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2 RESUMEN

En las Ultimas décadas, la resistencia de los microorganismos a los antibiéticos ha aumentado
de manera alarmante. Lo cual ha hecho que actualmente esto constituya un gran problema
para el sistema de salud publica. El creciente surgimiento de microorganismos patdgenos
multirresistentes a los antibiéticos, demanda la busqueda urgente de nuevas moléculas

bioactivas para su control.

Los microorganismos endéfitos son una fuente potencial para la identificacion de nuevas
moléculas bioactivas. En nuestro laboratorio, nos encontramos interesados en la aplicacion de
la mineria gendémica para la busqueda de metabolitos secundarios inéditos, como una nueva

alternativa en el tratamiento de enfermedades infecciosas de origen bacteriano.

Los ensayos de antibiosis en la cepa Streptomyces scabrisporus SS NF3 sugirieron que esta
podria producir compuestos activos contra bacterias Gram-negativas, en condiciones de
laboratorio. La mineria gendmica de esta Actinobacteria, mostro la presencia de varios lasso
péptidos nuevos. Los lasso péptidos son péptidos pequerios con topologia de lasso, que han
mostrado una gran variedad de actividades bioldgicas, como antibacterianos, antagonistas de
receptores o inhibidores de algunas enzimas; ademas de que exhiben estabilidad térmica y a

la degradacion enzimatica.

Se selecciond un operdn que codifica para la sintesis de un lasso péptido, consta de 4045
pb. Dicho operon, fue clonado en Escherichia coli DH5a, para posteriormente ser traducido en
E. coli Rosetta y en Streptomyces lividans TK24. Este lasso péptido llamado Lunamicina: 1,5-
dihidroxi-2-(hidroximetil)-2,5,7-trimetilspiro[1H-indeno-6,1'-ciclopropano]-4-ona, es el primero
qgue ha sido descrito a partir de una Actinobacteria, el cual presenté una serina en lugar de

una treonina conservada en el sitio catalitico.
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3 ABSTRACT

In the last decades, the resistance to antibiotics has increased alarmingly and currently
constitutes a huge public health problem. The endophytes microorganisms could be a potential
source for the identification of novel bioactive molecules, such as lasso peptides. In our lab, we
are interested in the application of genome mining to bacteria, as a way to look for novel
secondary metabolites, with potential for the treatment of infectious diseases of bacterial
origin. Genome mining of the newly sequenced Streptomyces scabrisporus NF3 (SS NF3)

revealed the presence of several unusual lasso peptides.

Antibiosis assays in SS NF3 indicate that the bacteria can produce compounds active against
Gram-negative bacteria and against fungi, in laboratory conditions. Lasso peptides in the past
showed varied biological activities, including antibacterial, receptor antagonist or enzyme
inhibitor, exhibiting also thermal and proteolytic stability. Due to their multiple mechanisms of

action, they present very little resistance from their targets.

The operon of interest, that encodes the synthesis of a lasso peptide, consists of 4045bp. This
operon was cloned into E. coli DH5a, and translates in E. coli Rosetta and Streptomyces
lividans TK24.

This lasso peptide, termed Lunamycin 1,5-dihydroxy-2-(hydroxymethyl)-2,5,7-
trimethylspiro[1H-indene-6,1'-cyclopropane]-4-one, is the first lasso peptide described from an

Actinobacteria that presents a serine instead of a conserved threonine in the catalytic site.
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4 MARCO TEORICO

La automedicacion, el sobreuso y la administracion excesiva al ganado de antibidticos son las
principales causas de la resistencia a estos (de Lima et al., 2012) (Magouras, 2017), ya que
se subministran sin restriccion. Se estima que si esta tendencia continua para el afio 2050 el

numero de muertos por esta causa aumente a 10 millones (de Kraker et al., 2016).

Simultdneamente, se ha observado un incremento mundial en la demanda de compuestos
bioactivos para el tratamiento de otras enfermedades, como el cancer (metotrexato), la
diabetes (metformina) y la hipercolesterolemia (captopril) (Demain y Sanchez, 2015). Aunado
a esto se observoé un claro declive en la investigacion y descubrimiento de antimicrobianos por
parte de las grandes industrias farmacéuticas, por ello la importancia del estudio y
descubrimiento de nuevas moléculas bioactivas por el lado de la academia, se convierte en un

esfuerzo crucial (Jagusztyn-Krynicka y Wyszynska, 2008).

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS), ha publicado una lista de los microorganismos
gue representan una amenaza critica para la poblacion Acinetobacter baumannii, resistente a
carbapenem antibiético de ultima generacién perteneciente al grupo de los Beta lactamicos,
Pseudomonas aeruginosa, también resistentes a carbapenem, y algunas Enterobacteriaceae,
como Klebsiella, E. coli, Serratia, y Proteus, que de igual forma son resistentes a carbapenem,
indicando que tienen una resistencia de espectro extendido frente a estos, (Van Duin y
Paterson, 2016).

Para todos ellos la ultima linea de defensa es la colistina, sin embargo estudios recientes han
reportado la existencia de un gen denominado mcr-1, que es transmitido mediante
transferencia horizontal y le confiere a la bacteria resistencia a la lisis inducida por colistina en
Gram negativas (McNair et al., 2018), lo que demuestra que las bacterias tienen la capacidad

de generar resistencia casi inmediata a los antibiéticos como se muestra en la figura 1.

A la fecha la gran mayoria de los antibiéticos utilizados en la medicina actual, provienen de la
modificacion quimica de antibacterianos previamente aislados de hongos como la penicilina y
de estreptomicetos como la estreptomcina (Lewis, 2013). Como se puede observar el

desarrollo de antibiéticos debe centrarse en las caracteristicas bioquimicas de las moléculas,
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para que estas no generen resistencia frente a los patdgenos mas comunes, ademas de que
no sean citotoxicas para las células humanas.

Identificacionde laresistenciaa Desqb(inﬁenlo de nuevos
nuevosantibioticos antibioticos

1928 Penicilina
1950 Tetraciclina

1953 Eritromicina

Shigella R-tetraciclina 1959 .
Staphylococcus R-Meticilina 1962 1960Meticilina

Pneumococcus R-Peniciling 1965

Streptococeus R-Eritromicina T Gontamiois

1972Vancomicina
Enterococcus R- Gentamicina 979

Enterobacteriaceae R- Ceftazimide 1987 il
Enterococcus R-Vancomicina 1988
Preumococus R-Levofloxacing 1996 1996 Levofloxacino
EnterobacteriaceaeR- Imipenem1998
M tuberculosis RMA 2000 2000 Linezolid

Staphylococcus R-Linezolid 2001
Staphylococeus R-Yancomicina 2002

Pseudomonasy AcinetobacterRTA 2004] 2063 Baptaemicina

Neisseria gonorrhoeae R-Ceftriaxona 2009 .
Enterabacteriaceae RTA 2009 2010 Ceftaroline

Staphylococcus R-Ceftaroline 2011

Figura 1. Relacion entre el descubrimiento de antibidticos y el desarrollo de la resistencia a estos. R-

resistente, RMA- Resistente a multiples antibiéticos, RTA- Resistente a todos los antibitticos.
Modificado de Ventola, 2015.
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1. PRODUCTOS NATURALES COMO FUENTE DE MOLECULAS
BIOACTIVAS.

Con la aparicion de la penicilina en 1928, surgié la época de oro en el descubrimiento de
moléculas organicas bioactivas provenientes de bacterias, hongos y plantas principalmente.
Tales moléculas, fueron empleadas primordialmente como antimicrobianas, antitumorales e
hipocolesteromiantes. Esto propici6 un aumento en la esperanza de vida, debido a la
disminucién en el nimero de muertes ocasionadas por enfermedades infecciosas de todo tipo
(Aminov, 2010).

Las fuentes mas importantes de las cuales han sido aislados numerosos microorganismos
productores de antibiéticos son la tierra y el agua. Desafortunadamente, compuestos
bioactivos novedosos son cada vez mas dificiles de aislar a partir de estas fuentes, debido a
la sobreexplotacion de las mismas, lo que genera el redescubrimiento de moléculas ya

conocidas (Lewis, 2013).

Con base en lo mencionado anteriormente, se requiere la basqueda de nuevas especies de
microorganismos en fuentes no convencionales con la expectativa de que produzcan

metabolitos secundarios desconocidos.

1.1 MICROORGANISMOS ENDOFITOS

Recientemente, se han descubierto una gran diversidad de microorganismos en ambientes
marinos profundos o en el interior de arboles y plantas (Gouda et al.,, 2016). Estos ultimos,
denominados enddfitos, producen muchos tipos de moléculas bioactivas. La mayoria de estos
microorganismos son hongos como Cytonaema sp. y bacterias como Streptomyces,
Achromobacter, Acinetobacter, Agrobacterium por mencionar algunos, los cuales viven en los
espacios intercelulares de los tejidos de las plantas y pueden encontrarse en las raices,
semillas y hojas, ademas de que se cree que son inocuos para la planta (Strobel, 2003)
(Martinez-Klimova et al., 2017).
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Esta interaccion positiva permite que los microorganismos se encuentren protegidos del medio
ambiente y tengan facil acceso a los nutrientes, a cambio de proporcionar beneficios al
huésped como lo son la transformacién de proteinas complejas en formas digeribles para el
huésped, la sintesis de vitaminas o aminoacidos esenciales, ademas de llevar a cabo la
adquisiciéon de nitrogeno, fosforo y hierro, la degradacion de xenobioticos y la proteccion
contra patdgenos (Ceapa et al., 2018). Algunas de las moléculas que otorgan estos beneficios
se encuentran citadas en la figura 2. Uno de los principales grupos de bacterias productoras
de moléculas bioactivas y que también poseen la capacidad de ser enddfitos son las

Actinobacterias.

—

Figura 2. Interaccion simbiotica bacteria planta (a) Quitinasa familia 18 (PDB 4Q22), (b) Siderdéforo,
(c) hormonas vegetales, (d) espermidina, (e) Bacteriocina (aqui un lasso péptido). Figura de Ceapa et
al., 2018.
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1.1.1 ACTINOBACTERIAS

Se sabe que una de las fuentes mas importantes para la produccion de compuestos
bioactivos son los sistemas microbianos y de entre ellos, las Actinobacterias representan el
phylum mas importante biotecnoldégicamente hablando. Estas bacterias son Gram-positivas en
su mayoria filamentosas, con un alto contenido (69-73%) de guanina y citosina (G + C) en su
DNA (Berdy, 2015). En la mayoria de los casos estas bacterias presentan hifas y el
crecimiento de estas es ramificado (Figura 3); la mayor parte de las Actinobacterias son
mesofilas presentando su temperatura 6ptima de crecimiento ente 25°C y 30°C y un pH
optimo de crecimiento que se encuentra alrededor de la neutralidad, pudiendo crecer en pH
de 6 a 9 (Barka et al., 2016).

Un error comudn es que estas se encuentran clasificadas como la transicion entre bacterias y
hongos, pero la clasificacion taxondmica definitiva nos indica que son bacterias; ademas se
encuentran en distintos habitats, desde sedimentos marinos, suelo, agua y dentro de las

plantas (Martinez-Klimova et al., 2017).

i\ \&)  Segregacion y septacion
{1 | cromosomica
Hifa aérea I |

Maduracion de la
espora

Formacion de la N
hifa agrea /
reproductiva

Dispersion de ia
espora

Espora libre

)
AN, NUATy . Germinacion ;
ne g’a‘ '9_}u, ot A \d "\{q‘ de la espora
-\ "ﬁ‘/h“‘:‘f AN Crecimiento
\ vegetativo /)
Produccion de rﬁt ZEL\  comEE
antibicticos

Micelio
vegetativo

Figura 3. Representacion del ciclo de vida de una Actinobacteria. (Figura de Barka et al., 2016).
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De la totalidad de antibidticos producidos por el phylum Actinobacteria, el género
Streptomyces es el principal productor de antibidticos bacterianos (con aproximadamente el

80%), utilizados en la medicina humana (Watve et al., 2001).

Se ha determinado que los estreptomicetos endofitos presentan interacciones benéficas con
las plantas, por medio de la sintesis de moléculas que ayudan a esta cuando se encuentra
bajo estrés abibtico, como la espermidina, la putrescina y la trehalosa (Ceapa et al., En
preparacion). Algunos estreptomicetos enddfitos, logran generar mas de 50 metabolitos
secundarios distintos derivados de méas de 40 clusteres de genes biosintéticos (BCG) (Ceapa
et al., 2018), muchos de estos se encuentran cripticos en condiciones de laboratorio, lo que
hace dificil obtener compuestos nuevos a partir de ellos, esto nos lleva a buscar estrategias
distintas para la obtencion de compuestos bioactivos novedosos, como lo son los productos

naturales sintetizados ribosomalmente y postraduccionalmente modificados.

1.2 PRODUCTOS NATURALES SINTETIZADOS RIBOSOMALMENTE Y
POSTRADUCCIONALMENTE MODIFICADOS.

En esta superfamilia se encuentran incluidos los siguientes miembros: lasso péptidos,
lantipéptidos, microcinas, microviridinas, cianobactinas y tiopéptidos (Maksimov et al., 2012).
Los péptidos incluidos en esta clasificacion se sintetizan inicialmente como un péptido
precursor mas largo, tipicamente de entre 20 y 110 residuos de aminoacidos, codificados por

un anico gen estructural (Arnison et al., 2014).

1.2.1 LASSO PEPTIDOS

1.2.1.1 DEFINICION, DESCUBRIMIENTO Y CARACTERISTICAS PRINCIPALES.

Los lasso péptidos llevan este nombre debido a que su topologia es similar a la de un lazo
enroscado. Consisten en un anillo macro lactamico, compuesto de 7 a 9 residuos de

aminoacidos y un péptido terminal (tallo) en la regién C-terminal. El anillo se forma entre el
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grupo a-amino N-terminal y una cadena lateral de aspartato o glutamato (Hegemann, et al.,
2015). Esta estructura es predominantemente estabilizada por interacciones estéricas,
principalmente por aminoacidos voluminosos tales como tirosina, triptéfano o arginina (Figura

4), o en ocasiones mediante la presencia de puentes disulfuro (Tabla 1) (Tietz, et al., 2017).

Tabla 1. Clases de lasso péptidos identificadas actualmente, con informaciéon de Hegemann et al.,
2015; Maksimov et al., 2012y Tietz, et al., 2017.

Clase Descripcion

[ Se estabiliza mediante 2 enlaces disulfuro.

Il No presenta enlaces disulfuro, estabilizacion por puentes de hidrogeno e

interacciones de Van der Waals.
[l Presenta un puente disulfuro.

\Y, Presenta un puente disulfuro, en el extremo C-terminal.

f
-N
H Anillo
| / : ‘ I Tallo
COM "~ COM
Clase | Clase ll Clase lll Clase IV

Figura 4. Lasso péptidos de distintas clases. (Figura de Tietz et al., 2017).

El primer lasso péptido que se descubrio fue en 1991 y desde entonces se han caracterizado
38, de los cuales 35 son de clase Il, 2 de clase | y 1 de clase Ill (Hegemann et al., 2015).

Ademas, se han identificado mediante la herramienta bioinformatica RODEO (Rapid ORF
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Description and Evaluation Online) el cual utiliza un algoritmo descrito en la figura 5, para el

analisis de BGC pertenecientes a RiPPs,

I Ciclasas de lasso peptidos conocidos

Indentificaciin de hos posibles BLAST-Pon contra de la base do datos
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Figura 5. Algoritmo de RODEO para elegir los precursores de lasso péptido (Modificado de Tietz et al.,

2017).
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A patrtir de ese algoritmo se obtuvo como resultado que mas de 1400 cllsteres biosintéticos
codifican para enzimas homoélogas necesarias para formacion de un lasso péptido, las cuales

provienen de diferentes géneros de microorganismos (Tabla 2) (Tietz et al., 2017).

Tabla 2. Distribucion taxondmica de los lasso péptidos en diferentes géneros de bacterias, obtenidos
mediante el algoritmo de utilizado por RODEO (Modificado de Tietz et al., 2017).

Genero Cuenta Porcentaje

Streptomyces 328 | 261
Bacillus 109 8.7
Paenibacillus 77 6.1
Burkholderia 65 52
Mesorhizobium 57 4.5
Sphingobium 38 3.0
Sphingopyxis 36 29
Sphingomonas 33 26
Xanthomonas 31 25
Frankia 26 2.1
Streptococcus 26 21
Novosphingobium 24 1.9
Nocardiopsis 21 1.7
Stenotrophomonas 17 1.4
Clostridium 17 14
Brevundimonas 13 1.0
Enterococcus 13 1.0
Amycolatopsis 12 1.0
Caulobacter 10 08
Rhodanobacter 10 0.8
Butynivibrio 10 0.8

Estos genes se encuentran distribuidos a lo largo del dominio de las bacterias,
especificamente de Proteobacterias y Actinobacterias, aunque también se han encontrado
clusteres de genes biosintéticos presentes en otros phyla (Hegemann et al., 2015).

Los lasso péptidos presentan fuerte estabilidad térmica de hasta 95°C por 4h (Zimmermann et
al.,, 2014) y bioquimica a la degradacion frente a proteasas (Figura 6). Por ello, se ha
investigado el potencial de los lasso péptidos para la introduccidon de epitopes especificos, o
gue puede dar como resultado la creacion de antagonistas de diversos receptores a través de

mutaciones sitio dirigidas en ellos (Knappe et al., 2011).

25




Carboxipeptidasa Y

>
\ Carboxipeptidasa Y \

Lasso péptido *‘ / Lasso péptido

Lasso péptido

termoestable 1

Figura 6. Estabilidad térmica y a degradacién enzimatica de lasso péptidos (Figura de Hegemann et
al., 2015).

1.2.1.2 ARQUITECTURAS DE LOS CLUSTERES IMPLICADO EN LA
PRODUCCION DE LASSO PEPTIDOS.

Para que el cluster de un lasso péptido sea funcional requiere al menos 3 genes, los cuales
codifican para un precursor peptidico A, una proteasa B y una ciclasa C; estas dos ultimas son
interdependientes entre si, formando una sintetasa dependiente de ATP (Zimmermann et al.,
2014). La proteasa en ocasiones puede estar codificada genéticamente en dos proteinas
pequefias, aquella que se origina en el dominio N-terminal se denomina Bl y la que se
produce en el dominio C-terminal se le denomina B2 (Zhu et al., 2016) los cuales constituyen

el core del cluster.

Ademas se le han identificado 3 arquitecturas distintas, las cuales constan de core +
transportador (el cual le confiere autoinmunidad mediada por una bomba de eflujo), core +
isopeptidasa (son parte de un grupo que contiene genes que codifican para un supuesto
receptor dependiente de TonB y un par de factor o / anti-o implicados en la captacién de
sideréforos y la regulacion de la transcripcion de los genes correspondientes), core + genes
gue codifican para modificaciones postraduccionales (fosforilacion, metilacion, acetilacion,
sulfonacion) (Figura 7). (Li et al., 2015).
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Figura 7. Organizacion estructural de los genes asociados a los clusteres funcionales conocidos para

lasso péptidos (Figura de Hegemann et al., 2015).

1.2.1.3 BIOACTIVIDAD

Se ha encontrado que los lasso péptidos pueden ser bioactivos, siendo la inhibicion o el
antagonismo de distintos receptores los mas reportados (Hegemann et al., 2015). Las
principales actividades bioldgicas y microorganismos productores de los lasso péptidos

conocidos se enlistan en la tabla 3.

Tabla 3. Ejemplos de los lasso péptidos producidos y a los cuales se les ha identificado actividad
biologica. (Recopilacion de Hegemann et al., 2015; Maksimov et al., 2012; Gavrish et al., 2014, Li et
al., 2015).
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Entre los lasso péptidos mas estudiados se encuentra la microcina J25 (MccJ25), que fue la
primera en ser identificada y por ello la que estd mejor caracterizada (Figura 8). Su
mecanismo de accion antibidtica radica principalmente en la inhibicion de la RNA polimerasa
proveniente de Gram negativos, inhibiendo la transcripcion de la unién de nucledsido trifosfato
(NTP) por RNAP en el canal secundario (Mukhopadhyay et al., 2004)

Ademas del mecanismo de accidn descrito, existe un segundo que juega un papel importante
en su actividad contra Salmonella spp. y Escherichia coli que sobreexpresan el transportador
de ferrocromo en la membrana exterior (FhuA). En estos casos, MccJ25 parece interactuar
con la membrana y por lo tanto la despolariza, disminuyendo el consumo de oxigeno.
Aparentemente, esto es causado porque la MccJ25 activa la produccién de superoxido. La
estructura cristalina elucidada de MccJ25 demuestra como esta imita la union de sideréforos
en el receptor FhuA. Por lo tanto, es capaz de ingresar a las células por medio de este
mecanismo, en el cual también participa el sistema de energia para la transduccion de
sefales del receptor FhuA, que esta implicado ademas en la generacion de la fuerza proton

motriz (Duquesne et al., 2007).

Figura 8. Estructura cristalizada de la microcina J25 (PDB 1PP5), a partir de expresion heterdloga en

E. coli, obtenida por NMR.
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1.2.1.4 MECANISMO DE FORMACION DE LASSO PEPTIDO.

Para tener una idea global del mecanismo de sintesis de éstos compuestos, es necesario
comprender cuales son las proteinas necesarias para la formacion de un lasso péptido, es
decir, las que forman el core. EI mecanismo de formacion propuesto de los lasso péptidos,
esta dividido en varias etapas. Primero se procesa el precursor peptidico A por la proteasa B,
gue escinde el péptido lider. Posteriormente la proteina C que es una enzima formadora de
adenilato cataliza la formacion de enlace isopeptidico entre la glicina N-terminal del péptido
central y la cadena lateral en un glutamico o aspartico (posicion de 7 a 9 partiendo del N-
terminal) con costo de un ATP (Figura 9) (Duquesne et al., 2007; Hegemann et al., 2015).

Forsidciie el Péptido central plegado Peptido central activado

anillo Asp/Glu
\Residuos del tallo

e@
>%}
5

Peptido lider

Lassopéptido
Peptido lider

cortado

Precursor péptidico A

Figura 9. Mecanismo propuesto para la formacion de un lasso péptido (Figura de Hegemann et al.,

2015.)

Otro punto importante a considerar son los sitios conservados para el procesamiento y
formacion del lasso péptido, donde define que la treonina (T) ubicada en -2, se encuentra

asociada al sitio de corte de la proteasa B (Figura 10) (Hegemann et al., 2015).
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Figura 10. Motivos conservados presentes en el péptido lider de un lasso péptido. T -2, sitio de corte,
(Figura de Hegemann et al., 2015).

Para poder caracterizar las moléculas anteriormente descritas, las cuales presentan potencial
actividad antimicrobiana, es necesario utilizar estrategias en las cuales se puedan identificar
los compuestos cripticos 0 que se producen en pequefias concentraciones durante la

fermentacion bacteriana.

1.3 ESTRATEGIAS PARA EL DESCUBRIMIENTO DE NUEVAS MOLECULAS
BIOACTIVAS

Hasta la fecha, la estrategia mayormente utilizada en el descubrimiento de nuevas moléculas,
es el fraccionamiento de extractos provenientes de fermentaciones de bacterias productoras
de metabolitos secundarios, lo cual puede llevar al redescubrimiento de lo que ya se

encuentra reportado.

Cuando se lleva a cabo una fermentacién con microorganismos productores, estos generan
un compuesto mayoritario, opacando la produccion de otros metabolitos que pudieran
encontrarse en concentraciones menores, y por consiguiente el compuesto mas abundante es

el que se obtiene como producto en el fraccionamiento del extracto (Zerikly y Challis, 2009).

Una opcion mas reciente surge a partir de la secuenciacion masiva de genomas microbianos,
cuyo analisis permite descubrir a través de la mineria gendmica, el potencial biosintético de

los microorganismos (Challis y Rutledge, 2015).
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1.3.1 MINERIA GENOMICA

En los ultimos 10 afios, la mineria gendmica ha representado una alternativa util en la
busqueda de moléculas bioactivas y novedosas en diferentes microorganismos (Fischbach y
Medema, 2015). Esta técnica (Figura 11) consiste en el uso de la bioinformética, genética
molecular y quimica analitica de compuestos naturales para acceder al producto metabodlico
del cluster de genes encontrados en el genoma de un organismo (Gomez-Escribano y Bibb,
2014).

Organismos/
Ambientes/

Colecciones
microbianas

|

/

|

\

Figura 11. Utilidad de la mineria apoyada de las ciencias omicas en el descubrimiento de nuevas

moléculas bioactivas (Modificado de Ziemert y Weber, 2016).

Mediante esta estrategia, se evidencian los clusteres de genes biosintéticos para metabolitos
secundarios inéditos que ademas, suelen estar co-regulados y co-localizados, y en
condiciones de laboratorio se encuentran cripticos o silenciosos. Es decir, ya que los
precursores para su produccion se encuentran dirigidos hacia la produccion del metabolito
secundario mayoritario en la fermentacion, por lo que los promotores de la produccion de los

metabolitos cripticos no se encuentran activados (Gupta et al., 2017).
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1.3.1.2 HERRAMIENTAS BIOINFORMATICAS.

Las herramientas bioinformaticas, en combinacion con la mineria genomica, son una
herramienta fundamental en el descubrimiento de nuevas moléculas bioactivas. Algunos
ejemplos de estas herramientas incluyen el Patric (Wattam et al., 2017), Bagel3 (Van Heel et
al., 2013), Prism (Skinnider et al., 2015) y AntiSMASH (Weber et al., 2015).

Estas plataformas han permitido localizar dentro de un genoma los clisteres de genes que
codifican para la sintesis de metabolitos secundarios, ademas de que en algunos casos,
logran predecir su estructura. De entre estos, hay los que codifican para metabolitos
secundarios algunos derivados de la ruta de las policétido sintetasas (PKS), otros del sistema
de proteinas no ribosomales (NRPS), ademas de algunos tipos de bacteriocinas y de entre
ellos los péptidos ribosomales postraduccionalmente modificados (RiPPs) (Yang et al., 2011).
Por lo tanto, representan una nueva oportunidad para la investigacion y para la creacion de

nuevos antibidticos mediante métodos sintético-bioldgicos.

AntiSMASH, (antibiotics and Secondary Metabolite Analysis Shell) es una plataforma capaz
de identificar en una base de datos distintos locus biosintéticos de toda la gama de
metabolitos secundarios conocidos (policétidos, péptidos no ribosomales, terpenos,
aminoglucosidos,  aminocoumarinas, indolocarbazoles, lantibioticos, bacteriocinas,
nucleodsidos, betalactamicos, butirolactonas, sideréforos y otros). Alinea las regiones
identificadas con los genes de homologos mas cercanos desde una base de datos que
contiene todos los otros grupos de genes conocidos, e integra o enlaza todos los métodos de

analisis de genes especificos de metabolitos secundarios (Medema et al., 2011).

BAGEL3 (BActeriocin GEnome mining tooL) es una plataforma que utiliza un enfoque de
identificacion que combina la mineria directa para el gen y la mineria indirecta a través de
genes de contexto. Especialmente para péptidos muy modificados como lantipéptidos,

sactipéptidos, glicocinas y otros (Van Heel et al., 2013).

PRISM, (prediction informatics for secondary metabolomes) es una plataforma para identificar
agrupaciones de genes biosintéticos, para la prediccion de péptidos no ribosomicos
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codificados genéticamente y policétidos de tipo | y Il. Implementa nuevos algoritmos que lo
hacen capaz de predecir policétidos de tipo Il, azUcares desoxigenados y unidades de inicio,
lo que lo convierte en un motor completo de prediccion de la estructura quimica guiado por

genoma (Skinnider et al., 2015).

1.4  EXPRESION HETEROLOGA DE CLUSTERES BIOSINTETICOS.

Con ayuda de los programas bioinformaticos, se ha logrado la produccion dirigida de
moléculas especificas mediante la expresion heterdloga de los genes asociados a clusteres
biosintéticos, evitando con ello los complejos controles transcripcionales que presentan.
Ademas, se logra sobre expresar el BGC de interés siendo mas féacil la identificacion,
produccion, extraccion, purificacién y caracterizacidon de metabolitos que en condiciones de

laboratorio no se expresan (Nah et al., 2017).

Entre las principales caracteristicas de la expresion heter6loga de metabolitos podemos
mencionar que, en el hospedero elegido se tendrdn presentes todas las herramientas
necesarias para la expresion y ensamble de la molécula, ademéas de tener resistencia a la
molécula de interés, ya que en la mayoria de las ocasiones la produccién de estas se
encuentra acoplada a un péptido lider que exporta la molécula al espacio periplasmico
(Harvey et al., 2018).

El género Streptomyces posee un gran numero de clusteres de genes biosintéticos. A pesar
de ello, la regulacién de la produccién de estos BGC no es completamente conocida, por lo
gue buscar las condiciones de cultivo para producir algin metabolito especifico a partir del
hospedero original, puede ser una tarea muy compleja. Por ello, se ha buscado hacer uso de
hospederos heterdlogos del mismo género o en sistemas conocidos como E. coli, del cual su

regulacion se encuentra bastante estudiada (Figura 12).

Los hospederos del genero Streptomyces, han sido producidos mediante la eliminacion de los
BGC con una produccién mayoritaria ya comprobada en dicha cepa. Algunos de los
hospederos mas utilizados son Streptomyces coelicolor M1152, a este hospedero le han sido

deletados los genes que codifican para la sintesis de actinorodina (Aact), undecilprodigiosina
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(Ared), de un antibidtico policetidico (Acpk) y otro dependiente de calcio (Acda) (Gomez-
Escribano y Bibb, 2014).

Se encuentra también el Streptomyces avermitidis SUKAL17 (Ikeda et al., 2014) al cual se le
delet6 también su claster de mayor expresion y por ultimo Streptomyces lividans TK24, el cual
produce pocas cantidades de undecilprodigiosina y actinorodina, ademas de una baja
produccion de proteasas lo que lo hace un buen candidato para la expresion heterdloga de

moléculas nuevas (Rickert et al., 2015).
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Figura 12. Expresion heter6loga de BGC en distintos hospederos heterélogos como E. coli o
Streptomyces, para la expresion de clisteres biosintéticos de mas de 10 kpb (Figura de Nah et al.,
2017).

Una opcién para cuando los clisteres biosintéticos son grandes y sobrepasan los 10 kbp, es

utilizar la recombinaciéon mediada por integrasa, la construccion de bibliotecas gendmicas, el
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sistema de recombinacion asociada a la transformacion (TAR), y el sistema de cromosoma
artificial bacteriano de Streptomyces (pSBAC) (Figura 12) (Nah et al., 2017).

Los puntos clave para la correcta expresion del clister de interés mediante expresion
heterdloga (Figura 13), involucran la eleccion de un hospedero que tenga similitud genética
con el productor nativo, que ademas presente herramientas genéticas que faciliten la
produccion del metabolito de interés, como lo son deficiencia de proteasas y poca produccion
de moléculas bioactivas por el hospedero heterélogo (Ruckert et al., 2015). Es de vital
importancia la presencia de los precursores necesarios para la via de sintesis del metabolito.
Una vez que se corrobord lo anterior, se procede a la clonacion de cllster biosintético de
interés, mediante el ensamblado de los fragmentos de DNA o mediante PCR a partir del DNA

gendmico (Harvey et al., 2018).
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Figura 13. Puntos clave para llevar a cabo la expresion heterdloga (Modificado de Harvey et al.,
2018).
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Si es necesario se puede hacer una combinacion de distintos promotores o delecion de genes
de poca importancia en la expresion del BCG. Posteriormente, se realiza la transferencia del
plasmido a un hospedero heterdlogo por transformacion, este plasmido puede ser de tipo
auténomo o integrativo (Huang et al., 2005). Como paso siguiente se lleva a cabo la expresion
del cluster en las condiciones adecuadas para la produccion, y por ultimo la deteccion del

metabolito por UPLC acoplado a masas o resonancia magnética nuclear (Zhang et al., 2014).

De los metabolitos identificados, se eligi6 como modelo de estudio un RiPP en especifico un
lasso péptido. Esto debido a su facilidad de clonaje, a su pequefio tamafio, su variada
actividad biologica y a la resistencia de estos compuestos frente a altas temperaturas y a

distintas peptidasas (Hegemann et al., 2015).
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5 ANTECEDENTES

Recientemente se aisl0 en nuestro laboratorio una Actinobacteria enddfita del arbol
Amphipterygium adstringens, mejor conocido como Cuachalalate, planta endémica de México.
La recoleccién de las muestras del &rbol se hizo en el poblado de Barranca Honda en
Yautepec, Morelos. Se aislaron diferentes cepas de hongos y bacterias.

Dentro de las bacterias aisladas se detectaron 4 Actinobacterias, de las cuales una fue
identificada como Streptomyces scabrisporus cepa NF3 (Rodriguez-Pefia et al., 2018),
llevandose a cabo la secuenciacion, ensamble y anotacion de su genoma (Vazquez-
Hernandez et al., 2017). La anotacion basada en RAST revel0 la presencia de 10491 genes
potenciales, entre los cuales 413 genes se asociaron a la biosintesis de metabolitos
secundarios. Haciendo uso de esta informacion, se identificaron 45 clusteres biosintéticos de
los cuales 6 son T1PKS; 2 son T2PKS; 1 es T3PKS; 10 son hibridos KS/NRPS; 6 son

Terpenos; 11 son NRPS; 3 son Sideréforos y 16 son bacteriocinas.

Otras cepas de esta especie microbiana han sido aisladas de suelos de paises asiaticos. Se
ha descubierto que producen distintos compuestos bioactivos, tales como el antibiotico
hitachimicina (Ping et al., 2004), y la alborixina, que presenta actividad antitumoral (Shah et
al., 2016). Por lo cual es de interés analizar el genoma de otras cepas de la especie y llevar a

cabo la expresion heteréloga de algunos metabolitos secundarios no caracterizados.
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6 JUSTIFICACION

En la actualidad, la resistencia bacteriana a los antibidticos de uso clinico representa un
problema para el sistema de salud publica. Esta situacion demanda la busqueda de nuevas

alternativas para el descubrimiento de nuevos compuestos con propiedades antimicrobianas.

La aplicacion de la mineria de genomas ha permitido la identificacién y produccion de nuevos
compuestos bioactivos con potencial farmacol6gico. Los lasso péptidos son moléculas de bajo
peso molecular que han mostrado actividad antimicrobiana frente a bacterias Gram positivas y
negativas, bioactividad frente a virus y antagonismo de receptores tales como el de glucagon,
ademas de gran estabilidad térmica y resistencia a la degradacion enzimatica, haciéndolos

ideales para el proceso de produccion industrial.

El genoma de Streptomyces scabrisporus NF3 posee cllsteres que parecen codificar para la
sintesis de un lasso péptido. La clonacién y traduccion de alguno de estos cllsteres

representa una oportunidad para encontrar un nuevo compuesto con actividad antimicrobiana.
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[ HIPOTESIS

La clonacién y traduccién de un cluster de Streptomyces scabrisporus NF3 que parece

codificar para un lasso péptido resultara en el descubrimiento de un nuevo principio con

actividad antimicrobiana.
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8 OBJETIVO

» Objetivo general:

Identificar y caracterizar biolégicamente un operon inédito, a partir de su clonacion y
posterior traduccion, el cual estd presente en el genoma de Streptomyces scabrisporus

cepa NF3, implicado en la produccién de un lasso péptido.

» Objetivos particulares:

v' Analizar y definir los clisteres de genes que codifican para la produccion de lasso
péptidos.
v" Producir el lasso péptido seleccionado de manera heteréloga.

v Caracterizar la actividad anitibacteriana del lasso péptido obtenido.
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O METODOLOGIA

Anotacion del genoma e identificacion de metabolitos secundarios

v

Aislamiento de DNA gendmico de SSNF3

v ESTRATEGIA

Amplificar el cluster de interés por PCR

y

Insercion del producto de la clonacion en el vector plJ6902 (apr®), o pET22b
(amp®) transformacionen E. coli DH5a, mediante electroporacion.

v v

pET22b plJ6902
Expresion de proteinas en E.coli Conjugacion con hospedero
Streptomyces

Verificacion de la construccion:
Restriccion, PCR parte interna del lasso péptido.
Secuenciacion.

4
Transferencia de la construccion
a E. colf ET12576 no metilante
(pUZ8002 kan® cmF®)

L |

4
Transferencia de esta
construccion a E. coli Rosseta

Expresion de proteinas e identificacion por SDS- | | Conjugacion con S. fividans TK24. Expresion de
PAGE, tricina-PAGE y UPLC-MS. proteinas e identificacion por SDS y tricina-PAGE y

UPLC-MS.

Determinacion de la actividad biologica.
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1) CEPAS UTILIZADAS
En la tabla 4 se describen las cepas utilizadas, sus condiciones y medio de cultivo 6ptimo para
su crecimiento, la criopreservacion se hizo en glicerol al 30% a -80°C, para reactivar la cepa

se utilizé6 1mL de medio de cultivo 6ptimo para su crecimiento.

Tabla 4. Cepas utilizadas, medios de cultivo y condiciones de crecimiento.

Cepa Medio de Cultivo Condiciones de crecimiento
Escherichia coli DH5a LB 1 dia, 37°C
Escherichia coli ET12576 LB 1 dia, 37°C
Escherichia coli Rosetta LB 1 dia, 37°C
Listeria monocytogenes LB 1 dia, 37°C
Pseudomonas aureginosa PAO1 LB 1 dia, 37°C
Pseudomonas flourescens LB 1 dia, 37°C
Staphylococcus aureus LB 1 dia, 37°C
Bacillus subtilis LB 1 dia, 37°C
Micrococcus luteus LB 2 dias, 29°C
Streptomyces lividans TK24 MYM 2 dias, 29°C
Streptomyces scabrisporus NF3 MYM 3 dias, 29°C
Saccharomyces cerevisiae LB 2 dias, 29°C

2) ENSAYOS DE ANTIBIOSIS CON LA CEPA SSNF3

Se realizdé un ensayo de antibiosis de la cepa SSNF3 para corroborar que esta presenta
actividad antimicrobiana frente a diversos microorganismos, haciendo un ensayo cualitativo.
Se reactivé la cepa en medio liquido YMG con 200 uL de cultivo reactivado, posteriormente se
inoculd 50 pL en medio YMG en un extremo de la caja y se incubd 5 dias hasta esporulacion.
La actividad antimicrobiana se probo contra:  Escherichia coli DH5a, Micrococcus luteus,

Bacillus subtilis y Saccharomyces cerevisiae.
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Los microorganismos utilizados se inocularon en sus respectivos medios de cultivo y a la
temperatura de crecimiento Optima (Tabla 4), después de los cinco dias de la inoculacién de
SSNF3, se inocularon los microorganismos de prueba perpendicularmente al estretomiceto
(Figura 14).

SSNF3

Bacterias probadas

Figura 14. Modelo de ensayo de antibiosis.

Se procedi6 a incubar el tiempo y a la temperatura optima necesaria para el crecimiento de
cada bacteria indicada en la tabla 4, para ver si existe una inhibicion de las bacterias probadas
frente a SSNF3.

3) BUSQUEDA DE CLUSTERES BIOSINTETICOS Y ANALISIS DE LOS MISMOS.

La caracterizacion de los operones presentes en el genoma de SSNF3, se realizé con ayuda
de herramientas bioinformaticas como PRISM (Skinnider et al., 2015), Bagel3 (Van Heel et al.,
2013) y AntiSMASH 4.0 (Weber et al., 2015). Estas plataformas permitieron localizar en el
genoma los clusteres de genes que codifican para la sintesis de metabolitos secundarios.
Para plataforma de AntiSMASH es necesario introducir la secuencia de nucleétidos en
formato Genbank y como parametros adicionales se selecciona BLAST frente a clusteres de
metabolitos secundarios conocidos, analisis del cluster por familias de proteinas y el buscador
de sitio activo. PRISM requiere de igual forma como archivo de entrada la secuencia de
nucledtidos en formato FASTA, se corre en la interfaz web bajo los parametros
predeterminados, para la ultima plataforma utilizada Bagel3 se requiere el mismo archivo de
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entrada que en la anterior y bajo el mismo formato de secuencia. AntiSMASH y PRISM nos
predice la estructura de algunos metabolitos y asimismo generé resultados con un enfoque
hacia la caracterizacion de metabolitos de tipo NRPS y PKS. En cambio el andlisis con Bagel3
defini6 BGCs que codifican para bacteriocinas, desde péptidoglicano hidrolasas hasta lasso
péptidos. De este modo se caracterizaron los operones en cuanto a su tipo y funcion.

Una vez que se analizaron, se eligio el cluster debido a su facilidad de clonacion, a su
homologia reducida frente a lo ya reportado, a su variada actividad biolégica y a la
probabilidad de que la expresion heteréloga sea exitosa debido a su tamafio. Mediante este
proceso se seleccionaron algunos de los clusteres de genes de interés, los cuales cumplieron
con dichas caracteristicas. Para fines practicos solo se describird un grupo especifico de

metabolitos, el cual ya se describi6 en la introduccion.

Se llevé a cabo un andlisis de los dominios de cada una de las proteinas presentes en los tres
clusteres identificados como pertenecientes a este grupo, con la plataforma Pfam (Finn et al.,
2016), para poder definir qué tipos de dominios de proteinas se encuentran codificadas y la
funcion especifica que estas realizan, comprobando asi que la anotacion generada por las
plataformas bioinforméticas coincide con ello, esto se realiza mediante el alineamiento de
secuencias con proteinas homologas ya caracterizadas y anotadas presentes en la base de

datos de Pfam.

Para definir las caracteristicas de las proteinas asociadas al cluster que se decidié expresar,
se utilizé la herramienta de EXPASY Protparam (Artimo et al., 2012), el cual nos proporciona

el peso molecular de cada una de las proteinas asociadas al cluster.

Se modelaron las proteinas LunB, LunC y LunE, pertenecientes al cluster biosintético que
procesan el lasso péptido 1, mediante modelado por homologia, con el programa
bioinformético Phyre2, (Protein Homology/analogY Recognition Engine V 2.0) (Kelley et al.,
2015), en donde se introduce la secuencia de aminoacidos en formato FASTA y como modo

de modelado en tipo normal.

4) EXPRESION DE HETEROLOGA DEL CLUSTER DE INTERES.
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Se llevdé a cabo la traduccion de 4 genes que se encuentran presentes en el cluster
biosintético de uno de los lasso péptidos identificados, el cual presenta la arquitectura mas

completa.

4.1 AMPLIFICACION DEL BGC Y CLONACION EN ESCHERICHIA COLI DH5A CON EL

PLASMIDO PET22B Y PI]6902.

4.1.1 PLASMIDOS Y CEPAS UTILIZADAS.

Para la clonacion de este cluster se utilizd el sistema pET (pET system, Novagen) y el
plasmido plJ6902; se llevé a cabo la clonacion de ambas construcciones en la cepa de E. coli
DH5a.

Se utilizé el plasmido pET22b (+), el cual tiene un tamafio de 5493pb; presenta un poderoso
sistema para la clonacion y traduccion de proteinas en E. coli, esto debido a que tiene la RNA
polimerasa T7, la cual estd bajo el promotor del bacteri6fago T7 que se puede inducir por
IPTG vy la selecciéon se llevdé a cabo mediante la resistencia a ampicilina. Ademas de que
puede activar casi todos los recursos de la célula para la traduccion del gen diana; por lo
tanto, el producto deseado puede comprender mas del 50% de la proteina celular total unas
pocas horas después de la induccion (Novagen).

El plasmido plJ6902 es un vector integrativo de expresion, utilizado para conjugar con el
género Streptomyces, el cual tiene un tamafio de 7406pb. Este posee el gen de resistencia a
apramicina, que se utiliza para la deteccion de transformantes tanto en E. coli como en
Streptomyces y se encuentra regulado por el promotor TipA que es inducible por tiostreptén
(Huang et al., 2005).

La cepa de E. coli DH5a fue utilizada como huésped de no expresion, ya que fue desarrollada
con multiples mutaciones que le permiten transformaciones de alta eficiencia. Dichas
mutaciones son lacZA M15 que da como resultado el cribado azul-blanco para identificar las

células recombinantes, endAl que genera una menor degradacion por las endonucleasas, lo
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gue garantiza tasas de transferencia de plasmidos mas elevadasy recAl que reduce la
recombinacién homadloga para una insercidbn mas estable (Kawashima et al., 1984).

Ademéas de que esta no contiene el gen de la RNA polimerasa T7, eliminando asi la
inestabilidad del plasmido debido a la produccién de proteinas potencialmente toxicas para la
célula huésped. Otro beneficio importante de este sistema es su capacidad para mantener los

genes diana transcripcionalmente silenciosos en el estado no inducido (Durfee et al., 2008).

Para la expresion de la construccion con el vector pET22b(+) fue utilizada la cepa Rosetta de
E. coli, que es el huésped mas ampliamente utilizado para la expresion génica. Este contiene
una copia cromosomica del gen de la RNA polimerasa de T7 bajo control promotor lacUV5 y

la expresidon se induce mediante la adicion de IPTG (Studier y Moffatt, 1986).

Ademas, es una cepa derivada de E. coli BL21, la cual es deficiente en la proteasa lon y
ompT de la membrana externa, estas podrian degradar las proteinas durante la purificacion
(Grodberg y Dunn, 1988). Adicionalmente presenta un contenido de codones raramente usado
en E. coli, puesto que esta suplementado con tRNAs para los codones AGG, AGA, AUA,
CUA, CCC, GGA. Por lo tanto, las cepas de Rosetta proporcionan una traduccion "universal"
gue, de lo contrario, estaria limitada por el uso de codones de E. coli. Estos genes tRNA son

impulsados por sus promotores nativos (Merk ®).

Para el vector plJ6902, se requiere una transformacion intermedia en la cepa de E. coli
ET12576, que contiene el vector puz8002 Kan® CmR. Este intermediario evitara que nuestra
construccion se metile, ademas de que posee la capacidad de realizar conjugacién con el
género Streptomyces, especificamente con la cepa de Streptomyces lividans TK24 (Ruckert et
al., 2015).

Streptomyces lividans TK24 es una cepa derivada de S. lividans 66 libre de plasmidos, que
produce pequefias cantidades de antibidticos policétidos como actinorodina y
undecilprodigiosina durante la fase estacionaria de su curva de crecimiento. Ademas, muestra
resistencia a muchos antibacterianos debido a varios sistemas de eflujo. S. lividans posee una
baja actividad proteolitica, lo que la ha convertido en un huésped popular para la clonacion y
para la expresion heterdloga de diversos antibidticos y otros metabolitos secundarios (Ruckert
et al., 2015).
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4.1.2 EXTRACCION DE DNA CROMOSOMAL DE

STREPTOMYCES SCABRISPORUS NF3

Se llevd a cabo la extraccion de DNA conforme a lo descrito en el anexo 2.

4.1.3 DISENO DE CEBADORES

Se disefiaron tres cebadores que flanquean a los 4 genes biosintéticos, un cebador foward

para cada uno de los vectores y se comparte el cebador reverse (Figura 15). Se le insertaron

las secuencias de reconocimiento para las enzimas de restriccion enlistadas en la tabla 5 las

cuales se encuentran en letras italicas y en minldsculas se encuentran adaptadores para que

la polimerasa reconozca el cebador. Los cebadores mencionados fueron sintetizados en la

unidad de sintesis y secuenciacion de DNA del Instituto de Biotecnologia, UNAM. Se

realizaron diluciones de cada cebador hasta una concentracion de 10 pM.

Tabla 5. Cebadores utilizados en la amplificacion del lasso péptido | de interés por PCR.

Nombre Secuencia Tm Enzima de Tamafo
restriccion  esperado

plJ6902

SSNF3_ 5-acaGGATCCATGGACGAGTACACGCAGCACA- 64°C BamH1 4045pb

Lassl F &

SSNF3_ 5’-ctctcGAATTCGTGATCGTGGCCGGGTTGC-3 64°C EcoR1 4045pb

Lassl R

pET22b

SSNF3_ 5’-aaccttCATATGGACGAGTACACGCAGCACA-3’ 64°C Ndel 4042pb

Lass1R
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Figura 15. Estrategia de clonacion del clister de interés en plJ6902 y pET22b.

4.1.4 AMPLIFICACION DEL CLUSTER DE

INTERES

La amplificacion de los 4 genes involucrados en la formacion del lasso péptido |, se llevaron a
cabo mediante la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), utilizando el termociclador Veriti
(Applied Biosystems®) con la enzima Accuprime™ Tag DNA Polymerase High Fidelity
(ThermoFisher). Se utilizaron 200 ng del DNA extraido de la cepa SSNF3, con una
concentracion final de 0.3 UM para cada cebador utilizado dentro de la reaccion, una
concentracion de 5% de DMSO, 1 U de enzima y 1x del buffer Il de reaccion para dicha
enzima. Se adiciono la cantidad de agua que baste para 50 pL. Condiciones de la reaccion de
PCR anexo 2.

Los productos de PCR se confirmaron mediante electroforesis en gel de agarosa al 1% (p/v),
utilizando como buffer de corrida buffer TAE 1X; para el revelado de las bandas en el gel se
utilizé el agente intercalante bromuro de etidio 0.01%. Se cargaron 50 L de la reaccion PCR

mezcladas con buffer de carga 6x (DNA Loading Dye ThermoScientific). Por altimo se utilizd
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como marcador de peso molecular 1Kb DNA Ladder (ThermoScientific). La electroforesis se

corrié a 90V durante 60 min, revelandose en el transiluminador UV.

4.1.5 PURIFICACION DE PRODUCTOS DE PCR.

La banda deseada del cluster de interés se purifico a partir del gel de agarosa utilizando el Kit
Wizard® SV Gel and PCR Clean- Up System (Promega). Se siguieron las especificaciones

del proveedor y se agregaron 30 pL de agua tipo 1 precalentada a 50°C.

4.1.6 AISLAMIENTO DE LOS VECTORES
PIJ6902 Y PET22B

Ambos plasmidos se aislaron mediante el protocolo Miniprep por lisis alcalina descrito en el

anexo 7.

4.1.7 DIGESTION Y LIGACION.

El cluster amplificado y purificado, al igual que el vector de eleccion, se digirieron con BamH1,
EcoR1 y Ndel (Thermoscientific), segun correspondian a cada cebador utilizado en cada

construccion (Tabla 5). En la tabla 6 se muestra el protocolo utilizado para ello.

Tabla 6. Condiciones para digestion con enzimas de restriccion.

Reactivo Inserto Vector
Buffer EcoR1 1X 1X

DNA 2 Uug 150 ng
EcoR1/Ndel/BamH1 1U 1U

H.O tipo 1 cbp 20 pL cbp 20 pL
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Se realiz6 la digestion en el buffer de EcoR1, con ambas enzimas de restriccion durante 1h a
37°C. Se comprobaron las bandas por electroforesis en gel de agarosa al 1%. Una vez
rectificada, se purifica de banda con el Kit Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System
(Promega).

Antes de la ligacion el vector fue desfosforilado con 1 pL de la enzima CIP (New England
Biolabs). La concentracion de DNA del inserto y el plasmido se midieron en el Nanodrop a una
longitud de onda de 260/280 nm.

Para la ligacién del clister de interés al plasmido, se utilizd la enzima T4 DNA ligasa (New
England Biolabs) se utiliz6 una relacion molar 3:1 y 5:1 de inserto frente a vector, las

concentraciones que se utilizaron para la ligacion se describen en la tabla 7.

Tabla 7. Condiciones de la reaccion de ligacion.

Reactivo Inserto
Vector 50 ng
Inserto 100 ng
Buffer T4 DNA ligase 10X 2 uL

T4 DNA ligase 1U

H,O tipo 1 cbp 10 pL

La reaccion se llevé a cabo toda la noche a 4°C. Una vez obtenida la ligacion de pETLassl, y

plJLassl se transformé en E. coli DH5a.
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4.1.8 CELULAS COMPETENTES Y

TRANSFORMACION.

El protocolo para la preparacion de células electrocompetentes esta descrito en el anexo S5y

fue aplicado para las células de E. coli DH5a, ET12576 y Rosetta.

El procedimiento siguiente se realizo en hielo. Se llevo a cabo la transformacion se tomaron
2.5 pL de cada ligacion (5:1 y 3:1) y su control (vector fosforilado + T4 ligasa), la cual se
adiciono a 50 pL de células electrocompetentes de E. coli. Dentro de las celdas de
electroporacién frias se adiciono la mezcla de células competentes y la ligacion. Se llevd a
cabo la electrotransformacion en el equipo PEP™ Personal Electroporation Pak ECM399 a
1250 V por 5 ms. Inmediatamente se le agrego 950 pL de medio YENB tibio, se vertié en
tubos Eppendorft de 1.5 mL y se incubo a 37°C por 1 h a 150 rpm.

Posteriormente se inocularon en cajas de LB con el antibiético de seleccion (Apramicina o
ampicilina) y se dejaron crecen O/N a 37°C. De las colonias positivas a la transformacion, se
seleccionaron algunas al azar y se inocularon en tubos de vidrio de 15 mL con 5 mL de LB
con el antibiético de seleccion, las cuales se incubaron a 37°C O/N a 150 rpm.

De las colonias en la cuales hubo crecimiento, se aislaron los plasmidos con el protocolo
descrito en anexo S7, se realizo la verificacibn mediante ensayos de restriccion con enzimas
especificas con sitios presentes en la construccion (Tabla 5) como EcoR1 y Ndel, que
cortaran a los extremos del inserto en pET22b y BspH1 que cortara el vector plJ6902 en
fragmentos de 3000, 2200, 1500 y 900 pb, ademas se llevé a cabo la verificacion mediante

PCR de colonia, con cebadores internos del cllster de interés (secuencias anexo S10).

Las muestras bacterianas positivas se guardaron en glicerol 30% (v/v) a -70°C. Los plasmidos
aislados se guardaron en agua tipol a 4°C.

La primera transformacion fue en E. coli DH5a y el producto de estas transformaciones se
aislo como ya se describié. Se introdujo mediante electrotransformacion en E. coli ET12576
para posterior conjugacion con S. lividans TK24 y de igual manera en E. coli Rosetta para la

traduccion de proteinas.
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4.1.9 SECUENCIACION DE LOS PLASMIDOS
DERIVADOS DE AMBAS

CONSTRUCCIONES.

Una vez aislados los plasmidos provenientes de las construcciones para ambas cepas, se
enviaron a secuenciar en el equipo Applied Biosystems modelo 310, por secuenciacion de
Sanger, en el Laboratorio de Secuenciacion Gendmica de la Biodiversidad y de la Salud,
UNAM, con los cebadores internos enlistados en el anexo S10, en la tabla S4 y los cebadores

de los extremos enlistados en la tabla 5.

4.1.10 CONJUGACION DE E. coLl ET12576

CON STREPTOMYCES LIVIDANS TK24.

La conjugacion se llevo a cabo con células de Streptomyces tratadas con un choque térmico
(10® UFC/mL), siguiendo el protocolo mencionado en el anexo S6. Las colonias positivas a la
transformacion fueron verificadas por PCR, una vez obtenidas las colonias, estas se
propagaran y se cosecharan con solucion salina isotdnica, en un proceso que permitird limpiar

las esporas del micelio vegetativo.

4.2 TRADUCCION DE LAS PROTEINAS EN E. COLI ROSETTA (DE3) Y S. LIVIDANS
TK24.

4.2.1 TRADUCCION DE PROTEINAS EN AMBAS

CEPAS.

Ya que se verifico la construccion en E. coli Rosetta, se utilizé un pre-inoculo de 200 uL de la
cepa transformada con la construccion en 5 mL de medio LB, con ampicilina (100 pg/mL) y

cloranfenicol (25 pg/mL), el cual se crecido O/N a 37°C a 150 rpm. A partir del pre-inoculo se
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tomaron los microlitros necesarios para que un matraz con 100 mL de medio M9 (anexo S1)
con antibioticos, tuviera una ODgoonm de 0.02, tanto para la bacteria transformada con el vector

vacio como con la construccion.

Se dejo crecer durante 4 h hasta llegar a una OD de 0.45 a 37°C, posteriormente se transfirio
a una incubadora de 20°C durante 1 h y se realizé la inducciéon con 1 mM de IPTG, se
mantuvo en agitacion constante 200 rpm durante 3 dias a 20°C. Posteriormente se centrifugo

a 6000 rpm, se desecho el sobrenadante y el pellet se guardé a -20°C.

Para la induccién en S. lividans TK24, se inocularon 10® esporas de la cepa transformada con
la construccion en 150 mL de medio 2YT, incubado a 30°C con agitacién orbital (350 rpm)
durante toda la noche, se cosecharon por centrifugacién a 2,000 x g, se resuspendio en 50 mL
de medio MYM con apramicina con una ODgoonm inicial de 0.01 y se incubaron a 30°C con
agitacion orbital (250 rpm) durante 7 dias adicionales, se espera que llegue a la
fase estacionaria después de un dia de incubacién y en ese momento se adiciona el inductor

tioestrepton 50 pg/mL.

4.2.2 EXTRACCION DE PROTEINAS DE LAS CEPAS

PRODUCTORAS.

Se almacenaron las muestras de las proteinas expresadas a -20°C. Dichas muestras fueron
sonicadas utilizando el equipo Vibra-cell de SONICS. El protocolo de sonicaciéon se describe
en el anexo S8. Esta técnica fue utilizada para romper la membrana mediante fuerza
mecanica y separar el contenido citoplasmico soluble, de las membranas celulares insolubles.
Las dos fracciones obtenidas se resuspendieron en 500 yuL de Metanol para la precipitacion
de péptidos (Zimmermann et al., 2014) o en Buffer TES (Tris-EDTA-SDS) para la

estabilizacion de proteinas de alto peso molecular (Palmer & Wingfield 2012).

4.2.3 DETERMINACION DE LA CONCENTRACION DE LAS

PROTEINAS.

Para la determinaciéon de la concentracién de proteina se utilizé el método de Bradford

(Bradford, 1976), con el kit comercial de BioRad, utilizando albumina sérica bovina como
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estandar, en un rango de 0.1 a 0.8 mg/mL. La cuantificacion se llevo a cabo en una placa de
96 pozos, donde se colocaron 10 pL de estandar y 200 pL de reactivo de Bradford. Se midio
la absorbancia a una longitud de onda de 595nm en el equipo Multiscan FC
(ThermoScientific).

4.2.4 SDS-PAGE

Se llevé a cabo un SDS-PAGE (Laemmli, 1970) para determinar cualitativamente la
concentracion de cada una de las 3 proteinas pertenecientes al cllster de interés, ademas de

corroborar los pesos moleculares de cada una de ellas.

El experimento se llevd a cabo con geles de poliacrilamida al 12 % (Anexo S10), con vidrios
de grosor 1.0mm, en los cuales se cargaron 20 uL de los cuales 15 pL pertenecian a la
muestra extraida en buffer TES y 5 yL de buffer de carga 4x, dichas muestras se hirvieron por
5 min. Los geles de poliacrilamida se corrieron 40 mA por 2 h, con equipo Mini-Protean
(BioRad).

Como control negativo se utilizé el vector vacio bajo las mismas condiciones de induccion y
extraccién. El marcador de peso molecular utilizado fue PageRuler ™ Prestained Protein
Ladder (Thermo Scientific) de 10 a 180 kDa, el cual se utiliz6 como referencia para los pesos

moleculares de las proteinas de interés.

Para llevar a cabo la tincion de las proteinas se utilizé la tincibn con azul de Coomassie
(Brunelle & Green, 2014), inicialmente se incubaron los geles por 30 min con solucion de
fijacion y posteriormente se dejaron tifiendo azul de Coomassie durante 1 h. Al terminar se
desecha esta solucidon y se agrega solucién para destefiir hasta que las bandas logran

visualizarse.

4.2.5 GELES DE TRIS- TRICINA.

Los geles de Tris tricina se utilizaron para evitar la migracion de los péptidos de interés a la
par del SDS. Esto se llevé a cabo con geles Tris- tricina 16.5 % (Schéagger, 2006) en vidrios
de grosor 1.0 mm, donde se cargaron 20 pL de los cuales 10 pL pertenecian a la muestra
precipitada con metanol y 10 pL de buffer de carga 2x, dichas muestras se hirvieron por 5 min.
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Los geles se corrieron 40 mA por 100 min, con equipo Mini-Protean (BioRad). Como control
negativo se utilizé el vector vacio bajo las mismas condiciones de induccién y extraccion. El
marcador de peso molecular utilizado fue Broad range (BioRad) unstained de 6.5 a 200 kDa,

el cual se utiliz6 como referencia para los pesos moleculares de las péptidos de interés.

Para llevar a cabo la tincion de las proteinas y péptidos se utilizo la tincion con azul de
Coomassie (Brunelle & Green, 2014) inicialmente se incubaron los geles por 30 min con
solucién de fijacion y posteriormente se dejaron tifiendo azul de Coomassie durante 1 h. Al
terminar se desecha esta solucion y se agrega solucion para destefiir hasta que las bandas

logran visualizarse.

4.2.6 PURIFICACION Y ANALISIS DEL LASSO PEPTIDO POR
UPLC-MS

Se adiciona 2 veces el volumen de la muestra de metanol durante dos horas a temperatura
ambiente. Posteriormente se lleva a sequedad en el Rotavapor® R-215 (Buchi), a una

temperatura de evaporaciéon de 40°C.

Para el analisis por UPLC-MS (Waters), se inyectaron en el cromatégrafo 5 pL del extracto de
la muestra y de los controles utilizados respectivamente, como solvente A se utilizé agua y
como solvente B acetonitrilo/acido férmico 0.1%, el gradiente utilizado de solventes se
encuentra especificado en la tabla 8. Se analizé en polaridad positiva, en una corrida de 14

min y con un flujo de 0.3 mL/min.

Tabla 8. Gradiente de solventes utilizado en la corrida del UPLC-MS para el lasso péptido en

hospederos heterélogos.

Tiempo (min) %A %B

10 40 60
11 5 95
115 5 95
13 95
14 95
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Tabla 9. Prediccion bioinformatica de las masas teoricas asociadas al lasso péptido en sus distintas

conformaciones y en sus distintas ionizaciones (Fragment ion calculator).

Conformacion M (M+H)* (M+2H)** (M+3H)** (M+4H)**
Péptido lineal 3403.81 3404.81 1702.91 1135.61 851.96
Péptido Ciclado  3385.81 3386.81 1693.91 1129.61 847.46
Péptido ciclado 3400.81 3401.81 1701.41 1134.61 851.21
metilado (1)

Péptido ciclado 3415.81 3416.81 1708.91 1139.61 854.96

metilado (2)

Tabla 9A. Secuencias de aminoacidos asociadas al lasso péptido en sus distintas conformaciones.

Conformacioén

Secuencia

Péptido lineal

Péptido
Ciclado
Péptido
ciclado
metilado (1)
Péptido
ciclado
metilado (2)
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5) EVALUACION DE LA ACTIVIDAD DEL PRODUCTO OBTENIDO

Se realizé un ensayo de antibiosis con los extractos obtenidos de la purificacion del lasso
péptido, para determinar si es que estos presentan actividad antimicrobiana frente a diversos

microorganismos, haciendo un ensayo cualitativo.

Las cepas que se utilizaron en el ensayo fueron:

e Escherichia coli

e Listeria monocytogenes

e Pseudomonas aeuroginosa
e Pseudomonas flourescens
e Micrococcus luteus

e Bacillus subtilis

e Staphylococcus aureus

e Streptomyces lividans

e Saccharomyces cerevisiae

Las bacterias utilizadas se inocularon en sus respectivos medios liquidos de cultivo y a la
temperatura de crecimiento Optima durante toda la noche indicadas en la tabla 4,
posteriormente se tomd una asada de colonia necesaria para llegar a 0.05 en escala de Mc
Farland resuspendida en solucién salina isoténica. Se procedié a inocularlas en sus medio
Optimo de crecimiento con agar, donde se generan pozos pequefios como se muestra en la
figura 16, y se adiciona un volumen de 100 pL de extracto purificado de lasso péptido,
utilizando como control positivo apramicina 200 pg/mL y como control negativo pET22b o

plJ6902 vacio los cuales se obtuvieron mediante el mismo tratamiento que la muestra.
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L Muestra,

C- pET22b vacio o
plJ6902 vacio

C+ Apramicina 200ug/mL
(bacterias)

Figura 16. Modelo de ensayo de antibiosis por difusién en placa.

Se procede a incubar por 24h para determinar si existe una inhibicibn de las bacterias
probadas frente a los extractos semipurificados del lasso péptido. De obtenerse un halo de
inhibicién del crecimiento, se realizan pruebas por triplicado de dicha bacteria y se mide el
halo de inhibicibn de crecimiento en cm a cada una. Posteriormente se lleva a cabo una
prueba de significancia estadistica para saber si existen diferencias frente al control, mediante
una prueba t- student, pareada, en donde si p < 0.05, se concluye que existe diferencia

significativa con respecto al control.

X2 — Xq

( 1 i) ((n1 — Dsi + (n, — 1)522)

n_1+n2 n1+n2—2

p < 0.05

Ecuacion 1. Ecuacion de t-student (pareada).
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10 RESULTADOS Y DISCUSION

1) ENSAYOS DE ANTIBIOSIS CON LA CEPA SSNF3

Se realiz6 un ensayo de antibiosis (Figura 17) donde se determiné frente a que bacterias, los
metabolitos secundarios producidos por SSNF3 estan generando una inhibicién del
crecimiento, como se observa es frente a bacterias Gram-positivas probadas M. luteus y B.
subtilis. Lo que nos da la pauta para pensar que dicha bacteria presenta potencial para la
inhibicidon de distintos microorganismos y que podria ser de interés explorar el genoma para
determinar por mineria gendmica los metabolitos secundarios presentes y expresar los que se

encuentren cripticos en condiciones de laboratorio.

Figura 17. Ensayo de antibiosis de SSNF3 frente: Saccharomyces cerevisiae (SC), Bacilus subtilis
(BS), Escherichia coli (EC), Micrococcus luteus (ML).
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2) BUSQUEDA DE CLUSTERES BIOSINTETICOS Y ANALISIS DE LOS MISMOS.

¢ PKS  oTerpeno * Sideroforo * NRPS e Bacteriocinas e Otros

Streptomyces scabrisporus NF3

P e el e @ o ° - b tenfrien e wee e @

Figura 18. Localizacion de los metabolitos secundarios en el genoma de Streptomyces scabrisporus
NF3 (Modificado de Ceapa et al.. 2018).

The following clusters are from record MWQNO1000002.1:
Cluster Type Cluster 21 Siderophore-Nrps
Cluster 22 Lantipeptide-Nrps
The followlng clusters are from record MWQNQO1000001.1: Cluster 23 Lantipeptide

E " Otherks Cluster 24 T1pks-Nrps
Terpene Cluster 25 Lantipeptide
(e [TE= g Terpene
Cluster 3 Terpene (e[l Terpene
‘Cluster 4  Tipks Ciluster 28 [\ 20
Cluster 5 Other Cluster 29 Lantipeptide

Cluster 30 Lantipeptide-Nrps

The following clusters are from record MWQNO1000003.1:
Other

Nrps

Lassopeptide

Otherks

. Tipks

Cluster 6 Terpene
Cluster 7 Bacteriocin
Cluster 8 Siderophore
Cluster 9 Siderophore
Cluster 10 _Lantipeptide

Cluster 11 T1pks-Lassopeptide-Otherks Sihas

‘Cluster 12 T2pks ger 37| T3pks
Cluster 13 T2pks-Nrps-Ladderane 38 T2pks

Other The following clusters are from record MWONO1000004.1:

- Other
15 I T3ka Linaridin

Nrps Cluster 41 T1lpks-Nrps

Cluster 17 Tipks-Nrps Bacteriocin-Terpene
Cluster 18 Otherks oo

Cluster 19 Thiopeptide-Bacteriocin

The following clisetare are fram racond MIWOMNOIONONAS 1 -
(@i lvll Nrps  Cluster 45 Lantipeptide-Lassopeptide-Nrps

Figura 19. Andlisis bioinformatico de los cllsteres biosintéticos del genoma de SSNF3, con el
programa AntiSMASH (Weber et al., 2017).
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Recientemente, en nuestro grupo se obtuvo la secuencia gendmica de una nueva bacteria
endofita identificada por su gen 16s como Streptomyces scabrisporus NF3, aislado de la
planta medicinal mexicana cuachalalate (Amphipterygyum astringens) (Rodriguez-Pefia et al.,
2018). La anotacién por revel6 la presencia de 10491 genes potenciales, entre los cuales 413
genes se asociaron a la biosintesis de metabolitos secundarios. Haciendo uso de esta
informacion, se identificaron 45 clusteres biosintéticos de los cuales 6 son T1PKS; 2 son
T2PKS; 1 es T3PKS; 10 son hibridos KS/NRPS; 6 son terpenos; 11 son NRPS; 3 son
sideroforos y 16 son bacteriocinas, haciendo un recorrido automatico por el genoma (Anti-
SMASH y Bagel3) (Figura 18 y 19) (Vazquez-Hernandez et al., 2017).

Al investigar las moléculas potencialmente bioactivas ocultas dentro de este genoma
utilizando la plataforma Bagel 3, se descubrieron tres operones que codifican lasso péptidos
(Ceapa et al., 2018). Entre ellos, un operdon no contenia todas las enzimas necesarias para la
formacion de un péptido funcional. Decidimos centrarnos en la traduccion del lasso péptido
ubicado en la posicién de los genes 10,064 a 10,067, debido a la gran novedad de los genes
biosintéticos, ya que al traducirse en proteinas, estas comparten una similitud de menos del
40% frente a las proteinas ya reportadas, cuando se realiza un BLASTP contra la base de

datos de proteinas no redundantes en NCBI (Figura 20).

Haciendo un analisis de la secuencia asociada a los lasso péptidos se observa que el nimero
dos presenta todos los sitios conservados asociados al reconocimiento de las proteinas
encargadas de procesarlo, pese a eso este presenta una menor novedad en cuanto a
secuencia, puesto a que al hacer un alineamiento local se obtienen valores de similitud mas
altos, ademéas de que dentro del cluster, no presenta genes que codifiquen para enzimas

modificadoras postraduccionales.

Con la informacién anterior se eligio el cluster de interés lasso péptido I, el cual es de clase I
y se encuentra ubicado en el contig 3 del genoma de estudio (Figura 18), y que fue de interés
debido a que presenta una serina en el sitio de corte y la posibilidad de una o varias
metilaciones en la secuencia, lo cual nos hace interesante pensar en cual sera el efecto que

tendra estas sobre su procesamiento y actividad (Figura 20).
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Figura 20. a) Clasteres biosintéticos de los lasso péptidos anotados en el genoma de SSNF3. b)
Precursores peptidicos de los lasso péptidos anotados en el genoma de SSNF3. Lasso péptido |,
consta de 4045 pb. Lasso péptido I, consta de 2822 pb, ubicados en el contig 3 del genoma de

estudio.

Se intent6 modelar el lasso péptido mediante homologia utilizando como templado lasso
péptidos ya cristalizados, dicho proceso no tuvo un resultado favorecedor debido a que a
pesar de que existen algunos, estos presentan una homologia de 27% cuando el tamafio de la
secuencia es de alrededor de 20 aminoacidos, por lo tanto comparten un aproximado de 8
aminoécidos en secuencia con el de interés (RiPPminner), por lo cual el algoritmo de Phyre2

no logré generar el modelo.

Se realizaron dos disefios manuales hipotéticos basados en lo descrito en la literatura en
donde el péptido final contiene un anillo de 9 amino&cidos y una cola de 19 aminoacidos, de
los cuales se cree que 8 se encuentran en movimiento libre fuera del anillo (Figura 21 (a)).
Basandonos en la secuencia de aminoacidos y en los posibles puentes de hidrogeno y
fuerzas de Van der Waals que pueda haber en la cadena aminoacidica, se plantea la
hipétesis de que se pueden formar enlaces de hidrégeno entre el anillo y el aminoacido
arginina (20) de la cadena lateral, debido al tamafio de esta. Con esto se evitaria una escision
enzimatica de R (20) por enzimas proteoliticas. Los aminoacidos en el extremo carboxilo de la

cadena también podrian estar interactuando con el anillo como se sugiere en la figura 21(b).
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Figura 21.Representacion esquematica de las posibles estructuras del lasso péptido. A) Lasso péptido
con extremo carboxilo terminal libre. B) Lasso péptido con extremo carboxilo terminal estabilizandose

mediante interaccion estérica con el anillo.

Paralelamente se modelaron las proteinas del cluster con el programa bioinformatico Phyre2,
gue nos arrojé que la proteina C, codifica a una ciclasa, anotada como una asparagina
sintetasa, la cual en conjunto con la proteasa forma una sintetasa dependiente de ATP, esta
ciclasa tiene 712 residuos aminoacidos de los cuales 450 (63% de su secuencia) se
modelaron con un 100.0% de confianza en relacion con el modelo con mayor similitud, que
fue una sintetasa de carbapenem de Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum (PBD
1Q15) (Miller et al., 2003). La cual esta involucrada en la sintesis de antibidticos de ultima
generacion, esta es una enzima dependiente de ATP / Mg2 + que cataliza la formacion del
anillo beta-lactamico en la biosintesis del acido (5R) -carbapenem-3-carboxilico. Ademas de
esto el analisis de Phyre2 nos predice que la proteina puede presentar una hélice

transmembranal (Figura 22 y 23).

La anotacion del templado sintetasa de carbapenem parece un poco divergente a la funcion y
la anotacion de nuestra proteina, el programa la eligid6 como templado ya que ambas poseen

la particularidad de ciclar anillos con gasto de ATP y presentan un dominio sintentasa.
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De igual manera, para la proteina B, se predijo una anotacion como una proteasa putativa, la
cual tiene 169 residuos aminoacidos de los cuales 41 (24% de su secuencia) se modelaron
con un 94.8% de confianza en relacion con una cisteina proteasa putativa de Cytophagus
hutchinsonii, (PDB 3ISR), que pertenece al familia de enzimas similares a las

transglutaminasas (Figura 22).

Finalmente, la proteina E se anotd como una isoaspartato-O-metiltransferasa que contiene
396 residuos aminoacidos de los cuales 310 (78% de su secuencia), se modelaron con un
100.0% de confianza en relaciébn con el modelo de mayor similitud, el cual es una
isoaspartato-O-metiltransferasa (PDB 1DL5) (Skinner et al., 2000) de Thermotoga maritima
cepa ATCC 43589, que participa en la reparacion de proteinas dafiadas por la formacion de

isoaspartilo (Figura 22).

a) b c)

ProP'P ﬂo Ciclasa Iroteasa O-metilransferasa Propéptido Ciclasa "‘”"”" ""‘“"""‘""m Propeptido Ciclasa

Profuz;‘v O-metiltransferasa

Figura 22. Modelado tridimensional A) Proteina C perteneciente al clister ciclasa 450 residuos (63%
de su secuencia) fueron modelados con 100.0% de confianza con relacion al modelo con mayor
similitud, la cual fue un sintetasa de carbapenem de Pectobacterium carotovorum subsp.
Carotovorum. B) Proteina B perteneciente al cllster, proteasa putativa, 41 residuos (24% de su
secuencia) fueron modelados con 94.8% de confianza con relacion al modelo con mayor similitud, la
cual fue una estructura cristalizada de una cisteina proteasa putativa el Citofago hutchinsonii. C)
Proteina E perteneciente al cllster isoaspartato-o-metiltransferasa, 310 residuos (78% de su
secuencia) fueron modelados con 100.0% de confianza con relacién al modelo con mayor similitud, la
cual fue una isoaspartato-o-metiltransferasa de Thermotoga maritima cepa ATCC 43589.
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Figura 23. Prediccion de hélices transmembranales, provenientes de la secuencia de aminoacidos

asociada a la proteina C (ciclasa).

Figura 24. Prediccion de los sitios de union a ligando con ayuda de 3D ligand, asociada a la proteina

C (ciclasa), ligando- moléculas verdes, aminoacidos de los sitios de union identificados con colores.

Las moléculas asociados al sitio de union a ligando nos proporcionan informacion de los
posibles cofactores necesarios para el correcto funcionamiento de la enzima, y por la
naturaleza de la enzima correlaciona con que sean necesarias moléculas asociadas a la

generacion de energia, como lo son FAD, ATP y NAD (Figura 24) (Tabla 10).
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Tabla 10. Moléculas asociadas al sitio de unién a ligando de la proteina C (ciclasa).

Molécula

Nucleotidos difosfatados (NDP)

Flavin Mononucleotido (FMN)

Magnesio (Mg)

Adenosin Trifosfato (ATP)

Nicotinamida Adenina Dinucleétido (NADP)

Flavin Adenin Dinucleotido (FAD)
Adenosin Monofosfato (AMP)

Zinc (Zn)

Figura 25. Prediccion de los sitios de union a ligando con ayuda de 3D ligand, asociada a la proteina
isoaspartato-o-metiltransferasa, ligando- moléculas verdes, amino&cidos del sitio de union identificados

con morado y azul.
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Tabla 11. Moléculas asociadas al sitio de union a ligando de la proteina isoaspartato-o-

metiltransferasa.

Molécula

S-adenosil-L-metionina (SAM)
S-Adenosil-L-homocisteina (SAH)

Calcio (Ca)

Como se puede observar en la figura 25 la isoaspartato-o-metiltransferasa, puede estar
involucrada en el reconocimiento y desmetilacion de S-adenosil-L-metionina a S-Adenosil-L-
homocisteina y en el reconocimiento de calcio como cofactor, para su correcto funcionamiento
(Tabla 11).

3) EXPRESION DE HETEROLOGA DEL CLUSTER DE INTERES.

3.1 CLONACION DEL CLUSTER DE INTERES QUE CODIFICA PARA UN LASSO PEPTIDO
DE Streptomyces scabrisporus NF3 Y SUS PROTEINAS ASOCIADAS EN Escherichia coli
Rosetta Y Streptomyces lividans TK24

3.1.1 CLONACION DE LASS1 EN PET22B PARA LA TRADUCCION DE LAS
PROTEINAS EN E. coli Rosetta

Inicialmente, se pudo verificar la integridad del DNA gendmico perteneciente a SSNF3 en
10491 kpb (Figura 26(a)). Posteriormente se realiz6 la clonacion de Lass 1 en pET22b donde
se obtuvo el fragmento deseado de 4045 pb mediante PCR de punto final (Figura 26(b)), el
cual se ligo al vector y se transformé en el hospedero heterélogo E. coli DH5q, verificandolo
por doble restriccion (Figura 27(a)) y PCR de colonia (Figura 27(b)), para posteriormente
transformarlo en el hospedero de expresién E. coli Rosetta, el cual se verificd también por
ensayos de restriccion y PCR de colonia, después de esto se pudo definir que el fragmento

introducido en el vector es el deseado.
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Figura 26. a) Aislamiento de DNA cromosomal de SSNF3. b) PCR accuprime para clonacion del

cluster Lass1 (4045 pb), protocolo en tres pasos con temperatura de alineamiento de 60°C.
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Figura 27. a) Verificacion de la construccion Lass1 en pET22b mediante DRE EcoR1/Ndel, 1 h a 37°C
de las Colonias positivas para la transformacion en E. coli DH5a. Control 1. Vector sin cortar
(pET22b). Control 2: vector cortado con cada una de las enzimas en las mismas condiciones
pET22b/EcoR1 y pET22b/Ndel. b) PCR de colonia para verificacién de la construccién con Phire plant
polimerasa E. coli DH5a con cebadores internos (1897 pb).
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3.1.2 CLONACION DE LASS1 EN P1]6902 PARA LA CONJUGACION CON UN
HOSPEDERO DEL GENERO Streptomyces.

De igual forma se realizé la clonacion del cluster de interés en plJ6902, donde se obtuvo el
fragmento deseado Lassl (4045 kb) mediante PCR de punto final (Figura 26 (b)), el cual se
ligd al vector (Figura 28 (a)) y se transformd en el hospedero de clonacion E. coli DH5q,
verificandolo por restriccion con BspH1 (Figura 28 (b)), para posteriormente transformarlo en
una cepa intermediaria E. coli ET12576, la cual posee la capacidad para realizar la

conjugacion con un hospedero Streptomyces.

sP1
sP2
SP3
spa
SPS
SP6
SP7

Al |-

Figura 28. a) Ensayos de restriccion de plJ6902 con EcoR1 y BamH1 con incubacién de 3 h en las
condiciones Optimas de accion de cada enzima. b) Verificacion de la clona: Restriccion de los
plasmidos aislados provenientes de las colonias positivas para la transformacion de la construccion
con Lass 1 en el vector plJ6902 (SP1-7) en E. coli DH5a con BspHL1.
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Una vez llevada a cabo la transformacion la cepa intermediaria de E. coli ET12576, esta se
verifica por PCR de colonia con cebadores internos del clister (Figura 29(a)); como ultimo
paso se encuentra la conjugacion de E. coli ET12576 con Streptomyces lividans TK24, la cual
se verifico de igual manera mediante PCR de colonia (Figura 29 (b)) para determinar que se

encuentre en el estreptomiceto.

sl 5P3

.......

1897pb

Figura 29. (a) Verificacion de la clona mediante PCR Phire plant Tm: 60°C con cebadores internos
para Lassl SP6 en E. coli ET12576 (1897pb). (c) PCR de colonia (tag platinium) con cebadores
internos (1897 pb) de Streptomyces lividans TK24.

Se llevé a cabo la secuenciacion del cluster de interés, asociado a la produccion del lasso
péptido de DNA proveniente de E. coli DH5a. Mediante este ensayo se determind que el
fragmento de DNA asociado a la traduccién del lasso péptido no presenta mutaciones con
respecto al genoma de SSNF3 secuenciado y ensamblado en el laboratorio (Vasquez-
Hernandez, et al. 2017) (NCBI ID. Accsession NZ_ARCJ00000000.1) (Figura 30). EI método
de Sanger no logré secuenciar todos los nucleétidos asociados al cluster esto debido al alto

porcentaje de guanina- citosina presente en el fragmento (Chin et al., 2013).
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NZ_ARCJ00000000.1
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Figura 30. Secuenciacion de DNA asociado al péptido lasso conjugado en SLITK24.

a) b)

Figura 31. Apariencia macroscopica Streptomyces lividans TK24. A) Transformada con el vector
plJ6902. B) Transformada con la construccidon de Lasso péptido 1. Microscopio Optico binocular

Spencer ®, aumento 20X.
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Figura 32. Apariencia macroscopica Streptomyces lividans TK24. A) Transformada con el vector

plJ6902. B) Transformada con la construccién de Lasso péptido 1.

Posteriormente se hace una comparacion macro y microscopica de ambas cepas, para
observar si existen diferencias dado a que el vector plJ6902 es integrativo y puede
introducirse en el genoma ocasionado un cambio en la fisiologia, produccién de metabolitos

y/o apariencia del microorganismo.

Nos indica que el fragmento se integré al genoma de esta bacteria, activando y aumentando
produccion del pigmento gris asociado a la generacién de esporas, que no se observa en la
bacteria transformada con el vector vacio, este efecto esta relacionado con la produccion del
metabolito de interés, puesto que al ser bioactivo y producirse en la bacteria, esta se genera
mecanismos de resistencia, como lo es la formacion de esporas (Lanskin, 2004) (Figura 31y
32).

3.2 TRADUCCION DE LAS PROTEINAS EN E. coli ROSETTAYY S. lividans TK24.

3.2.1 SDS-PAGE
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Se corrié un gel SDS-PAGE 12% de acrilamida para poder identificar la produccion de las
proteinas asociadas al cluster mediante sus pesos moleculares, tifiendo con azul de
Coomassie. Se identifico la banda asociada LunB (Transglut 3) en 17 kDa, (Figura 33) por su

peso molecular y la comparacién con el control negativo que es el vector pET22b.

Las proteinas LunC y LUunE no se observan, esto es debido a la manera en que se llevd a
cabo la construccion del vector, dado que es necesario la introduccion de un promotor entre
cada gen, o sitios de unién a ribosoma pertenecientes a E. coli, para que esta los pueda
reconocer, como se puede observar en la figura 33, al no haber traduccién de las proteinas en
una concentracion apreciable, se infiere que la transcripcion de estos genes no se lleva a

cabo de manera policistronica.
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Figura 33. a) SDS- PAGE de 12% de acrilamida, con las proteinas asociadas al cluster lasso péptido |

en la induccién dentro de E. coli Rosetta tefiidos con azul de Coomassie




Se corridé un gel SDS-PAGE 12% de acrilamida para poder identificar la produccion de las
proteinas asociadas al cluster, mediante sus pesos moleculares provenientes de la induccién

de este en S. lividans TK24, tifendo con azul de Coomassie (Figura 34).

Se identificaron las bandas asociadas a cada una de las proteinas involucradas con la
formacion del lasso péptido. LunC (Asn Sintasa) en 70 kDa y LunE (isoaspartate O -
metiltransferasa) en 39 kDa mediante la identificacion de las bandas y la comparacion con el
control negativo que es el vector plJ6902.
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Figura 34. a) SDS- PAGE de 12% de acrilamida, con las proteinas asociadas al cluster lasso

péptido | en la induccion dentro de S. lividans TK24, teflidos con azul de Coomassie.
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Se puede inferir que el hecho de que este hospedero sea del mismo género que la bacteria
gue produce la molécula homélogamente, esta produce los inductores de los promotores
endogenos de cada uno de los genes que conforman el cluster, por ello se observa una mayor
produccion de cada una de las proteinas en dicha induccién en comparacién de la traduccion

heter6loga en E. coli Rosetta.

El vector plJ6902 es de tipo integrativo, esta integracion es aleatoria, es decir que se puede
introducir en cualquier punto del genoma, esto deriva en la activacion de distintas vias de
produccion de metabolitos y/o proteinas en cada una de las construcciones, lo que genera
distintos patrones de bandas en los geles SDS-PAGE; complementariamente a que SliTK24
no es un organismo genéticamente modificado, por lo que le es posible producir una amplia

gama de metabolitos primarios y secundarios de tipo proteico y no proteico.

3.2.2 GELES DE TRICINA

Se corrié un gel Tris-Tricina 16.5% de acrilamida, para poder identificar la produccion del
péptido proveniente de la induccion en E. coli Rosetta extraidos con metanol, tefiido con azul
de Coomassie. Se identifico la banda asociada a LunA (péptido ciclado) en 3.5 kDA, donde
tentativamente se puede observar una banda predominante en la muestra la cual esta por
debajo de 6.5 kDa, lo que nos puede indicar que esta asociada al lasso péptido (Figura 35), se
puede observar una banda en el control debido a la posible degradacion de proteinas en
péptidos intrinsecos de la bacteria utilizada para la traduccion, por ello se requieren ensayos

complementarios para la identificacion.
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Figura 35. Geles de Tris-tricina para la identificacién del lasso péptido, producido mediante la

induccion del cluster biosintético en E. coli Rosetta.

Se corrié un gel Tris-Tricina 16.5% de acrilamida, para poder identificar la produccion del

péptido proveniente de la induccidén en S. lividans TK24 extraidos con metanol, tefiido con

azul de Coomassie.

Se identificaron las bandas asociadas a algunas proteinas involucradas con la formacion del
lasso péptido LunA (péptido ciclado) en 3.5 kDA, LunB (Transglut 3) en 17 kDa.
Tentativamente se pude observar una banda de mayor abundancia en Lass 1 por debajo de
6.5 kDa, lo que nos indica que existiria presencia de un péptido mayoritario en la muestra

problema (Figura 36).

77




Propeptido
7 kDa

Ciclasa Proteass O-metiltransfecass

70 %xDa 17%Da 39 kDa

SERENENEDREL \VGAPLLSAVRGLFASRRRA

MK

Lass SHTE24 [metanol) 12h
PUES02 SN TK24(Metanol 2h)
Lass SIiTK24 (Metanol) 2h

=
~
-
k-]
=
=
¥
E
T
)
=
@
~
o
§

3385 Da

LunB

LunA
ciclado

Figura 36. Geles de Tris-tricina para la identificacion del lasso péptido, producido mediante la

induccion del cluster biosintético en S. lividans TK24.

Haciendo una comparacion de los geles de SDS-PAGE con los Tricina-PAGE se puede

observar que la precipitacion con MeOH esta favoreciendo la precipitacién de proteinas de

bajo peso molecular, proceso que lo hace ideal para la identificacion de estos péptidos por

UPLC-MS.
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3.3 PURIFICACION Y ANALISIS DEL LASSO PEPTIDO POR UPLC-MS

Se realizo la identificacion al lasso péptido semipurificado con metanol mediante ULPC-MS.
En todos los casos este presentd una sefial asociada a proteina, se verificé que no estuviera
contaminado con detergentes ni polimeros, para la correcta ionizacion de las muestras. En la
figura 37 podemos definir que el pH que se genera dentro del equipo por adicién del acido
férmico 0.1% sera de 2.7 (ACE-HPLC®), para nuestra molécula la carga asociada a ese pH
de 6" pese a eso, se esta favoreciendo la ionizacién en 4* y en 3%, debido a que Unicamente
se logran ionizar los aminoacidos que no se encuentran impedidos por la estructura de lasso

que presenta la molécula (Figura 21).

Net Charge

i e BACHEM

61

54

4 4

Gly-Gly-Arg-Tyr-Asn-Lys-Asn-Ala-Asp-Asp-Asp-Leu-Trp-Gly-Ala-Pro-Leu-Leu-Ser-Ala-Val-Arg-Gly-Leu-Phe-Ala-Ser-

FletterCode: o xio arg-Ala

Figura 37. Carga neta del lasso péptido dependiente del pH (BACHEM- Peptide calculator).
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Figura 38. Cromatograma de UPLC-MS asociado a la masa (M+4H)*" del lasso péptido ciclado, (Tabla
9), se indica con una flecha el tiempo de retencién donde fue localizada (6.58 min). a) Lass 1 extraido
con MeOH. b) pET22b (vector vacio) extraido con MeOH, como control negativo. ¢) Medio M9 sin
inocular extraido con MeOH, como control negativo, provenientes de la traduccién de las proteinas

del cluster en E. coli Rosetta.
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Figura 39. Identificacion de la masa asociada al péptido ciclado en su forma (M+4H)** (Tabla 9),
sefialada con una linea en el cromatograma, la cual se encontré en el pico indicado en la figura 38
provenientes de la traduccién de las proteinas del clister en E. coli Rosetta, comparandose con sus

controles negativos pET22b y el medio M9 sin inocular, extraidos bajo las mismas condiciones.
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Figura 40. Sumatoria de las 4 ionizaciones del péptido ciclado (M+4H)** (Tabla 9) proveniente de
la traduccion de las proteinas del cllster en E. coli Rosetta, asociada a la ionizacién descrita en la
figura 39, sefialado con una flecha se encuentra la sumatoria asociada a la masa total del péptido
ciclado 3385 Da.

En esta produccion se observa un perfil cromatogréafico mas limpio (Figura 38), esto se debe
al hospedero elegido E. coli Rosetta, como sabemos no presenta produccion de metabolitos
secundarios, ademas que se encuentra modificado para ser deficiente en proteasas. Por ello
el cambio en el tiempo de retencidén con respecto a la induccién de S. lividans TK24, ya que
esta presenta interaccibn con los metabolitos producidos intrinsecamente por el
estreptomiceto en el medio MYM de cual se indujo, que como se indica en el anexo S1 es un

medio enriquecido, lo que limita la migracion del péptido en la columna.

Se logro identificar la masa asociada al péptido cargado y ionizado en 4 ocasiones (Figura
39), el cual presenta un patron especifico de proteinas que no se encuentra en ninguno de los
controles utilizados, lo cual nos indica que a pesar de que la induccion de las proteinas fue
pobre, se logra producir una cantidad pequefia pero detectable, para el espectrometro de
masas. Ademas al realizar la suma de las especies ionizadas se observa que es igual a la

masa teorica total del péptido ciclado (Figura 40).
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Figura 41.Cromatograma de UPLC- MS asociado a la masa (M+3H)** y (M+4H)*" del Lasso

péptido

ciclado (Tabla 9) se indica con una flecha el tiempo de retencidn donde fueron localizadas (3.4 min). a)

Lass 1 extraido con MeOH. b) plJ6902 (vector vacio) extraido con MeOH como control negativo,

provenientes de la traduccion de las proteinas del clister en S. lividans TK24.
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Figure 42. Identificacion de las masas asociadas al péptido ciclado en su forma (M+3H)*" y (M+4H)*

las cuales se indican con una flecha (Tabla 9), ambas se encontraron en el pico indicado en la figura

41 provenientes de la traduccién de las proteinas del clister en S. lividans TK24.
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Figura 43. Identificacién de la masa asociada al péptido ciclado en su forma (M+3H)** (Tabla 9)

sefialada con una linea en el espectro de masas. Se encontré en el pico indicado en la figura 41
proveniente de la traduccion de las proteinas del cluster en S. lividans TK24, comparandose contra su

control plJ6902, extraido bajo las mismas condiciones.
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Figura 44. Sumatoria de las 3 ionizaciones del péptido ciclado (M+3H)*" (Tabla 9) proveniente de la
traduccion de las proteinas del clister en S. lividans TK24, asociada a la ionizacion descrita en la figura

43, sefialado con una flecha se encuentra la sumatoria de la masa total del péptido ciclado 3385 Da.
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En este analisis de cromatografia de liquidos asociado a masas se encontraron las masas
asociadas al péptido ciclado ionizado en 3"y 4" (Figura 42) en el mismo tiempo de retencion
de 3.4 minutos (Figura 41), ademas de que cada una de ellas presenta picos caracteristicos
asociados a péptidos, siendo la diferencia entre cada uno de los picos de 0.33 y 0.25
respectivamente, con estos resultados podemos deducir que se trata del lasso péptido de
interés (Figura 43). Ademas al realizar la suma de las especies ionizadas se observa que es

igual a la masa tedrica total del péptido ciclado (Figura 44).

Otra de las aportaciones que nos otorga este analisis, es el poder definir la funcionalidad de
cada una de las enzimas que estan presentes en el cluster, el hecho de encontrar la masa
asociada al péptido ciclado, nos habla de que las enzimas LunB y LunC, poseen la funcién
para la cual fueron anotadas, estando involucradas en el corte (LunB) y formacion del anillo
(LunC). En cambio la enzima LunE, no esta presentando actividad ya que no se logra
identificar la masa ionizada asociada al péptido ciclado y metilado (Tabla 9), en 1 o 2 de los
acidos asparticos presentes en la secuencia, por lo tanto se infiere que la isoaspartato O-

metiltransferasa se encuentra inactiva (Figura 34).

4) EVALUACION DE LA ACTIVIDAD DEL PRODUCTO OBTENIDO

Antibioisis asociada a la traduccion del clister de Lass 1 en E. coli Rosetta

Los ensayos de antibiosis realizados no revelaron ninguna inhibicion en el crecimiento de las
bacterias, por accion del extracto celular obtenido de la traduccion heteréloga del lasso
péptido en E. coli Rosetta, (Figura 45). Lo cual no define que nuestro péptido no presente
actividad biolégica, solo nos hace inferir que la produccién de las proteinas asociadas al
cluster como se puede ver en la figura 33 es baja o casi nula en algunas de ellas y puede
este estar relacionado con el diseiio de la construccion del vector como se ha explicado
anteriormente, evitando el correcto pegamiento del péptido de interés, o que se esté
produciendo en cantidades infimas debido a que es toxico para la bacteria hospedera, por ello
sera necesario llevar a cabo el mismo ensayo con el extracto obtenido de la inducciéon del

cluster de proteinas de Lass1 proveniente de S. lividans TK24.
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B. subtilis
L. monocytogenes P. aureginosa

S. aureus M. luteus P. flourescens S. cerevisiae

Figura 45. Ensayos de antibiosis frente a bacterias Gram negativas y positivas, patdgenas y
levaduras por accion del extracto precipitado con metanol proveniente de la induccién de las
proteinas asociadas al cluster Lassl en E. coli Rosetta. L Lasso péptido (Muestra), C- pET22b

vacio, C+ apramicina 200 pg/mL.

Antibioisis asociada a la traduccion del clister de Lass 1 en S. lividans TK24.

Los extractos de Streptomyces lividans TK24 probados para la antibiosis fueron en los que se

encontraron las masas asociadas a las ionizaciones del péptido ciclado 3 y 4 veces ionizado,

y el mismo que se carg6 en el gel de Tris-tricina, el cual mostr6 una abundancia alta en

péptidos en comparacion con el control (Figura 36).

Se realizé una curva estandar de BSA para determinar la concentracién de proteinas totales

por el método de Bradford, donde se obtuvo que para plJ6902 SIiTK24 la concentracion de

proteinas es de 4.3 mg/mL y para Lassl SliTK24 es de 1.0 mg/mL, lo que nos indica que

nuestro control posee una mayor concentracion de proteinas totales.

Con lo indicado anteriormente, en estos extractos se obtuvo un halo de inhibicion del

crecimiento tanto en el control como en la muestra problema, pero se pudo observar y
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determinar que el halo de inhibicion del crecimiento es mayor en la muestra problema cuando
se enfrenta a las bacterias de prueba, aun cuando la concentracion de ambos extractos esta
normalizada para el ensayo de antibiosis dado que se adicionaron 100uL de Lassl y 20uL de

control para tener la misma concentracion de proteinas en ambos (Figura 46).

Se procede a realizar una prueba estadistica de t - student entre muestras pareada a dos
colas, para diferenciar estadisticamente entre ellas. Esta prueba nos arroj6 que cuando el
extracto purificado se enfrenta a S. aureus existe diferencia estadisticamente significativa con
un valor p de menos de 0.05 en el tamafio del halo de inhibicion. Esto nos indica que existe un
componente adicional presente en la muestra problema que genera un halo especifico de
inhibicion en S. aureus, el cual estaria asociado a la traduccion de cluster biosintético de

interés Lass1 (Figura 47) (Ecuacion 2).

M. luteus
plJ

L Muestra, 100 ul

C- pET22b vacio o
plJ6902 vacio

C+ Apramicina 200ug/mL
(bacterias)

L. monocytogenes

Figura 46. Ensayos de antibiosis del extracto obtenido de la produccion de lasso péptido 1 en S.
lividans TK24 y en E. coli Rosetta frente a bacterias Gram-negativas, Gram-positivas y patégenas.
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Figura 47. Halos de inhibicion asociados al extracto purificado con MeOH, de lassl y su control

provenientes de la induccion en S. lividans TK24, frente a S. aureus.

X,—X1

n_1 n» nit+ny-—2

( 1 i)((n1—1)5%+(n2—1)s%

p < 0.05

= 0.0152681

Ecuacién 2. Ecuacion de t-student (pareada) para determinar si existe diferencia significativa entre el

halo de inhibicién producido por la muestra en comparacién con el producido por el control en el

extracto purificado con MeOH, proveniente de la induccion S. lividans TK24 frente a S. aureus.
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En el presente trabajo se identificaron por mineria gendémica dos lasso péptidos provenientes
de la secuencia de SSNF3; ambos son de clase Il y se encuentran ubicados en el contig 3 del
genoma de estudio, uno de ellos fue de interés debido a que presenta una serina en el sitio de
corte y la posibilidad de una o varias metilaciones en la secuencia, lo que genera un interés en
determinar el efecto que tendran estas sobre su procesamiento y actividad. Con ayuda de las
herramientas bioinformaticas fue posible anotar las proteinas asociadas al procesamiento de
los lasso péptidos, ademas de determinar cada uno de los dominios proteicos asociados a
estas, dando con ello veracidad a la anotacion realizada por RAST.

A pesar de que la similitud entre las proteinas del clister es baja en comparacion con la base
de datos de proteinas no redundantes de BLAST, al realizar el modelado de las proteinas, se
encontraron como templados proteinas que nos corroboran que la anotacién generada por
RAST, ya que realmente correlacionan con la funcion esperada para cada proteina. Hasta el
momento no existen proteinas cristalizadas provenientes cllsteres biosintéticos que procesen

lasso péptidos, debido a esto no se logré6 modelar frente a proteinas totalmente homologas.

Se determina que la exactitud con la que el programa Phyre2 genera modelados proteicos es
confiable, dado que elige templados con dominios similares, ademas de similitud en cadena
primaria para que propiedades fisicas y quimicas de los amino&cidos sean similares, por lo
cual la cobertura con la que trabaja es alta y por consiguiente la distribucién en el espacio, la
estructura secundaria asociada a estos aminoacidos y su plegamiento genera un porcentaje

de confianza alto.

Se realizaron dos construcciones, para la produccion de las proteinas del clUster interés una
en E. coli Rosetta y otra en Streptomyces lividans TK24, de esta Ultima se logré caracterizar la

actividad bioldgica de lasso péptido e identificar dos de sus ionizaciones mediante UPLC-MS.
Con los ensayos realizados se determind que a pesar de que el lasso péptido no cuenta con

la treonina conservada cuyo papel es el reconocimiento del sitio de corte; la enzima LunB que

es la encargada de realizar el corte, logra reconocer el sitio y llevar a cabo su funcién
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proteolitica. Lo anterior corresponde a la figura 42 donde se observan las ionizaciones

asociadas al lasso péptido en su forma ciclada (Tabla 9).

En el andlisis por masas no se logro localizar la masa asociada al lasso péptido metilado
(Tabla 9), lo que nos indica que la enzima LunE (isoaspartato-o-metiltransferasa) no es

funcional, a pesar de ello la actividad biolégica no se ve eliminada (Figura 34).

La poca traduccion de las proteinas asociadas al cluster de lassl en la induccion en E. coli
Rosetta, se debe a varios factores. Al provenir el clister del genoma de SSNF3, este presenta
un uso de codones muy distinto al utilizado por E. coli. Para evitar este problema se utilizo el
huésped de traduccién ya mencionado, el cual se encuentra cargado con tRNAs raros para la
traducciéon de secuencias filogenéticamente poco relacionadas con E. coli (anexo S11); pese a
esto dicha bacteria no cuenta con el tRNA que se asocia al inicio de la traduccion en
Streptomyces (GUG), que funge en el como una metionina (AUG), por ello se infiere que este

es uno de los factores de la baja produccion del péptido lasso en E. coli.

Ademas de ello, otro factor por el cual no hay produccion es que los genes dentro de un
hospedero de diferente especie pueden no transcribirse de manera polisistronica y que por lo
tanto que sea necesario la introduccion de un promotor especifico por cada gen;
adicionalmente se podria reemplazar la region intergénica entre el gen A 'y gen C con un
terminador MO, e introducir la secuencia del promotor mcjBDC de la microcina J25 de E. coli
AY25. Como ultima modificacién podria ser la introduccion de sitios de unién ribosomal
nativos de E. coli (RBS) frente al gen B y gen C para que los ribosomas del hospedero no

tengan problema para reconocerlos como genes propios (Martin-Gomez et al., 2018).

A partir de bacterias endodfitas se han expresado algunos clisteres biosintéticos en E. coli
Rosetta, tales como la champamicina una bacteriocina de tipo 3 (peptidoglucano hidrolasa)
proveniente del genoma de Streptomyces champavatti L0O6, la cual tiene actividad
antimicrobiana, dicha bacteriocina presenta un péptido sefal el cual no se escinde debido a

gue las proteasas activas en E. coli no reconocen esta sefial, y por lo tanto queda atrapada en
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el espacio periplasmico, complicando la purificacion y disminuyendo la actividad biologica
(Vazquez-Hernandez M, 2017).

El ejemplo anterior y los mencionados en Kane, 1995 y Nakashima et al. 2005, nos sefialan
las mudltiples dificultades para la produccion de proteinas recombinantes provenientes de
microorganismos filogenéticamente no relacionados con E. coli, tales como los problemas
para secretar proteinas debido al nulo reconocimiento del péptido sefial. Por lo tanto se

determina que E. coli no representa la mejor alternativa para la expresion de lasso péptidos.

En cambio cuando se realizd la traduccion de proteinas en S. lividans TK24, estas fueron
mayormente observables en los geles tanto Tricina—PAGE y SDS-PAGE, y faciimente
identificables en el espectro de masas, lo cual es debido a la cercania filogenética que
presenta esta bacteria en comparacion con SSNF3; por lo tanto la maquinaria utilizada, los
precursores e inductores necesarios para la produccion de este péptido se encontraban
disponibles; ademas de que el medio en el que se crecid es rico, lo que propicia un ambiente
apto para la propagacion de la bacteria y su optimo crecimiento.

Se determind la concentracién molar de las proteinas probadas en el ensayo de antibiosis
provenientes del extracto obtenido de la induccion del cluster del Lasso péptido en
Streptomyces lividans TK24, la cual fue de 295 uM. En comparacién con lo reportado para
otros lasso péptidos, esa seria una concentracion alta para lograr la inhibicion del crecimiento
de S. aureus, esto se puede deber a que es un extracto semipurificado de los péptidos de
dicha induccion. Una posible solucién a este problema podria ser la obtencion de la fraccion
asociada al tiempo de retencion donde migra el lasso péptido en una cromatografia de
liquidos de alta resolucion, para asi comprobar la concentracidén y probar la actividad de esta
fraccion, esto nos disminuiria considerablemente la concentracibn molar necesaria para

obtener un efecto antagonista frente a S. aureus.
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11 CONCLUSIONES

e Aplicando un enfoque de mineria gendmica, fueron identificados 3 clusteres potenciales
para la sintesis de lasso peptidos en Streptomyces scabrisporus NF3.

e Se identifico mediante ULPC-MS la presencia del lasso peptido | en su forma ciclada
(M+4H)** proveniente de la construccién en E. coli Rosetta y en su forma ciclada
(M+3H)** y (M+4H)*" proveniente de la construccién en S. lividans TK24.

e Mediante la aplicacion de UPLC-MS, a partir de ésta construccion, se detecto la
presencia del lasso peptido | en su forma ciclada y metilada en un aspartico.
Sorpresivamente, este es el primer lasso peptido que presenta un serina en lugar de la
treonina conservada en el sitio de corte.

e Se le identific6 actividad antimicrobiana estadisticamente significativa frente a S.

aureus al extracto celular purificado proveniente de la induccion en S. lividans TK24.
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12 PERSPECTIVAS

e Realizar pruebas de antibiosis frente a un panel mas amplio de bacterias
multiresistentes.

e Realizar pruebas de toxicidad celular del lasso péptido obtenido.

e Generar una caracterizacion estructural del lasso péptido obtenido de la induccion en
Streptomyces lividans TK24, mediante RMN.

e Traduccion homdéloga de lasso péptidos, con identificacion por UPLC-MS.

e Producir el lasso péptido 2 en los hospederos heterélogos disponibles en el laboratorio,

caracterizando su actividad bioldgica y estructura.
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14 MATERIAL SUPLEMENTARIO

a. ANEXO S1. Medios de cultivo utilizado y soluciones.

YMG

Extracto de levadura 4.0 g/L

Extracto de malta 10.0 g/L
Glucosa 4.0 g/L
YEME

Extracto de levadura 3.0 g/L

Extracto de malta 3.0g/L

Peptona 5.0 g/L
Glucosa 4.0 g/L
Sacarosa 150 g/L
LB

Extracto de levadura 5.0 g/L
NacCl 10.0 g/L

Triptona de caseina 10.0 g/L
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Manitol 10.0 g/L

Harina de soya 10.0 g/L
Agar 10.0 g/L
DNA

Difco nutrient agar 4.0 g/L

MYM
Maltosa 4.0 g/L
Extracto de levadura 4.0 g/L
Extracto de malta 10.0 g/L
Agua destilada 50%

Agua de la llave 50%

Elementos traza (para 35 mL se requieren 70 pL)

2XYT
Triptona 16.0 g/L
Extracto de levadura 10.0 g/L

NaCl 5.0 g/L

Elementos traza

ZnCl, 40.0 g/L
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FeCls
CuCl;
MnCl,
NaxB40O7

(NH4)6M07024

SET
Sacarosa
Tris HCI

EDTA

Solucién Il
SDS 2%

NaOH 0.4 M

200.0 g/L

10.0 g/L
10.0 g/L
10.0 g/L

10.0 g/L

8%
0.05M

0.05 M pH 8.0

Se prepara al momento y primero se agrega en NaOH

Solucién Il

Acetato de sodio anhidro 3 M
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MEDIO M9

Tabla S 1. Medio M9 Para 1 L de medio M9 se afiaden 867 mL de agua estéril

Volumen Componente Composicion Concentracion final

100 mL Sales de M9 (10X) Na;HPO, 33.7 mM
KH2PO4 22.0 mM
NaCl 8.55 mM
NH,CI 9.35 mM

20 mL Glucosa (20%) Glucosa 0.4%

1mL 1 M MgSO, MgSO, 1 mM

0.3 mL 1 M CaCl, CaCl, 0.3 mM

1 mL Biotina (1 mg/mL) Biotina 1 pg

1 mL Tiamina (1 mg/mL) Tiamina 1 pg

100 mL Ampicilina (100 mg/mL) Ampicilina 100 pg/mL

100 mL Cloranfenicol (25 mg/mL) Cloranfenicol 25 pg/mL
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b. ANEXO S2. Aislamiento de DNA gendmico de Streptomyces

scabrisporus NF3.

1) Inocular en medio YMG por 48 h.

2) Pasar a un tubo falcon de 50 mL. centrifugar a 8500 rpm por 10 min.

3) Resuspender en 5 mL de PBS 1x.

4) Inocular 2.5 mL de la suspension en 50 mL de medio YEME por 24 h.

5) Pasar a un tubo falcon de 50 mL. Centrifugar a 8400 g por 10 min a 4°C.

6) Desechar el sobrenadante y lavar con 15 mL de sacarosa 10.3%

7) Centrifugar a 8400 g por 10 min a 4°C.

8) Desechar el sobrenadante y afiadir 5 mL de buffer P y lisozima (20 mg/mL)

9) Incubar a 37°C en el rocker. Disgregar cada 15 min con micropipeta de 1 mL. Buscar la
presencia de protoplastos en el microscopio.

10) Centrifugar a 6800 g por 10 min a 4°C.

11)Desechar el sobrenadante. Resuspender en 10 mL de sacarosa 10.3% , 200 uL EDTA
0.5 M pH 8.0, 4 mL SDS 10%, 15 mL NaCl 6 M. Incubar por 30 min a 4°C.

12)Centrifugar a 10000 rpm por 30 min a 4°C.

13)Recuperar el sobrenadante. Afadir 1 volumen de isopropanol. Incubar 1h a
temperatura ambiente.

14)Centrifugar a 17900 g por 30 min a 4°C.

15)Desechar el sobrenadante. Afadir 1 mL de Etanol 70%.

16)Centrifugar a 17900 g por 30 min a 4°C.

17)Desechar el sobrenadante y dejar secar los tubos.

18)Resuspender el pellet en 5 mL de agua tipo 1 estéril.

Correr el gel de electroforesis para determinar la calidad del DNA y presencia de RNA. En

caso de que haya RNA:

19)Agregar un volumen igual de fenol cloroformo (1:1) al tubo.
20)Centrifugar a 10000 rpm por 10 min.

21) Recuperar la fase acuosa. Agregar un volumen igual de cloroformo
22)Centrifugar a 10000 rpm por 10 min.

23) Repetir los dos pasos anteriores una vez mas.
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c. ANEXO S3. Condiciones de reaccion para la PCR de amplificacion,

Tabla S 2. Condiciones de PCR para lasso péptido I.

Paso Temperatura Tiempo
Desnaturalizacion inicial 95°C 2 min
35 ciclos

Desnaturalizacion 95°C 15s
Alineamiento 64°C 30s
Extension 68°C 4 min
Extension final 72°C 5 min
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d. ANEXO S4. Vectores para traduccion de las proteinas asociadas a la

formacion del lasso péptido y la produccion del mismo.
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a) Vector pET22b utilizado para la traducciéon heterdloga del clister de proteinas en E. coli

Rosetta. b) Vector plJ6902 utilizado para la traduccion heterdloga del clister en algun

hospedero del género Streptomyces
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e. ANEXO S5. Preparacion de células electrocompetentes y

electrotransformacion

1. A partir de un stock de glicerol inocular 4 mL de células en medio YENB en un tubo de 16 x

150mm, e incubar a 37° C y 300 rpm toda la noche.

2. Inocular 50 mL del medio YENB contenido en un matraz de 500 mL con 0.25-0.5mL del

cultivo y crecer a 37°C a 300 rpm.

3. Preparar las centrifugas Sorvall y Eppendorf a 4°C. Pre-enfriar en hielo, las camisas de la
centrifuga, el agua, el glicerol al 10% y todos los tubos conicos y microtubos de 1.5 ml que se

requieran.

4. Las células pueden ser cosechadas entre 0.5-0.9 U OD,,,nm. Antes de cosecharlas, colocar
el cultivo en hielo por 15 min, pasar a tubos cénicos de 50 mL y centrifugar a 4 Krpm, durante

10 min a 4°C, decantar para eliminar el medio.

5. Lavar la pastilla con 5 mL de agua fria, centrifugar como en el paso 4, decantar el
sobrenadante. Resuspender con micropunta suavemente las células al lavarlas. Hasta este

paso es posible decantar completamente, sin que las células se resuspendan.

6. Repetir el lavado de la misma manera con 5 mL de agua fria 6 pasar las células a
microtubos de 1.5 mL, y centrifugar a 10 Krpm por 1 min a 4°C y decantar.

7. Resuspender la pastilla en un volumen total de 2 mL de glicerol 10% frio, centrifugar como
en el paso 4 y eliminar el sobrenadante con punta. Si se centrifuga en microtubo, las células
de los 4 tubos se resuspenden en 0.5 mL de glicerol 10% cada uno, centifugar y eliminar el

sobrenadante con punta.

8. Resuspender las células en un solo microtubo con un volumen final de 0.25 mL de glicerol

10% frio. El nimero de células en suspensién debe ser aproximadamente de 2-4 10° cel/mL.

9. Alicuotar en microtubos de 1.5 mL pre-enfriados con 50 uL de células competentes y

colocar en hielo seco hasta que se congelen. Almacenar a -70°C.
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f. ANEXO S6. Protocolo para conjugacion de Streptomyces lividans TK24
con E. coli ET12576

1.- Prepare células competentes de E. coli ET12567 / pUZ8002 cultivadas a 37°C en LB que
contenga kanamicina (25 pug / mL) y cloranfenicol (25 pug / mL) para mantener la seleccion de
pUZ8002 y la mutacion dam respectivamente.

2.- Transforme las células competentes con el vector plJ6902 ligado con el clister de interés,
y seleccione el plasmido entrante solo con apramicina (50 pg / mL) y carbenicilina (100 pg /
mL).

3.- Inocule una colonia en 10 mL de LB que contiene apramicina (50 pug / mL), cloranfenicol

(25 pg / mL) y kanamicina (50 pug / mL). Crecer durante la noche a 37°C.

4.- Inocule 100 pl de cultivo crecido O/N en 10 mL de LB fresco mas los antibioticos descritos

y crezca durante aproximadamente 4 horas a 37 ° C a una ODggonm de 0.4.

5.- Lave las células dos veces con 10 mL de LB para eliminar los antibioticos que podrian

inhibir el crecimiento de Streptomyces y resuspender en 1 mL de LB

6.- Mientras lava las células de E. coli, para cada conjugacién adicione 10 pl (10%) de esporas
de Streptomyces a 500 puL de medio 2 XYT. Generar un choque de calor a 50 ° C durante 10

min, y luego dejar que se enfrien.

7.- Mezcle 0,5 mL de suspension celular de E. coli y 0.5 mL de esporas sometidas a choque
térmico y centrifugue brevemente. Deseche la mayor parte del sobrenadante, luego

resuspenda en el sedimento con 50 pl de liquido residual.
8.- Realice una serie de dilucién de 10" a 10™ en cada paso en un total de 500 pl de agua.

9.- Coloque en placa 500 pL de cada dilucion en agar MS + MgCl, 10 mM (sin antibioticos) e
incube a 30 ° C durante 16-20 h.
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10. Recubra la placa con 1 mL de agua que contenga 0.5 mg de acido nalidixico (20 ul de un
stock de 25 mg / mL ) que mata selectivamente a E. coli y 1,25 mg de apramicina (25 pl de un

stock de 50 mg / mL). Continuar la incubacion a 30 ° C.

11. Se generara una placa de réplica de cada placa de agar MS con colonias individuales en
placas de DNA que contienen &cido nalidixico (25 pug / mL) y apramicina (50 pg / mL) con y sin

kanamicina (50 pg / mL).

12. Las clonas resistente a apramicina se recogen de las placas de DNA y se estrian colonias
individuales en agar MS (promueve la esporulacion) que contiene acido nalidixico (25 pg / mL)

y apramicina (50 pg / mL).

113




g. ANEXO S7. Protocolo de extraccion de plasmido.

1. Picar con la punta de un palillo estéril una colonia de bacterias que contenga un plasmido
que confiera resistencia a un antibiotico, inocular en 3 mL de medio LB més el antibidtico

correspondiente e incubar a 37°C toda la noche.

2. Alicuotar en microtubo, 1.5 mL del cultivo y centrifugar 1 minuto a 18000g a temperatura

ambiente y eliminar el sobrenadante (hasta terminarse los 3mL de cultivo)

3. Resuspender el pellet en 150 pL solucion SET fria + 5 yL de ARNasa, agitando

vigorosamente por vortex.

4. Agregar 350 pL de la solucién Il y mezclar por inversion.

5. Agregar 250 pL de solucion 11l fria, mezclar por inversion.

6. Centrifugar 5 min a 18000g a temperatura ambiente.

7. Recuperar el sobrenadante por decantacion en un nuevo tubo.

8. Agregar 650 pL de isopropanol frio al tubo con el sobrenadante, agitar por inversion.
9. Centrifugar a 18000g por 5 min, eliminar el sobrenadante por decantacion.

10. Agregar 1 mL de etanol al 70%, vortex.

11. Centrifugar a 18000g por 5 min, eliminar el sobrenadante por decantacion.

12. Secar la pastilla en un concentrador al vacio a temperatura ambiente por 5 min.

13. Resuspender el pellet en 50 pL de agua tibia.
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h. ANEXO S8. Protocolo de sonicacion para células de E. coli Rosetta y S.

lividans TK24.

1) Separar en dos fracciones el pellet obtenido.

2) Resuspender una fraccién de células en cuanto baste de MeOH y otra fraccién en buffer
TES.

3) Sonicar 30 s a 60 de amplitud, dejar reposar en hielo 1 min, repetir 3 veces.

4) Centrifugar a 5000 rpm por 10 min a 4°C.

5) Recuperar el sobrenadante en un tubo y se adiciona 500 pL de MeOH o buffer TES.
6) Resuspender el pellet en 500 L MeOH o buffer TES, dar un vortex.

7) Sonicar 40 s a 60 de amplitud, se deja reposar en hielo 1 minuto, repetir 3 veces.

8) Repetir pasos 3y 4.

9) Resuspender el pellet obtenido con 500 pL de MeOH o buffer TES.
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i. ANEXO S9. Cebadores del cluster para verificacion y secuenciacion.

Tabla S 3. Cebadores internos del cluster para verificacion*.

Nombre Secuencia Tm
SSK13 Lassl CC F TGGATCGATCAGGGCCTCGA 63°C
SSK13 Lassl CC R ACGCGGGTGAACAAGTCGAT 64°C

*Generan un fragmento de 1893pb.

Tabla S 4. Cebadores para secuenciacion**.

Nombre Secuencia Tm
SSK13 Lassl CC _R2 GTTCGACACCCAACAGGCGG 61°C
SSK13 Lassl CC F2 TTGGGTGTCGAACTGTGGCT 61°C

**Hacen par con los cebadores foward y reverse de cada uno de los cllsteres, encontrandose

estos en el centro del cluster.
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j. ANEXO S10. Soluciones para SDS- PAGE y Mini-PROTEAN® Tris-

Tricina.

SDS-PAGE

10x Buffer de corrida (2 L final)

Glicina 288 ¢
Tris- HCI 60 g

SDS 20 g

4x Buffer Separador (1 L final)

1.5 M Tris- HCI 18219

0.12 M NaCl 7.0128 g

8 mM EDTA 16 mL de 0.5 M stock (pH 8)
- ajustar pH a 8.8

0.4%SDS 4g

4x_Buffer Concentrador (0.5 L final)

0.5MTris 30.35¢g

0.12 M NacCl 3.5064 g

8 mM EDTA 8 mL de un stock de 0.5 M (pH 8)
- ajustara pH 6.8

04%SDS 2g¢g
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2x Buffer de carga (50 mL final)

1 M Tris- HCI pH 6.8 6.25 mL (125 mM)
20% SDS stock 10 mL (4 %)
Glicerol 10 mL (20 %)
2-mercaptoetanol 5 mL (10%)

Azul de Bromofenol 5 mg (0.01 %)

Tincion de Coomassie

50% metanol
10% acido acético

0.1 Azul de Coomassie

Solucién para desteiir

50% metanol

10% acido acético

Gel de poliacrilamida 10% (2 geles)

Gel separador
H.O 3.9mL

Acrilamida 30% 3.3mL

118




TrispH8825M 25mL

SDS 10% 0.1 mL
APS 10% 0.1 mL
TEMED S5 L

Gel concentrador
H.0O 2.5 mL
Acrilamida 30% 0.53 mL

TrispH6.825M 1.0mL

SDS 10% 0.4 mL
APS 10% 40 pL
TEMED S5 pL

Mini-PROTEAN® TRIS TRICINA

10x Buffer de corrida (1 L final)

Tricina 179.2 ¢
Tris- HCI 12119

SDS 10 g

2x Buffer de carga (30 mL final)

1 M Tris- HCI pH 6.8 6.0 mL (200 mM)

10 % SDS stock 6 mL (2%)
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Glicerol 12 mL (40%)

Azul de Coomasie 12 mg (0.04%)

Adicionar B-mercaptoetanol 20 uL en 980 pL antes de usar.

Solucién de fijacién

10% acido acético

Tincion de Coomassie

10% &cido acético

0.025 %(m/V) Azul de Coomassie

Solucién para desteniir

10% acido acético
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k. ANEXO S11. Vector p RARE.

proL IRNA

BV IRNA

metriRNA L7

AWVIRNA

Vector asociado al hospedero de traduccion E. coli Rosetta cargado con tRNAs raros para la

traduccion en E. coli.
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