion a 42°C durante 30 segundos y se colocan

en hielo.
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Se agregan 0.8 ml de YT2X y se incuban a 37°C con agitacion rapida durante 1

hora.
Centrifugar 3 minutos a 3000rpm.
Resuspender en 200 pl de YT2X y plaquear en cajas con LB con el antibidtico

adecuado.

10.3 Conjugacion

Preparar células competentes de £. coli GM272/pRK2013.

Transformar las células competentes con el derivado del vector pRK415.

3. Inocular una colonia en 3ml de YT2X con los antibidticos adecuados y crecerla toda

la noche a 37°C en agitacion.
Diluir el cultivo 1:100 en YT2X nuevo con los antibidticos adecuados y crecer a
37°C hasta que llegue a una D. Q.09 de 0.4-0.6.

Lavar las células dos veces con un volumen igual de YT2X y resuspender en 1 ml

de LB.

Mientras se lavan las células de E. coli, afiadir para conjugacién aproximadante 10
esporas de Streptomyces en 500ul de YT2X, dar un choque térmico a 50°C por 10
min y enfriar a temperatura ambiente. Si se usan fragmentos miceliares para
conjugacion, cosechar a partir de un cultivo de 3 o 4 dias. Agitar bien y usar 0.5 ml
de frggmgntos miceliares para cada conjugacion.

Aﬁad};\tiSObpl de células de E. coli a 500ul de esporas o fragmentos miceliares.
Mezclar bien y centrifugar durante a 3 min a 3000 rpm. Eliminar el sobrenadante y

resuspender el pellet en 100ul de YT2X.

8. Plaquear en MS sélido e incubar a 30°C de 16 a 20hrs.

10.

Vaciar sobre las placas Iml de agua con 0.5mg de acido nalidixico y la
concentracion adecuada del antibidtico para seleccionar Streptomyces. Continuar la

incubacion a 30°C.

Tomar las colonias exconjugantes y pasarlas a un medio selectivo conteniendo

dcido nalidixico a 25pg/ml.
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10.4 Transformacién de Streptomyces

10.
I1.

12.

13.

Crecer las esporas en 25ml de YEME suplementado con MgCl, IM (0.125ml) y
glicina al 10% (1.25ml) durante 36 horas a 29°C con agitacion.

Lavar el micelio con sacarosa al 10.3%. Centrifugar 5 min a 3500 rpm. eliminar el
sobrenadante y resuspender en 25ml de sacarosa al 10.3%.

Distribuir en 5 tubos y centrifugar como en el paso anterior, eliminar el
sobrenadante y congelar el micelio a —20°C.

Suplementar el buffer P y dejar reposar 30 min. Tomar 5ml de éste y disolver Smg
de lisoszima. Filtrar el buffer P y después los 5 ml de lisozima.

Descongelar el micelio y agregarle el filtrado de lisozima, mezclar e incubar a 30°C
por 1 hora agitando suavemente cada 15 min.

Tomar una muestra para ver al microscopio y asegurarse que se hayan formado los
protoplastos.

Filtrar los protoplastos por un filtro para esporas, en ese mismo filtro agregar 5ml de
buffer P y pasarlos a un tubo de vidrio para protoplastos. Centrifugar 12 min a 3500
rpm.

Eliminar el sobrenadante completamente y resuspender el pellet. Agregar la mitad
de la ligacion o 5ul de plasmido purificado e inmediatamente después agregar 0.6ml
de PEG (disuelto en 1.5Sml de buffer P) con una pipeta Pasteur mezclando 4 o 5
veces. Agregarle 5 ml de buffer P y centrifugar 12 min a 3500 r.p.m.

Eliminar el sobrenadante y resuspender con los nudillos para luego agregarle 0.3ml
de buffer P.

Hacer las diluciones 10" y 107,

Poner 0.1 ml de la dilucién en cada caja de R2 suplementado y 2.5 ml de agar
suave. Cubrir completamente la superficie, dejar gelificar e incubar a 30°C entre 18
y 20 hrs.

Agregar el antibidtico correspondiente e incubar nuevamente a 30°C por 1 semana
hasta que las colonias esporulen.

Hacer sectores a partir de colonias aisladas en cajas de R5 suplementado con el

antibidtico adecuado, incubar a 30°C hasta que esporule para hacer minipreps.
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Buffer P: Sacarosa 51.5gr, MgCl, 6H,0 1.01 gr, K:SO4 0.125gr, aforar a 400ml, distribuir
en alicuotas de 40m! y autoclavear a 121°C durante 15 min. Antes de usar suplementar

con Trazas R5 0.1ml, KH>PO4 (0.5%) 0.5ml, CaCl, 2H,0 (3.68%) 5ml y Tris CI (3%) 5ml.

11. Identificacién del Antibidtico

11.1 Bioensayo para identificar nigericina en sobrenadantes de cultivo

1. Inocular 3ml de YT2X sin glucosa con 20l de esporas de S. violaceusniger NRRL
B-1476.

2. Crecer el indculo 3-4 dias a 28°C en agitacion.

3. Homogenizar el cultivo anterior para inocular un matraz con 100ml de medio MN1.
Crecer de 5 a 7 dias a 28°C en agitacion.
4. Crecer una colonia de Bacillus subtillis ATCC 6633 en 3 ml de YT2X toda la

noche.

5. Al dia siguiente se toma 0.1 ml del preindculo y se crece en 3 ml de YT2X hasta

una D.O.aoo 0.6.
6. Toman .5 ml del cultivo anterior para inocular 100ml de LB-Agar precalentado a

40°C y se vacia en cajas de petri.
7. Se toman 20pl de sobrenadante del cultivo de Streptomyces y se colocan en discos

de papel filtro estériles.

8. Una vez secas las cajas se colocan los discos de papel filtro y se incuban a 30°C

toda la noche.

11.2 Cromatografia en Capa Fina de nigericina (TLC)

1. Se toman 5 ml de sobrenadante de cultivo y se centrifuga a 3500 r.p.m. durante 10
min.
2. Pasar el sobranadane a un tuvo limpio y agregar 2ml de acetato de etilo. Se agita

durante 1 min y se centrifuga como en el paso anterior.
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3. Tomar la fase organica y pasarla a un tubo limpio. Secar con aire hasta que el
acetato de etilo se haya evaporado completamente.

Aiiadir 1 ml de metanol y secar con aire como en el paso anterior.

Resuspender el precipitado blanco en 10-15ul de isopropanol.

Cargar la placa de TLC con la muestra del paso anterior.

Correr la placa usando como solvente de separacion hexano-isopropanol 2:8.

Una vez que termine de correr, rociar la placa de TLC con el reactivo de vainillina.

© 0 N v oA

Hornear la placa durante 5 min a 100°C.

Reactivo de Vainillina: Se disuelven 0.3 gr de vainillina en 5ml de metanol absoluto.
Adicionar 50 ul de H,SO4 concentrado y se afora a 10ml con metanol absoluto. Se mezcla
bien y se guarda en un frasco ambar. Este reactivo se prepara justo antes de revelar la placa

y se tiene que prepara nuevo todos los dias.
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IV. RESULTADOS

1. Prediccién de la Estructura Modular de la PKS de Nigericina

Con base en la estructura del intermediario polieno de nigericina y la forma en que
son sintetizados los policétidos de tipo I (Khosla, et al., (1999), es posible realizar una
prediccion de las caracteristicas generales de la PKS que sintetizaria este compuesto.
Dentro de estas caracteristicas se encuentran el numero y tipo de unidades extensoras
necesarias para la construccion de este antibidtico, asi como las actividades enzimaticas
participantes tanto en la condensacion de las unidades extensoras como en la reduccion de
los enlaces cetonicos en cada uno de los mddulos. El conocimiento de la estructura modular

de esta PKS de tipo I sera de gran ayuda durante el proceso de clonacién de la misma.

Para generar una estructura como la nigericina se requiere una PKS de 14 modulos
sin contar el dominio de carga. En promedio, cada mddulo estaria codificado en 5 kb de
DNA, por lo tanto la regién de DNA que codifica para una PKS de este tamaiio tendria un
tamafio de alrededor de 70 — 80kb. Las unidades extensoras que utilizaria esta PKS son
malonil y metil malonil-CoA para generar residuos de acetato y propionato,

respectivamente, en la cadena carbonada.

2. Caracteristicas Generales de los Dominios Enzimaticos

Las PKS de tipo I son enzimas modulares donde cada mddulo posee las actividades
enzimaticas necesarias para determinar tanto el tipo de unidad extensora que se va a usar en
cada paso de sintesis como el grado de reduccién que va a sufrir el carbono 3 en cada
condensacion. Los modulos necesarios para sintetizar un compuesto como la nigericina
deberian poseer por lo menos las actividades de proteina acarreadora de acilos (ACP), B-
ceto sintasa (KS) y acil transferasa (AT). Los dominios de cetoreductasa (KR), dehidratasa
(DH) y enoil reductasa (ER) pueden o no estar presentes dependiendo del grado de

reduccidn que vaya a sufrir el carbono B en ese médulo.
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2.1 Dominio de Proteina Acarreadora de Acilo (ACP)

Las proteinas acarreadoras de acilos (ACP) poseen un brazo de panteteina al cual se
une la cadena de acilo durante la sintesis de acidos grasos o policétidos. Dicho radical, se
une a un residuo de serina en el motivo LGXDSLXXVE, presente en la mayoria de las
ACP (Donadio et. al,. 1991). Debido a que en todos los médulos es indispensable el
domino de ACP, en todos los modulos estaria presente el motivo tipico de unién a

fosfopanteteina ya reportado.
2.2 Dominio Ceto acil sintasa (KS)

En todos los mddulos de la PKS de nigericina se espera un dominio de KS antes que
el dominio de ACP. Como la funcion del dominio de KS es adicionar la unidad extensora
en cada médulo mediante una reaccion de condensacidn, se espera encontrar la secuencia
consenso del sitio activo TVDTGCSSLYV en cada uno de estos dominios. Asimismo, estos
dominios presentarian una homologia muy alta entre ellos y contra otros dominios de KS

de otras PKS de tipo I.

2.3 Dominio de Acil Transferasa (AT)

La PKS de nigericina usaria malonil CoA como unidad extensora en los médulos 3,
6, 10, 11, 12 y 14. Por lo tanto es de esperarse que los modulos antes mencionados
contengan un dominio que alinee con el consenso para AT especificas para malonil-CoA.
Los modulos 1, 2, 4, 5, 7, 8, 9, 13 y 14 presentan metil malonil-CoA como unidad
extensora para la PKS de nigericina. Por lo tanto se espera que la AT de estos modulos

contenga una secuencia que alinee con el consenso del motivo especifico para metil

malonil-CoA.
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2.4 Dominio de Ceto Reductasa (KR)

En la PKS de nigericina se espera encontrar actividad de KR en todos los modulos
exceptuando los mddulos 1 y 9. En estos mddulos el enlace ceténico del carbono 2 no sufre
ningtn tipo de reduccion. Se ha reportado que en los dominios de KR se encuentra presente
el motivo tipico de unidon a NADP(H) GXXGXXAXXA (Donadio et. al., 1991). Debido a

esto, se esperaria la presencia de este motivo en los médulos que presentan esta actividad.

2.5 Dominio de Deshidratasa (DH)

Todos los médulos de la PKS de nigericina, exceptuando los modulos 1, 9, 10, 11 y
12, presentarian actividad de DH. Es de esperarse que la secuencia consenso del sitio activo
HXXXGXXXP este presente en la PKS en casi todos los médulos. Se ha reportado que en
médulos que carecen de actividad DH el sitio activo contiene deleciones de 5 aminoécidos
(Donadio et. al,, 1991). De modo que los médulos que carecen de actividad de DH en la
PKS de nigericina se espera una delecion o el cambio de algin residuo critico en la

secuencia consenso del sitio activo.
2.6 Dominio de Enoil Reductasa (ER)

Esta actividad estaria presente en los modulos 2, 4, 6, 8 y 13 de la PKS de
nigericina. Por tanto se espera encontrar en los médulos antes mencionados una secuencia
de union a NADP(H). La falta del dominio de ER activo en los médulos 3, 5, 7 y 14
determina la generacion del doble enlace entre los carbonos 6-7, 10-11, 14-15 y 28-29

respectivamente,
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3. Estructura Modular de la PKS de Nigericina

3.1 Médulo de carga

Los primeros 4 adiciones en la cadena carbonada de nigericina son acetato,
propionato, propionato y acetato. Estas forman la estructura tipica A;P;P3As ya descrita
para los poliéteres. Como el residuo que va a dar inicio a la cadena policétida de nigericina
es un residuo de acetato, se espera que el dominio de carga de esta PKS tenga selectividad
por malonil-CoA. Con base en esto, la AT del dominio de carga o ATO se esperaria que
tuviera algin motivo parecido al consenso ya reportado para las AT de malonil-CoA
(Haydock et al., 1995) (Fig 13).

3.2 Médulo 1

La adicion de la primera unidad de extension como tal se da por la condensacion de
metil malonil-CoA en el médulo 1. Dicha condensacién sin epimerizacién genera un
residuo de propionato en la cadena carbonada con un radical D-metilo saliente. El residuo
ceténico proveniente del dominio de carga se conserva en la estructura final de nigericina.
Esto indica que en el modulo 1 las actividades de KR, DH y ER no son activas, de modo

que el enlace cetdnico no presenta ningun tipo de reduccion (Fig 12).

3.3 Modulo 2

La segunda unidad extensora es metil malonil-CoA, en esta adicion se genera un
segundo residuo de propionato en la cadena carbonada con un radical D-metilo saliente al
igual que en el moddulo 1. Debido a que el residuo ceténico del carbono 4 se encuentra
completamente reducido las actividades de KR, DH y ER se encuentran activas en este

modulo (Fig 12).

3.4 Moédulo 3

Con la adicién de la tercera unidad extensora de malonil-CoA, al igual que en

dominio de carga se introduce un residuo de acetato en la cadena carbonada. En este caso,
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se genera un doble enlace en la cadena que se va sintetizando. Esto indica que en este
médulo las actividades de KR y DH son activas. Estas son responsables de la reduccién del
radical ceto a un radical hidroxilo (KR) y la reduccién de dicho hidroxilo para formar el

doble enlace (DH). La actividad de ER no se encuentra presente en este modulo (Fig 12).

3.4 Médulo 4

La cuarta unidad extensora es metil malonil-CoA. A partir de ésta se adiciona un
residuo de propionato en esta posicion. La KS4 realiza la primera condensacion con
epimerizacion de modo que encontramos un radical L-metilo saliente en el carbono a. El
residuo ceténico del carbono B se encuentra completamente reducido. Por lo tanto, las

actividades de KR, DH y ER se encuentran activas en este modulo (Fig 12).

3.6 Médulo 5

La quinta unidad extensora es metil malonil-CoA, generando un residuo de
propionato en la cadena carbonada. La KSS5 realiza una condensacion sin epimerizacion
dejando un radical D-metilo saliente en el carbono . En este mddulo las actividades de KR
y DH son funcionales, o que genera un doble enlace entre los carbonos o y 8. Asi mismo,

al igual que en el modulo 3 este médulo no presenta actividad de ER (Fig 12).

3.7 Médulo 6

La sexta unidad extensora es malonil-CoA, la cual genera un residuo de acetato al
incorporarse en la cadena policétida. En este modulo, las actividades de KR, DH y ER se

encuentran activas, lo que genera una reduccion total del residuo cetonico del carbono B
(Fig 12).
3.8 Module 7

La séptima unidad extensora es metil malonil-CoA. La KS7 adiciona un residuo de

propionato y con un radical D metilo saliente en la cadena carbonada, Asimismo, se genera
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un doble enlace entre los carbono o y B lo que indica que solo las actividades de KR y DH

estan presentes en este modulo (Fig 12).

3.9 Médulo 8

La octava unidad extensora es metilmalonil-CoA incorporando un residuo de
propionato en la siguiente posicién. La condensacién se realiza sin epimerizacion
generando un radical D metilo saliente. Como el residuo cetonico del carbono B se
encuentra totaimente reducido, €sto indica la presencia de actividades de KR, DH y ER en

este mddulo (Fig 12).

3.10 Médulo 9

La novena unidad extensora es metil malonil-CoA, donde la KS9 adiciona un
residuo de propionato en la cadena carbonada. Como en el mddulo anterior, la
condensacion se da sin epimerizacion generando el radical D metilo saliente. En este caso,
el carbono 3 presenta un residuo ceténico. Esto nos indica que en este médulo no hay

actividades de KR, DH y ER presentes (Fig 12).
3.11 Médules 10,11y 12

Las tres siguientes unidades extensoras son malonil-CoA. Esto genera la adicion de
3 residuos de acetato seguidos en la cadena carbonada. Se observa la presencia de radicales
hidroxilo en el carbono B después de cada condensacion. Esto indica que los modulos 10,
11 y 12 presentan las mismas actividades enzimaticas. Por un lado poseen la misma
selectividad por la unidad extensora y poseen solo la actividad de KR, la cual causa la
reduccion del grupo cetonico después de cada adicién para convertirlo en un grupo

hidroxilo (Fig 12).

3.12 Médulo 13

La siguiente unidad extensora es metil malonil-CoA. La KS13 adiciona un residuo

de propionato en la cadena carbonada y al igual que en el médulo 4, la KS 13 realiza una
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condensacion con epimerizacion, produciendo un radical L-metilo saliente en el carbono a.
Como el carbono B se encuentra completamente reducido, las actividades presentes en este

modulo son KR, DH y ER (Fig 12).

3.13 Médulo 14

Este es el ultimo modulo de la PKS de nigericina. En este moddulo, la unidad
extensora es metil malonil CoA donde la KS14 adiciona un residuo de propionato en la
ultima reacciéon de elongacion de la cadena. La KSI14 realiza una condensacion sin
epimerizacion generando un radical D metilo saliente en el carbono 2. Asi mismo, la
presencia de un doble enlace entre el carbono o y B nos indica que estin presentes las

actividades de KR y DH en este modulo (Fig 12).

3.14 Dominio de Tioesterasa (TE)

Después del modulo 14 se espera la presencia de un dominio de TE cuya funcion
sea liberar la cadena carbonada de la PKS (Fig. 12) para que se lleven a cabo diversas
modificaciones quimicas que le van a dar la estructura final al antibidtico (Fig 14). Para la
sintesis de algunos macrélidos como la picromicina y metimicina algunas PKS de tipo I
poseen dos actividades de TE (Xue et.al., 2000). Una de ellas se encuentra codificada justo
después del dominio de ACP del tltimo moédulo en el mismo polipéptido y otra esta
codificada en un polipéptido diferente. En la gran mayoria de las PKS de tipo I ya
caracterizadas la actividad de tioesterasa (TE) se encuentra codificada justo después del
dominio de ACP del 1ltimo mddulo en el mismo polipéptido. En el caso de la PKS de
monensina, la actividad de TE parece estar codificada en dos genes diferentes a los que

codifican para las proteinas modulares de la PKS (Leadlay et al., 2001).

Con base en la estructura de la nigericina, es imposible predecir si la actividad de
SE TE encuentra codificada en el mismo polipéptido modular de la PKS o bien en uno o
varios polipéptidos diferentes. Aun asi, su presencia es indispensable para liberar la

molécula carbonada de la PKS.
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Figura 12. PKS de nigericina. Violeta: Grupo adicionado por el modulo de carga. Rojo: Grado de reduccion que sufre el carbono § en cada .
modulo. Azul: Propionato adicionado después de 1a condensacion donde se origina un nuevo carbono a. Verde: Acetato adicionado
después de la condensacion donde se origina un nuevo carbono a.
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Figura 12. Continuacion. o
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4. Formacioén de la Estructura Final de Nigericina

Una vez que la actividad de TE haya liberado el policétido lineal de la PKS de
nigericina, éste sera sustrato de diversas modificaciones quimicas que formaran los anillos

de tetrahidrofurano y tetrahidropirano presentes en la estructura final del poliéter.

Dentro de la PKS la cadena carbonada se encuentra inmersa en un ambiente
protegido del medio celular. Cuando es liberado de la PKS por la accion de la TE es
probable que esta molécula carbonada cambie su conformacién lineal (Fig. 13a) a una
estructura mucho mas estable dentro del medio celular. Esta nueva conformacién del
polieno seria sustrato de una isomerasa especifica que atacaria uno de los cuatro dobles
enlaces presentes en la cadena carbonada. La isomerizacidn del doble enlace en trans, de
los carbonos 2-3 a su conformacion en cis, generaria un intermediario polieno que daria pie
a la generacion del intermediario expoxidado de nigericina. Esta reaccion de isomerizacién
se llevaria a cabo por una enzima codificada en un gen dentro del mismo grupo de genes de

biosintesis que la PKS de nigericina (Fig. 13b).

Para formar este compuesto epoxidado se requiere la actividad de una epoxidasa
que en presencia de O, atacaria los dobles enlaces del polieno para convertirlos en grupos
epoxido. Es muy probable que esta enzima esté codificada dentro del mismo grupo de
genes biosintéticos, tal como se ha reportado para el polieter monensina (Leadlay et. al.,
2001). Una caracteristica interesente de esta reaccion es que la formacion de los enlaces
epoxido ocurre en puntos especificos de la molécula. Aunque el polieno de nigericina posee
cuatro dobles enlaces solamente serian epoxidados tres de ellos. Estos estan localizados al
final de la molécula entre los carbonos 16-17, 20-21 y 24-25, es muy importante recalcar el

hecho de que no ocurre epoxidacion en el doble enlace localizado entre los carbonos 2 y 3

(Fig 13c y d).

Una vez formado el intermediario epoxidado comenzarian una serie de reacciones
quimicas que dan origen a la formacién de los seis anillos presentes en la molécula de
nigericina. El primero de ellos, es un anillo de tetrahidropirano que se formaria mediante un

ataque nucleofilico del hidroxilo presente en el carbono 7 contra el doble enlace entre los
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carbonos 2-3. Este ataque daria como resultado un enlace éter entre los carbonos 3 y 7

formando el primer anillo de tetrahidropirano (Fig 13e)

El segundo anillo de tetrahidropirano se forma mediante un mecanismo similar al
anterior. El hidroxilo presente en el carbono 9 realiza un ataque nucleofilico contra el
carbono 13 que posee un residuo cetonico (Fig. 13e). Este ataque resulta por un lado en la
sintesis de un enlace éter entre el carbono 9 y el carbono 13, que forman el segundo anillo
de tetrahidropirano y generan un radical hidroxilo saliente en el carbono 13. La presencia
de un grupo hidroxilo en esta poscion es indispensable para la formacion de los ltimos

anillos de nigericina.

La sintesis de los siguientes 3 anillos se realiza mediante una reaccion en cadena
previamente reportada para la monensina (Leadlay et. al., 2001). Esta reaccion comienza
con un ataque nucleofilico del oxigeno presente en el enlace epdxido de los carbonos 20-21
contra el grupo ep6xido presente en los carbonos 24-25. Este ataque resulta por un lado, en
la formacién de un carbanion en el carbono 20 y en otro ataque nucleofilico por parte del
oxigeno del grupo epoxido de los carbonos 24 y 25 contra el grupo ceténico presente en el
carbono 29 (Fig. 13f). Como resultado final se genera un carbanién en el carbono 20, el
primer anillo de tetrahidrofurano mediante un enlace éter entre los carbonos 21-24, el
tultimo anillo de tetrahidropirano mediante un enlace éter entre los carbonos 25-29 y la un

grupo hidroxilo en el carbono 29 (Fig. 13g).

La formacién de los tltimos dos anillos de tetrahidrofurano se realiza mediante un
ataque nucleofilico del oxigeno del grupo epdxido restante contra el carbanién en la
posicién 20 (Fig. 13g). Este ataque resulta en la sinesis de un enlace éter entre los carbonos
17 y 20 que forma un anillo de tetrahidrofurano y la generacién de un segundo carbanion en
el carbono 16. El metilo del carbono 20 cambia su quiralidad como resultado del ataque
nucleofilico desplazandose a la parte posterior de la molécula (Fig. 13h). Para la formacion
del ultimo anillo de tetrahidrofurano, el carbanion del carbono 20 sufre un ataque
nucleofilico por parte del grupo hidroxilo del carbono 13 generando un enlace éter entre los

carbonos 13 y 16 (Fig. 13h).




59

Una vez formados todos los anillos éter sobre la estructura carbonada, se realizan
dos 1iltimas modificaciones quimicas. La primera de ellas es una metilacién sobre el grupo
hidroxilo unido al carbono 11. La metilacion de este hidroxilo da como resultado un enlace
éter en esta posicion (Fig 13i). Esta reaccion es muy posible que se lleve a cabo por una
metil transferasa especifica que se encuentre dentro del cluster de biosintesis de este
antibidtico. El compuesto que se genera es el antibiético conocido como grisorixina (Fig.
13j). Este parece ser el ultimo precursor para la biosintesis de nigericina (Mouslim et al.,

1995).

La ultima modificacién que se lleva a cabo es una hidroxilacion sobre el grupo
metilo unido al carbono 29 del antibidtico grisorixina. Esta hidroxilacidn seria realizada por
una enzima especifica, que también puede estar codificada dentro del cluster de biosintesis
devnbig»éricina. La presencia de este hidroxilo es la unica diferencia entre la grisorixina y la

nigericina (Fig. 13k).



TESIS CON 60
FALLA DE ORIGEN

a) Policétido lineal

Cambio conformacional
Isomerizacion de doble enlace

b) Policétido sustrato de epoxidasa

Epoxidacion

¢) Intermediario epoxidado de nigericina

Cambio conformacional

Figura 13. Formacion de la estructura final de nigericina. Rojo: nimero de los carbonos y grupos
participantes en una modificacion quimica. Azul: nimero de los carbonos y grupos resultantes de
la modificacion quimica.
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TESIS CON
FALLA DE ORIGEN

d) Intermediario epoxidado de nigericina

Ataque nucleofilico:
Hidroxilo sobre doble enlace

€) Primer anillo de tetrahidropirano

Ataque nucleofilico:
Hidroxilo sobre grupo ceténico

Figura 13. Continuacién
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Epoxido sobre grupo cetonico

g) Tercer anillo de tetrahidropirano
Primer anillo de tetrahidrofurano

Ataque nucelofilico:
Epoxido sobre carbanion

Figura 13. Continuacion.
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h) Segundo anillo de tetrahidrofurano TESIS CON

FALLA DE ORIGEN

Ataque nucleofilico
Hidroxilo sobre carbanion

i) Metilacion

Metilacién
Metilacion sobre el grupo hidroxilo

Figura 13. Continuacion
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j) Grisorixina

k) NIGERICINA

Figura 13. Continuacién

Hidroxilacién
Hidroxilacién del radical Metilo

TESIS CON
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CH,OH
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5. Clonacién de un Fragmento De PKS Tipo I De Streptomyces violaceusniger NRRL
B-1476

Debido al gran tamaiio de las PKS de tipo I, la estrategia usual para la clonacion de
estos genes se basa en la construccion de una biblioteca de cdsmidos en E. coli a partir de
DNA cromosomal de Streptomyces. Para buscar colonias en estas bibliotecas que
contengan genes de PKS de tipo I se ha reportado en la literatura el uso de un fragmento
Smal-Smal de 2kb del gen DEBS3 de Saccharopolyspora erythraea como sonda
heterologa. (Stassi, 1997; Kinashi, 2000).

Mediante PCR se amplificé un fragmento de 2.2 kb que contiene la regién del gen
DEBS3 que ha sido usada como sonda heterdloga en diversos trabajos. Para esta reaccion
se utilizé como templado DNA total de Saccharopolyspora erythraea NRRL 2338 (Fig 14).
Este fragmento fue purificado y digerido con las enzimas de restriccion Apal, Notl y Smal
para determinar por restriccidn que fuera el fragmento deseado. Al comprobar que el patron
de restriccion era el esperado se marco para ser utilizado como sonda para experimentos
tipo Southern Blot (ver Materiales y Métodos). Esta sonda heteréloga se utiliz6 para buscar
un fragmento de DNA que pueda usarse como sonda homdloga de PKS de tipo I en S.
violaceusniger NRRL B-1476

Para los experimentos de Southern Blot se extrajo DNA total tanto de S.
violaceusniger NRRL B1476 como de la cepa productora de nigericina S. violaceusniger
YCED9 y se digirié con las enzimas BamHI, Mlul, Pstl y Sstl. Como control de
hibridacion se cargé 1ng del PCR utilizado como sonda y como control positivo DNA total

de S. erythraea NRRL 2338 digerido con Smal.

El primer experimento se realizé en condiciones de baja severidad buscando
secuencias de alrededor de 50% de homologia con la sonda de PKS. Como se puede
observar, se obtuvieron diversas bandas que dan seiial con la sonda (Fig. 15a). Muchas de
las bandas intensas que aparecen bajo estas condiciones de hibridacion probablemente

corresponden tanto a genes de PKS como a genes de FAS. Esto se debe al alto grado de
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homologia que existe entre los genes de PKS con los genes de FAS, y entre los mismos
modulos de PKS (Donadio et al., 1991). En condiciones de baja severidad no fue posibie

identificar bandas que correspondan especificamente a genes de PKS.

1 DEBS 3 —

Mdédulo 5 Modulo 6

KS AT KR ACP KS AT KR ACP TE

ACP KS AT 2.2kb

Figura 14. Esquema del fragmento de DNA utilizado como sonda heterdloga. Usando como
templado DNA cromosomal de S. erythraeca NRRL 2338 se amplificé por PCR un fragmento
de 2.2 kb del gen DEBS3 que codifica las actividades de ACP5, KS6 y AT6 del la proteina
DEBS3 de la PKS de tipo | de eritromicina. Negro: templado para el PCR. Azul: Fragmento
amplificado de 2.2 kb.

Bajo condiciones de alta severidad, buscando secuencias con mas de 80% de
homologia con la sonda se identificaron un nimero mucho menor de bandas. No se
identificaron bandas en las digestiones de DNA cromosomal de Streptomyces
violaceusniger YCED9. Por el contrario, en las digestiones de DNA cromosomal de
Streptomyces violaceusniger NRRL B1476 se identificaron de 2 a 4 bandas en cada
digestion. Particularmente, la digestion con BamHI presenta claramente dos bandas de
aproximadamente 2.7 kb y 5.5 kb. Estas dos bandas presentan una sefial mas fuerte que las
bandas encontradas en las digestiones con Mlul, Pstl y Sstl. Tanto el control positivo como

el control de hibridacién muestran una sefial de hibridacion muy fuerte. La digestion de
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el control de hibridacién muestran una sefial de hibridacién muy fuerte. La digestion de
DNA cromosomal de S. erythrea digerido con Smal presenta un patrén de 7 bandas muy

intensas. Estas bandas pertenecen a los mdodulos de la PKS de eritromicina que ya han sido
caracterizados (Donadio et. al., 1991) (Fig 15b).

z = 3 T g T g 3 g
EE =z 2 EZ g3 g EE gz EE2 g w g g
@S &£ a8 85L& A A L&A B =L B 5 A
1 2 3 4 5 6 7 8 9 1 2 34 5 6 7 8 910
i
5“'
5.5kb —> @Sy
27kb —» M
b Y
-y
a) Condiciones de Baja severidad b) Condiciones de Alta severidad
(50% homologia) (mas de 80% de homologia)

Figura 15. Southern Blot de DNA cromosomal. a) Condiciones de baja severidad (50% homologia),
b) Condiciones de Alta severidad (mas de 80% de homologia). Panel (a) y (b) carriles 1-4: digestion
de DNA total de S. violaceusniger NRRL B1476 con las enzimas BamHI, Mlul, Pstl y SstI
respectivamente.. Panel a) y b) carriles 4-8: digestion de DNA total de S. violaceusniger YCED9 con
las enzimas BamHi, Mlul, Pstl y Sstl.. Carill 9b control positivo: DNA total de S. erythraea NRRL
2338 digerido con la enzima Smal. Carril 9a y 10b control de hibridacion: Ing de sonda sin marcar.
La posicion y el tamaiio de las bandas se indica con las flechas.
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Se eligio la banda de 2.7 kb de la digestion con BamHI para intentar clonarla. A
partir de un gel de agarosa de bajo punto de fusién, se purificaron bandas de 2 a 3 kb de una
digestion con BamHI de DNA cromosomal de S. violaceusniger NRRL B1476. Estos
fragmentos se clonaron en el vector de E. coli pUCI8 y mediante hibridacion en colonia
usando la sonda heterdloga de PKS se aislaron doce probables colonias positivas. Se
hicieron minipreps de estas clonas y se digirié el plasmido purificado con las enzimas
EcoRI-HindIII para liberar el inserto. En un Southern Blot a partir de estas digestiones, se
identificé que la clona no. 2 contenia un inserto que daba sefial mucho mas fuerte con la
sonda heter6loga de PKS que el resto de los insertos (Fig 16). Esta clona fue denominada
Clona N-1 y este inserto fue secuenciado para determinar mediante andlisis posteriores si
podria ser usado como sonda homdloga para genes de PKS tipo I de Streptomyces

violaceusniger NRRL B —1476.

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN

Clonas

2.7kh —>

Figura 16. Southern Blot de clonas. Southern Blot bajo condiciones de alta severidad de 3 posibles
clonas positivas obtenidas a partir de hibridacién en colonia. Carrill 1-3: Plasmido obtenido de 3
clonas positivas digerido con las enzimas EcoRI- HindIIl. Carril 4 control de hibridacion: Ing de
sonda sin marcar. La posicién y el tamaiio de las bandas se indica con las flechas,
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6. Andlisis de Secuencia: Clona N-1

El inserto de la Clona N-1 fue secuenciado en la Unidad de Biologia Molecular del
Instituto de Fisiologia Celular, UNAM. Para las primeras reacciénes de secuencia se
utilizaron los oligonucledtidos M13 Forward y M13 Reverse para secuenciar en las dos
direcciones el inserto de la Clona N-1. Conforme fue requerido se disefiaron los
oligonucledtidos especificos pBJOSR1, pBJO9R2, pBJOSR4, pBJO9F1 y pBJ09F2 para
completar la secuenciacion del inserto de la clona N-1 Este inserto no fue secuenciado
completamente en las dos cadenas. Todas las secuencias parciales fueron alineadas usando
los programas DNAMAN Version 3.0 de Lynnon Biosoft y el paquete Wisconsin Package
Version 10.1, Genetics Computer Group (GCG).

El fragmento N-1 mide un total de 2654 pares de bases (Fig 19) y fue analizado de
forma tedrica para determinar si contiene genes de PKS de tipo I de Streptomyces. El
andlisis tedrico se realizo de tres maneras, primero mediante un alineamiento de secuencia
de la clona N-1 contra la secuencia de la sonda heterdloga del gen DEBS3; segundo,
mediante el analisis de uso de codones usando el programa Codon Preference del paquete,
Genetics Computer Group (GCG) desde el servidor del Instituto de Investigaciones
Biomédicas, UNAM y por tltimo mediante busquedas tipo BLAST y alineamientos contra

dominios de proteinas modulares de PKS de tipo I ya caracterizadas.

6.1 Alineamiento de la secuencia de la clona N-1 contra la secuencia de la sonda

heterdloga de EryA

La secuencia de la Clona N-1 y la de la sonda heteréloga del gen ery4 se alinearon y
se observan dos grandes regiones de homologia separadas por una regién donde no hay
identidad. La primera region de homologia consta de 407 nucledtidos y comienza en el
nucledtido 120 de N-1 y en el nucledtido 1 de ery4. Luego se encuentra una zona de 345
nucleétidos donde no hay homologia entre N-1 y ery4. La segunda region de homologia

mide 1814 nucleétidos y abarca el resto de las dos secuencias (Fig 17).
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La secuencia de 1a sonda heteréloga de eryA4 codifica para un fragmento del dominio
de ACPS, el dominio de KS6 y parte del dominio de AT6 del gen DEBS3. La primera
region de homologia entre ery4 y N-1 abarca todo el dominio de ACP5 de DEBS3, por lo
que es probable que esta regién en la clona N1 codifique para un dominio de ACP de S.
violaceusniger. La segunda zona de homologia alinea contra la secuencia del dominio de
KS6 y AT6 del gen DEBS3. Por lo tanto, es muy probable que el resto de la secuencia de

N-1 codifique para los mismos dominios (Fig 17).

La regién de N-1 que no presenta homologia con la secuencia de ery4 mide 310
nucledtidos y se encuentra entre la zonas que codifican para la ACP5 y KS6 del gene
DEBS3. A excepcién de los modulos terminales donde el domino de ACP6 precede un
dominio de TE, en el carboxilo terminal de las proteinas de PKS, el iltimo dominio
funcional suele ser el de ACP. Este ultimo es seguido por un dominio de KS que se
encuentra en el amino terminal de la siguiente proteina modular de PKS. Con base en esto
es posible que la region de N-1 que no presenta homologia contra la secuencia eryA se trate

de una region intergénica entre dos proteinas de PKS de tipo I (Fig 17).
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Figura 17. Continuacién
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6.2 Analisis de Preferencia de Codones

El analisis de preferencia de codones se realizé utilizando el programa “Codon
Preference”, del paquete GCG. Este es un programa de busqueda de marcos abiertos de
lectura que trata de reconocer secuencias codificadoras para proteinas con base en la
similitud de su uso de codones con respecto a la tabla de uso de codones de un organismo
determinado o bien por el contenido de G+C en la tercera posicion de cada codén. Por lo
tanto, este analisis nos permite predecir la existencia de posibles regiones codificadoras, el
posible marco de lectura en el que se encuentren y la existencia de posibles cambios de fase

en dichas regiones codificadoras en una secuencia de DNA.

Con este programa se realizd un andlisis de preferencia de codones sobre la
secuencia N-1 utilizando la tabla de uso de codones reportada para Streptomyces coelicolor
A3(2) (http://www .kazusa.or.jp/codon/). Se encontraron en el primer marco de lectura dos
regiones con un contenido de GC bastante uniforme separadas por una region de 151 pb
donde el contenido de GC baja abruptamente. En la primera region (ORF1), la caida en el
contenido de GC correlaciona con la presencia de un codén de término, mientras que el
aumento del contenido de GC al inicio de la segunda region correlaciona con un posible
coddn de inicio (ORF2). Como el contenido de GC en la tercera posicion en estas dos
regiones es bastante uniforme, es muy probable que se traten de dos regiones codificadoras.
A diferencia del primer marco de lectura, en el segundo y tercer marco de lectura no se

encontré ninguna posible region codificadora (Fig 18).

La secuencia de la clona N-1 consta de tres regiones. El primer marco abierto de
lectura parcial (ORF 1) consta de 681pb y codifica para los 226 residuos correspondientes
al C-terminal de una proteina. Le sigue una region intergénica de 151 pb que contiene un
posible sitio de union a ribosomas (AAGAG) a 8 pb rio arriba del posible codén de inicio
(ATG) de otro marco de lectura (Roberts, 1985). El segundo marco abierto de lectura
parcial (ORF 2) consta de los 1822 nucleétidos restantes y codifica para 606 residuos del

N-terminal de una segunda proteina (Fig 19).
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Anadlisis de uso de codones del inserto de la clona N-1. Se muestra el resultade del
analisis en cada marco de lectura (1, 2 y 3 respectivamente) usando una ventana de 20 tripletes.
Azul: contenido promedio de G+C en la tercera posicion de los codones. Rojo: uso de codones
mas frecuentes en regiones codificadoras con respecto a la tabla de uso de codones de
Streptomyces coelicolor A3(2). Las lincas horizontales punteadas azules y rojas marcan el
minimo estadisticamente significativo de los andlisis de contenido de G+C y uso de codones
respectivamente. Lincas negras: posicion de posibles codones de inicio a lo largo de la
secuencia. Rectangulos negros: posibles regiones codificadoras. Naranja: posicion de la
secuencia parcial del ORF1. Verde: posicion de la secuencia parcia! de] ORF2.
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GGATCCCTCGACACCTCCGATGTGACCCGCATCTCGCGCGGTGGCTTCGCGGCGCTCGGA

-

1 G S L D TS DV TR I S8 RG G F a AL G
61 .. CAGGACGAGGGCCTGGCGCTGTTCGACGCGGCGGGCACCCTGCCCGAGGCCGTGCTGGTA
21 . ¢ b E GG L A L F DAAGTUL P EA V L V
121 ‘ CCOATCCGCGTCGACACGGGAGCGCTGCGCGGCCAGGCCGCCGCCGGGCTGCTGCCGCCG
41 P 1 RV DTG AL RGOQAAWAGUL L P P
181 ¢ CTGCTGCGCGGCCTGGTCCGCACCCCCGTACGGCGCTCCGCCGACACCGGGGCCACCTCC
61 L'L R G L V R T P VRR S5 ADTG AT S
241 GGTGTCGTGGCCGACTCGGGLGCGGGCTCGCTCGCEACCCGGCTCTCCGGGCTCTCGGAG
81 G VvV vV A DS GAG S L A TIRUL S G L S E
301 GCCGAACGCGACCGCGAGCTGCTGGAGGTCGTCCGCGGCCATGTGGCGGCCGTCCTCGGL
101 A E R DR E L L E V V R G H UV A A V L G
361 ' CACGCCACCCCGGACGACGTGGACGCCGGCCGCGGCTTCCTCGACCTCGGCTTCGACTCG
121 H A T P D D VDA GRGF L DL G F D s

. -
421 CTCACCGCCGTGGATCTGCGCAACCGACTGGGCGCCGCCGCCGGGCTGCGCCTGCCGGTC
141 L T AV DILRNURILGAAATGTULR L PV
481 ACGCTGATCTTCGACTACCCGACGCCCACCGCGCTCGCCGEGTATGCGCGAGGAGCTGGG
161 T L 1 F DY P T P T A L A GG Y A R G A G
541. TCTGGACGGCGCGGCCGGACACCAGCCCGTACACGCGGAGCTCGACCAGCTCGAGGCGAT
181 - S G R R GRTUPARTRGA AR RPAWRGTD
601 CCTCGCCACGATCGCCCCGGACGACATCGAGCGCCCCGGCATCACCACCCGCCTGCGCGA
201 PR H D R P GRHURAUPIRUHUHUHUP P A R
661' = CCTCTTGTCGAAGTGGAATGAAACGAAAGTGCTACGGACAGCACCGCAGAAGACCGTGAA
221 P.L V E V E =
721° 7 ATCCAGTCCGCGACGGCAGACGAGATCTTCGATCTCCTCGACGACGAGCTCGGGCTCTCC

' L RES
781 TGACCTGCTCGACAAGAGCTCATCGACTCACCTCAGCACCGCGGGGACGGCGTAATGGCG
1. ) fM A
841 © ' ACGGCGAACGAAGAGAAGTACCTCGACTACCTCAAGCGGGCCACCACCGACCTGCGCGAG
3 o T A N E E K Y L D Y L K R A T T D L R E
901 GCGCGGCGGCGGCTGCGCGAGGTCGAGGAGCGCGAGCAGGAGCCCATCGCCATCGTGGCG
23 -~ A 'R .R R L R .E V E E R E Q E P I A I V A
) s e L satI

961 " ATGAGCTGCCGCTACCCCGGCGGGGTCAGCACTCCGGAGGAACTGTGGGAGCTCGTCGCC
43 g M8 C°R Y P G G V § T PETETULWETUL V A
1021 . ;CGTGGCGGTGACGCGGCCACGCCGTACCCCACCAACCGCGGCTGGGCCACCGACGTCCTC
63 . “©Y"R"G G D A A T P Y P T NI RGWA A TD V L
1081 TTCCGAGCCGGACCCGGACAGCGGCCAGGAGCCGTACGTCCACGAGGGCGGATTCCTGCAC
83 F E P D P D S G Q E P ¥ V HEG G F L H
1141 GACGCGGCCGACTTCGACCCGGCGTTCTTCGGGATCTCGCCGCGCGAGGCGCTGGCGATS
103 D A A DFD P AU FV F G I S PREATULA AWM
1201 GACCCGCAGCAGCGGCTGCTGCTGGAGACCTCGTGGGAGGCGTTCGAGCGCGCGGGCATC
123 D P Q Q RL L L E T S W EW AV FEIRW AGI

Figura 19. Secuencia del inserto de la Clona N1. Negritas: Sitio de union a ribosomas (RBS). Rojo:
Dominio de proteina acarreadora de Acilo (ACP), (#) sitio de unién del grupo prostético de
fosfopanteteina. Verde: Linker N-terminal de PKS de tipo I. Azul: Dominio de f3-cetoacil sintasa
(KS), (#) cisteina catalitica. Naranja: Dominio de acil transferasa (AT).
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6.3 Alineamientos contra PKS de tipo I conocidas

El analisis tipo BLAST nos permite, entre otras cosas, encontrar proteinas ya
caracterizadas que tengan identidad o similitud de secuencia con una proteina problema.
También es posible buscar dominios conservados de proteinas que se encuentren en la base
de datos del NCBI. Estos dos analisis nos indican acerca de la posible funcion que pueda

tener una proteina.

Al realizar un BLAST utilizando la secuencia traducida tanto del ORF1 como del
ORF2 (BLASTP) se encontr6 que estas secuencias presentan un alto grado de identidad con
varias proteinas de PKS de tipo I. Para realizar un alineamiento mas detallado se tomaron,
de las cincuenta secuencias de PKS mas parecidas que se obtuvieron en el BLAST, una

secuencia representativa de algunas de las familias de policétidos mas importantes.

a) ORF 1

La secuencia parcial traducida del ORF1 consta de 226 residuos de aminoécidos y
presenta una gran similitud con el dominio de proteina acarreadora de acilos (ACP) de
diversas PKS. Entre las mas representativas se encuentran el domino de ACP3 de la
proteina NysC de la PKS del polieno nistatina, el dominio de ACP8 de la proteina rifD de
la PKS del policétido rifamicina, el dominio de ACP3 de la PKS del macrélido lactamico

FK506 y por ultimo el dominio ACP4 del gen DEBS2 de la PKS de eritromicina.

La secuencia del ORF 1 presenta una identidad del 53.79% contra los dominos
NysC ACP3, rifD ACPS8, FK506 ACP3 y DEBS2 ACP4. Es evidente la presencia de
algunos residuos de aspartato (D), glicina (G), leucina (L) y alanina (A) altamente
conservados entre todas estas secuencias. La mayoria de los residuos conservados se
encuentran en una regioén de 50 residuos que va de la alanina 116 hasta la alanina 172 del
ORF 1. Esta region comprende el motivo de union de fosfopanteteina GFDSL, donde la

serina 140 del ORF 1 actia como el sitio de union de este grupo prostético. Este motivo de
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unién del grupo prostético de fosfopanteteina se encuentra conservado en todas las
secuencias exceptuando en la ACP4 del gen DEBS2. Esta posee la secuencia GLDSL como

motivo de unién del grupo prostético (Bevitt et al., 1992) (Fig. 20).

Como la ACP del ORF1 y ACP8 de rifD se encuentran en el extremo carboxilo
terminal es posible que los ultimos 30 residuos constituyan un “linker” C-terminal
(Gokhale et al., 1999). Por el contrario, el resto de los dominios de ACP que se usaron para
el alineamiento preceden al dominio de KS del siguiente mddulo dentro de la misma
proteina. Los ultimos residuos que se presentan en este alineamiento para ORF1 y rifD
ACP8 constituyen el linker C-terminal y para Nys AC3, FK506 ACP3 y DEBS2 ACP4
constituyen una region intermodular dentro de las proteinas modulares de PKS. Por esto no
es extrafio observar una disminucién en la identidad de estas secuencias en los tltimos 20

residuos del extremo carboxilo terminal del ORF 1.



ORF 1 os DT Isﬁ FAALGQDEGLALFDARGTLPER ‘v 40
NysC ACP3 SDL s MPPLTLEQFTALFDA&LAAGPI 40
rifD ACPS GG Q RPITAEEGMALFD GAQPALLV 38
FK506 ACP3 AA LTR MIPMTAE LELFDAALHSDRAALV 40
DEBS2 ACP4 ...ca DGYLRE LRSLSADRAMRTUERVLAAGPVSVA 37
ORF 1 PIRVETGALRGQAAAGLLPPLLRGVRTPVRRSBDTGATS 80
NysC ACP3  PVRLELPVLRTQ...GDIAPLLRGBIRTPVRRTHAQVSQT 77
rifD ACP8  PVKLELREVRAG...GAVPHLLRGEVRAG. RRQBOAASTV 74
FK506 ACP3 PVRLWLAAVAAS...DQVPPILRD{V..PNARRBA..... 70
DEBS2 ACP4 VADV|QUPVLSEGFAATRPTALFAEMAGRGGQAEQEPDSGP 77
ORF 1 GVVADSGAGSLATRLSGLSEAERDRELLEVERG 120
NysC ACP3 .......ADGLAQRLAGLDAAARREALLEL RTQI 110
rifD ACP8  .......DNQLLGRLAGLGAPEQEALLVDLERGQ 107
FK506 ACP3  .....veeensrecees.. APTAARDMLELERTS AR 91
DEBS2 ACP4 .T.G.E.PA...QRLAGLSPDEQQENLLELGANAVEE 110
—
ORF 1 IATPDDYDAGR 160
NysC ACP3 IADATEVETGB A 150
rifD ACPS AGPDAVRADT. A 147
FKS06 ACP3 QERDAHAVEPTR A 131
DEBS2 ACP4 RBESAAEINVRR 150
ORF 1 TLI GYARGAGSGRRGR. . TPARTRGARPAR 198
NysC ACP3 T DPLRDELL GTEAESTTAVPVPTRTAG 189
rifD ACP8 TL LRDELGAGDDALSVVHARLEDVEAL 187
FK506 ACP3 TL AHL DELA.G..ARTATRRRTPAPARR 167
DEBS2 ACP4 SL QHLRARLVGDADQ. . AAVRVVGAADES 188
ORF 1 GDPRHDRPGRHRAPRHHHPP ARPLVEVE 226
NysC ACP3  TD....DPIVIVGMACRYPGGIASPEDLWRL 216
rifD ACP8  LGGLRLDESTKTGLTLRLQGLVARCNGVN 216
FKS06 ACP3 HD....EPLAIVGMACRLPGGV 185
DEBS2 ACP4 EPIAIVGIGCRFPGGIGSPEQLUWRVLAE 216

81

Alineamiento de ORF1 contra dominios de ACP de diversas PKS de tipo I. Se
alinearon las secuencias de: ORF1, NysC ACP3, rifD ACP8, FK506 ACP3 y DEBS2 ACP 4. A
la derecha se muestra el mimero de los residuos de aminoacidos de cada una de estas secuencias.
Rojo: Motivo del sitio de union del grupo prostético de fosfopanteteina. Negro: 100% de
homologia. Rosa: 80% de homologia. Azul: 60% de homologia.

Figura 20.
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b) ORF 2
1. Linker N-terminal

Se ha reportado en proteinas de PKS la presencia de linkers N-terminales que
juegan un papel muy importante en el ordenamiento de los mddulos para la sintesis de las
cadenas policétidas (Gokhale et al., 1999). En el caso de ORF2, la presencia de una
secuencia parecida a los linkers N-terminales reportados para otras PKS seria de gran
importancia para determinar que estos genes codifican para una PKS de tipo 1. De haber
una secuencia linker N-terminal en la secuencia de ORF2, ésta se encontraria dentro de los
primeros 30 residuos de la proteina. Para esto se tomaron los primeros 30 residuos de la
proteina ORF2 y se realiz6 un alineamiento contra la secuencia de los linkers N-terminales
de varias PKS. Se utilizé Ia secuencia de linkers N-terminales de los mddulos 3 y 5 de
eritromicina, médulos 5 y 11 de rapamicina, médulos 4, 7, 8 y 9 de rifamicina y modulos 3,
5 y 8 de spinosad. La funcion del linker N-terminal de eritromicina, rapamicina y
rifampicina ha sido demostrada tanto tedrica como experimentalmente (Gokhale et al.,

1999).

Los primeros 30 residuos del ORF2 presentan una identidad de 42.31% con las
secuencias linker N-terminal de las PKS mencionadas anteriormente. Todas estas
secuencias poseen las mismas caracteristicas ya reportadas para linkers N-terminales de
PKS de tipo I. Presentan un residuo de leucina altamente conservado y por lo menos uno de
los residuos de glutamato (E), lisina (K) y tirosina (Y) respectivamente, en las mismas
posiciones con respecto a la leucina conservada. Ademas poseen residuos conservados de
alanina (A), glutamato (E), lisina (K) y arginina (R). Con base en lo anterior es muy
probable que los 30 residuos del N-terminal de ORF2 posean la actividad de linker de PKS
de tipo I (Fig. 21).



Figura 21.
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ORF2 N-ter ...MATANEERYLDYKRATTDLREARRRLREVEEREQ 3s
M3ery <+ .. .VTDSERVAEYRRATLDLRAARORIRELES 30
MSery MSGDNGMTEERLRRY[KRTVTELDSVTARLREVEHRAG 38
MSrap «««+..MREDQLLDAJBRKSVKENARLRKANTSLRAAMD 32
Mlirap ++«..MPEQDKVVEYRRUATAELHTTRAKLEALAAANT 33
M4rif ++ . .MSAPNEQIVDARASLKENVRLQQENSALAAAAA 34
M7rif ++ + .VSASYERVVEARRKSLEEVGTLKKRNRQLADAAG 34
MBrif «+ .. .MADEGOLRKYBKRAIADARD ARTRLREVEEQAR 33
MOrif ++ + + - MATDEKLLKY[KRVTAELHSLRKQGARHAD 30
M3spn .+« . MSNEEKLREYRRALVDLHQARERLHEAESGER 33
MSspn . ME ITMANEEKLF GYKKVTADLHQTRQRLLARESRSQ 37

M8spn ++... MANEEKLREYMKRVVVELEEAHERLHELERQEH 33

Alineamiento de posibles linkers N-terminal del ORF2 contra linkers N-
terminales de PKS de tipo 1. Alineamiento del posible linker N-terminal de la proteina 2
contra linkers N-terminales de los médulos 3 y 5 de eritromicina, médulo 5 de rapamicina,
modulo 11 de rapamicina, médulos 4, 7, 8 y 9 de rifamicina y médulos 3, 5 y 8 de espinosad. A
la derecha se muestra el nimero de los residuos de aminoacidos de cada una de estas secuencias.
Negro: 100% de homologia. Rosa: 75% de homologia. Azul: 50% de homologia.
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2. Dominio de B-cetoacil sintasa (KS)

La traduccidon de la secuencia parcial de ORF2 consta de 606 residuos de
aminoacidos y de acuerdo con los resultados del analisis de BLAST presenta homologia
con diferentes dominios de KS y AT de diversas PKS de tipo I. Entre las mds
representativas se encuentran el domino de KS4 del la proteina aves2 de la PKS de
avermectina, el dominio de KS7 de la proteina NysC de la PKS de nistatina, el dominio de
KS1 de la proteina rifD de la PKS de rifamicina y por ultimo con el dominio KS2 del gen

DEBS2 de la PKS de eritromicina.

El alineamiento de la secuencia del ORF2 presenta un 63.02% de identidad con los
dominios de las KS antes mencionados. Se observa de forma evidente la presencia de un
gran namero de residuos altamente conservados a lo largo de todas las secuencias. Estos
residuos se agrupan principalmente en dos zonas con respecto a la secuencia del ORF2, una
a partir del residuo 37 hasta el residuo 456 y otra a partir del residuo 566 hasta el 597. Estas

se encuentran separadas por una region donde no hay homologia entre estas secuencias.

La primera de estas regiones consta de 419 residuos y abarca gran parte de la
secuencia parcial del ORF2. Los dominios de KS presentan en su mayoria el motivo
TVDTGCSSSLYV alrededor la cisteina catalitica (Aparicio et al., 1996). En la secuencia del
ORF2 encontramos el motivo TIDTACSSSLVA a partir del residuo 203 hasta el 214,
donde la cisteina catalitica se encuentra en la posicion 208. Para la KS del gen DEBS2 que
usamos para este alineamiento se definié el dominio de KS hasta el residuo de prolina 457
(Bevitt et al., 1992). Por lo anterior, definimos como domino de KS la regidon que abarca
del residuo de prolina 37 hasta el residuo de glutamato 456 de la secuencia parcial del
ORF2, este residuo se encuentra a dos aminoacidos de distancia del limite del dominio de

KS previamente definido para la KS del gen DEBS2 (Fig. 22).

La segunda region consta de los tltimos 31 residuos del ORF2. Debido a que en las
proteinas modulares de PKS, los dominios de KS preceden a los dominios de AT, es

posible que estos tultimos residuos formen parte del inicio de un dominio de AT.
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ORF 2 40
avesz KS4 40
NysC KS7 12
rifD KS1 9
DEBS2 KS2 35
ORF 2 80
aves2 KS4 80
NysC KS7 52
rifD KsSi1 49
DEBS2 KS2 75
ORF 2 120
aves2 KS4 120
NysC KS7 92
rifD KS1 89
DEBS2 KS2 115
ORF 2 g 160
aves2 Ks4 iy FLLLEpS 160
NysC KS7 SuupLLLEsp 132
rifD KS1 lg R LLLEpKS 129
DEBS2 KS2 ERIRARATS 155
ORF 2 HDE§AS . RL . FSAPED 198
aves2 KS4 HDHAARFPT. . RPAGF 198
NysC KS7 SDHSA.ML. . . ASPEF 168
rifD KsS1 HDRSMRMH. . RAAGY. 166
DEBS2 KS2 . 192
ORF 2 238
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NysC KS7 208
rifD KS1 206
DEBS2 KS2 232
ORF 2 276
aves2 KS4 278
NysC KS7 248
rifD KS1 246
DEBS2 KS2 272
ORF 2 D IRy < 315
aves2 KS4 L LED s ¥ 318
NysC KS7 VLIAZORD ; ‘uGL ar 288
rifD KS1 LVIBILEE| Fip W¥GL ab 286
DEBS2 KS2 LLJAJLEE VE VIR T 118 Ol O RN 312

Figura 22. Alineamiento de ORF 2 contra dominios de B-ceto sintasa (KS) de diversas PKS
de tipo L. Se alinearon las secuencias de: ORF2, aves2 KS4, NysC KS7, rifD KS1 y DEBS2
KS4. A la derecha se muestra el nimero de los residuos de aminoacidos de cada una de estas
secuencias, Rojo: Motivo del sitio catalitico de KS. Negro: 100% de homologia. Rosa: 80% de
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3. Dominio de acil transferasa (AT) L TESIS CON
FALLA DE ORIGEN

En las proteinas de PKS de tipo I, después del dominio de KS se encuentra
invariablemente en todos los médulos un dominio de AT. En el caso del ORF2, en el

residuo 456 terminaria el dominio de KS y comenzaria el dominio de AT.

Solamente se tienen 37 residuos del dominio de AT ORF 2. Estos fueron los
residuos que se tomaron para realizar el andlisis de BLAST y al igual que para el dominio
de KS se tomaron para el alineamiento una secuencia de AT representativa de algunas
familias de policétidos. Estas secuencias fueron el domino de AT4 de la PKS del polieno
amphotericina B, el dominio de AT12 de la proteina Nysl de la PKS de nistatina, el
dominio de AT9 de la proteina rifE de ia PKS de rifamicina y por ltimo con el dominio
AT3 del gen DEBS2 de la PKS de eritromicina.

El inicio del dominio de AT del ORF2 presenta una identidad del 76.32% contra los
inicios de los dominios de AT equivalentes de PKS ya caracterizadas. La identidad en esta
region fue muy alta. No es posible determinar con esta secuencia parcial la especificidad
de este dominio de AT buscando los motivos tipicos para la eleccion de la unidad extensora
(Fig 23).

ORF2 AT YDA AEALDAVCAEL 37
Amphc AT4 YGR TEALDAVLAVL 36
nysI AT12 HDRYJQUIADALDEVLARL 37
rifE AT9 YDRY\BHIATAFDEACEQL 37
DEBS2 AT3 LSSS{QMFAGKIRACDESH 37

Figura 23. Alineamiento del inicio de los dominios de AT de ORF2 contra otros inicios de
dominios de AT. Se alinearon las secuencias de: ORF2 AT, Amphc ATS, nysl ATI2, rifE
AT9 y DEBS2 AT3. A la derecha se muestra el nimero de los residuos de aminoacidos de cada
una de estas secuencias. Negro: 100% de homologia. Rosa: 80% de homologia. Azul: 60% de
homologia.
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7. Interrupcion Cromosomal

En Streptomyces, no es extrafio que una cepa produzca mas de un compuesto activo.
Inclusive se han reportado cepas que producen mas de un solo policétido de tipo I (Xue et
al., 2000; Stassi et al.,, 1997). Como no se sabe el nimero de compuestos activos
producidos por Streptomyces violaceusniger NRRL B 1476 es necesario determinar que el

fragmento de PKS clonado pertenece a la PKS de nigericina.

Se decidio llevar a cabo una interrupcion cromosomal utilizando parte de la
secuencia de la Clona N-1 como zona de homologia para recombinacién, de acuerdo a
nuestra hipotesis se esperaba interrumpir el gen de PKS generando una cepa mutante
deficiente en la produccién de nigericina. Para esto, era necesario introducir esta

construccion en Streptomyces violaceusniger NRRL B-1476.

7.1 Transformacion

Streptomyces violaceusniger NRRL B-1476 resulté ser recalcitrante a los protocolos
de transformacidn habituales en Streptomyces. El protocolo de transformacion mas comtin
en Streptomyces mediante la generacion de protoplastos y transformacioén con PEG 1000
(Bibb et al., 1978) presenté varias dificultades. La primera fue encontrar condiciones
adecuadas para la formacion de protoplastos. Utilizando medio TSB en lugar de YEME,
fue posible la formacion de protoplastos de Streptomyces violaceusniger NRRL B1476.
Como S. violaceusniger NRRL B 1476 presenta cierta sensibilidad frente a la sacarosa, fue
necesario modificar los medios habituales para la regeneracién de protoplastos.
Desafortunadamente, tanto en R2 como en R2 modificado la regeneracion de protoplastos
de S. violaceusniger NRRL B1476 fue muy deficiente. Como éste es un paso determinante

para un proceso de transformacion exitoso en Streptomyces, decidimos intentar otro método

para introducir DNA a esta cepa.
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7.2 Electroporacion

Los protocolos de transformacién mediante electroporacion han resultado exitosos
en algunas cepas de Streptomyces (Mazy-Servais et al, 1997, Tyurin M et al.,1995). Con
base en esto intentamos un protocolo de transformacién por electroporacion utilizado en
Streptomyces rimosus (Pigac et al., 1995). Después de preparar el micelio competente para
electroporacion, se tranformd utilizando 1pug de plasmido plJ486 superenrollado, el cual se
sabe que se replica en diversas cepas de Streptomyces y confiere resistencia a tioestrepton

(Ward et al., 1986). No hubo colonias resistentes después de la seleccion con el antibiético.

7.3 Conjugacion

Por otro lado, la transferencia de plasmidos de E. coli a Streptomyces mediante
conjugacion se ha utilizado para introducir vectores no replicativos que se integran en el
cromosoma de Streptomyces mediante recombinacion sitio especifica o bien inserto
dirigida. Estos vectores contienen el oriT de el plasmido RP4 perteneciente al grupo de
incompatibilidad IncP y requieren que las funciones de transferencia para el plasmido sean

proporcionadas por la cepa donadora de £. coli (Flett et al., 1997).

Existen diversas ventajas usando el proceso de conjugacion a partir de E. coli para
introducir DNA en Streptomyces y otros actinomicetos: 1) es un proceso simple y no
depende de los procesos de formacion y regeneracion de protoplastos, 2) las barreras de
restriccion pueden evitarse o reducirse mediante la transferencia de concatémeros de
plasmido de cadena sencilla, 3) existen toda una variedad de vectores con oriT que
permiten integracién cromosomal sitio especifica o dirigida, 4) como estos vectores se
replican en E. coli, la manipulacion de los mismos resulta relativamente facil (Hopwood et

al 2000).

Se utiliz6 como cepa donadora E. coli GM272/pRK2013 la cual es deficiente en
metilacién de DNA y contiene el plasmido pRK2013, un derivado del plasmido RP4 capaz
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de proporcionar a plasmidos con oriT las funciones necesarias para su transferencia
(Figurski et al., 1979). Usando el plasmido transferible pRK415 (Keen et. al., 1988) se
contruyd el plasmido pBJ12. Este contiene un fragmento Sstl-EcoRI de aproximadamente 2
kb de la clona N-1 como zona de homologia para recombinacién que es completamente
interno al ORF2 y el gen de resistencia a tioestrepton para seleccionar en Streptomyces

(Fig.24),

TESIS CON

| Ml Xbal FALLA DE ORIGEN
oriT Sstl !

ORF 2

tet
— EcoRI
14647bp

Figura 24, pBJ12. Plésmido derivado del pRK415 con un origen de transferencia (oriT). Azul: fragmento
de 1.650 kb SstI-EcoRI interno al ORF2 como zona de homologia para recombinacion. Rojo: gen de
resistencia a tetraciclina (ter). Verde: gen de resistencia a tioestrepton (#s7) para seleccionar en
Streptomyces.

Se realizaron diversos experimentos de conjugacion entre E. coli
GM272/pRK2013/pBJ12 x Streptomyces violaceusniger NRRL B1476. En todos los
experimentos se obtuvieron diversas colonias de Streptontyces resistentes a la seleccioén por

el antibidtico. Estas se pasaron a medio MS sélido con Spug/ml de tioestrepton para
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seleccionar colonias resistentes verdaderas al antibidtico. Se extrajo DNA total de estas
clonas y se realizar6n experimentos de tipo Southern Blot para corroborar la integracién del
plasmido suicida en el cromosoma. En todos los casos el resultado fue el mismo. No se dié
la integracion del plasmido pBJ12 en Streptomyces. Todas las colonias resultantes de los

eventos de conjugacion fueron mutantes espontaneas resistentes al antibiético (Fig. 25).

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN

Figura 25. Southern Blot de clonas resistentes a tioestrepton. Carril 1 y 2: Digestiones con la
enzima Smal de DNA total de clonas resistentes a tioestrepton de S. violaceusniger obtenidas de
los experimentos de conjugacion. Carril 3 (WT): control positivo, digestion con la enzima Smal
de DNA total de la cepa silvestre de S. violaceusniger NRRL B-1476. Se utilizé como sonda el
inserto de 2.7kb de la clona N-1.
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8. Deteccion de Nigericina en Sobrenadantes de Cultivo

8.1 Deteccién de actividad antibiética mediante Bioensayo

En caso de obtener la mutante deseada, era indispensable encontrar un método facil
y rdpido para determinar la produccion de nigericina tanto en la cepa mutante como en la
cepa silvestre productora de nigericina. Para S. violaceusniger YCED?9 se ha reportado un
bioensayo para medir la produccién de nigericina y otros antibidticos en sobrenadantes de
cultivo usando la cepa de Bacillus subtilis ATCC 6633 como cepa indicadora (Trejo-

Estrada S, et. al. 1998a).

La produccion de antibidticos en Streptomyces varia dependiendo de la cepa y de las
condiciones del medio de cultivo. Por ello, era indispensable encontrar las mejores
condiciones para la produccién de nigericina por S. violaceusniger NRRL B1476.
Utilizando el bioensayo descrito para S. violaceusniger YCED9 se midié de manera
cualitativa la produccion de actividad antibidtica por S. violaceusniger NRRL B1476 en
diferentes condiciones de cultivo. Se utilizaron diferentes medios como YT2X, RS, SB-
almidon y M2, Tanto el SB almidén como el M2 han sido reportados como medios
especificos para la produccion de nigericina por S. violaceusniger YCED9 y .
hygrocopicus NRRL B 1865 respectivamente (Trejo-Estrada et al.,, 1998; Tabet et al.,
1995). En ninguno de los medios antes mencionados se observo un aumento significativo

en la produccion de nigericina por S. violaceusniger NRRL B-1476.

Para S. violaceusniger YCED?9, el uso de almidon como fuente de carbono en vez
de glucosa causé un aumento significativo en la produccidn de nigericina (Trejo-Estrada, S.
et al 1998). Por lo tanto, se realizaron algunas modificaciones al medio de esporulacién RS
para Streptomyces. Se conservo la receta base del medio RS, usando almidon como fuente
de carbono en vez de glucosa y no fue complementado como en el protocolo original (ver
Materiales y Métodos) (Hopwood et al., 2000). En este nuevo medio, nombrado MN1 se

obtuvo la mejor produccién de actividad antibidtica de S. violaceusniger NRRL B-1476
(Fig 26).
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YT2X R5

MNI1 M2

Figura 26. Bioensayo. Se colocé en cada disco sobrenadante de cultivo (20ul) de S. violaceusniger
NRRL B-1476 crecido en los medios YT2X, R5, MN1 y M2. La presencia de un halo de inhibicion
de crecimiento de la cepa sensible de Bacillus subtillis 6633 indica la presencia de actividad
antibiotica bajo esas condiciones de crecimiento.

8.2 Deteccion de nigericina mediante cromatografia en capa fina

Para determinar que la inhibicion del crecimiento de Bacillus subtilis ATCC 6633
se debia a la produccion de nigericina y no a la presencia de algin otro compuesto con
actividad antibiotica presente en el sobrenadante. Se esperaba que el aumento en la
actividad antibidtica corelacionara con un aumento en la concentracion de nigericina
usando MN1 como medio de cultivo. Para esto se requeria de un ensayo especifico para

detectar nigericina sin importar la presencia de otros compuestos activos.

De un cultivo de 7 dias de S. violaceusniger NRRL B1476 en medio MNI, se
realizd una extraccidén organica a partir de 5 ml de sobrenadante (ver Materiales y

Métodos). Dicha extraccion se corrio junto con un estandar de nigericina (Sigma Aldrich)
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en una placa de cromatografia en capa fina utilizando como solvente de corrida
hexano:isopropanol 2:8 (Trejo-Estrada et. al., 1998a). La placa fue revelada con el reactivo
de vainillina justo después de terminar la corrida. El reactivo de vainillina reacciona
especificamente con los poliéteres generando un color rojo intenso en la presencia de estos

compuestos (Golab et al., 1973; Brown, 1979).

Al revelar la placa, se observo la presencia de dos bandas de color rojo que corren al
mismo nivel en los dos carriles. El primer carril corresponde al estandar de nigericina
(10ng) y el segundo corresponde a una extraccion organica a partir de 5 ml de sobrenadante
de cultivo. En este segundo carril observamos una banda muy notoria que corre al mismo
nivel que el estandar de nigericina y una segunda banda que corre mas abajo que el control
de nigericina, la cual también reacciona con el reactivo de vainillina. Esta banda es mucho
menos abundante, por lo tanto puede tratarse de algun producto alterno o intermediario de
la via biosintética de nigericina. (Fig 27). Se realizé un autobiograma con una placa de TLC
como la que se muestra en la figura 27, se observd una inhibicion del crecimiento de B.
subtillis ATCC 6633 alrededor de la banda de nigericina (datos no mostrados). De modo
que la inhibicion del crecimiento se debe por lo menos en parte a la presencia de nigericina

en sobrenadantes de cultivo.
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Figura 27. Placa de TLC revelada con vainillina. Carril N: 10ug de estdndar de nigericina (Sigma-
Aldrich) marcado con una flecha, Carril E: extraccion organica a partir de 5 mi de sobrenadante de
cultivo de Streptomyces violaceusniger NRRL B-1476 en medio MNI1. Se utilizé6 hexano-
isopropanol 8:2 como solvente de corrida.
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V. DISCUSION

El presente trabajo constituye la primera parte de la identificacion y clonacidén de
los genes que codifican para la biosintesis del antibidtico poliéter nigericina, producido por
Streptomyces violsceusniger NRRL B-1476. Para dicha clonacion es necesario tener en
cuenta algunos aspectos importantes. En primer lugar, los genes que codifican la biosintesis
de un determinado antibidtico en Streptomyces no se encuentran dispersos en el
cromosoma, sino que se encuentran localizados en grupos o “clusters” de genes contiguos
que llegan a abarcar varias decenas de kilobases en el cromosoma. En segundo lugar es
importante tener en cuenta que los policétidos de tipo I son sintetizados por PKS modulares
en las que hay una correlacion entre el nimero de médulos y el nimero de condensaciones
que ocurren en la cadena carbonada del compuesto. En la mayoria de los casos (aunque no
en todos) existe ademas una correspondencia entre el ordenamiento lineal de la codificacién
de los modulos a nivel genético y el orden en que son utilizados en la sintesis del
antibidtico; ademas, normalmente los “clusters” poseen genes que efectiian modificaciones
posteriores a la cadena carbonada, asi como genes reguladores y de resistencia. Por titimo,
un factor importante a considerar es que la presencia de “clusters” de genes que codifican
PKS de tipo I es muy comun en Streptomyces, por 1o que no es raro que una sola cepa
posea varios de estos agrupamientos de genes, y de ahi la importancia de contar con una
prediccion sobre las caracteristicas que debe tener el grupo de genes que codifican la PKS

que se pretende estudiar, ya que ésto es importante para contribuir a su identificacion.

1. Prediccion de 1a estructura modular de la PKS de nigericina

La nigericina pertenece al grupo de los poliéteres, que son un tipo de policétidos
muy particulares, por lo que es necesario tener en cuenta estas particularidades para
predecir la estructura genética de la PKS. La gran mayoria de los poliéteres utiliza
unicamente malonil-CoA y metilmalonil-CoA como unidades extensoras, adicionando
residuos de acetato y propionato, respectivamente, en la cadena carbonada (Birch et al,,
1995). La nigericina pertenece al grupo de poliéteres denominado APPA, los cuales poseen

acetato, propionato, propionato y acetato como las primeras adiciones para la sintesis de la




97

cadena carbonada. Esto esta muy relacionado a la formacion de los anillos en la molécula
de estos poliéteres, ya que todos los compuestos de este grupo poseen los ultimos dos

.anillos de tetrahidrofurano y el tltimo anillo de tetrahidropirano en su estructura final

(Cane et al., 1983b).

Conociendo la estructura del intermediario polieno para la biosintesis de nigericina,
fue posible predecir el nimero y tipo de los moédulos de la PKS necesarios para sintetizar
este compuesto. Esta PKS estaria conformada por un total de catorce modulos ademas de
un dominio de carga. Se utilizarian un total de nueve unidades de metilmalonil-CoA y
cinco unidades de malonil-CoA como unidades extensoras. En dos de los médulos que
adicionan propionato, la KS realizaria una condensacion con epimerizacion introduciendo
un radical L-metilo saliente en la cadena carbonada. Una vez sintetizado este compuesto, se
requiere de una epoxidasa que actie sobre tres de los cuatro dobles enlaces existentes en el
polieno, de modo que es probable que esta enzima esté codificada dentro del mismo grupo
de genes. Sobre este intermediario epoxido mediante varias reacciones quimicas se
generarian los enlaces éter que forman los tres anillos de tetrahidrofurano y tres anillos de

tetrahidropirano en la cadena carbonada.

Si bien es posible predecir el nimero y tipo de mddulos de la PKS y las reacciones
que se llevarian a cabo sobre el carbono B en cada uno de ellos, no es posible predecir con
exactitud el mimero de médulos por polipéptido, y por lo tanto el mimero de genes que
codifican la PKS de nigericina. Lo anterior se debe a que el nimero de mddulos contenidos
en cada polipéptido de las PKS puede variar. A la fecha han sido descritos genes en los que
se codifican desde uno hasta seis mddulos (Donadio et al., 1991; Xue et al., 2000). En
algunos casos es posible identificar al ultimo modulo, pues la actividad de TE esta
contenida en el C-terminal de la iltima proteina modular, pero en otros casos esta actividad
esta codificada en uno o varios genes individuales. Cabe destacar que los genes de PKS de
monensina (el tnico poliéter cuyos genes han sido descritos) difieren de los genes de PKS
de macrolidos y otros policétidos. En este caso se observo que era comin la presencia de
genes que codifican polipéptidos con solamente uno o dos moddulos cada uno.
Adicionalmente en este caso los genes no tienen todos la misma orientacion y estdn

entremezclados con genes que no codifican moédulos de PKS, por ejemplo genes
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reguladores y genes para otras enzimas involucradas en la sintesis de monensina (Leadlay
et al., 2001). Por lo tanto es posible especular que en el caso de los genes de la PKS de
nigericina se podria presentar la misma situacién, es decir, que no haya una correlacién

directa entre el orden genético y el orden modular, tal y como ocurre en las PKS de algunos

macrolidos.
2. Mecanismo para la formacién de los enlaces éter en la estructura de nigericina

Para la formacién de los enlaces éter a lo largo de la molécula de los poliéteres se ha
propuesto la formacién de un intermediario epoxidado a partir de un precursor polieno que
es sintetizado por la PKS. Estudios bioquimicos han propuesto al posible intermediario
epoxidado tedrico de la nigericina (Cane et al., 1983b). Hemos utilizado la estructura de
este intermediario epoxidado para deducir la estructura del compuesto previo al ataque de
una epoxidasa, y que corresponderia al esqueleto carbonado sintetizado por ia PKS. Este

compuesto tedrico carece ademas de otras modificaciones necesarias para la estructura final

del antibidtico.

La estructura tedrica (Fig 12) muestra que la PKS de nigericina debe introducir
cuatro dobles enlaces en la cadena carbonada. Uno de éstos (entre los carbonos 2 y 3)
muestra una posicion cis, a diferencia de los otros tres, por lo que en alglin momento debe
ser isomerizado, ya que las PKS de tipo I introducen estos enlaces con una configuracion
trans (Augustus et al., 1998; Donadio et al., 1991; Schwecke et al., 1995; Wu et al., 2000,
Xue et al., 2000). Para la sintesis de la monensina, el inico poliéter cuyos genes han sido
clonados, existe un intermediario polieno que posee tres dobles enlaces, de los cuales dos
estan en cis y uno en frans. Entre los genes de la biosintesis de monensina, se encontraron
dos genes que parecen codificar para enzimas con actividad de isomerasa capaces de
realizar la transicidén de dobles enlaces en trans a dobles enlaces en cis (Leadlay et al.,
2001). Por lo tanto, podemos predecir que en el grupo de genes que codifican para la PKS

de nigericina debe haber alguno que codifique la enzima responsable de la isomerizacion.

La estructura tedrica del precursor polieno de la nigericina nos sugiere que los

dobles enlaces entre los carbonos 16-17, 20-21 y 24-25 son convertidos en grupos epéxido,
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los cuales debido a su alta reactividad desencadenan una serie de reacciones quimicas para
formar los anillos de tetrahidrofurano y tetrahidropirano presentes en la estructura final
(Cane et al., 1983b). Esta posibilidad se sustenta en el hecho de que tres de los oxigenos
que forman los enlaces éter en la monensina provienen de O; y que adicionalmente ha sido
reportada la secuencia de un gen para una proteina que muestra homologia con epoxidasas
dentro del grupo de genes de biosintesis de este antibidtico (Leadlay et al.,, 2001). Ademas,
con base en este modelo es posible explicar la formacion de los enlaces éter en
practicamente todos los poliéteres del grupo APPA. Ya que se ha determinado la
participacion de O, en la formacion de los enlaces éter y la existencia de una epoxidasa
para el poliéter monensina, es posible predecir que se encontrara también un gen homoélogo
dentro del grupo de genes que codifican la PKS de nigericina. Esto es importante pues la
presencia de estas epoxidasas parece ser exclusiva para la sintesis de poliéteres, ya que no

se han reportado en “clusters” de genes para otros policétidos.

Por tltimo se requieren dos modificaciones posteriores a la formacién de los anillos.
La primera es la metilacion de un hidroxilo para generar el antibiotico grisorixina. La
ultima modificacidn es una hidroxilacidn especifica sobre la grisorixina para dar origen a la
nigericina. Esta es la tnica diferencia quimica entre los dos antibioticos. Tanto la reaccion
de metilacion como de hidroxilacion seria catalizada por una enzima que muy
probablemente se encuentre codificada dentro del mismo grupo de genes biosinteticos de la
PKS. Al igual que para varios macrdlidos se esperaria encontrar cerca de los genes de PKS,
algunos genes que codifiquen para genes reguladores o de resistencia. Hasta el momento no
se han reportado genes de resistencia para poliéteres. Se determind en cepas productoras de
nigericina la existencia de una actividad modificadora que disminuia la actividad
antibidtica de la misma. No se identificd el tipo de modificacion, el gen o el producto

difusible responsable de esta modificacion (Moncheva et al, 1994).

3. Analisis de la clona N-1.

La elevada similitud entre los genes de Streptomyces que codifican diferentes PKS
ha sido empleada para su identificacion y clonacion mediante el uso de sondas heterdlogas.

Con el fin de iniciar el trabajo de identificacidn y clonaciéon de los genes de la PKS de



100

nigericina se escogio una sonda proveniente del gen ery43. Se escogio este fragmento del
gen eryA3 debido a que ha sido utilizado con éxito en diversos trabajos para clonar genes
de PKS en varias cepas de Streptomyces. Ademas, este fragmento contiene los dominios
enzimaticos AT, KS y ACP, que deben estar presentes en todos los médulos de PKS. Esto
garantiza que la sonda posea homologia con todos los modulos de una PKS de tipo I sin
importar la presencia o ausencia de las actividades enzimaticas encargadas de reducir el
grupo cetonico (KR, DH, ER). En teoria, se pudo haber utilizado como sonda cualquier
fragmento de un gen de PKS de tipo I de Streptomyces. Con el fin de validar el empleo de
la sonda de ery43 se decidié hibridarla con DNA total de dos cepas de Streptomyces
productoras de nigericina: la cepa tipo S. violaceusniger NRRL B-1476 y la cepa YCED9
(Trejo-Estrada et al., 1998a). En condiciones de baja severidad se observd un gran nimero
de bandas (Fig. 15), de las cuales es probable que no todas pertenezcan a genes de PKS de
tipo I. En cambio bajo condiciones de alta severidad observamos un menor nimero de
bandas y una menor intensidad de hibridacion en las mismas. Esta hibridacion en
condiciones de alta severidad fue particularmente evidente en algunas bandas en el caso de
la cepa NRRL B-1476, lo cual habla de la gran conservacion que hay en las secuencias
codificadoras de PKS de Streptomyces, y se eligiéo un fragmento BamHI de 2.7kb para
estudiar su secuencia. El método de clonacion mediante un minibanco de insertos nos

permiti6 clonarlo facilmente en un plasmido y a esta clona la llamamos N-1.

La secuencia de la clona N-1 reveld que el inserto tiene 2,654 pb, y que posee dos
marcos abiertos de lectura separados por una regidn de 151pb. Ambos ORFs estan
incompletos. El ORF 1 codifica para el extremo C-terminal de un polipéptido, en el que se
localiza un dominio de ACP que presenta el motivo tipico de unién del brazo de
fosfopanteteina, donde el residuo Serl40 actia como el sitio de union de este grupo
prostético. E} ORF2 corresponde al extremo N-terminal de un polipéptido que presenta en
los primeros 30 residuos una secuencia tipo linker N-terminal de PKS de tipo 1 y
posteriormente codifica para dos dominios, uno de KS y otro de AT. El posible dominio de
KS abarca la gran mayoria del ORF2 y posee el motivo tipico de KS, donde la Cys140 es el
residuo catalitico. El posible dominio de AT esta incompleto, y consta de los tltimos 31
residuos de la secuencia parcial del ORF2. Entre los dominios KS y AT existe una region

que no presenta homologia con secuencias de otras PKS de tipo 1. Es posible que esta
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regién marque el final de un domino y el inicio de otro dentro de las proteinas modulares de

las PKS (Bevitt et al., 1992).

Aunque este fragmento parece codificar parte de una PKS de tipo I, no es posible
determinar mediante un analisis de secuencia si pertenece al grupo de genes que codifican
la PKS de nigericina o a alguna otra PKS presente en esta cepa. Por ello se intent6 realizar
una interrupcion cromosomal para generar una cepa mutante, y determinar si ésta era capaz
de sintetizar nigericina. Para este fin era necesario contar con la metodologia para
determinar la presencia de nigericina en sobrenadantes de cultivo, la cual se logré montar
con éxito. Por otro lado se utilizé un fragmento interno al ORF2 de la clona N-1 como
region de homologia para recombinacién, lo que ocasionaria la integracién del plasmido
suicida y la interrupcion del ORF2. Sin embargo no fue posible obtener la cepa mutante, a
pesar de haber intentado introducir DNA a la cepa de S. violaceusniger NRRL B-1476 por

transformacion, electroporacion y conjugacion.

La imposibilidad de transformar a esta cepa puede radicar en diversos factores.
Como esta cepa presenta sensibilidad a la sacarosa no fue posible el uso de protocolos
habituales de transformacion en Streptomyces, que implican la formacion y regeneracion de
protoplastos (Bibb et al., 1978). Por un lado, fue dificil encontrar las condiciones adecuadas
para la obtencidn eficiente de protoplastos en esta cepa, y por otro lado, una vez que se
lograron obtener, el proceso de regeneracion del micelio a partir de éstos fue muy

deficiente lo que contribuyé a la ausencia de colonias transformantes.

La electroporacion no es ampliamente utilizada en Streptomyces; sin embargo si han
sido descritos algunos casos en los que ha funcionado (Mazy-Servais et al., 1997; Tyurin et
al., 1995; Pigac et al., 1995). Por lo tanto se hicieron algunos intentos de electroporacion,

los cuales tampoco funcionaron.

Por otro lado, el uso de los protocolos de conjugacion para introducir DNA a esta
cepa tampoco fue exitoso. Una posibilidad es que la cepa deficiente en metilacion de E. coli
que nosotros utilizamos (GM272) sea una donadora ineficiente en conjugacién, en

particular con Streptomyces. Inclusive uno de los varios protocolos de conjugacién que ha
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resultado exitoso en diversas cepas de Streptomyces no dio resultados positivos para S.

violaceusniger NRRL B-1476, a pesar de hacer varios intentos.

Por lo tanto, parece ser que S. violaceusniger NRRL B-1476 es particularmente
refractaria a los diferentes métodos empleados para introducir DNA. Esto pudiera deberse a
que esta cepa posee una fuerte actividad nucleolitica hacia el DNA externo, o bien a una

baja capacidad de recombinacion.
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V1. CONCLUSIONES

1. PKS de nigericina

La PKS de nigericina debe estar compuesta de un dominio de carga y 14 médulos
para la adiciéon de unidades extensoras. Todos los médulos contienen por lo menos las
actividades de KS, AT y ACP. Los mddulos 1 y 9 no realizan ninguna reduccién sobre el
enlace cetonico del carbono B. Los médulos 10, 11 y 12 poseen la actividad de KR que
reduce el enlace cetonico dejando un grupo hidroxilo en la cadena carbonada. Los médulos
3, 5,7 y 14 poseen las actividades de KR y DH reduciendo el enlace cetonico hasta formar
un doble enlace. Por tltimo, los médulos 2, 4, 6, 8 y 13 contienen las actividades de KR,
DH y ER saturando completamente la cadena acilada. La KS4 y KS13 realiza una reaccion
de condensacion con epimerizacion dejando un radical L-metilo saliente en la cadena

policétida.

Esta PKS construye un policétido lineal tipo polieno de 30 carbonos a partir de
nueve unidades extensoras de metil-malonil-CoA y seis unidades de malonil-CoA.
Posterior a la sintesis del policétido, este es atacado por una epoxidasa especifca que
convierte al polieno en un intermediario epoxidado. Debido a una serie de ataques
nucelofilicos se genera la estructura del polieter activo y sufre una metilacion sitio

especifca para culminar la biosintesis de este antibidtico.

2. Clona N-1

Se cloné un fragmento de DNA que contiene dos marcos abiertos de lectura
parciales perteneciente a dos genes de PKS de tipo I de Streptomyces violaceusniger NRRL
B-1476. Este fragmento se utilizara como sonda homologa para realizar un tamizado en una
biblioteca de césmidos para encontrar todos los genes que codifiquen para la PKS de

nigericina en esta cepa de Strepromyces.
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3. Produccion e identificacion del antibiético

En el medio MN1 se obtuvo la mejor produccién de nigericina para Streptomyces
violaceusniger NRRL B-1476. Se montaron los protocolos de bioensayo y cromatografia
en capa fina para identificar de forma rapida, facil y especifica la presencia de nigericina en

sobrenadantes de cultivo.
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VII. PERSPECTIVAS

La intencién del presente trabajo fue la de iniciar los trabajos de clonacion del
“cluster” de genes que codifica la biosintesis del antibidtico poliéter nigericina. La etapa
inicial consistié en predecir las caracteristicas mas importantes que deben tener dichos
genes, validar la sonda y, de ser posible, clonar un fragmento perteneciente al “cluster” que
sirviera como ancla para caminar a ambos lados del cromosoma y tener el gen completo.
Dado que esta ultima parte no ha sido posible, lo que haremos para clonar todo el “cluster”
de genes de biosintesis de nigericina sera construir una biblioteca de cdsmidos a partir de
DNA total de S. violaceusniger NRRL B-1476. Esta biblioteca se va a tamizar utilizando
como sondas tanto al inserto de la clona N-1 como a la sonda ery4, con el fin de maximizar
la probabilidad de encontrar genes de PKS de tipo 1. Ademas, seria de gran ayuda poder
utilizar como sonda la secuencia de una epoxidasa, de modo que se realice una bisqueda
mas especifica sobre genes de PKS que codifiquen especificamente para poliéteres. En el
caso de que el tamizado de la biblioteca muestre que hay mas de un “cluster” que codifique
PKS de tipo I en esta cepa, serd de suma importancia la correlacion de los genes con la
prediccion tedrica de la estructura modular de la PKS. Adicionalmente se continuaran
intentando otros procedimientos para lograr la interrupcién de genes en esta cepa, con el fin
de demostrar de forma experimental que los genes clonados correspondan a los de

biosintesis de nigericina.

El estudio de las PKS de tipo I de poliéteres ayudara a entender tanto su estructura
como la participacion de otras actividades enzimaticas que no estn presentes en otros

policétidos de tipo L.
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