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RESUMEN (en espafiol)

Los productos naturales (PNs) juegan un papel importante en Biotecnologia debido a sus
diversas actividades biolédgicas y a su aplicacion en clinica, veterinaria y agricultura. En los Ultimos afios,
el conocimiento de las bases genéticas y bioquimicas de rutas de biosintesis de PNs microbianos ha
aumentado enormemente como consecuencia del desarrollo de la ingenieria genética aplicada a
microorganismos. Es conocida la capacidad de muchas bacterias de generar productos bioactivos. De
entre todas ellas, los actinomicetos representan el grupo de bacterias del que mas se conoce su
capacidad de producir dichos productos (antitumorales, antibacterianos, antifungicos, antivirales, etc.).
La secuenciacion masiva de genomas bacterianos ha puesto de manifiesto que algunos grupos
presentan un potencial oculto para la produccidn de nuevas moléculas bioactivas previamente
desconocidas y determinadas por agrupaciones génicas silenciosas. En concreto, los actinomicetos, y en
particular el género Streptomyces, entran dentro de esta categoria de potenciales productores de
nuevas moléculas bioactivas.

Streptomyces albus J1074 presenta en su genoma al menos 27 agrupamientos génicos para la
biosintesis de metabolitos secundarios potencialmente bioactivos. De estos agrupamientos se han
identificado por el momento los metabolitos determinados por 5 de ellos que corresponden a un
pigmento (indigoidina), dos familias de compuestos antifungicos (candicidinas y antimicinas), una familia
de compuestos con actividad antibidtica (paulomicinas) y un compuesto citotdxico (6-epi-alteramida A).
Los productos determinados por los 22 agrupamientos génicos restantes son por el momento
desconocidos. Como ocurre en todos los estreptomicetos en estudio, la mayoria de los agrupamientos
génicos presentes en S. albus J1074 permanecen silenciosos en las condiciones habituales de
crecimiento en el laboratorio o bien se expresan pobremente. Para identificar los productos cuya
biosintesis es determinada por estos agrupamientos génicos silenciosos se requiere la manipulacion
genética del microorganismo para activar especificamente la expresién de genes biosintéticos, bien de
forma directa o bien a través de la expresion de activadores transcripcionales especificos de cada ruta.

Para este trabajo se estudié el genoma de S. albus J1074 para la identificacidon de agrupaciones
génicas y se seleccionaron cuatro de esos agrupamientos como objeto de estudio, uno de ellos
conteniendo genes que codifican un sistema PKS-NRPS (polyketide synthase-non-ribosomal peptide
synthetase) y tres conteniendo genes que codifican NRPSs, por su potencial biosintético de acuerdo a las
predicciones bioinformaticas obtenidas con los programas Antismash y PRISM. A continuacién, se llevé a
cabo la manipulacién genética de cada uno de los agrupamientos para la activacidn y expresion de las
rutas de biosintesis. Durante todo el trabajo desarrollado se ha venido aplicando el denominado método
OSMAC (One Strain Many Compounds), que consiste en introducir variaciones en las diferentes
condiciones del cultivo como temperatura de crecimiento, medio de cultivo, velocidad de agitacidn, etc.
y estudiar si alguna de esas alteraciones o diferentes combinaciones entre ellas suponen un cambio en
la pauta de produccién habitual de metabolitos de una cepa bacteriana. Usando esta metodologia se
han identificado 4 nuevos derivados de paulomicinas (UO-087, UO-088, UO-089 y UO-090) de las que,
tras purificar y elucidar sus estructuras moleculares, se estudid su actividad biolégica, determinando
finalmente poseen una actividad antibidtica menor que las paulomicinas frente a bacterias Gram-
positivas si bien de manera general muestran una mayor actividad antibidtica frente a Gram-negativas.
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RESUMEN (en Inglés)

Natural products (NPs) play a main role in Biotechnology for their multiple biological activities
and their applications in medical clinic, veterinary and agriculture. In recent years, knowledge of genetic
and biochemical bases of microbial NPs biosynthesis pathways has greatly increased as a result of the
development of genetic engineering techniques applied to producer microorganisms.

It is known the ability of many bacteria to produce bioactive products. Among bacteria,
actinomycetes are the main producers of such compounds, including antitumor, antibacterial,
antifungal, antiviral, etc. Massive bacterial genome sequencing projects have revealed some groups
(especially actinomycetes) with a hidden potential for production of novel bioactive molecules coded by
silent biosynthesis gene clusters. In particular, the genus Streptomyces, belonging to the phylum
Actinobacteria, especially fall into this category of potential producers of novel bioactive molecules.

Streptomyces albus 11074 presents at least 27 gene clusters for the biosynthesis of potentially
bioactive secondary metabolites. Of these clusters, the metabolites determined by five of them have
been identified so far corresponding to a pigment (indigoidine), two families of antifungal compounds
(candicidines and antimycins), a family of compounds with antibiotic activity (paulomicins) and a
cytotoxic compound (6-epi-alteramide A). The products determined by the remaining 22 gene clusters
are yet unknown. As in all streptomycetes under study, most of the gene clusters present in S. albus
J1074 remain silent under normal laboratory growth conditions or are poorly expressed. To identify the
products whose biosynthesis is determined by these silent gene pools, genetic manipulation of the
microorganism is required to specifically activate the expression of biosynthetic genes, either directly or
through the expression of specific transcription activators of each pathway.

For this work the genome of S. albus 11074 was studied in order to identify biosynthesis gene
clusters leading to bioactive compounds. Four clusters were selected as main objective of this study, one
of them containing genes that encode a PKS-NRPS system (polyketide synthase-non-ribosomal peptide
synthetase) and three containing genes that encode NRPSs, all selected based in their biosynthetic
potential according to the bioinformatic predictions obtained by Antismash and PRISM softwares.
Genetic manipulation was carried out in each of them for the activation and expression of the
biosynthetic pathways.

During all the work developed, the so-called OSMAC (One Strain Many Compounds) method has
been applied, which consists of introducing variations in the different culture conditions such as growth
temperature, culture medium, agitation speed, etc. to study if any of these alterations or different
combinations between them suppose a change in the pattern of habitual production of metabolites of a
bacterial strain. Using this approach, 4 new derivatives of paulomycins (UO-087, UO-088, UO-089 and
UO0-090) were discovered. They were purified and their molecular structures elucidated. Their biological
activity was studied, determining they exert a lower antibiotic activity than paulomycins against Gram-
positive bacteria, although they generally show a greater antibiotic activity against Gram-negative
bacteria.
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1. Actinomicetos

Los actinomicetos son un filo de bacterias Gram-positivas filamentosas, aerobias y
unicelulares que presentan una gran diversidad. Los primeros actinomicetos fueron
descubiertos en la segunda mitad del s. XIX y hasta casi un siglo mds tarde se creia que eran un
intermediario entre bacterias y hongos, hasta que se comprobd que, en realidad, son verdaderas
bacterias Gram-positivas. En 1943 se publicé por primera vez un sistema de clasificacion de
actinomicetos (Waksman y Henrici, 1943) el cual estaba basado en el grado de ramificacion del
micelio que presentaba cada uno de ellos (Figura 1). En él se presentaban, basdndose en las
diferentes morfologias, cinco grupos.

Células en forma

de “varilla”, ligera
ramificacion Mycobacterium

Anaerobios

745

Actinomycetales Actinomyces

Filamentos
ramificados,
pequefios
fragmentos

Aerobios

Nocardia

Filamentos
ramificados, Esporas en
con cadenas

esporulacion

Esporas
individuales

-

Micromonospora

Figura 1. Clasificacion de los actinomicetos propuesta por Waksman y Henrici en 1943 basada en caracteristicas
morfoldgicas. Modificado de Hopwood (2007).

A partir de los afios 50 del siglo XX hubo un gran desarrollo de nuevas técnicas de
biologia molecular que permitieron a su vez implementar el andlisis filogenético basado en
analisis de secuencias de ARN ribosémico (Olsen et al., 1986), lo que supuso un avance
importantisimo en el estudio de los actinomicetos. Gracias a la secuenciacidn del ARN ribosomal
de las subunidades 16S y 23S y la constante secuenciacién de genomas completos de muchas
especies bacterianas, el estudio sistematico de éstas ha avanzado a pasos agigantados. En la
ultima edicidn publicada en el afio 2012 del Manual de Bergey de Sistematica Bacterioldgica (IX
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edicion) aparece un volumen dedicado exclusivamente a actinomicetos, donde aparece el taxén
clasificado en 6 clases, 22 drdenes, 53 familias y 222 géneros (Gao y Gupta, 2012) (Figura 2). Esta
informacidn estd continuamente actualizandose debido a aportaciones de nuevos estudios y
puede ser consultada a través de la pagina web http://www.bacterio.net/Streptomyces.html. En
esta clasificacion se destaca como productor de metabolitos secundarios al género
Streptomyces.

Class Orders Jiangellales
Actinobacteria Actinomycetales Kineosporiales
S Actinopolysporales  Micrococcales
Bifidobacteriales Micromonosporales
Catenulisporales Propionibacteriales
Corynebacteriales  Pseudonocardiales
Frankiales Streptomycetales
Glycomycetales Streptosporangiales
Class Order
Acidimicrobiia Acidimicrobiales
Phylum S ———
Actinobacteria —
Class Order
Coriobacteriia Coriobacteriales
a Orders
Nitri Iiri;storia ———— Nitriliruptorales
Euzebyales
Class Order
Rubrobacteria Rubrobacterales
Class Orders }
Thermoleophilia Thgrmoleop hilales
Solirubrobacterales

Figura 2. Clasificacidn taxondmica propuesta para actinomicetos en la IX edicion del Manual de Bergey de Sistemdtica
Bacterioldgica (Gao y Gupta, 2012)

Como caracteristica diferencial los actinomicetos presentan un genoma muy rico en G+C
(llega a alcanzar hasta el 70-75%), que podria interpretarse como una respuesta adaptativa
impulsora del uso de codones no reconocibles por determinados bacteriéfagos (Chater y
Chandra, 2006). Poseen forma filamentosa formando filamentos ramificados que dan como
resultado una estructura denominada micelio, parecida a la presentada por los hongos
filamentosos (Chater, 1998).

Los actinomicetos pueden aislarse tanto del suelo como de sedimentos marinos. Pese a
que la industria farmacéutica lleva mas de 50 aflos muestreando y analizando los provenientes
del suelo, sélo se han recogido muestras en una pequefia fraccién de la superficie terrestre y
solo una insignificante fraccidén de los actinomicetos presentes en ella ha sido descubierta hoy
en dia (Baltz, 2005; Baltz, 2007).

También se han encontrado actinomicetos en sedimentos marinos (Moran et al., 1995)
de habitats muy diversos, llegando incluso alguno de ellos a considerarse extremos por sus
condiciones. Algunos productos generados por estas especies marinas presentan unas
caracteristicas quimicas no observadas en los generados por las especies terrestres a dia de hoy,
como la abissomicina C, aislada de una nueva especie de Verrucosispora del Mar de Japdn, que
inhibe la biosintesis del dcido para-aminobenzoico (Fiedler et al., 2005). Un detalle también
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observado en muchos de estos metabolitos aislados de especies marinas es que frecuentemente
poseen actividad citotdxica, lo cual se cree que podria ser debido a su estrecha relaciéon con
organismos eucariotas marinos (Baltz, 2008).

Los actinomicetos son productores de una cantidad muy amplia y heterogénea de gran
parte de los productos naturales (PNs) relevantes para la industria farmacéutica. Mds del 50%
de todos los compuestos antiinfectivos y antineopldsicos desarrollados en los ultimos 40 afios
han sido PNs o derivados de ellos.

1.1. El género Streptomyces

La primera referencia al género Streptomyces fue dada en 1875 por el botdnico y
bacteridlogo polaco Ferdinand Julius Cohn (Cohn, 2005). Basandose en su aspecto filamentoso
le asigné el nombre de Streptothrix (pelo enrollado). No fue hasta 1943 cuando dicha
denominacién se cambid por la empleada actualmente, Streptomyces (hongo enrollado).

La actual taxonomia del género Streptomyces es la siguiente (Ludwig W. et al., 2012 ay
b): Dominio Bacteria; Filo XXVI. Actinobacteria; Clase |. Actinobacteria; Orden XIV.
Streptomycetales; Familia |. Streptomycetaceae; Género |. Streptomyces.

1.1.1. Ciclo de vida de Streptomyces

El ciclo de vida se Streptomyces es complejo ya que presenta varias fases caracterizadas
por cambios tanto en su morfologia como en su fisiologia. El estudio de este ciclo de vida se ha
realizado principalmente en medio sélido debido a que en medio liquido la mayoria de las
especies no esporulan.

Septacion
Hifa aérei/'

Dispersionde
las esporas

o0 © Esporalibre

Ry 4
62‘“\\635\’0‘
se ;
Micelio aéreo \ d?

Micelio sustrato

Figura 3. Modelo clasico del ciclo de vida de Streptomyces (modificado de Barka et al., 2016)

El modelo clasico de este ciclo de vida (Figura 3) comienza con la germinacion de una
espora, una vez ésta se encuentra en un ambiente con condiciones favorables. A continuacion,
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a partir de la espora germinada crece el tubo germinativo que termina por generar un
entramado de hifas ramificadas multigendmicas que se insertan en el sustrato para nutrirse.
Este modelo clasico se basaba en la idea de que la diferenciacion se produce de manera vertical
(de abajo hacia arriba) e implica la formacién de dos tipos diferentes de micelio. En primer lugar,
un micelio vegetativo (sustrato) que crece dentro y sobre el agar hasta que se somete a un
proceso de muerte, después de lo cual las hifas comienzan a diferenciarse para formar un
micelio reproductivo (aéreo) que crece en el aire hasta finalmente desembocar en la formacion
de esporas individuales (Méndez et al., 1985; Miguélez et al., 1999; Fernandez y Sdnchez, 2002).
Tradicionalmente se asumia que el inicio del desarrollo es en gran medida homogéneo en todas
las areas de la superficie de la placa.

Estudios posteriores han mostrado que el modelo aceptado hasta ahora no funciona tal
cual se pensaba y se ha ampliado (Manteca et al., 2008; Manteca y Sanchez, 2009). Mediante
estudios de transcriptomica y protedmica se ha probado que existen fases previamente
desconocidas dentro del proceso de diferenciacion. Una vez las esporas germinan se desarrolla
el micelio primario (MI), un micelio joven y septado, donde coexisten células vivas y muertas
debido a un proceso de muerte celular programada. La muerte se produce de dentro hacia fuera
y son las células vivas periféricas las que dan paso a un micelio secundario (MIl) multinucleado,
en el cual se han localizado dos estadios. En el primero de ellos, denominado MIl temprano, el
micelio crece dentro del medio de cultivo (coincide con lo que tradicionalmente se consideraba
micelio sustrato) hasta que comienza a generar una capa hidrofdbica envolvente que permite
que crezca fuera del medio de cultivo dando paso al Mll tardio (micelio aéreo) (Manteca et al.,
2007). Antes de producirse la esporulacion acontece una segunda muerte celular programada
que afecta tanto al micelio sustrato como al aéreo (MII tardio) (Figura 4). Durante la etapa de
micelio Il se producen antibidticos claves (metabolitos secundarios) para la supervivencia de la
bacteria frente a otros microorganismos (Yagle et al., 2013).

Espora
esporulado
Germinacion ({
de la espora
Esporulacién Cubiertas hidrofébicas Crecimiento
vegetativo
Mil Mi
;—_Q Esporulante compartimentado
(tardio)
Mil
Preesporulante
(temprano)

Figura 4. Ciclo de vida de Streptomyces actualizado propuesto por Manteca et al., 2009 (imagen modificada de
Yague et al., 2013).
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1.1.2. Streptomyces albus 11074

La cepa bacteriana sobre la que gira el trabajo llevado a cabo durante esta tesis doctoral
es Streptomyces albus 11074 productora de antibidticos de la familia de las paulomicinas.
Generalmente en condiciones de laboratorio estandares la produccién de paulomicinas u otros
metabolitos secundarios es poco relevante, lo que unido a su rapido crecimiento y esporulacion
la ha convertido en una cepa tradicionalmente empleada como hospedadora para la expresidon
heterdloga de genes individuales y rutas de biosintesis de compuestos bioactivos como
fredericamicina, napiradiomicina, tiocoralina (Baltz, 2010) o espinosina (Tan et al., 2017).
Ademas, cada vez es tenida mas en cuenta como una cepa modelo para el estudio de la biologia
general de actinomicetos en temas como crecimiento, morfogénesis, division celular, formacion
de la pared celular y resistencia a los antibiéticos (Zaburannyi et al., 2014). Por otro lado, se ha
estudiado la produccion de algunos de los metabolitos secundarios propios de S. albus 11074
mediante la activacién de sus agrupaciones génicas silenciosas o cripticas (Olano et al., 2014).

S. albus 11074 fue obtenida a partir de S. albus G, cepa productora de la endonucleasa
de restriccidn Sall (Arrand et al., 1978), la cual impide la infeccidén por algunos bacteriéfagos
(Chater y Wilde, 1976; Rodicio y Chater, 1988). A partir de S. albus G se aisl6 un mutante
defectivo en el enzima de restriccién Sall, comprobandose que este mutante contenia una
insercidon de IS112 en el gen Sall-R (Chater y Wilde, 1980; Rodicio et al., 1991). Se determind que
la nueva cepa S. albus 11074, defectiva en Sall-R, permitia la infeccidn por varios bacteriéfagos
de estreptomicetos (Cox y Baltz, 1984) y también que favorecia una eficiente regeneracion de
protoplastos (Baltz y Matsushima, 1981), requisito indispensable para poder llevar a cabo la
transformacidn de protoplastos. Otro factor que favorece el hecho de emplear esta cepa como
modelo de estudio es la facilidad de su manipulacion genética debido a la deficiencia en el
enzima de restriccién-modificacién, lo que le impide diferenciar si el ADN es metilado (propio)
o no metilado (exdgeno) (Chater y Wilde, 1976).

En cuanto a su genoma cabe destacar que S. albus 11074 presenta una peculiaridad
dentro de los estreptomicetos secuenciados hasta ahora, y es que contiene uno de los genomas
mas pequenios (6,84 Mb) (Baltz, 2011; Zaburannyi et al., 2014), pudiendo ser considerado como
un genoma minimizado. Sus brazos terminales tienen una longitud de tan solo 0.4 y 0.3 Mb e
incluyen TIR (Terminal inverted repeat) muy cortos (30 pb) (Myronovskyi et al., 2013). Incluso la
regiodn central, que presenta genes altamente conservados en estreptomicetos, es mas pequefia
que las observadas en otros representantes del género, ya que S. albus posee en su genoma un
menor numero de copias de ciertos genes metabdlicos primarios redundantes.

1.1.3. Coleccion de cepas Streptomyces sp. CS

Hasta ahora se han localizado actinomicetos en muy diversos ambientes como
ecosistemas marinos, de agua dulce, terrestres y extremdfilos. Ante la necesidad de encontrar
nuevos PNs de interés cobra especial importancia la ecologia bacteriana, que persigue localizar
nuevas especies en ambientes no explorados hasta ahora (Figura 5). Una de las fuentes mas
prometedoras para proporcionar nuevos metabolitos son los microorganismos que establecen
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relaciones de simbiosis con otros organismos, como por ejemplo bacterias, hongos u organismos
superiores como hormigas y avispas (Poulsen et al., 2011; Behie et al., 2017).

Actinomicetos

Montaiias @c

Corales y
esponjas

Suelos
desérticos

/)
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de termitas

Rizosfera plantas
'y enddfitos

Figura 5. Ambientes estudiados por la ecologia bacteriana donde localizar nuevos microorganismos productores de
compuestos bioactivos naturales (imagen adaptada de van der Meij et al., 2017).

Muchos actinomicetos presentes en entornos naturales han variado las que se
consideran sus pautas tradicionales de vida adaptandose a nuevas condiciones. Mucho de ellos
han evolucionado de manera que viven en simbiosis con otros organismos como plantas,
hongos, insectos, corales o esponjas (Figura 5). Gracias a esta cooperacion los organismos
hospedadores se benefician de los PNs sintetizados por los actinomicetos que pueden servir de
ayuda frente a agentes patdgenos, favorecer la degradacion de polimeros naturales complejos
como la lignocelulosa e incluso ayudar a un correcto y sano crecimiento del propio organismo.
A su vez el inquilino simbionte también se beneficia de recursos aportados por el hospedador.
Conforme avanzan los estudios sobre estas interacciones se estda comprobando que éstas
determinan frecuentemente la expresidn de los agrupamientos de genes biosintéticos y tienen
un papel importante en la evolucién de la alta diversidad quimica de metabolitos secundarios
producidos por actinomicetos. Muchos de estos agrupamientos biosintéticos no se expresan o
lo hacen pobremente en condiciones de laboratorio, pero se estd observando que en la
naturaleza es probable que se expresen en respuesta a las demandas especificas del hospedador
en cada momento (van der Meij et al., 2017).

Nuestro laboratorio alberga una colecciéon de cepas de Streptomyces aisladas en la
region de Lambayeque (Peru) a partir de hormigas cortadoras de hojas de la Tribu Attini. Este
tipo de hormigas son originarias de América y aglomeran un total de 230 especies. Se ha
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observado que las consideradas como Attini superiores (géneros Acromyrmex y Atta) cultivan y
se alimentan de hongos de la familia Lepiotaceae (agaricales). Para la consecucién de este
proceso denominado fungicultura, las hormigas transportan hojas del entorno en que viven y
las trocean para que éstas actien como sustrato del cultivo. Los hongos cultivados coexisten
con hongos patdgenos del género Escovopsis, que son pardasitos que afectan tanto a los hongos
que cultivan como a las propias hormigas (Mueller y Gerardo, 2002). Para tratar de combatir
esta amenaza las hormigas han desarrollado procesos de simbiosis-mutualismo con
actinomicetos del suelo (Taerum et al., 2007). De tal forma que la quitina que conforma el
exoesqueleto de las hormigas es colonizada por los actinomicetos que protegen a la colonia
gracias a la cantidad de metabolitos secundarios que son capaces de generar, como por ejemplo
fungicidas, minimizando de este modo la amenaza de microorganismos patégenos que afecta
tanto a las hormigas como a su alimento.

Se ha observado que existe una enorme variedad tanto de géneros como de especies
dentro de las bacterias simbiontes con las hormigas Attini. Al principio se creia que sdlo se
trataba de Pseudonocardia spp. (Currie et al., 1999), pero estudios posteriores han revelado que
otros muchos microorganismos se asocian en esta actividad de simbiosis mutualista como, por
ejemplo, Streptomyces o Burkholderia (Kost et al., 2007; Mueller et al., 2008). Este hecho se
debe a la continua movilidad de estas colonias, ya que sus miembros exploran nuevos territorios
en busca de alimento y en esos trayectos se produce un continuo intercambio entre los
microorganismos residentes en su exoesqueleto y nuevas bacterias que se encuentran en el
suelo por el que pasan, con el consiguiente intercambio tanto de bacterias como de informacién
genética.

2. Ildentificacidn y caracterizacion de nuevos compuestos bioactivos

2.1. Productos naturales

El descubrimiento de la capacidad para generar PNs por parte de los actinomicetos
supuso una enorme contribucidn a la biotecnologia debido a sus diversas actividades biolédgicas
y a su aplicacion en diversos campos como salud humana, veterinaria y agricultura. En los
ultimos afios, el conocimiento de las bases genéticas y bioquimicas de rutas de biosintesis de
PNs microbianos ha aumentado enormemente como consecuencia del desarrollo de la
ingenieria genética aplicada a microorganismos.

Es conocida la capacidad de muchas bacterias para generar productos bioactivos. De
entre todas ellas, los actinomicetos representan el grupo de bacterias del que mas se conoce su
capacidad de producir tales productos bioactivos (antitumorales, antibacterianos, antifungicos,
antivirales, etc.). El estudio de genes biosintéticos de antibidticos ha revelado la presencia de
agrupaciones génicas que contienen genes estructurales relacionados con la sintesis del
antibidtico y genes no estructurales que estan asociados con la regulacidn y la resistencia,
ayudando en la supervivencia del microorganismo productor del antibiético. Por otro lado, la
secuenciaciéon masiva de genomas bacterianos ha puesto de manifiesto que muchos grupos
presentan un potencial oculto para la produccion de nuevas moléculas bioactivas previamente
desconocidas y determinadas por agrupaciones génicas silenciosas o cripticas. En concreto, los
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actinomicetos, y en particular el género Streptomyces, entran dentro de esta categoria de
potenciales productores de nuevas moléculas bioactivas.

La continua secuenciacién de nuevos genomas de especies de Streptomyces esta
mostrando que estos poseen un enorme potencial llegando a contener mas de 20 tipos de
agrupamientos génicos para la biosintesis de metabolitos secundarios, como policétidos,
péptidos no ribosomales, terpenos, etc. (Nett et al., 2009). Sin embargo, la gran mayoria de las
agrupaciones génicas encargadas de producir estos metabolitos secundarios o no se expresan o
apenas lo hacen en condiciones de laboratorio (Arakawa, 2018), por ello se les denomina
silenciosas o cripticas, ya que su baja o nula expresién se debe a que necesitan unas condiciones
muy concretas para activarse y alcanzar un nivel de expresion alto que permita la produccion de
los metabolitos cuya biosintesis determinan.

Continuamente aparecen referencias acerca de la identificacién de nuevos metabolitos
producidos por diferentes especies de Streptomyces. Como ejemplo destacado y ademas
esperanzador de cara al futuro de este campo de estudio de busqueda de nuevos metabolitos
secundarios recientemente se ha publicado un nuevo estudio en el que se ha identificado una
cepa de Streptomyces que produce acido nalidixico (Arora et al., 2018), un antibidtico que hasta
ahora era de produccion sintética. El acido nalidixico, estructuralmente englobado en la familia
de las quinolonas, es activo frente a la mayoria de bacterias Gram-negativas (Enterobacter spp.,
Escherichia coli, Morganella morganii, etc.), fue descubierto en 1962 y empleado, en principio,
para combatir infecciones del tracto urinario, pero con el paso del tiempo se le han ido
encontrando nuevas aplicaciones no sélo en medicina, sino también en biologia molecular, a la
hora de hacer conjugaciones o de realizar aislamiento selectivo de actinomicetos para detener
el crecimiento de bacterias Gram-negativas (Hane 1971; Mazodier et al. 1989).

2.2. Metodologia tradicional

En los afios 40 y 50 del s. XX hubo una enorme inversién por parte de las compafiias
biotecnoldgicas y farmacéuticas para desarrollar nuevas técnicas de cribado para la
identificacion de especies de actinomicetos, mejorar sus tasas de produccion y aislar los
compuestos naturales que estos producian. El a priori simple hecho de lograr que las bacterias
crecieran en cultivos y que replicaran en condiciones de laboratorio el comportamiento y la
produccién de metabolitos que mostraban en la naturaleza ya fue un primer logro importante.
Pero todo ese esfuerzo tanto humano como econémico repercutié en una explosidon de nuevos
compuestos antibidticos como la eritromicina a partir de Saccharopolyspora erythraea (Eli Lilly,
1949) o la vancomicina a partir de Amycolatopsis orientalis (Eli Lilly, 1953). Ademas de nuevos
antibidticos se lograron aislar compuestos naturales con funciones diferentes como rapamicina
(Vézina et al., 1975) o las estatinas (Endo, 1992) con actividad inmunomoduladora o
anticolesterolémica, respectivamente.

La implementacién de la secuenciacién de ARN ribosomal (Olsen et al., 1986) supuso
una revolucidn en el campo ya que destapd una enorme diversidad de nuevos microbios no
conocidos hasta entonces. Estudios en los que se combinaron perfiles 16S rRNA (Langer-Safer et
al., 1982) y cinéticas de reasociacion de ADN (Torsvik et al., 1990a, 1990b) mostraron célculos
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de los que se deducia que por cada gramo de muestra tomada en suelo habia unas 10° especies
bacterianas no cultivadas aun en laboratorio y ademas desenterréd una vasta variedad de
especies bacterianas Unicas no cultivadas en ambientes marinos y termofilos (Britschgi y
Giovannoni, 1991; Giovannoni et al., 1990; Liesack y Stackebrandt, 1992; Ward et al., 1990;
Weller et al., 1991).

A mediados de los afios 90 del s. XX parecia que con la mejora de las técnicas de
secuenciaciéon que comenzaba a permitir la secuenciaciéon de genomas bacterianos iba a haber
una nueva explosion en cuanto al descubrimiento de nuevos compuestos naturales. Muchas
empresas mejoraron las ya existentes librerias de productos quimicos y PNs con cribados de alto
rendimiento y con librerias de quimica combinatoria para suplementar las muestras en busca de
nuevos metabolitos. Sin embargo, cada vez era mas complicado encontrar nuevos productos
naturales o derivados de estos y a finales de siglo las empresas farmacéuticas comenzaron a
perder interés en el desarrollo de nuevos farmacos empleando esta via, con lo que sus
inversiones en este campo se redujeron drasticamente (Baker et al., 2007).

En los ultimos afios, tanto la secuenciacién masiva de genomas asi como el conocimiento
de las bases genéticas y bioquimicas de rutas de biosintesis de PNs microbianos ha aumentado
enormemente como consecuencia del desarrollo de la ingenieria genética aplicada a
microorganismos. Estudios metagendmicos han mostrado que aun queda por descubrir una
ingente cantidad de péptidos no ribosomales (NRPs) y policétidos (PKs) y que la metagendmica
pues ser verdaderamente Util para localizar interrelaciones de familias de genes y ambientes
ricos donde encontrar agrupaciones génicas de NRPs y PKs desconocidos hasta ahora (Charlop-
Powers et al., 2015).

2.3. Mineria gendémica

Los primeros pasos dados en el estudio de rutas de biosintesis de PNs por actinomicetos
mostraron que los genes que determinaban su produccién formaban agrupaciones en los
genomas (Hopwood y Merrick, 1977; Martin y Liras, 1989). La aparicion y desarrollo de diversas
técnicas denominadas comuUnmente -dmicas (gendmica, transcriptomica, metabolémica,
epigendmica, protedmica, etc.) abrieron posteriormente la posibilidad de llevar a cabo estudios
bioinformaticos y genéticos inversos en cuanto a la biosintesis de los posibles metabolitos
generados (Zhou et al., 2011). De esta manera, gracias a esos avances ya es posible conocer en
primer lugar el genoma completo de una especie, luego localizar agrupamientos génicos que
determinen la potencial produccién de un PN, estudiar individualmente la posible funcién de
estos genes y finalmente predecir o proponer un producto final generado de acuerdo con la
accion conjunta de todos los genes agrupados.

El mayor obstaculo que presentaban la gran mayoria de estas nuevas técnicas, sobre
todo la secuenciacién masiva, era el elevado coste que suponian, impidiendo en muchos casos
llevarlo a cabo. Sin embargo, con el continuo descenso del precio de la secuenciacién de ADN y
su continuo avance y mejora han provocado ahora si una revolucion en la busqueda de nuevos
PNs. Cada vez se secuencia una mayor cantidad de genomas bacterianos y como ejemplo claro
esta el dato publicado en 2013 por el Centro Nacional de Informacién Biotecnolédgica (NCBI,
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National Center for Biotechnology Information, U.S. National Library of Medicine, MD, E.E.U.U.),
gue sefala que durante ese afio se depositaron en su base de datos una media de 500 secuencias
diarias, la mayoria secuencias parciales (NCBI, 2013). El analisis bioinformdtico de esas
secuencias muestra la existencia de una gran cantidad de agrupaciones génicas silenciosas o
cripticas, incluso en cepas altamente estudiadas en cuanto a la quimica de los PNs conocidos
que producen (Bentley et al., 2002; lkeda et al., 2003).

La mineria gendmica afiade una novedad a la busqueda de PNs como es el hecho de
poder realizar comparaciones bioinformaticas de multiples secuencias con el fin de localizar
genes que codifiquen enzimas involucrados en la biosintesis de PNs de interés presentes en un
genoma particular o en un conjunto de genomas secuenciados. Los estreptomicetos son
considerados como un gran candidato para actuar como modelo en esta metodologia ya que,
como se ha descrito anteriormente, poseen un enorme potencial para la produccion de PNs de
diversa naturaleza. También cabe destacar que se considera que aun falta por encontrar el 97%
de posibles productos naturales sintetizados a partir de actinomicetos de acuerdo con los
estudios de su potencial génico (Duncan et al. 2015), lo cual da una idea clara del, a priori,
enorme potencial biosintético que posee este género. Conforme aparecen nuevos estudios de
mineria gendmica se confirma la presencia de genes o agrupaciones génicas con potencial de
sintetizar nuevos metabolitos, aunque a la hora de conseguir obtener esos nuevos PNs se
afronta el hecho de que una gran parte de estos clisteres se encuentran silenciados, lo que
conlleva un nuevo reto como es el de desarrollar nuevas vias para conseguir su activacion (Baltz
2011; Ye et al., 2017; Horbal et al., 2018). En la tabla 1 se muestran algunos de los metabolitos
publicados recientemente cuyos genes o clusteres biosintéticos silenciosos fueron localizados
mediante mineria gendmica en diferentes cepas de actinobacterias y para los que se
identificaron o desarrollaron condiciones especificas de activacion.

Un aspecto fundamental para la produccidon de metabolitos secundarios es la regulacion
de la expresion del cluster correspondiente. Los genes de biosintesis de antibidticos pueden
sufrir represidn transcripcional por dos vias. La primera de ellas se debe a la unién de un represor
transcripcional a su promotor, lo cual no permite el acceso por la ARN polimerasa y, por tanto,
inhibe el comienzo de la transcripcién. La segunda via seria la que conlleva que el represor
compite con un activador por su posicién de union afin dentro de la regidon promotora o cuando
el represor se une en algun lugar aguas abajo del promotor, con lo que se impide la elongacion
del transcripto (Wohlleben et al.,, 2017). Se han identificado numerosos tipos de genes
reguladores transcripcionales pertenecientes a las familias TetR, LysR, DeoR, GntR, o MarR
(Martin y Liras, 2010; Alvarez-Alvarez et al., 2014; Lu et al., 2017; Botas et al., 2018), los cuales
poseen en la mayoria de los casos encontrados a dia de hoy una actividad represora sobre la
biosintesis de metabolitos secundarios en estreptomicetos. La familia de los genes reguladores
TetR es la mas amplia de entre ellos (Romero-Rodriguez et al., 2015). En las agrupaciones génicas
estudiadas durante esta Tesis Doctoral predominan los genes reguladores transcripcionales del
tipo TetR, LysR y GntR que, segun la bibliografia, en la gran mayoria de los casos actian como
represores, aunque en casos menos habituales pueden ser activadores (Uguru et al., 2005) e
incluso pueden tener una doble funcién represora/activadora dependiendo del tipo de ruta
metabdlica sobre las que actue (Pompeani et al., 2008; Jiang et al., 2017).
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Tabla 1. Ejemplos de metabolitos descubiertos por medio de la mineria gendmica en diferentes estreptomicetos
(tabla adaptada de Poorinmohammad y Hamedi, 2017)

Especie Gen objetivo Metabolito/s Bioactividad de metabolito/s  Referencia
actinobacteria mineria
genomica
Streptomyces Terpeno (+)-epi- Antibidtico Lin et al.
coelicolor sintasa isozizaena (2006)
Streptomyces PKS-1 Metabolitos Antibiotico Chen et al.
marokkonensis poliénicos: (2016)
M10 PF1y PF2
Salinispora Cluster Sp_sal  Salinosporami Antineoplasico Eustaquio
pacifica CNT-133 daK (inhibidor del etal.
proteasoma) (2011)
Streptosporangiu Cluster hex Hexaricinas A— - Tian et al.
m sp. CGMCC C (2016)
4.7309
Streptomyces PKS-11I Germicidinas y Antibiotico Song et al.
coelicolor isogermicidina (quelante (2006)
s de hierro)
Streptomyces NRPS CchH Coelichelina Antibiodtico Lautru et
coelicolor M145 (quelante al. (2016)
de hierro)
Streptomyces Terpeno Avermitilol - Chou et al.
avermitilis sintasa 2010
(sav76)
Salinispora Esterasa Esterasa Enzima con gran estabilidad en  Fangetal.
arenicola CNP193 SAestA presencia de solventes (2015)
orgdanicos
Streptomyces Mineria Antimicinas, Antifingico Olano et
albus 11074 gendmica 6-epi- - al. (2014)
general alteramidas,
para candicidinas, Antifingico
metabolitos indigoidina y -
secundarios paulomycinas Antibiotico

En cuanto a la activacidn transcripcional de genes biosintéticos ésta puede producirse

ya sea al unirse una sefal apropiada a su regulador afin o debido a una activacién directa por

medio de una proteina activadora transcripcional. Por tanto, los activadores transcripcionales

por lo general cumplen su funcién de dos formas posibles, o bien estabilizando el complejo ARN

polimerasa-promotor o bien acelerando la transicién del complejo abierto durante el comienzo

de la transcripcion (Romero-Rodriguez et al. 2015).
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2.3.1. Secuencia gendmica de Streptomyces albus 11074

Existen dos secuencias depositadas con el genoma completo de S. albus 11074, una de
ellas mas completa y mejorada con respecto a la anterior. La primera secuencia se encuentra
accesible desde 2008 y fue depositada en el Broad Institute (Cambridge, MA, E.E.U.U.). Su
numero de acceso es NZ_DS999645.1, engloba un total de 6.813.830 pares de bases (contenido
en guanina y citosina G-C del 73,2%), englobadas principalmente en el supercontig 3.1. Esta
conformada por 6067 genes que codifican para 5983 proteinas. Esta secuencia no estd completa
al cien por cien debido a que en ciertas regiones del genoma existen nucledtidos sin identificar.
Afios mas tarde, en 2013, se publicd una nueva secuencia de esta especie en el NCBI (National
Center for Biotechnology Information, U.S. National Library of Medicine, MD, E.E.U.U.), esta vez
completa, depositada con el nimero de acceso CP004370.1 (Zaburannyi et al., 2014). El genoma
completo de S. albus J1074 lo conforman 6,841,649 pb, con un contenido en G-C del 73,3%. Esta
nueva secuencia es la que se ha utilizado durante esta tesis doctoral para los estudios
bioinformaticos y de disefio para ensayos de ingenieria genética llevados a cabo, que
complementan a los realizados anteriormente en el grupo (Olano et al., 2014; Gonzalez et al.,
2016), aunque para la nomenclatura de los genes estudiados se ha mantenido la empleada en
la secuencia depositada en 2008 (SSHG ) que fue la utilizada en los trabajos previos sobre esta
cepa.

S. albus 11074 presenta en su genoma al menos 27 agrupamientos génicos para la
biosintesis de metabolitos secundarios (Olano et al., 2014). En un primer andlisis de la secuencia
con el programa bioinformatico AntiSmash 4.0 (Blin et al., 2017) se localizaban 26 agrupaciones
génicas biosintéticas. Sin embargo, al realizar un analisis mas exhaustivo sobre cada una de las
agrupaciones de manera individual se comprobd que existia un agrupamiento adicional que la
aplicacion bioinformatica no era capaz de localizar e identificar como tal (Tabla 2), al cual se le
denomind cluster 23.

Pudieron localizarse seis clusteres conteniendo genes que codifican sintetasas de
péptidos no ribosomales, NRPS (clusteres 9, 12, 13, 14, 21y 27). En primer lugar, se observo la
presencia del cluster 9, el cual presenta una alta homologia con una agrupacidn génica presente
en varias especies de estreptomicetos encargada de sintetizar el pigmento azul indigoidina.
Acerca de esta agrupacion génica se habla en profundidad en el apartado 3.1.1. de esta
introduccion. Por otro lado, las otras cinco agrupaciones génicas localizadas (clisteres 12, 13,
14,21y 27) Unicamente la 13 y la 21 si presentan un alto grado de homologia con agrupaciones
encargadas de sintetizar lipopéptidos, pese a que aln no se ha encontrado el producto final
generado.
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Tabla 2. Agrupaciones génicas del genoma de S. albus 11074 identificadas (tabla adaptada de Olano et al., 2014).

Claster Gen inicio? Gen final® Tipo Prediccion producto final®
1 SSHG_0001 SSHG_00036 PKS | - NRPS Desconocido
2 SSHG_00040 SSHG_00050 Lantipéptido Lantibiotico clase Il
3 SSHG_00051 SSHG_00053 PKS I - NRPS Desconocido
4 SSHG_00054 SSHG_00069 PKS I - NRPS Antimicinas
5 SSHG_00076 SSHG_00101 PKS | Candicinas
6 SSHG_00144 SSHG_00155 PKS Il THN, flaviolina
7 SSHG_00244 SSHG_00268 Terpeno Isorenierateno
8 SSHG_00271 SSHG_00271 Bacteriocina Familia linocina M18
9 SSHG_00311 SSHG_00315 NRPS Indigoidina
10 SSHG_00980 SSHG_00990 Ectoina sintasa 5-hidroxiectoina
11 SSHG_01746 SSHG_01756 Sideroforo Desferrioxamina B
12 SSHG_01964 SSHG_02004 NRPS Desconocido
13 SSHG_02468 SSHG_02510 NRPS Surugamidas
14 SSHG_02783 SSHG_02815 NRPS Desconocido
15 SSHG_03580 SSHG_03598 Lantipéptido SAL-2242
16 SSHG_03731 SSHG_03731 Bacteriocina Familia Lactococina 972
17 SSHG_03888 SSHG_03912 Lantipéptido Lantibiotico clase |
18 SSHG_04343 SSHG_04344 Terpeno Albaflavenona
19 SSHG_04630 SSHG_04630 Terpeno Geosmina
20 SSHG_04857 SSHG_04868 Siderdforo Desconocido
21 SSHG_04926 SSHG_04963 NRPS Lipopéptido
22 SSHG_05166 SSHG_05175 Bacteriocina Desconocido
230 SSHG_05313 SSHG_05354 Desoxiazucares Paulomicinas
24 SSHG_05575 SSHG_05575 Bacteriocina Desconocido
25 SSHG_05647 SSHG_05659 Terpeno Hopeno
26 SSHG_05699 SSHG_05729 PKS I - NRPS Macrolactamo tetramato
policiclico
27 SSHG_05882 SSHG_05890 NRPS Desconocido

a. Localizacién y productos hipotéticos basados en el analisis de la secuencia del genoma de S.albus J1074

mediante antiSMASH y analisis individuail mediante BLAST de genes seleccionados.

b. Cluster 23 no identificado mediante analisis antiSMASH si no mediante el andlisis individual de sus genes

con la herramienta BLAST.
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Por otra parte, se encontraron dos agrupaciones (clusteres 5 y 6) de tipo policétido
sintasa (PKS). El cluster 5 contiene genes de PKS tipo | (Olano et al., 2014) y tiene un alto grado
de homologia con agrupaciones presentes en otras especies de Streptomyces dedicadas a
sintetizar FR-008-candicidinas como S. griseus IMRU 3570, Streptomyces sp. FR-008 vy
Streptomyces sp. S4 (Campelo y Gil, 2002; Chen et al., 2003; Seipke et al., 2011), un compuesto
poliénico. Por su parte el cluster 6, de tipo PKS-Ill, también presenta una alta homologia con
otras especies de Streptomyces como S. coelicolor A3(2) (Nett et al., 2009), su producto final de
biosintesis es tetrahidroxinaftaleno y su producto de oxidacidn flavolina (lzumikawa et al.,
2003).

También se localizaron cuatro cllsteres identificados como hibridos PKSI-NRPS
(clasteres 1, 3, 4 y 26). En principio, de acuerdo con los genes que conforman los clusteres 4 y
26 estos se tratarian de agrupaciones encargadas de la biosintesis de compuestos antiflingicos.
Al analizar los resultados dados por Antismash el cldster 4 no se localiza de forma individual, ya
gue la aplicacién bioinformatica lo engloba junto con su cluster contiguo, el clister 5, como si
ambos fueran una Unica agrupacion. Sin embargo, mediante un minucioso anadlisis de su
secuencia se observd que eran dos agrupaciones independientes (Olano et al., 2014). Este
cluster presenta un alto grado de homologia con agrupaciones localizadas en otras especies de
Streptomyces como Streptomyces S4, Streptomyces ambofaciens y otros estreptomicetos
(Seipke et al., 2011; Yan et al., 2012; Aigle et al., 2013) y su producto final es una familia de
compuestos antifungicos llamados antimicinas. El clUster 26 guarda gran homologia con otro
presente en Lysobacter enzymogenes, que sintetiza un antifingico termoestable (Yu et al.,,
2007). Para las dos agrupaciones génicas de este tipo restantes no se ha encontrado homologia
en otras especies ni tampoco predicciones bioinformaticas en cuanto al producto final que
pudieran producir.

Como ya se ha indicado anteriormente, el clister 23 no se localiza realizando un analisis
general de la secuencia de S. albus 11074 con AntiSmash. Sin embargo, realizando un estudio
pormenorizado e individual dentro de las secuencias de cada uno de los clisteres obtenidos en
busca de algun indicio de localizar genes capaces de producir metabolitos secundarios
glicosilados logrd identificarse esta agrupacion génica (Olano et al., 2014) a priori con capacidad
de biosintetizar 6-deoxihexosas y transferirlas a un aglicon mediante glicosiltransferasas
(presentes en el agrupamiento). Como posteriormente se demostrd esta agrupacion determina
la produccidon de antibidticos glicosilados denominados paulomicinas (Olano et al., 2014;
Gonzdlez et al., 2016).

En cuanto a los clusteres restantes localizados en el genoma de S. albus 11074 existe una
diversidad funcional en cuanto a su produccidon de metabolitos. Los clusteres 2, 15y 17 son del
tipo lantipéptido; los clusteres 7, 18, 19 y 25 del tipo terpeno (también localizados en S.
coelicolor A3(2) y S. avermitilis MA-4680 (Craney et al., 2013; lkeda et al., 2003); los
agrupamientos 8, 16, 22 y 24 del tipo bacteriocina; el clister 10 determinaria la produccién de
ectoinas; por ultimo, hay dos clusteres de siderdforos, el 11 que se encuentra bastante
conservado en varias especies de Streptomyces y biosintetiza desferrioxamina By en el caso del
20 su producto final aun es desconocido aunque también estd conservado en varios
estreptomicetos.
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2.3.2. Identificacidn de los compuestos codificados por clisteres de biosintesis cripticos

De todos los agrupamientos génicos de S. albus 11074 se han identificado a dia de hoy
los metabolitos determinados por 5 de ellos que corresponden a un pigmento (indigoidina), dos
familias de compuestos antifingicos (candicidinas y antimicinas), una familia de compuestos con
actividad antibidtica (paulomicinas) y un compuesto citotdxico y antifingico (6-epi-alteramida
A). Los productos determinados por los 22 agrupamientos génicos restantes son por el momento
desconocidos.

Como ocurre en todos los estreptomicetos en estudio, gran parte de los agrupamientos
génicos presentes en S. albus J1074 permanecen silenciosos en condiciones habituales de
crecimiento en el laboratorio o bien se expresan pobremente dificultando la identificacién del
producto criptico que determinan. Para hallar los compuestos correspondientes a estos
agrupamientos génicos silenciosos se requiere la manipulacidon genética del microorganismo
para activar especificamente su expresién, bien de forma directa o bien a través de la
sobreexpresion de activadores de la transcripcidn especificos de cada ruta.

2.4. Activacion o incremento de la produccion de metabolitos secundarios cripticos

En nuestro grupo tradicionalmente se han venido realizando trabajos en los que se trata
de activar genes o agrupamientos génicos que en condiciones de laboratorio se encuentran
silenciados y/o de los cuales se desconoce su producto, denominados cripticos. Para ello se han
empleado diversas técnicas como las descritas en apartados anteriores. En Olano et al., 2014 se
detalla cdmo se lograron activar en S. albus J1074 cinco clusteres silenciados o con bajo nivel de
expresion: uno PKS-I (candicidina), dos péptidos hibridos PKS-NRPS (antimicinas y 6-epi-
alteramidas), uno NRPS (indigoidina) y también compuestos glicosilados (paulomicinas). Esas
activaciones se consiguieron siguiendo diferentes estrategias, como la inserciéon de un promotor
fuerte y constitutivo frente a los genes seleccionados de dos grupos, con lo que se consiguid
activar la produccion del pigmento azul indigoidina y de dos nuevos miembros de la familia de
las macrolactamas tetramato policiclicas (6-epi-alteramidas A y B). Mediante la estrategia de
sobreexpresar genes reguladores positivos también se logré activar la biosintesis de 6-epi-
alteramidas. La tercera estrategia empleada fue la expresion heterdloga del gen regulador pimM
del claster de pimaricina en S. natalensis (Olano et al., 2014), lo que activé la produccion
simultadnea de candicidinas y antimicinas sugiriendo una regulacién cruzada entre ambos
agrupamientos de biosintesis como mas tarde se demostré (MclLean et al., 2016).

Otras aproximaciones de utilidad que han sido exploradas en este trabajo para la
activacion de clusteres silenciosos se detallan a continuacién.

2.4.1. Método OSMAC (One Strain — Many Compounds)

Este método consiste en aplicar variaciones en las diferentes condiciones del cultivo
como pueden ser medio de cultivo, temperatura de crecimiento, velocidad de agitacion, etc.
(English et al., 2016) y comprobar para cada caso si alguno de esos cambios o la combinacién de
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alguno de ellos suponen un cambio en la pauta de produccién normal de un microorganismo lo
cual desemboque en la biosintesis de algin nuevo compuesto por parte de la cepa en estudio
(Bode et al., 2002).

En el caso de esta tesis doctoral los cambios en las condiciones de cultivo se basaron
principalmente en utilizar diferentes medios de cultivos, de manera que si las diferentes
composiciones de éstos producian una variacidén en la expresidén génica esto podria suponer la
activacion de alguno de los cuatro clusteres de interés en la cepa, pudiendo derivar en una
consecuente activacién de su maquinaria biosintética y aparicién de nuevos compuestos cuyo
potencial bioactivo podria estudiarse.

2.4.2. Suplementacion de medios de cultivo con elicitores quimicos

Otra estrategia seguida para tratar de activar o mejorar la produccion de determinados
productos naturales en actinomicetos consiste en suplementar los medios de cultivo con
moléculas quimicas (naturales o sintéticas) que consigan activar la expresién de un gen o un
agrupamiento génico. A estas moléculas quimicas activadoras se les suele denominar por su
término en inglés elicitor.

Los esfuerzos iniciales para intentar obtener nuevos metabolitos activando los genes
que los sintetizan se centraban casi exclusivamente en alterar la expresion mediante la
substitucidn de promotores nativos por promotores constitutivos en la cepa de estudio o bien
en transferir mediante expresion heterdloga uno de estos grupos de genes biosintéticos en una
cepa hospedadora. Sin embargo, en los ultimos afios se estan buscando nuevas vias alternativas
entre las que destaca la de estudiar las moléculas implicadas en la activacién de los genes
biosintéticos para emplearlas en su forma natural o buscando andlogos sintéticos en la
activacion de agrupaciones que permanezcan silenciadas (Wohlleben et al., 2017).

Los antibidticos han destacado en estos estudios como las principales seiales para la
induccion de grupos de genes silenciados. En la mayoria de los casos si se emplean en altas
concentraciones matan a las cepas bacterianas, pero empleando concentraciones mds bajas,
subinhibitorias, se produce una activacién global del metabolismo secundario al inducir la
expresion de grupos de genes biosintéticos (Seyedsayamdost, 2014). Existen numerosos
ejemplos al respecto como la promomicina, un antibidtico poliéter estructuralmente similar a la
lonomicina, que se identificd6 como activador de la produccion de un nuevo antibiético
denominado SF2768 al realizar un ensayo en el que se hacia interaccionar la cepa Streptomyces
sp. 153 (productora de promomicina) frente a la cepa Streptomyces sp. 574 (Amano et al. 2010).
En este ensayo ademds se pusieron de manifiesto las propiedades horméticas de ciertos
antibiodticos (Figura 6), que consiste en que a bajas concentraciones desempefian un papel
activador para la producciéon de otros antibidticos, mientras que a altas concentraciones
desarrollan propiedades antibacterianas (Davies et al., 2006).
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Figura 6. Efectos horméticos de los antibidticos. En la figura se muestran los cambios en la traduccion global
relacionada con la inhibicidn del crecimiento (multiplicacién celular) asi como que la concentracion de antibidticos
aumenta desde subinhibitoria a inhibitoria. De la grafica puede entenderse que las concentraciones mas bajas podrian
representar a las condiciones ambientales y las concentraciones mas altas a las terapéuticas (imagen modificada de
Davies et al., 2006).

También se ha estudiado en profundidad el efecto de otros productos quimicos en la
activacion de agrupaciones génicas biosintéticas y se ha comprobado que variando las
concentraciones empleadas puede haber cambios muy significativos en este efecto activador
(Pettit, 2010). Algunos de los elicitores quimicos empleados que han demostrado su eficacia son,
por ejemplo, el DMSO (Chen et al., 2010), N-acetil glucosamina (Rigali et al., 2008), tierras raras
como lantano y escandio (Tanaka et al., 2010), moléculas pequeias como etanol (Pettit, 2010)
o aminodacidos como el triptéfano (Palazzotto et al., 2015).

3. Cuantificacion de la expresion génica

Como se ha explicado en otros apartados, un gran porcentaje de los agrupamientos
génicos biosintéticos identificados a dia de hoy se encuentran silenciados en condiciones de
laboratorio. Por ello, comprender los mecanismos que controlan la diferenciacion morfolégica
y la produccion de metabolitos secundarios puede abrir una via para encontrar nuevos
compuestos bioactivos de interés y ayudar a crear nuevas cepas superproductoras.

Es por esto que hay una necesidad de sistemas testigo que permitan el estudio y
cifrado de la expresidn de genes por sus promotores bajo diferentes condiciones y en presencia
o ausencia de diversas proteinas reguladoras y otros elementos de control (Horbal y Luzhetskyy,
2017). Por ejemplo, la aplicacidn del LacZ de E. coli como sistema testigo, el cual permite una
facil observaciéon y cuantificacidn, revoluciond el campo de la evaluacidn de la expresion génica
en procariotas. Sin embargo, ensayos donde se pretendié usarlo como testigo en actinobacterias
fallaron porque la mayoria presentan una actividad beta-galactosidasa enddgena bastante alta,
y los mutantes que se vieron privados de esta actividad presentaban defectos pleiotrépicos
(Eckhardt et al., 1987). Se encontraron otras alternativas que hicieran factible este tipo de
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sistemas en actinobacterias, cada uno de ellos con sus pros y sus contras, como EGFP, RFP, GusA,
MelC, XylE, BpsA, RppA, Amy, Neo y Cat (Tabla 3).

Tabla 3. Genes testigo probados en actinobacterias (tabla modificada de Horbal y Luzhetskyy, 2017).

Gen testigo

Descripcion

Fuente

gusA

bpsA

egfp

MmRFP

luxAB

luxABCDE

rppA

amy

xylE

Codifica para la beta-glucuronidasa, realiza la conversion de beta-
glucuronidos en productos cromogénicos, quimioluminiscentes o
fluorescentes. Se puede aplicar para evaluaciéon cuantitativa y visual
de la expresidon génica en medios sélidos y liquidos. Requiere
sustrato.

Codifica para la péptido sintetasa no ribosomal responsable de la
biosintesis de un pigmento azul-indigoidina. Puede ser aplicado para
la evaluacidon cuantitativa y visual de la expresion génica en medios
sélidos y liquidos. No requiere la adicién de ningun sustrato; sin
embargo, depende de la presencia enddgena de triptéfano.

Codifica la proteina de fluorescencia verde mejorada. Puede ser
detectado in vivo e in vitro. El sistema se caracteriza por fotoblanqueo
y alto fondo debido a un alto nivel de autofluorescencia en
actinobacterias miceliales. In vivo la cuantificacion no es posible.

Codifica para la proteina de fluorescencia roja monomeérica. Puede
ser detectado in vivo e in vitro. La cuantificacion in vivo no es posible.

Codifica para las subunidades a y B de un enzima luciferasa
heterodimero. Esta enzima cataliza la oxidaciéon de aldehidos de
cadena larga y de flavinas mononucledtidas reducidas. Un
requerimiento para el sistema es la adicion del sustrato-n-aldehido
decanal. Puede ser detectado in vivo e in vitro. Medida cuantitativa in
vivo posible.

Codifica para las subunidades a y B de un enzima luciferasa
heterodimero y para las proteinas que producen un tetradecanal que
es un sustrato para la enzima. El sistema es muy sensible; el enzima
es rapidamente degradable lo que permite la investigacion temporal
de la expresion génica. Sin embargo, la reaccidon enzimatica es
dependiente de las reservas de acidos grasos, que varian en
diferentes condiciones de crecimiento.

Codifica para policétido sintasa tipo Ill que es responsable de la
produccion de 1,3,6,8-tetrahidroxinaftaleno que se oxida
espontaneamente a quinona flaviolina de color rojo oscuro. La
evaluacion visual de la expresidon génica, asi como la medicidn
cuantitativa espectrofotométrica son posibles. El sistema tiene baja
sensibilidad y depende del grupo de malonil-CoA en la célula.

Codifica para la a-amilasa que esta involucrada en la digestion del
almidoén. Evaluacién visual de la expresion génica y medicidn
cuantitativa espectrofotométrica posibles. Baja sensibilidad.

Codifica catecol 2,3-dioxigenasa. Requiere sustrato catecol. Puede ser
detectado in vivo e in vitro. Baja sensibilidad.

20

E. coli

S.
aureofaciens

Jellyfish
Aequorea
victoria

Discosoma sp.

Vibrio harvei

Photorhabdus

luminescens

Sacch.

erythraea

Streptomyces

griseus

Pseudomonas

putida




INTRODUCCION

melC Codifica el operén de tirosinasa involucrado en la biosintesis de S. glaucescens
melanina Puede ser detectado in vivo e in vitro. Baja sensibilidad.

neo Codifica la aminoglucdsido fosfotransferasa que confiere resistencia Tn5
a neomicina/kanamicina. La actividad puede ser detectada in vivo e
in vitro. Baja sensibilidad.

cat Codifica para cloranfenicol acetiltransferasa de Tn9. Resistencia a Tn9
cloranfenicol. Baja sensibilidad.

Un método recientemente desarrollado consiste en la utilizacién del pigmento azul
indigoidina sintetizado por el producto de un gen que en el caso de S. albus J1074 es
SSHG_00313 (Blue-pigment synthetase). Andlogos de este gen se han empleado para insertarlo
bajo el control de promotores que en caso de que se estén expresando provocan la expresion
de éste con la consiguiente aparicion de una coloracidon azul debida a la produccion de
indigoidina, lo cual representa una manera visual de comprobar si estd habiendo expresion o no
in vivo. Los primeros sistemas testigo de este tipo se llevaron a cabo en E. coli para detectar
fosfopanteteina transferasas de librerias metagendmicas (Owen et al., 2012). También se ha
empleado la indigoidina sintetasa como sistema testigo cuantificable tanto en E. coli como en
células de mamifero (Miiller et al., 2012). Sin embargo, pese a que se ha observado que varios
estreptomicetos tienen la capacidad de generar indigoidina, no se habia empleado la indigoidina
sintetasa como sistema testigo para Streptomyces, hasta que recientemente se han publicado
trabajos utilizando indigoidina sintetasas de diferentes origenes para medir y cuantificar la
expresion génica en Streptomyces, por ejemplo, el gen bpsA de S. aureofaciens CCM3239
(Novakova et al., 2010; Knirschova et al., 2015) o el gen idgS de S. lavendulae CGMCC 4.1386 (Li
etal. 2015).

Ademas de un sistema visual en medio sélido este testigo se puede utilizar para realizar
ensayos en medio liquido (Miiller et al., 2012). En estos casos el objetivo es, tras retirar el micelio
por centrifugacidn, cuantificar la cantidad de indigoidina generada presente en el medio liquido,
teniendo asi una forma de baremacidon del nivel de expresidon. No obstante, este sistema de
cuantificacion presenta varios problemas asociados. En primer lugar, la indigoidina no es muy
soluble en aguay por ello precipita facilmente, complicando la cuantificacidn al tener que utilizar
solventes en los que mejore su solubilidad, aunque los resultados obtenidos hasta ahora no han
sido todo lo buenos que podria esperarse. Por otro lado, no toda la indigoidina se secreta al
medio extracelular, asi que se necesita aplicar un proceso de ruptura celular para tratar de
extraerla.

En publicaciones previas de nuestro grupo se observd, estudiando el genoma de S.
albus 11074, que éste posee una agrupacion de genes de biosintesis capaz de sintetizar
indigoidina (Olano et al., 2014). Se demostré que, aunque en condiciones de laboratorio la cepa
silvestre no produce indigoidina ya que el clister encargado de su sintesis se encuentra
silenciado, al insertar delante del gen SSHG_ 00313 un promotor constitutivo fuerte como
ermE*p (promotor del gen de resistencia a eritromicina) se logra una activaciéon del gen
SSHG_00313 apareciendo el caracteristico color azul de indigoidina.
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3.1. Indigoidina

La primera referencia sobre la produccién de un pigmento azul por parte de bacterias
fue a finales del s. XIX (Claessen, 1890). Unos afios mas tarde el cientifico israeli Benjamin Elazari
Volcanifue el primero en aislar este pigmento y le proporcioné el nombre de indigoidina (Elazari-
Volcani, 1939) y aun tuvieron que pasar tres décadas mas para que se conociera su naturaleza
quimica (Kuhn et al., 1965), donde se mostré que pertenece al grupo de pigmentos 3,3‘-
bipiridilo.

La indigoidina [5,5-diamino-4,4 -dihidroxi-3,3 -diazadifenoguinona-(2,2')] es un
pigmento azul que posee propiedades antioxidativas y antimicrobianas producido por diversas
bacterias. El gen implicado en la biosintesis de indigoidina (indigoidina sintetasa) fue descrito
por primera vez en la cepa bacteriana patdogena Erwinia chrysanthemi sp. 3937 (Reverchon et
al. 2002) y la ruta de biosintesis propuesta se muestra en la figura 7.
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A, / . [+ HA PN
\c}fc\ou \fH s d'e enlacT amllda I ’i? Condensacién de \ﬁ ?H
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M. Oxidacién dos moléculas
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Cl 0 ¢Otras proteinasInd? 0.
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Indigoidina

Figura 7. Modelo propuesto para la biosintesis de la indigoidina. Debido la NRPS monomodular (IndC) se produce una
activacion de glutamina que da lugar a su tioéster. Entonces la glutamina se cicla debido a la formacion de un enlace
amida intramolecular. La molécula resultante, 5-aminopiperidina-2,6-diona, es deshidrogenada posiblemente por el
dominio de oxidacién de IndC para dar lugar a 5-amino-3H-piridina-2,6-diona. La condensacion de dos de estas
moléculas por otra proteina Ind terminaria generando indigoidina. Imagen modificada de Reverchon et al. (2002).

3.1.1. Estudio del cluster de indigoidina (9) de S. albus 11074

La agrupacion génica 9 del genoma de S. albus 11074, denominada asi por la posicion
en que aparece al hacer un analisis bioinformatico en la aplicacidon AntiSmash, tiene un tamafio
de aproximadamente 7,8 kb y estda compuesto por 6 genes que, de acuerdo a la secuencia
depositada por el Broad Institute, coinciden con los genes SSHG_00311 al SSHG_00316 (Figura
8). Las caracteristicas generales de cada uno de ellos aparecen en la tabla 4.

SSHG_00312 SSHG_00315
SSHG_00311 SSHG_00313 SSHG_00314 SSHG_00316

Figura 8. Organizacion de los genes en el agrupamiento génicos encargado de la sintesis de indigoidina.
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Tabla 4. donde se muestran los genes que conforman el clUster biosintético de indigoidina y las caracteristicas
principales de cada uno de ellos.

Gen Funcion Posicién Tamaio | Hebra
SSHG_00311 | Enzima posiblemente implicado en la biosintesis 1-942 942 -
de indigoidina
SSHG_00312 Proteina hipotética 939-1193 255 -
SSHG_00313 NRPS de biosintesis de indigoidina 1247 - 5221 3975 -
SSHG_00314 Hidrolasa 5357 - 6020 663 -
SSHG_00315 Permeasa de transportador ABC 6017 - 7060 1044 -
SSHG_00316 Fosforibosil uracilo transferasa 7057 - 7719 645 -

El cldster implicado en la biosintesis de indigoidina de S. albus 11074 presenta andlogos
en otros microorganismos incluidos estreptomicetos como, por ejemplo, S. clavuligerus o S.
lavandulae que cuentan con los genes necesarios para producirla (Ceniceros, 2017). Sin
embargo, existen diferencias en todas estas agrupaciones en cuanto a qué genes la conforman
y también en cuanto a la posicién que ocupan en el cromosoma (Figura 9). Esto ultimo ocurre
sobre todo si se toma como eje central del cluster al gen que codifica la NRPS responsable de
biosintetizar indigoidina (SSHG_00313) y se observa qué genes se encuentran a su alrededor y
como se distribuyen, ya que para cada especie se organizan de un modo particular.

Dickeya dadanti =)y
. _—N
Streptomyces clavuligerus l—y)
streptomyces alb ) — ) =)
reptomyces albus o
Streptomycesfavenduiee H —
streptomyces chromofuscus ) ——— w) E—
Photorhabdus luminescens P> e

n IndA DUF4243

mm /nd8 s Transportador

mm /ndC Fosforribosil transferasa tipo |
- s.0r Genes circundantes no conservados

Figura 9. Comparativa de genes que componen agrupaciones génicas para la formacidn de indigoidina en diferentes
especies bacterianas (imagen modificada de Ceniceros, 2017).

A lo largo de los ultimos afios se estan encontrando genes con capacidad de sintetizar
indigoidina en varias especies de estreptomicetos y, pese a no permanecer totalmente
conservados, poseen un grado de homologia considerable entre ellos (Li et al., 2015; Pait et al.,
2017).
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Objetivos

v" Andlisis bioinformético del genoma de Streptomyces albus 11074 y localizacién de
agrupamientos génicos silenciosos.

v" Activacién de los agrupamientos génicos silenciosos mediante la manipulacién genética de
genes biosintéticos y reguladores.

v Caracterizacién estructural de los productos determinados por los agrupamientos génicos
activados.

v" Anélisis de la actividad bioldgica de los productos identificados.
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MATERIALES Y METODOS

1. Microorganismos

En la siguiente tabla, se muestran los microorganismos utilizados durante la realizacién
del presente trabajo, asi como su genotipo y procedencia:

Tabla 5. Microorganismos empleados a lo largo de esta Tesis Doctoral.

MICROORGANISMO CEPA GENOTIPO/CARACTERISTICAS REFERENCIA
Escherichia coli DH10B F~ mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) INVITROGEN
®80/acZAM15 AlacX74 recAl endAl araD139
A(ara leu) 7697 galU galK rpsL nupG A—
Escherichia coli DH5a F~ endAl gInV44 thi-1 recAl relAl gyrA96 INVITROGEN
deoR nupG purB20 ¢$80dlacZAM15 A(lacZYA-
argF)
U169, hsdR17(r« mk*), A~
Escherichi coli ET12567 F- dam-13::Tn9 dcm-6 hsdM hsdR zjj- Kieser et al.,
(puB307) 202:Tn10 recF143 galk2 galT22 ara-14 lacYl 2000
xyl-5 leuB6 thi-1 tonA31 rpsL136 hisG4 tsx-78
mtl-1 ginV44
Streptomyces albus J1074 ilv-1, sal-2, RM- Chater and
productor de paulomicinas Wilde, 1976
Streptomyces albus AB29 A(plm17-18)::aac(3)IV Olano et al.,
Derivado de J1074, no productor de 2014
paulomicinas
Streptomyces albus AANt A(sshg_00055-00058)::aac(3)IV Dra. Aranzazu
Derivado de J1074, no productor de Gonzalez (Datos
antimicinas no publicados)
Streptomyces albus ACand A(sshg_00090-00100)::aac(3)IV Dra. Aranzazu
Derivado de J1074, no productor de Gonzalez (Datos
candicidinas no publicados)
Staphylococcus Utilizado en bioensayos ATCC
aureus (BAA-1747)
Staphylococcus Utilizado en bioensayos
epidermidis
Escherichia coli Utilizado en bioensayos
Klebsiella Utilizado en bioensayos
pneumoniae
Candida albicans Utilizado en bioensayos ATCC (32077)
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2. Plasmidos

Durante el desarrollo de este trabajo se han usado vectores con origen de replicacion
de Streptomyces y vectores con origen de replicacion de E. coli.

Tabla 6. Plasmidos utilizados durante esta Tesis Doctoral.

Vector Tamaiio Huésped Antibidtico de Referencia
(kb) seleccion
pCR’-Blunt 3,5 E. coli Kanamicina Invitrogen
pEFBAoriT 5,4 E.coli Apramicina Horna etal., 2011
Streptomyces
p0J260 3,5 E. coli Apramicina Bierman et al., 1992
Streptomyces
p0J260p 3,7 E. coli Apramicina Olano et al., (2004)
Streptomyces
PSET152Ec 6 E. coli Apramicina Dra. Carolina Cano-Prieto
Streptomyces (datos no publicados)
pEMAT 8,5 E.coli Ampicilina Menéndez et al., 2006
Streptomyces Tioestreptona
pUK21 3,1 E. coli Kanamicina Vieira y Messing, 1991
pUO09090 4,6 E. coli Apramicina Peldez et al., 2001
pSETEcH 6,7 E. coli Higromicina Dr. Ignacio Montero (datos no
Streptomyces publicados)
pSETeTc 6,7 E. coli Ampicilina Cano-Prieto et al., 2015
Streptomyces Tioestreptona Fuente de tsr (PCR)
pLHyg 4.2 E. coli Higromicina Olano et al., (2004)
Streptomyces Ampicilina Fuente de Hyg (digestidn)

3. Productos quimicos

Los productos quimicos empleados en la elaboracion de medios de cultivos, tampones
y reactivos en general fueron adquiridos en las siguientes firmas comerciales: VWR, Fermentas,
Sigma Aldrich, Roche, Probus, Difco, Chemie y Oxoid.

4. Enzimas

Los enzimas de restriccion, la lisozima, la proteinasa K, la fosfatasa alcalina, las ADN
polimerasas DreamTagq, Herculase Il y Terra, la ARNasa y la ADN ligasa del fago T4, asi como sus
respectivas disoluciones tampdn y/o aditivos necesarios para su correcto funcionamiento
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fueron suministrados por las casas comerciales Takara, New England Biolabs, Thermo Fisher
Scientific, Agilent Technologies, Clontech, Sigma-Aldrich e Invitrogen.

La ARNasa se prepard disolviendo una solucién a una concentracion final de 10 mg/ml
en Tris-HCI 10 mM (pH 7,5) y NaCl 15 mM, calentando a 90°C durante 15 minutos. Tras dejar
enfriar lentamente a temperatura ambiente, la solucidn se almacend a -20°C.

5. Antibidticos

En la siguiente tabla se muestran los antibidticos empleados, tanto solos como
combinados entre si, en el transcurso de este trabajo:

Tabla 7. Antibidticos utilizados en la realizacion de este trabajo.

Antibiético Solvente Concentracion Concentracion Referencia
stock (mg/ml) trabajo (mg/ml)
Apramicina (Am) Agua destilada 200 25 SIGMA
Ampicilina (Ap) Agua destilada 100 100 (E. coli) ROCHE
25 (Streptomyces)
Higromicina B (Hyg) PBS 50 200 ROCHE
Kanamicina (Km) Agua destilada 50 50 (E. coli) ROCHE
10 (Streptomyces)
Acido nalidixico (Nal) NaOH 0,5N 25 50 ROCHE
Cloranfenicol (Cm) Etanol absoluto 50 25 SIGMA
Tetraciclina (Tet) Etanol 70% 20 10 ROCHE
Tioestreptona DMSO 25 25 (medio sélido) SIGMA
5 (medio liquido)

6. Métodos microbioldgicos
6.1.Medios de cultivo

Todos los medios de cultivo se presentan en su composicidn para su forma liquida; para
su forma sélida se afiadié la cantidad de agar estipulada para cada caso.

6.1.1. Medios de cultivo empleados para E. coli

» Medio LB (Miller, 1972): medio liquido empleado para crecimiento de E. coliy poder
extraer su ADN plasmidico.

R/

«» Composicion: 5 g/L triptona; 5 g/L extracto de levadura; 5 g/L NaCl; 1 g/L
glucosa; pH 7,0. Afadiendo agar al 2% se obtiene la forma sdlida del medio,
denominado medio LA.
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» Medio 2xTY (Sambrook et al., 1989): medio liquido empleado para crecimiento de
E. coliy llevar a cabo la conjugacién con Streptomyces.
+» Composicion: 16 g/L triptona, 10 g/L extracto de levadura) y 5 g/L NacCl.
Afadiendo agar al 2% se obtiene la forma sélida del medio, denominado
2xTY sdlido.

6.1.2. Medios de cultivo empleados para Streptomyces

> Medio A (Fernandez et al., 1998): medio sélido empleado para crecimiento y
esporulacidn de Streptomyces para conjugaciéon y para obtencién de esporas.

% Composicion: 21 g/L MOPS; 5 g/L glucosa; 0,5 g/L extracto de levadura, 0,5
g/Lextracto de carne, 1 g/L casaaminoacidos, ajustar a pH 7,0 con KOH antes
de autoclavar. Cuando se emplea para conjugar se recomienda afiadir
10ml/L de MgCl,-6H20 para optimizar el proceso (Kieser et al., 2000).

» Medio MS (Hobbs et al, 1989): medio sélido empleado para crecimiento y
esporulacion de Streptomyces para conjugacion.
«» Composicion: 20 g/L manitol, 20 g/L harina de sojay 20 g/L agar. Cuando se
emplea para conjugar se recomienda afiadir 1,2 ml/100ml de CaCl2 (5M)
(Wangy Jin, 2014) después de autoclavar el medio de cultivo.

» Medio Bennet (Locci et al., 1969): medio sélido éptimo para la esporulacion de S.
albus 11074.

«» Composicion: 2 g/L triptona, 10 g/L glucosa, 1 g/L peptona y 1 g/L extracto
de levadura.

» Medio R5A (Fernandez et al., 1998): medio empleado para producciony aislamiento
de metabolitos secundarios.

% Composicion: 103 g/L sacarosa, 21 g/L MOPS, 10 g/L glucosa, 0,1 g/L
casaaminoacidos, 5 g/L extracto de levadura, 0,25 g/L K;SO4, 10,12 g/L
MgCl,-6H20 y 2 ml/L de solucién de oligoelementos. Ajustar a pH 6,8 con
KOH antes de autoclavar. Afiadiendo 25 g/l de agar se obtiene la forma
sdlida del medio, denominado R5A sélido.

» Medio TSB (Tryptone Soy Broth, Merck): medio liquido comercial empleado para el
crecimiento de Streptomyces en preindculos de cultivos y para la obtencién de ADN
cromosomico.

++» Composicion: 30 g/L caldo CASO®; ajustar a pH 7,0. Afiadiendo agar al 2%
se obtiene la forma sélida del medio, denominado TSA. En ensayos de
actividad antibidtica se utiliza TSA%, que sélo contiene 1% de agar, para una

mejor difusidn de los compuestos de ensayo.
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Medio MFE (Gonzdlez et al., 2016): medio utilizado para la produccién y aislamiento
de metabolitos secundarios.
+» Composicién: 21 g/L MOPS, 0,6 g/L MgS0,4.7H,0, 3,5 g/L K;HPO,, 10 g/L
glucosa, 0,2 g/L extracto de levadura, 5 mg/L CaCl,, 1 mg/L MnCl,, 1 mg/L
ZnS04, 5 mg/L FeSO4y 5 g/L harina de soja.

Medio Gauze (ATTC, medium 531): medio utilizado para la produccién y aislamiento
de metabolitos secundarios.
< Composicién: 1 g/LKNOs, 0,5 g/L K;HPO,, 0,5 g/L MgS04.7H,0, 0,5 g/L NaCl,
0,01 g/L FeS0O4, 20 g/L almiddn soluble. Afiadiendo 30 g/l de agar se obtiene
la forma sdlida del medio, denominado Gauze sélido.

Medio SM (Zhang et al., 1992): medio utilizado para la produccion y aislamiento de
metabolitos secundarios.
+» Composicién (para 800mL de cultivo): 8 g glucosa, 3,2 g extracto de
levadura, 3,2 g peptona, 3,2 g K;HPO,4, 1,6 g KH,PO,4, 0,4 g MgSO,y 82,4 g
sacarosa. Ajustar a pH 7 con KOH antes de autoclavar.

Medio GS (Cortés J., comunicacion personal): medio utilizado para la produccién y
aislamiento de metabolitos secundarios.
+ Composicién: 20 g/L glucosa, 2 g/L CaCOs; 10 g/L peptona de soja. pH
natural.

Medio SM1 (Cortés J., comunicacion personal): medio utilizado para la produccion
y aislamiento de metabolitos secundarios.
K/

+»» Composicion: 10 g/L Arkasoy (harina de soja), 18 g/L glucosa, 1 g/L Na,SO,
(anhidro) y 0,2 g/L CaCOs. pH natural

Medio SM4 (Becerril et al., 2018): medio utilizado para la produccién y aislamiento
de metabolitos secundarios.
«» Composicion: 2,5 g/L glucosa, 25 g/L MD30E maltodextrinas, 12,5 g/L
Arkasoy (harina de soja), 1,5 g/L melaza de remolacha, 0,125 g/L KH,PQ,,
1,25 g/L CaCO3y 21 g/L MOPS. Ajustar pH a 6,5 con KOH.

Medio SM5 (Cortés J., comunicacidn personal): medio utilizado para la produccién
y aislamiento de metabolitos secundarios.
+ Composicidn: 20 g/L peptona, 8 g/L extracto de carne, 15 g/L glucosa, 10
g/L glicerol y 0,4 g/L CaCOs. Ajustar pH a 7,2 con KOH.
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Medio SM6 (Cortés J., comunicacidn personal): medio utilizado para la produccién
y aislamiento de metabolitos secundarios.
+» Composicion: 40 g/L Corn Steep Liquor, 20 g/L MD30E maltodextrinas, 2,5
g/L NaCl, 0.5 g/L MgSQ,. Ajustar pH a 7,0 con KOH.

Medio SM10 (Ye et al., 2017): medio utilizado para la produccién y aislamiento de
metabolitos secundarios.
«» Composicion: 20,9 g MOPS, 11,5 g L-Prolina, 23 g glicerol, 0,5 g NaCl, 2,1 g
K2HPO,, 0,28 g Na,S04, 10 mL MgS0O, (0,02M), 10 mL CacCl, (0,02M) y 5 mL
oligoelementos. Ajustar pH a 6,5 con KOH.

Medio SM12 (Cortés J., comunicaciéon personal): medio utilizado para la produccién
y aislamiento de metabolitos secundarios.
+»» Composicion: 10 g/L Arkasoy (harina de soja), 50 g/L glucosa, 4 g/L peptona,
4 g/L extracto de carne, 1 g/L extracto de levadura, 2,5 g NaCly 5 g CaCOs.

Ajustar pH a 7,6 con KOH.

Medio SM17 (Ye et al., 2017): medio utilizado para la produccién y aislamiento de
metabolitos secundarios.
+»» Composicion: 2 g/L glusosa, 40 g/L glicerol, 2 g/L almiddn soluble, 5 g/L
harina de soja, 5 g/L peptona, 5 g/L extracto de levadura, 5 g/L NaCly 2 g/L
CaCos.

Medio SM19 (Malmierca et al., 2018): medio utilizado para la produccién y
aislamiento de metabolitos secundarios.

+»» Composicion: 40 g/L pasta de tomate, 15 g/L avena y 2 g/L glucosa. pH
natural.

Medio SM20 (Cortés J., comunicacidon personal): medio utilizado para la produccién
y aislamiento de metabolitos secundarios.
+» Composicidn: 20 g/L maltosa, 5 g/L peptona, 5 g/L extracto de carne, 3 g/L
extracto de levadura, 3 g/L NaCl y 1 g/L MgS04.7H,0. Ajustar pH a 7,2 con
KOH.

Medio SM24 (Cortés J., comunicacidon personal): medio utilizado para la produccién
y aislamiento de metabolitos secundarios.
+» Composicidn: 9 g/L extracto de levadura, 1,8 g/L peptona, 20 g/L glucosa, 1
g/L KH2PO4y 0,5 g/L MgS04.7H,0. pH natural.
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» Medio SM25 (Cortés J., comunicacidn personal): medio utilizado para la produccion
y aislamiento de metabolitos secundarios.
+» Composicion: 10 g/L peptona, 21 g/L extracto de malta y 40 g/L glicerol. pH
natural.

» Medio SM26 (Cortés J., comunicacidn personal): medio utilizado para la produccion
y aislamiento de metabolitos secundarios.
+» Composicion: 2 g/L glusosa, 40 g/L glicerol, 2 g/L almiddn soluble, 5 g/L
harina de soja, 5 g/L peptona, 5 g/L extracto de levadura, 5 g/L NaCly 2 g/L
CaCOs. Ajustar pH a 4.5 con HCl.

6.1.3. Medios de cultivo empleados para levadura

» Medio YPD (Green y Sambrook, 2012): medio empleado para el crecimiento y
desarrollo rutinario de levaduras.

+» Composicion: 10 g/L extracto de levadura; 20 g/L peptona; 20 g/L glucosa;
100 mg/L adenina.

6.2.Condiciones de cultivo
6.2.1.Cultivos de E. coli

El crecimiento de las cepas de E. coli se llevd a cabo mediante incubacién a 37°C
durante un minimo de 12 horas, con agitacién orbital a 250 rpm en caso de cultivos liquidos.

A la hora de analizar las diferentes construcciones se selecciona una colonia aislada
en placa inoculada en medio 2xTY o LB suplementado con el antibidtico de seleccién oportuno,
manteniendo de esta forma la presion selectiva.

6.2.2.Cultivos de Streptomyces

Partiendo de un stock de esporas conservadas en glicerol 50% puede sembrarse en
medio sélido (medio A o Bennet) a 37°C durante 4 dias para obtener mayor cantidad de esporas
(o colonias aisladas) o cultivarse en medio liquido TSB en matraces lisos durante 24 horas a 30°C
y 250 rpm de agitacidn para obtener preinéculos en procesos de obtencién de metabolitos
secundarios o para obtener ADN cromosdmico.
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6.2.3. Conservacion de las cepas

Para E. coli se realiza un cultivd en medio liquido durante unas 12 horas. A
continuacién, se recogen 1,5 ml del cultivo y por centrifugacién se obtiene el sedimento que
posteriormente se resuspende en glicerol 50 %, donde pueden conservarse a -20°C.

Para Streptomyces se recogen esporas de cultivos crecidos en placa en medio sélido
a 30°C durante 4-5 dias, conservandolas en glicerol 50% a -20°C.

6.2.4.Cultivos para cuantificar produccion de metabolitos secundarios de interés

La cuantificacidn comienza inoculando esporas conservadas en glicerol 50% en
medio liquido TSB y cultivdndolas durante 24 horas a 30°C y 250 rpm. Una vez que este
preindculo alcanza una DOggo (densidad dptica a una longitud de onda de 600 nm) de 0,2 se
utiliza para inocular matraces lisos con el medio de cultivo de produccién seleccionado, de
manera de todos los matraces posean una misma concentracion inicial de esporas para
estandarizar el ensayo. Estos matraces son incubados a 30°C y 250 rpm durante una semana,
tomandose muestras de ellos cada 24 6 48 horas.

7. Aislamiento de ADN

Para aislar tanto ADN plasmidico de E. coli asi como ADN gendmico de Streptomyces se
siguieron los protocolos establecidos por Sambrook et al. (1989) y Kieser et al. (2000).

7.1.0btencion de ADN plasmidico de E. coli

Dependiendo de la cantidad de ADN plasmidico que se necesite obtener pueden
seguirse dos protocolos diferentes. En caso de necesitar poca cantidad de ADN plasmidico se
utilizé el método de minipreparaciones de ADN, mientras que si se necesita obtener una gran
cantidad de ADN de plasmidos el protocolo seguido fue el de lisis alcalina.

7.2.Minipreparaciones de plasmido de E. coli

Este método permite obtener de manera rapida pequefias cantidades de ADN
plasmidico. Se utilizé para comprobar los plasmidos presentes en transformantes de E. coli, lo
que requiere sélo unos pocos microgramos de ADN.

Protocolo (Holmes y Quigley, 1981)

1. Inocular colonias aisladas en 1,5 ml de medio 2xTY (o LB) suplementado con el antibidtico
de seleccién. Incubar durante 16-24 horas a 37°Cy 220 rpm.
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2. Precipitar las células centrifugando durante 1 minuto a 13200 rpm. Retirar el sobrenadante
por decantacién sobre papel secante.

3. Afadir 350 pl de STET (EDTA 50 mM pH 8, TrisHCl 10 mM, Sacarosa 8 % y Triton X—100 0,5
%) y 6 ul de lisozima (concentracion 10 mg/ml en agua). Agitar durante 20 segundos en el
mezclador vortex.

4. Hervirlasolucidon con las células a 98°C durante 45 segundos. Sobrepasar ese tiempo podria
suponer una fragmentacién del ADN gendmico.

5. Centrifugar inmediatamente durante 15 minutos a 13200 rpm. A continuacidn, se retira el
precipitado viscoso (restos celulares, proteinas y ADN gendmico) con un palillo estéril.

6. Afadir 45 pl de acetato sddico 3 M y 450 pl de isopropanol. Mezclar de forma suave por
inversién y dejar en reposo a temperatura ambiente durante 5-10 minutos.

7. Centrifugar 10 minutos a 13200 rpm y descartar el sobrenadante. Dejar secar durante 20-
30 minutos a temperatura ambiente.

8. Resuspender en 15-20 ul de agua MilliQ o de tampdn TE (Tris-HCl 10 mM pH 8 y EDTA 1 mM
pH 8).

7.3.Lisis alcalina

Para obtener grandes cantidades de ADN plasmidico se siguié el protocolo de lisis
alcalina descrito por Maniatis et al., 1982 aplicando ciertas modificaciones.

Protocolo modificado de Maniatis et al., 1982

1. Inocular en un tubo Falcon estéril de 50 ml una colonia aislada en 20 ml de medio TSB
suplementado mas el antibidtico de seleccién correspondiente. Cultivar durante 12-24
horas a37°Cy 250 rpm.

Centrifugar las células durante 5 minutos a 4400 rpm y eliminar el sobrenadante.
Resuspender el precipitado en 800 ml de STET (EDTA 50 mM pH 8, TrisHCI 10 mM, Sacarosa
8 % y Tritdon X—100 0,5 %) con lisozima a una concentracién final de 10 mg/ml. Mezclar por
inversién suavemente. Dejar reposar 5-10 minutos a temperatura ambiente.

4. Afadir 1,6 ml de solucidn alcalina/SDS (NaOH 1,2N y SDS 1%) recién preparada. Mezclar
suavemente por inversién y dejar en hielo durante 10 minutos.

5. Afadir 1,2 ml de solucién de acetato potasico 3M pH 4,8 (60 ml acetato potasico 5M, 11,5
ml acido acético glacial y 28,5 ml de agua destilada) anteriormente enfriada a 4 °C. Agitar
rapida y enérgicamente hasta que la solucién adquiera un color blanco. Mantener en hielo
10 minutos.

6. Centrifugar 10 minutos a 4400 rpm y 4°C. Filtrar el sobrenadante a través de un algoddn
hidréfilo y recuperarlo en un tubo Corning® de 15 ml. Aiiadir 0,7 volimenes de isopropanol.
Mezclar por inversion y dejarlo precipitando durante 15 minutos a 37°C.

7. Centrifugar 10 minutos a 4500 rpm y temperatura ambiente.

8. Lavar el precipitado con etanol al 70 % y resuspender en 400 pl de tampdn TE (Tris-HCI 10
mM pH 8 y EDTA 1 mM pH 8).
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Pasar a un eppendorfy afiadir 16 pl de RNasa a una concentracion final de 40 pug/ml, mezclar
suavemente con la pipeta y dejarlo a 37°C durante 30 minutos.

Pasar a mezcla a un tubo de 2 ml y afiadir 1 volumen de cloroformo isoamilico (CIA) (24:1)
para extraer el ADN y limpiar posibles restos de ARN. Dar un golpe de vortex y centrifugar 5
minutos a 13250 rpm.

Recoger la fase acuosa en un nuevo tubo eppendorf de 1,5 ml.

Afadir 2 volumenes de etanol absoluto y 1/10 de acetato de sodio 3M pH 5,2. Mezclar muy
suavemente por inversién y dejar durante al menos 30 minutos a -80°C (o durante toda la
noche a -20°C) para favorecer la precipitacion.

Centrifugar 10 minutos a 13250 rpm y lavar el precipitado con etanol al 70 % y resuspender
en 300-400 ul de tampdn TE (o H20 milliQ).

7.4.0btencion de ADN plasmidico de E. coli para secuenciacién

Para secuenciar se utilizé ADN de plasmidos recombinantes obtenidos a partir de

cultivos de E. coli DH10B (o DH5a) inoculando las cepas en medio 2xTY e incubandolas a 37°Cy
250 rpm en agitacion durante 12-16 horas. A continuacidn, se empled el kit comercial

“StrataPrep Plasmid Miniprep Kit” (Agilent Technologies) para la obtencién y purificacion del

ADN plasmidico.

7.5.0btencion de ADN cromosémico de Streptomyces

Siguiendo el protocolo por Kieser et al. (2000) se obtiene un ADN cromosomico de

Streptomyces poco fragmentado y limpio.

Protocolo (Kieser et al. 2000)

1.

En erlenmeyer de 25ml autoclavado:

1.1. Inocular aprox. 10-20 ul esporas en glicerol 50% en 5 ml de medio TSB.

1.2. Dejar overnight a 30 °Cy 250 rpm en armario de agitacion.

Pasar a tubos verdes de 10 ml los indculos y centrifugar 10’ a 4400rpm.

Desechar sobrenadante y dejar el pellet.

Afadir 2 ml de tampdn TE en cada tubo y resuspender bien el pellet. Recoger
aproximadamente 1’2ml y pasarlo a tubos con rosca adecuados FastPrep® (MPBio).
Centrifugar 10’ a 13000 rpm.

Repetir lavado con TE.

Resuspender en 200uL de SDS 2% en TE.

Campana de extraccion

Afadir 200 ul de Fenol/Cloroformo/Isoamilico (FCIA) (25:24:1). Afiadir aproximadamente
mismo volumen de microbolas de vidrio.
FastPrep® (MPBio) 2 pulsos 20" V6.
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10. Afadir 400 pl TE/Fenol/Cloroformo/Isoamilico (50:25:24:1): 200 pl Te+ 200 ul FCIA.
11. Centrifugar 5’ a 13000rpm.

12. Recoger fase acuosa (=400 pl) y afiadir 400 pl de Cloroformo/Isoamilico (24:1).

13. Vortex y centrifugar 2’ a 13000 rpm.

14. Recoger fase acuosa (=300 pl).

Fin campana de extraccion

15. Aiadir 2’5 volumenes de EtOH absoluto y 0’1 volimenes de AcNa 3M. Si hay suficiente ADN
aparece un ovillo que se puede recuperar con una punta amarilla. Si no centrifugar 10’ a
13000rpm (eliminar sobrenadante y quedarnos con pellet).

16. Lavar con 1ml de EtOH 70% y centrifugar 1’.

17. Secar y resuspender en agua milliQ o tampdn TE entre 100ul y 1 ml en funcién del pellet.

8. Manipulacidn in vitro de ADN
8.1.Digestion enzimatica

Las digestiones enzimaticas de ADN se realizaron con endonucleasas de restriccion
siguiendo los métodos descritos por Sambrook et al. (1989). Para el empleo de los diferentes
tampones utilizados y las condiciones en que se llevaron a cabo las reacciones se siguieron las
recomendaciones indicadas por la casa comercial correspondiente.

8.2.Desfosforilacion de extremos 5’ de ADN

Para evitar la religacién de los vectores carentes de inserto, en algunos casos se elimind
el grupo fosfato del extremo 5 del ADN. Este proceso se realizd afiadiendo una unidad de
fosfatasa alcalina de intestino de ternera (CIAP) (New England Biolabs) a una soluciéon de ADN
en su correspondiente tampdn (Tris-HCI 50 mM pH 8; Na2-EDTA 0,1 mM) e incubando la
reaccién a 37°C durante 30 minutos. A continuacidn, se purificé el ADN utilizando el Kit comercial
“GFXTM PCR DNA and Gel Band Purification Kit” de Amersham-Biosciences.

8.3.Generacion de extremos romos

En ciertos casos, la incompatibilidad de los extremos de vector e inserto generados por
las digestiones enzimaticas requeridas supone tener que rellenar los extremos de ambos.

La obtencién de extremos romos a partir de extremos cohesivos procedentes de la
digestion con diversos enzimas de restriccion, se llevé a cabo siguiendo el protocolo descrito por
Sambrook et al. (1989) con el tratamiento de ADN con el fragmento Klenow (Roche) de la ADN
polimerasa | de E. coli.
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8.4.Ligacion de ADN

La ligacidn de los vectores y sus correspondientes insertos en cada caso se realizd
siguiendo el método descrito por Green y Sambrook (2012), teniendo la precaucién de utilizar
los vectores siempre desfosforilados.

La ADN ligasa del fago T4 es una enzima que cataliza la formacidn de enlaces fosfodiéster
entre los extremos 3’-hidroxilo y 5’-fosfato del ADN de doble cadena, para lo que necesita como
cofactores iones Mg2+ y ATP. Las proporciones molares entre inserto y vector utilizadas fueron
de 3 a 1 para ligaciones con extremos cohesivos y de 10 a 1 para extremos romos. Esto se debe
a que, generalmente, las ligaciones basadas en moléculas de ADN con los extremos romos son
mas complicadas e improbables, por lo que se procura que exista un mayor numero de
moléculas de inserto en relacién al vector que en los casos de extremos cohesivos, con el fin de
facilitar su incorporacion. En todos los casos se empled la ligasa del fago T4 (Invitrogen) en las
condiciones indicadas por su casa comercial, dejando las ligaciones durante la noche a 14°C.

8.5.Electroforesis de ADN en gel de agarosa

La técnica de electroforesis horizontal en geles de agarosa sumergidos se emplea para
separar fragmentos de ADN segun su tamafo, ya sea para su analisis o como sistema de
aislamiento de un fragmento concreto. Las electroforesis se realizaron segun las indicaciones de
Sambrook y Russell (2001).

Para la elaboracién de los geles se utilizd agarosa Electran® (VWR) disuelta por
calentamiento en tampdn TAE 0.5x (20 mM Tris-HCI, 10 mM acido acético glacial, 1,1 mM EDTA)
con concentraciones de entre el 0,7-2 %, segun el rango de tamafos de los fragmentos que se
deseasen separar (utilizando los geles con mayor concentracidon de agarosa para visualizar los
fragmentos de menor tamanio). El gel, una vez polimerizado, fue sumergido en tampdn TAE 0.5X
en la cubeta de electroforesis. Antes de su aplicacidn en el gel, las muestras de acido nucleico
se mezclaron con 1/10 de volumen de tampdn de carga 10x (100 mM EDTA, 43% glicerol y 0,5%
azul de bromofenol) que actia como indicador del frente de migracién del gel, ademas de
proporcionar densidad a la muestra de acidos nucleicos. Como indicador de tamafio molecular
se empled ADN del fago digerido con las enzimas Hindlll o Pstl, dependiendo de los tamafios de
banda esperados. Generalmente se utilizaron unos 5ul de marcador por carril.

La electroforesis se llevd a cabo en cubetas de metacrilato y a un voltaje de entre 70 y
100 V. La duracioén de la electroforesis depende tanto de la longitud del gel empleado como del
tamanfio de los fragmentos de ADN a estudiar. Para facilitar la visualizacién de los fragmentos de
ADN tras la electroforesis, se utilizd bromuro de etidio a una concentraciéon de 0,5 pg/ml
(Sambrook et al., 1989) y las bandas fueron visualizadas mediante iluminacidon con luz
ultravioleta en un transiluminador GelDoc® (BioRad).
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8.6.Purificacion de fragmentos de ADN a partir de gel de agarosa

Los kits comerciales que hay en el mercado para purificar fragmentos de ADN a partir
de geles de agarosa se basan en el empleo de matrices de silice. Se emplea un agente caotrépico
gue desnaturaliza las proteinas, disuelve la agarosa y promueve la uniéon del ADN de doble
cadena (0,1-48 Kb) a la matriz de la columna. Una vez el ADN se encuentra retenido, las proteinas
y sales contaminantes son eliminadas mediante un lavado con una solucién de EtOH y H,0
MilliQ. El ADN es posteriormente eluido en un tampén de baja fuerza idnica o en H,0 MilliQ.

Las bandas de interés en productos obtenidos de digestiones enzimaticas, y que
requieren ser separados por electroforesis, pueden recuperarse recortandolas sirviéndonos de
un bisturiy tratandolas con el kit comercial StrataPrep Gel Purification Kit (Agilent Technologies).

Los productos de PCR pueden ser purificados directamente con el kit comercial
StrataPrep PCR Purification Kit (Agilent Technologies).

Protocolo

1. Pesar el eppendorf vacio y a continuacion con el fragmento de agarosa recortado del gel.
Afadir 10 ul de tampdn de captura por cada 10 mg de agarosa.

Incubar a 60°C hasta disolver la agarosa (unos 10 minutos). Durante ese tiempo invertir
alguna vez para facilitar el proceso. Dar un pulso en la centrifuga.
Pasar un maximo de 600 pl del volumen total a la columna colocada sobre un eppendorf.

5. Mantener 30 segundos a temperatura ambiente y centrifugar 30 segundos a velocidad
maxima. Descartar el eluido (repetir los pasos 4 y 5 si aun queda volumen de muestra).

6. Afadir 500 pul de tampdn de lavado y centrifugar a velocidad maxima durante 30 segundos.

7. Descartar el tubo y su contenido y colocar la columna en otro eppendorf.

8. Anadir 30 ul de tampdn de elucién o agua MilliQ al centro de la columna, incubar 1 o 2
minutos a temperatura ambiente y centrifugar un minuto a velocidad mdaxima. Para
aumentar el porcentaje de recuperacion, volver a pasar el eluido por la columna.

9. Guardar el eluido a -20°C.

8.7.Cuantificacion y determinacion de la pureza de los acidos nucleicos

Desde las fotografias con muestras de ADN se cuantificaron fragmentos concretos por
comparacion de intensidad de su sefial con un patrén de ADN de concentracién conocida. El
patrén empleado fue el proporcionado por la digestion con Hindlll o Pstl de ADN del fago.

Adicionalmente, la cuantificacién y determinacién de pureza de ADN se llevd a cabo
espectrofotométricamente en un equipo SimpliNano (GE Healthcare Life Sciences). El aparato
estima la concentracidn de la muestra basandose en su absorbancia a una longitud de onda de
260 nm (A260), teniendo en cuenta que la absortividad especifica (concentracién de una
sustancia que determina una unidad de absorbancia a una longitud de onda establecida) para el
ADN de doble cadena es de 50 pg/ml, mientras que en el caso del ADN de cadena sencilla tiene
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un valor de 33 pg/ml. Ademas, el cociente A260/A280 indica la pureza de la muestra, con valores
de 1,8 de muestras puras de ADN. La presencia de proteinas contaminantes en las muestras
reduce este coeficiente, ya que algunos de los residuos de aminodcidos presentan picos de
absorcién a 280 nm (Sambrook y Russell, 2001).

El cociente A260/A230 para acidos nucleicos puros se encuentra entre 1,8 y 2,2. Valores
inferiores indican la presencia de contaminantes no proteicos en las muestras.

9. Transformacion con ADN plasmidico

Para lograr introducir las diferentes construcciones plasmidicas en E. coli se siguié en
método de transformacidon mediante choque térmico. Para ello, el primer paso fue el de obtener
células competentes de la cepa que se usaria como receptora del plasmido.

9.1.0btencién de células competentes

Para introducir ADN exégeno en E. colilo primero que debe hacerse en inducir el estado
de competencia en estas células, gracias al cual éstas permiten atravesar sus barreras externas
a dicho ADN exdgeno. Para la induccion de la competencia, se tomaron E. coli en su fase
exponencial de crecimiento y se sometieron al método descrito para la induccién por cloruro de
calcio (Green y Sambrook, 2012).

En los casos en los que el pldsmido lleva el gen lacZ, que codifica para una B-
galactosidasa, se afiadio a las placas X-gal (40 pg/ml) e IPTG (12,5 pug/ml) que facilita la posterior
selecciéon e identificacion de las colonias transformantes conteniendo el plasmido
recombinante.

9.2.Transformacion de E. coli con ADN plasmidico

En este método la entrada de ADN plasmidico se favorece por la modificacion de la
pared celular mediante un choque térmico a 42°C.

Protocolo

1. Mezclar 200 pl de de E. coli DH5a (o DH10B) con 10 pl del ADN que se desea transformar en
un tubo eppendorf.
Dejar reposar en hielo durante 30 minutos.
Aplicar un choque térmico a la muestra introduciéndola a 42°C en un bafio de agua durante
1 minuto y 30 segundos.

4. Volver a colocar en hielo durante unos 5 minutos.

5. Afadir 700 ul de medio 2xTY y mezclarlo bien con la pipeta.

6. Incubara 37 °Cy 350 rpm durante una hora.
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7. Sembrar distintas cantidades en placas con medio 2xTY sdlido suplementado con el
antibidtico de seleccidn a la concentracidén adecuada e incubar a 37 °C durante un minimo
de 12 horas.

7.1. En los casos en los que el plasmido lleva el gen lacZ, que codifica para una PB-
galactosidasa, se afiadié a las placas X-gal (40 pg/ml) e IPTG (12,5 pug/ml) que facilita la
posterior seleccién e identificacion de las colonias transformantes conteniendo el
pldsmido recombinante.

9.3.0btencion de células electrocompetentes

Las células electrocompetentes de E. coli se obtuvieron a partir de cultivos en fase
exponencial de crecimiento, induciendo la competencia con glicerol al 10% a 4 °C de
temperatura (MacNeil et al., 1992).

9.4.Electroporacion de células electrocompetentes de E. coli

La transformacién de estas células se produjo empleando un electroporador
MicroPulser® (BioRad) y usando una cubeta con 2 mm de separacién entre electrodos.

Protocolo

1. Mezclar en una cubeta de electroporacion 50 pL de células electrocompetentes
(previamente descongeladas en hielo) con 1 pL de construccidn plasmidica.

2. Aplicar un pulso de 2,5 kV durante 5 ms para lograr la insercion del plasmido.

3. Diluir lo mas rapidamente posible las células en 1 ml de 2xTY e incubar a 37°Cy 250rpm
durante 1 hora para permitir el desarrollo de las resistencias.

4. Unaveztranscurrido el tiempo de incubacién se sembraron en placas de 2xTY sdlido con
los antibidticos necesarios para la seleccion del plasmido, asi como los intrinsecos de la
cepa E. coli ET12567/pUB307 (cloranfenicol, tetraciclina y kanamicina).

10. Conjugacion intergenérica de Streptomyces

La introduccion de material genético en Streptomyces se llevd a cabo mediante
conjugacion intergenérica siguiendo el protocolo propuesto por Mazodier et al. (1989), el cual
requiere de vectores bifuncionales que sean transferido desde E. coli a Streptomyces. Este
proceso tiene una mayor eficiencia que la transformacion.

Se utilizé como cepa donadora de ADN a E. coli ET 12567/pUB307 (Flett et al., 1997). Las
construcciones utilizadas derivan de los plasmidos bifuncionales pEFBAoriT (Horna et al., 2011),
p0J260, pEMA4T y pSET152Ec.
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Protocolo

1. Poner a crecer células E. coli ET12567 dam’, una vez transformadas con la construccion de
interés, durante una noche en medio de cultivo LB (6 2xTY) suplementado con el antibidtico
(o antibidticos) de seleccion del plasmido conjugativo, cloranfenicol, tetraciclina vy
kanamicina a 37°Cy 250rpm.

2. Al dia siguiente, pasar las células a un eppendorf (aproximadamente 1-1'5 ml por
conjugacion).

3. Centrifugar 6-7 minutos a 11000 rpm y eliminar el sobrenadante.

4. Anadir 1 ml de medio LB fresco, resuspenderlo y volver a centrifugarlo. De esta manera se
lavan las células de restos de los antibidticos empleados.

5. Resuspender finalmente en 100 pul de LB.

6. Mientras se centrifugan las células preparar un eppendorf con 100 ul de esporas de
Streptomyces conservadas en glicerol 50%. Estas esporas se activan incubandolas 10
minutos a 50°C, ya que de esta forma se induce su germinacién (centrifugar a 13000rpm
durante 1 minuto para eliminar el glicerol una vez han sido activadas).

7. Finalmente mezclar los 200 ul de células resuspendidas en LB con el pellet de esporas y se
siembra la mezcla por extension en placas con medio MS suplementado con CaCl; (Xian-Kun
et al., 2014) que optimiza la conjugacién, y se incuban durante la noche a 30°C.

8. Al dia siguiente se cubren las placas con 1’5ml de agua estéril (o con 3ml de SNA) con el
antibidtico adecuado para seleccionar la construccién y acido nalidixico (25 pg/ml
concentracidn final) para eliminar los restos de E. coli que puedan quedar.

9. Al cabo de unos dias apareceran colonias que habran sobrepasado la capa de agua estéril
con antibidticos. Estas se transfieren a placas de medio MA (o Bennet) con acido nalidixico
y el antibidtico de seleccion para corroborar que se trata de transconjugantes positivos.
9.1. Si las construcciones que pretendemos realizar son para llevar a cabo un

reemplazamiento génico cada una de las colonias transconjugantes picadas debe ser
transferida a dos placas en paralelo. Una con MA, acido nalidixico y el antibiético de
seleccidn, al ser su gen de resistencia el que reemplaza al gen (o genes) original y otra
con MA, acido nalidixico y el antibidtico cuyo gen de resistencia corrobora que el doble
sobrecruzamiento se ha producido satisfactoriamente.

11.Amplificacion de fragmentos de ADN por PCR

11.1. Reaccién en cadena de la polimerasa, PCR

La amplificacién de fragmentos especificos de ADN se llevd a cabo mediante la reaccion
en cadena de la polimerasa, conocida como PCR por su acrénimo en inglés (Polymerase Chain
Reaction, Saiki et al., 1985; Mullis et al., 1986).

Dicha técnica tiene como fin la obtencion de un gran nimero de copias de un
determinado fragmento de ADN por la repeticién ciclica de tres pasos fundamentales,
desnaturalizacion del ADN molde, hibridacion de los oligonucledtidos cebadores y extension,
logrando de esta forma obtener nuevas moléculas.

46



MATERIALES Y METODOS

1. Desnaturalizacién. separacion de las dos cadenas del ADN molde mediante la
incubacién a elevada temperatura (95-99,9 °C). Las hebras disociadas permaneceran de
esta forma en la solucién hasta que la temperatura disminuya bastante como para
permitir la unidn de los oligonucleétidos cebadores.

2. Hibridacién de los oligonucleétidos con la secuencia. Se basa en un enfriamiento rapido,
por debajo de la temperatura de desnaturalizacidon de los cebadores (temperatura de
melting, Tm), para que puedan hibridar con sus secuencias complementarias en las
cadenas del ADN molde. La temperatura de esta etapa es un factor critico, ya que si es
demasiado alta el rendimiento de la reaccién es bajo porque la tasa de hibridacion es
baja, y si es demasiado baja puede afectar a la especificidad de la reaccidn, amplificando
productos no deseados. Por esta razdn la temperatura de hibridacidon se determina
empiricamente, partiendo normalmente de una temperatura 5 °C inferior a la menor de
las temperaturas de desnaturalizacién de los cebadores.

3. Elongacidén. La polimerasa sintetiza ADN complementario al ADN molde de cadena
sencilla a partir del extremo 3" de los cebadores. La temperatura generalmente es de
72°C (dependiendo de la enzima empleada puede variar) y el tiempo de elongacidn varia
en funcién del tamafio del fragmento que se desea amplificar.

Esta técnica requiere conocer la secuencia que se desea amplificar, de manera que se
pueda disefiar dos oligonucleétidos complementarios a cada uno de los extremos del fragmento
que se quiere amplificar. Dichos oligonucledtidos cebadores aportan los extremos 3’OH libres
para iniciar la sintesis de ADN de doble cadena a partir de un molde de ADN de cadena sencilla.

Una vez terminada la reaccién de PCR, el resultado final se comprueba en un gel de
agarosa, pudiendo ver de esta manera el tamafio y la cantidad del fragmento amplificado, asi
como la posible aparicion de fragmentos de amplificacion inespecificos.

11.2. Oligonucleétidos

A la hora de disefiar oligonucledtidos se emplearon como base las secuencias de ADN
obtenidas tras la secuenciacién de los genomas completos tanto de S. albus 11074 como de
Streptomyces sp. CS227, teniendo en cuenta factores determinantes como el alto contenido en
G+C caracteristico del género Streptomyces, la temperatura de anillamiento, la posible
formacién de horquillas o el apareamiento de bases del oligonucledtido tanto consigo mismo
como con su pareja complementaria, asi como los efectos de la introduccion de dianas de
restriccion al inicio de las secuencias para asi favorecer la posterior clonacidn de los productos
de PCR obtenidos. Toda esta variedad de parametros se evalud utilizando programas
bioinformaticos online como NetPrimer (PREMIER Biosoft), Snapgene (GSL Biotech LLC) y
Primer3Plus (Rozen y Skaletsky, 1998).
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A continuacién, se muestran diferentes tablas con los distintos oligos disefiados para
poder llevar a cabo cada una de las construcciones propuestas en esta Tesis Doctoral y estan
agrupados conforme han sido empleados en construcciones con un mismo objetivo.

Tabla 8. Cebadores disefiados para experimentos de reemplazamiento génico de operones de genes biosintéticos.
Las dianas de restriccidn utilizadas se sefialan en negrita y subrayado (ACTAGT: Spel; ATGCAT: Nsil; GGATCC: BamHlI;
GATATC: EcoRV).

Construccion Oligo Secuencia 5’-3’ Aplicacion
final
1A1 AAACTAGTGGTGACAACGGCATCCAG
PEFBAorIT 1B1  AAAATGCATAAGTCGAAGCAGGGCTCG Mutantes S. albus A1,
C1AD Alen A1AB29, A1AANt y
1c1 TTGGATCCCACCACCAGCACATCCGAC A1ACand
1D1 TTTGATATCTCGTTCCGGCGTCAGTTC
6A1 TTACTAGTGTGTACCCCTTCCTGCCGA
Mutante S. albus A13
. 6B1  AAAATGCATGAACCCCTCCACGACCGT utante 5. aivus
pPEFBAoriT
C13AD 6C1 TTGGATCCGCTTGCCTGGAGAAGTGA
6D1 TTTGATATCGAGTTCGAGCCGCTGATC
7A1 AAACTAGTGATCAGCAGGTACGCCGC
7B1  AAAATGCATGTCGGACGGGACAGAGGG Mutantes 5. albus A14,
pEFBAOrT AlaAl A14AB29, A14AANt y
C14AD 7C1 AAGGATCCGTCCTCGCCGAGGCACTG A14ACand
7D1 AAAGATATCGTTGGCGAAGAGGGTGCG
8A1 TTACTAGTGGAGTTCAGCCGCCCATTC Mutantes S. albus A21,
881 TTTATGCATGACACCGTCCAGCCTCGC A214B29, A21AAnty
pEFBAoriT E— A21ACand
C21AD 8C1 AAGGATCCGCAGCGGCCGGAAACTGA
8D1 AAAGATATCCGGGGTGAGCGCCAACTG
6A1 TTACTAGTGTGTACCCCTTCCTGCCGA
pEFBAorT 6B1 AAAATGCATGAACCCCTCCACGACCGT R
C16ADCS227 Streptomyces sp. CS227
6C1 TTGGATCCGCTTGCCTGGAGAAGTGA A6
6D1C16 TTTGATATCCTGGTTCTCCGGGTACGTC
€227
1A1CS227  AAACTAGTCGTCGTCTTCATCGCCTTCT
1B1CS227  AAAATGCATCCATGACCTGGGTGAACGAG VIDETE
EFBAoriT Streptomyces sp. CS227
P 1C1CS227  TTGGATCCCACCTATCCGTTCCACCGAC A20
C20ADCS227
1D1CS227  TTTGATATCGACTTCAGGGTGATGCGGTC
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Tabla 9. Oligonucledtidos disefiados para ensayos de reemplazamiento génico de genes reguladores en diferentes
agrupaciones génicas biosintéticas de las cepas S. albus 11074 y Streptomyces sp. CS227. Las dianas de restriccion

utilizadas se sefialan en negrita y subrayado (ACTAGT: Spel; ATGCAT: Nsil; GGATCC: BamHI; GATATC: EcoRV).

Construccion Oligonucledtido Secuencia 5'-3' Aplicacién

Mutreg ClalbA AAACTAGTTTGCCGAGGTACAGGTTGTC
MutregClalbB AAAATGCATGCTGCACTCCGAGTACTACC Mutante

pEFBAoriT S. albus Areg
Mutreg ClalbC TTGGATCCATCATGCTCATCGACGGTCC

regADHyg alb
Mutreg ClalbD TTTGATATCCATCGTCCTGGAGTCGGAAG
Mutregl ClalbA  AAACTAGTGCTCTTCCAGATCCGTACCG

pEFBAoriT Mutante

reglADHyg alb

Mutregl ClalbB
Mutregl ClalbC
Mutregl ClalbD

AAAATGCATGGGCAAGACCGTAGAAGCAT
TTGGATCCCACGATCCTGGCTCCGTAG
TTTGATATCGGAGGTGGAGGAGGCTATGA

S. albus Aregl

pEFBAoriT
reg2ADHyg alb

Mutreg2 ClalbA
Mutreg2 ClalbB
Mutreg2 ClalbC
Mutreg2 ClalbD

AAACTAGTGTGATGTGGGTGGTCAGTGT
AAAATGCATGAAGGTACGCCAACACGGTA
TTGGATCCCTGATCGAGGAAGGCACGAT
TTTGATATCCCTGTTCGGCTTCAAGGTCA

Mutante
S. albus Areg2

pEFBAoriT
reg3ADHyg alb

Mutreg3 ClalbA
Mutreg3 ClalbB
Mutreg3 ClalbC
Mutreg3 ClalbD

AAACTAGTGAATGTCCGCCTAGTCTCG
AAAATGCATGTCGAGCTTGTTCAGGTCCA
TTGGATCCCCACCTTCCTCACCCATGTC
TTTGATATCAGCCCGCTGTAGTACGAGTA

Mutante
S. albus Areg3

Mutregl C7albA

AAACTAGTGCTGTTCGCCTTCTACTTCG

PEFBAOriT Mutregl C7albB  AAAATGCATGTACCGCATCATGCCTCATA Mutante
reglC14ADHyg S. albus
Mutregl C7albC  TTGGATCCGACGTGAACCCGGACATAG
alb AreglC1l4
Mutregl C7albD  TTTGATATCAACGAGGTGAACACGTACCC
Mutregl C8albA  AAACTAGTCTACTTCCAGGGGCTGCTGT
PEFBAoriT Mutregl C8albB  AAAATGCATCGGTGTGGAGAATCCCTCT Mutante
;TglanDHyg Mutregl C8albC  TTGGATCCCTGCACACCAAGTTCGGC Asrl:,- Z/fcuzsl
Mutregl C8albD  TTTGATATCCATCGACGACATCCAGTCC
Mutreg2 C8albA  AAACTAGTGTTCTCGTACACGGTCAGCA
PEFBAoriT Mutreg2 C8albB  AAAATGCATGAGAGCAGTTCGACCAGTCC Mutante
;nganDHyg Mutreg2 C8albC  AAAGGATCCTTCATGAAGCTGGAACTGGA Asrl:,- ‘;/2 bcuzsl
Mutreg2 C8albD  AAAGATATCGTACGGGCTCTACACCTGGA
Mutreg3 C8albA  AAACTAGTGTGACGGTCTTCGTCATCG
PEFBAoriIT Mutreg3 C8albB  AAAATGCATCCCGCTAGTTAGGACTGTGC Mutante
;TS3CZ1ADHVg Mutreg3 C8albC  AAAGGATCCGGAATCGAAAGACTCCACGA Asr;e ‘;/3 bcuzs1
Mutreg3 C8albD  AAAGATATCTGTAACGGGCCAGAGAAGTC
Mutregd C8albA  AAACTAGTGGTCTACGTGGTGCTGTGG
PEFBAOrIT Mutregd C8albB  AAAATGCATGGTACCCAGAGTTCCGATGA Mutante
regdC21ADHyg S. albus
Mutregd C8albC  AAAGGATCCCAGCAAACACCTCACGATCC
alb AregdC21
Mutregd C8albD  AAAGATATCGTAGGCGAGATGGCTGTTGT
Mutreg5 C8albA  AAACTAGTCTTCTGGAGGTACTCGTCGG
PEFBAoriT Mutreg5 C8albB  AAAATGCATGGAGTCGACCTCGTACTGGC Mutante
reg>C21ADHYE | C8albC  AAAGGATCCCCAACTACCTGCGGGTCTAC - albus
alb et e - Areg5C21

Mutreg5 C8albD

AAAGATATCAAGGTCAACCTGGTGGTGTC
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Mutreg6 C8albA

AAACTAGTCGCACTACGAGCACTGTTTC

PEFBAoriT Mutreg6 C8albB  AAAATGCATGAGGATGAGATCGAGGGC NI
reg6C21ADHyg S. albus

Mutreg6 C8albC AAAGGATCCACCGTGAACAGAAGGACAGC
alb AregbC21

Mutreg6 C8albD AAAGATATCACGTCCATCTCGGGTGTCT

Mutreg AAACTAGTTTGCCGAGGTACAGGTTGTC

C1CS227A Mutante
pEFBAoriT Mutreg AAAATGCATAGGCTGCACTCCGAGTACTA Streptomyces
regADC20Hyg C1CS227B sp. CS227 Areg
CS227 Mutreg C1CS227C TTGGATCCATCATGCTCATCGACGGTC

Mutreg TTTGATATCTTACGAGACACCGTGGTTCG

C1CS227D

Mutregl AAACTAGTACCGACCCTCAACAACATCC

C1CS227A Mutante
pEFBAoriT Mutregl AAAATGCATACAGGCAAGACCGTAGAAGC Streptomyces
ReglADC20Hyg | C1CS227B sp. CS227 Aregl
CS227 Mutregl TTGGATCCAGGCTGCACTCCGAGTACTA

C1Cs227cC

Mutregl TTTGATATCTTGCCGAGGTACAGGTTGTC

C1CS227D

Mutreg2 AAACTAGTTAGTACTCGGAGTGCAGCCT

C1CS227A Mutante
pEFBAoriT Mutreg2 AAAATGCATGTACCCCAGAGTCGAGAACA Streptomyces
Reg2C20ADHyg | C1CS227B sp. CS227 Areg2
CS227 Mutreg2 TTGGATCCGGATGTTGTTGAGGGTCGGT

C1Cs227cC

Mutreg2 TTTGATATCGGATAGAAGCTGGTCAGGGC

C1CS227D
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Tabla 10. Cebadores disefiados para comprobacion de construcciones de reemplazamiento génico de operones de
genes biosintéticos y de genes reguladores en las cepas S. albus 11074 y Streptomyces sp. CS227.

Oligo Secuencia 5'a 3' Funcién
ComprobacionlB GCCGACCTCGTCCTCAGC Comprobacién de los mutantes
Comprob1C TCGCCGTTGAAGTGTCGC S.albus Aly

Streptomyces sp. CS227 A20
Comprob6B GTTCCAGGATGAGCGGTCG Comprobacion del mutante
Comprob6C CACACCGAACACCCTGCTC S. albus A13
Comprobacion7B CGTTCCGAAGGTGAGCCA Comprobacién del mutante
Comprobacion7C GTGAGGTCGGTCCAGTGCT S. albus A14
Comprob8B AGAAGTCGGTCTGAGCGGG Comprobacion del mutante
Comprobacion8C GTAGCGAGCCACAACAGCAG S. albus A21
Compr mutl6 A GGCTGGTACGAGGAGCTG Comprobacion del mutante
Compr mut16 B CTGACGGTACTGCTCGACAA Streptomyces sp. C5227 A16
Compr doblemutC1ltiorv AGCTCATCAGTGAACAGGCC
Comprob Tio rv GCTGGTGATGTCACTGTCGA Comprobacion de los mutantes
. S. albus A1AB29, A1AAnt y A1ACand
Compr doblemutC1ltiofw GTCATGAAGGGGTCGGGTG
Comprob Tio fw AGCGGATCATCGATGTCACC
Comprobacion7B CGTTCCGAAGGTGAGCCA
Comprob Tio rv GCTGGTGATGTCACTGTCGA Comprobacion de los mutantes
C bacion7C GTGAGGTCGGTCCAGTGCT 5. albus A13AB2S, A14AANty
omprobacion A14ACand
Comprob Tio fw AGCGGATCATCGATGTCACC
Compr doblemutC8tiorv ATGGTGCGTTCCATCCTGAG
Comprob Tio rv GCTGGTGATGTCACTGTCGA Comprobacion de los mutantes
. S. albus A21AB29, A21AAnt y
Compr doblemutC8tiofw TTCCGTTTCCGTCCCCAAAT
A21ACand
Comprob Tio fw AGCGGATCATCGATGTCACC
Comp mutreg2Clalb rv AGGCTCACGTACCACTCGTT
ApraCfw AAGTGCTTGACATTGGGG Comprobacion del mutante
S. albus Areg
Comp mutreglClalb rv TCATCGTGATGACGGACTTG
ApraCrv TCATTCTGTGGGCCGTAC
Comp mutreglClalb fw CAAGAATCGATCCCGACAC Comprobacion del mutante
Comp mutreg1Clalb rv TCATCGTGATGACGGACTTG S. albus Aregl
Comp mutreg2Clalb fw GATGATGACGTTCTCGGTCA Comprobacion del mutante
Comp mutreg2Clalb rv AGGCTCACGTACCACTCGTT S. albus Areg2
Comp mutreg3Clalb fw ACCCGGAACTTCTGTTACCC Comprobacion del mutante
Comp mutreg3Clalb rv CATGGGTTTGAAGTCCTCCT S. albus Areg3
Comp mutreg2Clalb rv AGGCTCACGTACCACTCGTT
ApraCfw AAGTGCTTGACATTGGGG Comprobacion del mutante
Streptomyces sp. CS227 Areg
Comp mutreglC1CS227rv | CGGGTTACTTGCGCTTCTT
ApraCrv TCATTCTGTGGGCCGTAC
Comp mutreglClalb fw CAAGAATCGATCCCGACAC Comprobacion del mutante
Comp mutreglC1CS227rv | CGGGTTACTTGCGCTTCTT Streptomyces sp. CS227 Aregl
Comp mutreg2C1CS227 fw | TGACCGAGAACGTCATCATC Comprobacién del mutante
Comp mutreg2Clalb rv AGGCTCACGTACCACTCGTT Streptomyces sp. CS227 Areg2

51




MATERIALES Y METODOS

Tabla 11. Oligonucledtidos disefiados para ensayos de sobreexpresion de agrupaciones de genes biosintéticos en S.
albus 11074 y Streptomyces sp. CS227 utilizando el plasmido monocopia pOJ260e. Las dianas de restriccion utilizadas

se sefialan en negrita y subrayado (CTGCAG: Pstl; TCTAGA: Xbal).

Construccion Oligo Funcion Aplicacion
final
p0J260eC1 SU27AC1 TTTTCTGCAGATGCCTACCACCTGCTTCCT Sobreexpresion
albus del cluster 1
SU27BC1 TTTTTCTAGAGACACCCTGGTCGTGGAG S. albus 11074,
albus AB29, AAnty
ACand
p0J260eC13 SU2487A TTTTCTGCAGGTTCACGATGTTCCAGGATGAG Sobreexpresion
SU2487B  TTTTTCTAGAAGGCCGGTGTTGTACTCGA del cluster 13
S. albus 11074,
AB29, AAnt y
ACand
p0J260eC14 SU2796A AACTGCAGTTCCGAAGGTGAGCCAGC Sobreexpresion
SU2796B  AATCTAGAGTCGGCCGAACGCTCAAG del clister 14
S. albus 11074,
AB29, AAnty
ACand
p0J260eC21 SU4945A TTCTGCAGTTCCCTGGAGGTACACACGTG Sobreexpresion
SU4945B  TTTCTAGAGGTGTAGATGGCGTACGC del cluster 21
S. albus 11074,
AB29, AAnt y
ACand
p0J260eC16 SU2487A TTTTCTGCAGGTTCACGATGTTCCAGGATGAG Sobreexpresion
CS227 del cluster 16
SU24878B TTTTTCTAGAAGGCCGGTGTTGTACTCGA de Streptomyces
sp. CS227
p0J260eC20 | SU27AC1CS2 TTTTCTGCAGATGCCGACCACCTGCTAC Sobreexpresion
CS227 27 del cluster 20
SU27BC1CS2 TTTTTCTAGAGTCTCCGTGTGCTCTTCACC de Streptomyces
27 sp. CS227
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Tabla 12. Oligonucleédtidos disefiados para ensayos de sobreexpresién de genes reguladores de los clisteres de
estudio en S. albus 11074 y Streptomyces sp. CS227 utilizando los plasmidos pEMA4T (multicopia) y pSET152Ec. Las
dianas de restriccidn utilizadas se sefialan en negrita y subrayado (GGATCC: BamHI|; GAATTC: EcoRIl; CAATTG: Mfel).

Construccion Oligo Secuencia 5’ a 6’ Aplicacion
final
pEMA4T1R1y 1R1A1 AAGGATCCGTGGAAACCGACGAAGGC Sobreexpresidn del gen
PSET152EcIR1 | 1R1B1  AGAATTCCTACGGAGCCAGGATCGTG SSHG_00010
pEMA4T1R2 y 1R2A1 TTGGATCCTGTCGCGGGGGTACCGTGT Sobreexpresidn del gen
PSET152Ec1R2 | 1R2B1  AGAATTCACGGCACGCGCAGGGC SSHG_00011
pEMA4T13R1y 6R1A1 AAGGATCCATGGCGATACGCATCCTG Sobreexpresion del gen
PSET152EC13R1 | gR1B1  AACAATTGTCACAGCAGCCAGTCGGA SSHG_02473
pEMAT13R2 y 6R2A1 AAGGATCCTGCCGCGGGTGCACCAC Sobreexpresion del gen
PSET152EC13R2 | gRroB1  AGAATTCAGGCCGCCGGGCTCGG SSHG_02477
PEMAT13R3y | 6R3A1 TTGGATCCGTGCAGCTCCTACTCGATCTC Sobreexpresién del gen
PSET152ECI3R3 | gR3B1  TGAATTCTAGTCACCTCCGTCCTTCTC SSirieL (07
pEMAT14R y 7JRA1  AAGGATCCATGAGGCATGATGCGGTACGGG  Sobreexpresion del gen
PSET152EC14R | 7RB1  TGAATTCACGTCGCCGCCCCGGT SSHG_02804
pEMA4T21R1y 8R1A1 AAGGATCCATGAAGGCGACGGAGACTTCGG Sobreexpresion del gen
PSET152EC21R1 | gR1B1 TGAATTCACGGTGCGTGGGGGGC SSHG_04927
pEMA4T21R2 y 8R2A1 TTGGATCCATGACCCGGGTCCTCGTGGTCG Sobreexpresion del gen
PSET152EC21R1 | gRroB1  TGAATTCACCCCTGCGGGCGGCG SSHG_04931
pEMAT21R3y | 8R3A1 TTGGATCCATGCGCGTCGCGATCGCT Sobreexpresién del gen
PSET152EC21R1 | gRr3p1  TGAATTCATTCGGATCTGTCGTGGAGTCTTTC SSHG_04948
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Tabla 13. Oligonucleétidos disefiados diferentes construcciones relacionadas con la cuantificacion de la indigoidina.
Las dianas de restriccion utilizadas se sefialan en negrita y subrayado (GCGGCCCG: Notl; GGATCC: BamHI; CTGCAG:
Pstl; GAATTC: EcoRI; TCTAGA: Xbal; CATATG: Ndel; GATATC: EcoRV; AGATCT: Bglll; GCTAGC: Nhel).

Oligonucleétido Secuencia 5'a 3' Aplicacion
C9A1l TTGCGGCCGCATCAGCACGGCCATGTTG
C9A2 TTGGATCCCCTTGGACCTCTTCGCCTAG
Reemplazamiento SSHG_00313
C9B1 TATCTGCAGGGGAGTGCGAGACGGCAT
C9B2 TTGAATTCAGCCTCATCGGTGCCCTC
CoC1 GAATTCCTAGGCGAAGAGGTCCAAGG Insercion gen SSHG_00313 en
coc2 GATATCATGCCGTCTCGCACTCCC plasmidos pOJ260'y pSET152Ec

transp ind fw

transp ind rv

TCTAGACATATGGACTTCGGGGACAGGTTCTT
GATATCTCATGACTGCTCCTTTTCCGT

Insercion gen SSHG_00315 en
plasmidos p0OJ260 y pSET152Ec

IndC Promoter TGCTGGTGCTCATCGTTGAC Comprobacion insercién de
check Rv ? promotores
Comprob 1 CTCGCTGGTCAACCTCTACG
SSHG_00313
Comprob 2 TGACCGACTGCTGCCGAA
SSHG_00313 Comprobacion por
Comprob 3 ACGTCATCGCGATCAACCA secuenciacion del gen
SSHG_00313 SSHG_00313
Comprob 4 GCATCAACACCGGCGAGA
SSHG_00313
I
Comprob C9A TCAGCCGTACGTTCTCCG
Comprob C9B CGTCCGGTAACCCTGCTC
Comprobacion de mutantes por
Comprob Tsr fw | TAGCTCACTCATTAGGCACCC reemplazamiento SSHG_00313
Comprob Tsrrv | ACAACGTCGTGACTGGGAAA
Comprob TsrE fw | GTGAAGGAACTCGGGGACAA
Comprob TsrErv | ACCCAACTTAATCGCCTTGC

emE*A

ermE*B

TTTAGATCTTTGCGAGTGTCCGTTCGA
TTGGATCCGCTAGCTACCAACCGGCACGATTG

Amplificacion del promotor
ermE*p

@ Cebador disefiado por la Dra. Ana Ceniceros
|
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Tabla 14. Oligonucleédtidos disefiados para ensayos de cuantificacion del nivel de expresion de promotores de

agrupaciones de genes biosintéticos y de genes reguladores en diferentes clisteres de las cepas S. albus 11074 y
Streptomyces sp. CS227. Las dianas de restriccion utilizadas se sefialan en negrita y subrayado (GGATCC: BamHl;

GCGGCCCG: Notl; TCTAGA: Xbal).

Construccion Oligo Secuencia (5'-3') Aplicacion
Clalbind 1Alind AAGGATCCAATTCGAGGCGTGAAATGAG Cuantificar expresion
1Blind AAGCGGCCGCGGTGAGGTGCGTGAAGGC _operon de genes
biosintéticos cluster 1
S. albus 11074
1R1ind 1R1A1 AAGGATCCGTGGAAACCGACGAAGGC Cuantificar expresion gen
1R1Blind  AGCGGCCGCCTACGGAGCCAGGATCGTG ~ °°HG_00010 cluster 1
S. albus 11074
1R2ind 1R2A1 TTGGATCCTGTCGCGGGGGTACCGTGT Cuantificar expresion gen
1R2B1ind AGCGGCCGCACGGCACGCGCAGGGC SSHG_00011 cluster 1
S. albus 11074
1R3ind 1R3A1 AAGGATCCATGCGCCTGGACCTGAAC Cuantificar expresion gen
1R3Blind  AAGCGGCCGCCACAGCCTGACATGGGTG ~ °°HG_00030 cluster 1
S. albus 11074
C13albind 6Alind AAGGATCCGGTCAACTCCCTTCTGACCA Cuantificar expresion
6Blind AAGCGGCCGCACCGCTCATCCTGGAACA PN B RN
biosintéticos cluster 13
S. albus 11074
13R1ind 6R1A1 AAGGATCCATGGCGATACGCATCCTG Cuantificar expresion gen
6R1Blind  AAGCGGCCGCTCACAGCAGCCAGTCGGA | SoHG_02473 clister 13
S. albus 11074
13R2ind 6R2A1 AAGGATCCTGCCGCGGGTGCACCAC Cuantificar expresion gen
6R2B1ind AGCGGCCGCAGGCCGCCGGGCTCGG SSHG_02477 clister 13
S. albus 11074
13R3ind 6R3A1 TTGGATCCGTGCAGCTCCTACTCGATCTC Cuantificar expresion gen
6R3Blind  TGCGGCCGCTAGTCACCTCCGTCCTTCTC | 9oHG_02484 cluster 13
S. albus 11074
Cl4albind 7Alind AAGGATCCCGGACAGCCAGATCTTCAAT Cuantificar expresion
7B1ind AAGCGGCCGCGCTCACCTTCGGAACGAG SO G RS
biosintéticos cluster 14
S. albus 11074
14Rind 7RA1 AAGGATCCATGAGGCATGATGCGGTACG Cuantificar expresion gen
GG SSHG_02804 cluster 14
7RB1lind TGCGGCCGCACGTCGCCGCCCCGGT S. albus 11074
C21albind 8Alind AAGGATCCAACGCACACGGAAATAGGAA Cuantificar expresion
8B1lind AAGCGGCCGCGTGTGTACCTCCAGGGAA ~ operon de genes
G biosintéticos cluster 21
S. albus 11074
21R1ind 8R1A1 AAGGATCCATGAAGGCGACGGAGACTTC Cuantificar expresion gen
GG SSHG_04927 cluster 21
8R1B1lind TGCGGCCGCACGGTGCGTGGGGGGC S. albus 11074
21R2ind 8R2A1 TTGGATCCATGACCCGGGTCCTCGTGGTC  Cuantificar expresion gen
G SSHG_04931 cluster 21
8R2B1lind TGCGGCCGCACCCCTGCGGGLGGCG S. albus 11074
21R3ind 8R3A1 TTGGATCCATGCGCGTCGCGATCGCT Cuantificar expresion gen
8R3Blind  TGCGGCCGCATTCGGATCTGTCGTGGAGT | SoHG_04948 cluster 21

CTTTC

S. albus 11074
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€16CS227ind | 6A1CS227ind  AAGGATCCGGTCAACTCCCTTCTGACCA Cuantificar expresion
6B1CS227ind  AAGCGGCCGCCGTGAACTCTCCGGATATC et e s
TC biosintéticos cluster 16
S. sp. CS227
€20CS227ind 1Alind AAGGATCCAATTCGAGGCGTGAAATGAG Cuantificar expresion
1Blind AAGCGGCCGCGGTGAGGTGCGTGAAGGC PN €2 RS
biosintéticos cluster 20
S. sp. CS227
Pauloind Pauloind fw AATCTAGAGCAGCATCTACGAGCCCTAC Cuantificar expresion
Pauloindrv.  AAGCGGCCGCTCAGAGCACCCGGTCGAG cldster paulomicinas
S. albus 11074

11.3. Condiciones de reaccion de PCR

A lo largo de la tesis doctoral se han realizado numerosas reacciones de PCR, cada una
de ellas bajo unas condiciones determinadas que optimicen el proceso. Para ello se han utilizado
diferentes condiciones y diferentes tipos de polimerasa. En todos los casos el termociclador
utilizado fue un SureCycler 8800 (Stratagene).

En cuanto a las condiciones de reaccion las variaciones vienen dadas por la temperatura
de hibridacion 6ptima dependiente de la pareja de cebadores utilizada en cada caso, el tamafio
de fragmento a amplificar y la posible formacidn de estructuras secundarias. Para estos casos se
aplican cambios puntuales en el tiempo y temperatura de elongacion, el nimero de ciclos o la
temperatura de hibridacién.

Todas las reacciones de PCR se llevaron a cabo en un volumen final de 50 pl. Las
cantidades de ADN usados para amplificar usando como molde ADN gendmico fueron de 1-5
ng/l y con ADN plasmidico de 0,00002-0,2 ng/l. Se empled dimetil sulféxido (DMSO) ya que
dificulta la formacién de estructuras secundarias y aumenta la eficiencia y especificidad de la
reaccién, disminuyendo la aparicion de productos inespecificos. Si se encuentra a altas
concentraciones en la mezcla final puede inhibir la reaccién, por lo que se afadié por defecto a
una concentracion final del 4% y en casos excepcionales a una concentracién final nunca
superior del 8%.

Las polimerasas empleadas han sido tres, la “Herculase Il Fusion DNA Polymerase”, la
“DreamTaqg DNA Polymerase” y la “Terra Polymerase” (ClonTech), y su utilizacién en cada caso
dependia de las caracteristicas finales del producto de PCR que se desee obtener.

11.3.1. PCR para la obtencion de fragmentos de ADN

“Herculase Il Fusion DNA Polymerase” es una polimerasa de alta fidelidad con la
que se pueden amplificar fragmentos con tamafios superiores a 10 kb, generando extremos
romos. La gran mayoria de los fragmentos amplificados durante este trabajo presentan tamafios
de entre 1y 6 kb, por lo que las reacciones fueron preparadas como se recoge en la Tabla 15.
Esta polimerasa fue utilizada para amplificar fragmentos de ADN tanto para los ensayos de
obtencidn de mutantes, como de sobreexpresion.
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11.3.2. PCR para la comprobaciéon de cepas recombinantes

“DreamTaq DNA Polymerase” es una polimerasa de baja fidelidad con una
capacidad de amplificacion menor que la anterior, ya que sélo amplifica fragmentos de hasta 6
kb, dejando una adenina terminal no apareada en el extremo 3’ terminal del fragmento. Su uso
se restringio a reacciones de comprobacidén de cepas recombinantes por PCR, preparando las
reacciones de amplificacion segun se detalla en la Tabla 15.

Tabla 15. Condiciones empleadas para las reacciones de amplificacién con las distintas polimerasas.

Componente Herculase Il DreamTaq Terra
de reaccion
ADN molde 100-400 ng ADN 0,1-1 pg ADN 5 ul
Cromos6mico / Cromosomico /
1-30 ng ADN 0,01-1 ng ADN
plasmidico plasmidico
Oligonucleétido A 0,25 uM 0,2 yM 0,75 ul
Oligonucleétido B 0,25 uM 0,2 uM 0,75 ul
Buffer 5x 10x 12,5 ul
dNTPs 250 uM de cada dANTP 200 uM de cada ANTP
DMSO 0-8% 3-8%
H,0 MilliQ Hasta 50 pl Hasta 50 pl 5,7 ul
Polimerasa 1yl 5U 0,3 ul

“Terra Polymerase” es una polimerasa que permite ejecutar comprobaciones de
PCR de construcciones gendmicas realizadas en Streptomyces de forma rapida sin necesidad de
extraer previamente ADN cromosdmico a partir de micelio, cuyo proceso es lento y tedioso. El
ADN molde se obtiene a partir de un choque térmico a 95°C durante 10 minutos de esporas
suspendidas en 180 uL NaOH 20 mM (la reaccién se detiene con 20 uL EDTA 50 mM). En la tabla
15 se muestran las condiciones de preparacién de las reacciones de amplificacion.

11.3.3. Programa de amplificacion

El programa de amplificacion estdndar utilizado fue diferente en funcién de la
polimerasa utilizada. Cada una de las etapas se encuentra detallada la Tabla 16:
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Tabla 16. Programas de amplificacion utilizados con cada polimerasa.

ETAPA Herculase Il DreamTaq
Desnaturalizacion inicial 99.9°C/ 2 min 95°C /5 min
| Desnaturalizacién 99.9°C/10's 95°C/30s
30 ciclos | Anillamiento 55-62°C* /20 s 55-62°C* /30's
I Elongacion 72°C/30sporkb  72°C/ 1 min por kb
Elongacion Final 72°C /5 min 72°C/ 10 min
Fin de la reaccién 4°C [ oo 4°C [ oo

*La temperatura de anillamiento varié de los 55 a los 62°C segtin el fragmento a amplificar

ETAPA Terra
Desnaturalizacion inicial 98°C/ 2 min
40 ciclos | Desnaturalizacion 98°C/ 10s

Anillamiento y elongacion  68°C/ 1 min por kb

12. Secuenciacion
12.1. Secuenciacion de fragmentos de PCR y construcciones plasmidicas

Tanto los fragmentos de ADN clonados en plasmidos como los amplificados por PCR se
purificaron de acuerdo a los procesos descritos y se enviaron a secuenciar junto con sus
correspondientes parejas de oligonucledtidos de secuenciacidn al servicio de secuenciacién de
Macrogen Europe.

12.2. Analisis de las secuencias de ADN

Para el analisis de los resultados obtenidos de secuenciacion se utilizaron diferentes
programas bioinformaticos como “Sequence Scanner V1.0” (Applied Biosystems), “Vector NTI
Advance™ Software” (Invitrogen) y “BLAST SEARCH” del NCBI (Altschul et al., 1990).

13.Generacion de mutantes

Todos los fragmentos de PCR obtenidos a lo largo de este trabajo para generar la totalidad
de los mutantes se clonaron en primer lugar en el vector pCR-Blunt (Invitrogen) para poder
secuenciarlos utilizando los oligonucledtidos universales M13 forward y M13 reverse vy
comprobar que las secuencias obtenidas no presentaban errores o ausencia de nucleétidos. Una
vez corroborada la idoneidad de cada secuencia tras cada nueva clonacidon en un plasmido
diferente se realizd una nueva comprobacion mediante una digestion con enzimas de
restriccion.
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13.1. Generacién de mutantes por reemplazamiento génico

La técnica del reemplazamiento génico permite la inactivacidén especifica de uno o varios
genes en el genoma de la cepa silvestre. Se basa en la sustitucidn de una regién de ADN del
cromosoma silvestre por otro fragmento de ADN que confiera a la cepa recombinante un
fenotipo diferente como por ejemplo resistencia a un antibidtico determinado. El esquema
general del proceso se muestra en la siguiente figura (Figura 10).

S. albusJ)1074

Disefar oligos

(reshy Conjugacion
l Secuenciacién
pCRBlunt
Afiadir Hyg? Construccion
pLITMUS final
(Spel-Nhel)
pEFBAoriT \
’E BamHI EcoRV
' | vy omsadia 2 fragmentos
Fragmento ek 1033
=) - "Em&-»?' - insertados

Figura 10. Esquema de los diferentes pasos a seguir para lograr generar un mutante por reemplazamiento génico.

El primer paso del proceso consiste en amplificar por PCR dos fragmentos de ADN de
aproximadamente 1,5 - 2 kb adyacentes al fragmento a reemplazar (flanqueadas por sitios de
restriccion adecuados, en general oligo A/Spel, oligo B/Nsil, oligo C/BamHI y oligo D/EcoRV) y
clonarlos en el plasmido pBLUNT para después secuenciarlos y asi corroborar que se trata de la
region esperada. Cuanto mayor tamafio posea el fragmento de ADN amplificado que queda a
ambos lados del gen (o genes) a mutar, mayor sera la probabilidad de éxito del reemplazamiento
ya que este hecho mejora la probabilidad de que tengan lugar las dos recombinaciones génicas
requeridas.

Posteriormente se digiere cada fragmento con su respectiva pareja de enzimas de
digestion Spel-Nsil o Xbal-Spel y se clonan secuencialmente en el plasmido conjugativo
pEFBAoriT (Horna et al., 2011) (Figura 11), un vector suicida (no replicativo en Streptomyces
spp.), a los lados del gen de resistencia a apramicina (acc(3)IV) (Am®), comprobando la
introducciéon de cada fragmento mediante las digestiones de comprobacién adecuadas en cada
caso (utilizando también sitios de restriccion internos). El vector pEFBAoriT ademas del gen de
resistencia a apramicina también posee el gen de resistencia a ampicilina, el cual sélo selecciona
para E. coli, por lo que previamente a realizar la conjugacion con Streptomyces debe clonarse un
gen de resistencia adicional, el gen de resistencia a higromicina, para corroborar junto con el
gen de resistencia a apramicina que el proceso conjugativo ha sido satisfactorio y el doble
sobrecruzamiento ha ocurrido.
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pEFBAoriT

5424 bps

aaa(3)v

: Nsil
Spel

Figura 11. Mapa del pldsmido pEFBAoriT con sus sitios de unidn unicos.

Finalmente se abre la construccion final, una vez introducidos los dos fragmentos en su
lugar, digiriendo con Xbal y se clona el gen de resistencia a higromicina obtenido del plasmido
pLHyg como un fragmento de digestion Spel-Nhel, que son enzimas compatibles con Xbal (Figura
12). Una vez terminado este paso, la nueva construccion ya esta lista para introducirla en E. coli
ET12567 (pUB307) y, mediante conjugacion, transferirla a S. albus 11074.

Fragmento A BamHi
(Spel-Nsil) ;
pEFBAoriT .
pEFBAoriT_A  =aacwv
5424 bps Xbal"}
aaa3v
. Nsil
spel FragmentoA
Nsil
Spel
Fragmento B
(BamHI-EcoRV)
i Hyg® _EcoRV
(Spel-Nhel) bla
Fragmento B Xbal Fragmento B
we PEFBAoriT_AB_Hyg oniT pEFBAoriT_AB

| - BamHI

Ndel .
Spel
a3a@3)v

BamHI
Ndel
Fragmento A
aaa(3w
Nsil

Nsil

onT

Fragmento A
Spel

Figura 12. Diferentes construcciones plasmidicas para lograr la construccion final que permite el reemplazamiento
génico de una region determinada.
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La seleccidén de los transconjugantes positivos se basd en su resistencia a apramicina
(acc(3)1V) (AmR) y su sensibilidad a higromicina (Am®/Hyg®) (Figura 13), lo que corrobora que se
ha producido un doble sobrecruzamiento (Figura 14) a ambos lados de la region mutada y, por
tanto, con la sustitucién del gen de interés por el gen de resistencia a apramicina. En caso de
presentar resistencia a ambos antibidticos solamente se habria producido un Unico
sobrecruzamiento, lo que implicaria que todo el pldsmido se habria incorporado al genoma.

Ma+Apra Ma+Hygro

Figura 13. Pases en diferentes antibidticos que deben darse a cada colonia seleccionada para corroborar que se ha
producido el doble sobrecruzamiento.

El mutante obtenido finalmente en S. albus 11074 posee el gen de resistencia a
apramicina (aac(3)IV) (Am®) siempre que resulte posible en el mismo sentido de transcripcién
que el gen o genes reemplazados. Dicho gen tiene una caracteristica muy util, y es que al no
poseer terminador de la transcripcidén generalmente no se producen mutaciones polares que
afecten a la expresidn de otros genes situados a continuacion del que se desea mutar.

Doble
sobrecruzamiento

AT E— i I— —
rrve ) S O )

aac(3)IlV

Figura 14. Proceso de doble sobrecruzamiento ocurrido durante la conjugacion intergenérica.

Este método presenta la ventaja de que los mutantes obtenidos de esta forma son
estables sin necesidad de mantener la presion de seleccién del antibidtico.
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13.1.1. Mutantes en el clister 1 de S. albus 11074

A lo largo de esta Tesis Doctoral en el agrupamiento génico 1 de S. albus 11074
se han efectuado diversos reemplazamientos génicos tanto de agrupaciones génicas como de
genes de manera individual. Seguidamente se detalla cada una de las construcciones realizadas.

Mutante AC1: el objetivo de esta nueva construccién es reemplazar los genes
biosintéticos desde SSHG_00022 hasta SSHG_00027 por el gen de resistencia a apramicina
aac(3)Iv.

Doble
sobrecruzamiento

SSHG_00026

C
& aamn G Gmm @@ ¢ ;,'f',:ie
SSHG_00022 SSHG_00024
SSHG_00023 SSHG_00025 SSHG_00027
C
QD il (o <44 ':l';':ame
aac(3)IvV

AregClalb: gracias a esta construccién se obtuvo un mutante en el que los dos
genes reguladores SSHG_00010 y SSHG_00011 que ocupan posiciones contiguas en el genoma
sean reemplazados por el gen de resistencia a apramicina.

pEFBAoriTregADHyg alb

Doble

sobrecruzamiento SSHG_00026

— @l mm = e Cor

$SHG_00010 SSHG_00022 SSHG_00024 SSHG_00027 ssHG_oooso  salvaje

S5HG_00011 SSHG_00023  SSHG_00025

m— ) el s . (u i e @ QU) CP2

aac(3)IV SSHG_00022 SSHG_00024 ssHG_00026 SSHG_00030
SSHG_00023  SSHG_00025 SSHG_00027
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AreglClalb: con esta construccion se consigue reemplazar el gen SSHG_00010
(regulador transcripcional TetR) por el gen aac(3)IV.

N
pEFBAoriTreglADHyg alb

Doble

sobrecruzamiento
SSHG_00025 SSHG_00027

e Gaem e @@ ) Cere
S5HG_o0010 SSHG_00022 SSHG_00024 SSHG_00026 ssHG_oopzo  Salvaje
SSHG_00011 SSHG_ 00023
Cepa
(o GG @@ &= &= @@ Q) m"tante
aac(3)IvV SSHG_00022 5SHG_00024 SSHG_00026 ssHG_ooozo MY
55HG_00011 SSHG_00023  SSHG_00025 55HG_00027

Areg2Clalb: el nuevo mutante obtenido tiene insertado en su genoma el gen de

resistencia a apramicina (aac(3)IV) en el lugar que ocupaba en la cepa salvaje el gen regulador
TetR (SSHG_00011).

Doble
sobrecruzamiento

— e e Gl Cere

SSHG_00010 SSHG_00022 SSHG_00024 SSHG_00026 ssHG_oooso  salvaje
SSHG_00011 SSHG_00023  SSHG_00025 SSHG_00027
e e e — G <P
aac(3)IV SSHG_00022 SSHG_00024 SSHG_00026 SSHG_00030
S5HG_00010 SSHG_00023  SSHG_00025 $5HG_00027

Areg3Clalb: el gen reemplazado en este caso por el gen de resistencia a

apramicina es el gen regulador SSHG_00030, del tipo LysR/GntR segun las predicciones
bioinformaticas obtenidas.

Doble
sobrecruzamiento

G e )
$SHG_00010 SSHG_00022 SSHG_00024 SSHG_00026 SSHG_00027 ssHG_oooso  salvaje
SSHG_00011 SSHG_00023  SSHG_00025
D e e e e = G — )
mutante
SSHG_00010 SSHG_00022 SSHG_00024 SSHG_00026 aac(3)IV
SSHG_00011 SSHG_00023  SSHG_00025 SSHG_00027
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13.1.2. Mutantes en el clister 13 de S. albus 11074

En este agrupamiento génico se disefid el reemplazamiento génico con el fin de
obtener el Mutante AC13, el cual tiene reemplazado el operdn de genes biosintéticos que van
desde el gen SSHG_02487 hasta el gen SSHG_02494 por el gen aac(3)IV.

q
£y

pEFBAoriT13ADHyg
4 &
LY
$
&
&

Doble
sobrecruzamiento

e

%

Cepa
salvaje

SSHG_02488 SSHG_02494
SSHG_02487 SSHG_02489 SSHG_02490  SSHG_02491

SSHG_02492

o 2.

aac(3)Iiv

13.1.3. Mutantes en el clister 14 de S. albus 11074

En este cluster se obtuvo el mutante AC14 mediante una nueva construccion en
la que se clond el gen aac(3)IV substituyendo a los genes SSHG_ 02796, SSHG_02797 vy
SSHG_02798.

%,
£

%
PEFBAOriT14ADHyg

od
Y &
%, )
%, &
% (9‘,‘
E <

Daoble
sobrecruzamiento

‘ Cepa
¢ ) e sy .
SSHG_02796 SSHG_02797 SSHG_02798

D o e e

13.1.4. Mutantes en el clister 21 de S. albus 11074

Para el clister 21 se obtuvo el mutante AC21 y en él los genes SSHG_04943,
SSHG_04944 y SSHG_04945 fueron reemplazados por el gen de resistencia a apramicina.

Doble
sobrecruzamiento

e o
DN o ) R 7.

aac(3)Iv

SSHG_04943 SSHG_04945
SSHG_04944
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13.1.5. Mutantes realizados en el clister 16 de Streptomyces sp. CS227

El objetivo para este cluster fue la obtencidn del mutante AC16 CS227, en el que
se reemplazaron los genes NRPS B9W68 17650, BOW68 17655, BI9W68_ 17660 y
BO9W68_17665 que forman un agrupamiento génico biosintético por el gen aac(3)IV.

%
ﬁ#
4
|| % pEFBAOHT16ADHyg
cs227 ]
.
4 g5/
3, £ |
% &L
Doble % ey y
sobrecruzamiento s %, 4
% /

B9WES_17730 BIWE8_17680
BIWES_17715 BIWEB_17665 BOWEB_17660 BIWES_17655 BOWEB_17650 Cepa
BIW6S_17730 BOW68_17630 salvaje

O DN | .

BOWEB_17715 aac(3jv

13.1.6. Mutantes realizados en el cluster 20 de Streptomyces sp. CS227

En esta agrupacion génica se llevaron a cabo varios reemplazamientos génicos
tanto de genes de manera individual asi como del operdn de genes biosintéticos que contiene.
Todos ellos se detallan a continuacién.

Mutante AC20 CS227: se reemplazd el agrupamiento de genes biosintéticos
BOW68 29565, BOW68_ 29595 y B9W68_29600 por el gen aac(3)IV.

%
pEFBAoriT20ADHygCS227

Doble
sobrecruzamiento
BOW68_29655

it
salvaje

BIW68_29565 BIW68_29595 BIW68_29600 BOW68_29650
BOW68_29655
Cepa
mutante
aac(3)iv BIW68_29650
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AregC20CS227: en esta construccion se reemplazan simultdneamente dos genes
reguladores contiguos (BOW68 29650 y B9W68_29655) y en su lugar se inserta el gen de
resistencia a apramicina.

Doble
sobrecruzamiento
‘ Cepa
salvaje
BIWE8_29565 BOWES_25595 BOW6S_29600 BIW6ES_29650
BIW6B_29655

Cepa

mutante
BIW6ES_29565 BOW6S_29595 BOW6S_29600 aac(3)IvV

Aregl1C20CS227: el gen B9W68 29650 (gen regulador de la familia TetR) se
sustituye por el gen aac(3)IV.

Doble
sobrecruzamiento

‘ Cepa
salvaje
BI9WEB_29565 BIWE8_29595 BOWEB_29600 BSW68_29650
BIWEE_29655
BIWES_29655
Cepa
mutante
BYWE8_29565 BIWES_29595 BOWE8_29600 aac(3iv

Areg2C20CS227: en esta construccién el gen de resistencia a apramicina se
introduce en el lugar del gen B9W68_ 29655.

“» pEFBAoriTreg2 ADHyg

Doble
sobrecruzamiento

. Cepa
salvaje
BOW68_29565 BOW6S8_29595 B9W68_29600 B9W6E8_29650
BOW68_29655

Cepa

mutante
BIWES_29565 BIWE8_29595 BIWE8_29600 BIWES_29650

- aac(3)IV
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13.2. Generacion de dobles mutantes por reemplazamiento génico

En algunos casos ha sido necesario realizar un reemplazamiento génico sobre una cepa
gue ya posee otro reemplazamiento génico diferente en alguna regién de su cromosoma. Para
estos casos hay que realizar pequefias variaciones en el proceso establecido del nuevo
reemplazamiento ya que si el gen de resistencia que se emplea para la sustitucion coincide en
ambos casos no seria valida la comprobacidn de la nueva construccién. Por tanto, se disefié una
nueva estrategia en la cual se pudieran aprovechar las construcciones ya realizadas en
pEFBAoriT con ambos fragmentos clonados a cada lado del gen de resistencia a apramicinay el
gen de resistencia a higromicina también clonado (Figura 15).

Con tal finalidad se extrajo, por digestion del pldsmido, el gen de resistencia a
apramicina (enzimas Nsil-Ndel) y fue reemplazado por el gen de resistencia a tioestreptona. Para
ello se disefiaron oligonucledtidos especificos para amplificar el gen de resistencia a
tioestreptona, obtenido por PCR a partir del plasmido pSETeTc (Cano-Prieto et al., 2015),
flanqueados por los mismos sitios de restriccidon con los que se extrae el gen de resistencia a
apramicina. De esta manera una vez extraido el gen aac(3)/V y dejando abierta la construccion
con los dos enzimas de restriccién correspondientes en los extremos, mediante una ligacién y
posterior transformacién podria introducirse facilmente el gen de resistencia a tioestreptona.

Fragmento A
. BamHl
(Spel-Nsil)
pEFBAoriT )
pEFBAOrT_A 333
5424 bps —
3aa(3nv
Nsil
Spel FragmentoA
Nsil
Spel
Fragmento B
(BamHI-EcoRV)
ooy Hyg®
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Figura 15. Esquema de los diferentes pasos a seguir para obtener dobles mutantes.
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Alo largo de esta Tesis Doctoral se han llevado a cabo dobles mutantes empleando las
construcciones plasmidicas para realizar mutantes de los agrupamientos génicos 1, 14 y 21 de
S. albus 11074 mostrados en el apartado anterior, reemplazando el gen de resistencia de
apramicina por el gen de resistencia a tioestreptona, para finalmente conjugarlos con cepas
mutantes de S. albus 11074 previamente realizadas en el grupo como son AB29 (mutante en el
cluster de biosintesis de paulomicinas), AAnt (mutante en el clister de biosintesis de
antimicinas) y ACand (mutante en el clUster de biosintesis de candicidinas) todas ellas detallas
en el apartado 1 del capitulo de materiales y métodos. A continuacién, se muestran los mutantes
obtenidos en la siguiente tabla (Tabla 17).

Tabla 17. Cepas dobles mutantes realizadas durante la Tesis Doctoral.

Cepa mutante Caracteristicas de la nueva cepa
AC1AB29 Mutante por reemplazamiento en el cluster 1y en el de paulomicinas
AC1AANt Mutante por reemplazamiento en el cldster 1y en el de antimicinas

AC1ACand Mutante por reemplazamiento en el clister 1y en el de candicidinas

AC14AB29 Mutante por reemplazamiento en el cldster 14 y en el de paulomicinas
AC14AANt Mutante por reemplazamiento en el clister 14 y en el de antimicinas

AC14ACand Mutante por reemplazamiento en el clUster 14 y en el de candicidinas

AC21AB29 Mutante por reemplazamiento en el cluster 21 y en el de paulomicinas
AC21AANt Mutante por reemplazamiento en el clister 21 y en el de antimicinas

AC21ACand Mutante por reemplazamiento en el cluster 21 y en el de candicidinas

14. Generacion de construcciones plasmidicas

Todos los fragmentos de PCR obtenidos para generar las diferentes construcciones
plasmidicas en este trabajo se clonaron en primer lugar en el vector pCR-Blunt (Invitrogen) para
poder secuenciarlos y comprobar que las secuencias obtenidas no presentaban errores o
ausencia de nucledtidos. A partir de este punto cada nueva clonacién en un nuevo plasmido se
comprobd mediante una digestion con enzimas de restriccion.

Para lograr expresar de forma constitutiva un gen o un agrupamiento génico se han
empleado varias estrategias basadas en variar el tipo de vector con el cual realizar la
sobreexpresion.

14.1. Sobreexpresion génica con plasmido p0J260p

Como primera estrategia de sobreexpresion génica se utilizd el plasmido p0OJ260p
(Figura 16), un plasmido integrativo (por recombinacidon homdloga) que supedita al gen o genes
gue se quieran sobreexpesar bajo el dominio del promotor del gen de resistencia a eritromicina
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ermE*p, un promotor constitutivo y fuerte (Bibb et al., 1985). Esta estrategia fue empleada para
intentar sobreexpresar tanto agrupaciones génicas biosintéticas, los cuatro agrupamientos
génicos de estudio de S. albus 11074 y el cluster 20 de Streptomyces sp. CS227, asi como los
genes reguladores de los cinco clisteres mencionados.

HindIII (443)

BamHI (622)

PstI (636)

XbalI (638)
BamHI (644)
NotI (651)
EcoRV (664)
EcoRI {668)

CAP binding site|

pOJ260p
3643 bp

Figura 16. Mapa del vector pOJ260p.

Como algunas de las cepas en la que se planed la sobreexpresion de ciertos genes eran
cepas mutantes que ya disponian en su genoma del gen de resistencia a apramicina al haberles
realizado previamente reemplazamiento génico de ciertos clusteres biosintéticos (AB29, AAnt y
ACand), se disefid un nuevo plasmido a partir del pOJ260p al cual se le clond el gen de resistencia
de higromicina, obtenido a por PCR a partir del vector pSETEcH, para que éste fuera su marcador
de resistencia tanto en E. coli como en Streptomyces a la hora de confirmar que la construccion
era valida. El nuevo plasmido p0OJ260pHyg, y su mapa se muestra a continuacion (Figura 17).

(M13 fwd
_ HindIII (443)
< BamHI (622)

) | PstL (636)
(4446) Spel _ N, |/ Xbal (638)

-(lac operator
[CAP binding site]

p0J260pHyg
5125 bp

(3508) EcoRI™

(2946) Kpnl

Figura 17. Mapa del vector pOJ260pHyg
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Como primer paso se disefian parejas de oligonucleétidos que flanqueen la regidn de
interés al comienzo y al final, y en los extremos de los cebadores se afiaden dianas de restriccion
Pstl y Xbal respectivamente, sitios de corte que son Unicos en el plasmido y que se encuentran
situados en el polylinker anexo al promotor, de tal manera que se produzca la insercién de
manera dirigida quedando el gen de interés en la direccién deseada con respecto a ermE*p. El
fragmento de PCR obtenido se transforma en el vector comercial pCRBlunt para poder
secuenciarlo de manera sencilla empleando los cebadores universales M13fwy M13rv.

=) =) =) =)

Xbal
BamHI
EcoRV

pojzeop EcoRl
+ inserto

BamHI
Pstl

aac(3)IvV

BamHI
Pstl

Figura 18. Sobreexpresion de genes mediante el vector p0OJ260p.

Una vez comprobado por secuenciacién que la secuencia amplificada se conserva sin
variaciones se digiere la construccion con los enzimas Pstl y Xbal, se purifica la banda de un gel
de agarosa y seguidamente se somete a los procesos de ligacion y posterior transformacion con
el plasmido p0J260p previamente linealizado al digerirlo con los mismos enzimas de restriccion
(Figura 18). La construccion final se comprueba mediante digestién empleando enzimas que
aseguren la correcta ubicacion del fragmento dentro del vector.

Como ultimo paso se procedio a la electroporacion de la construccion plasmidica con
células electrocompetentes pUB-s para asi poder transferirla por conjugacién a S. albus 11074.

Los agrupamientos génicos y los genes reguladores que han sido sobreexpresados
siguiendo este método de trabajo se muestran a continuacion (Tabla 18).
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Tabla 18. Sobreexpresiones realizadas.

MATERIALES Y METODOS

Construccion final Gen / agrupamiento Funcion Tamaiio
génico sobreexpresado fragmento
p0J260eC1 Claster 1 PKSI-NRPS 1617
p0J260eHygC1AB29 Cluster 1 PKSI-NRPS 1617
p0J260eHygC1AANt Claster 1 PKSI-NRPS 1617
p0J260elR1 SSHG_00010 Regulador transcripcional TetR 858
p0J260e1R2 SSHG_00011 Regulador transcripcional TetR 651
p0J260e1R3 SSHG_00030 Proteina hipotética LysR/GntR 1014
p0J260eC13 Claster 13 NRPS 1893
p0J260e13R1 SSHG_02473 Regulador transcripcional de dos 612
componentes LuxR
p0J260e13R2 SSHG_02477 Proteina reguladora 984
p0J260e13R3 SSHG_02484 Regulador transcripcional GntR 417
p0J260eC14 Cluster 14 NRPS 1595
p0J260eHygC14AB29 Cluster 14 NRPS 1595
p0J260eHygC14AANnt Cluster 14 NRPS 1595
p0J260eHygC14ACand Cluster 14 NRPS 1595
p0J260e14R SSHG_02804 Regulador transcripcional ARSR 354
p0J260eC21 Cluster 21 NRPS 1229
p0J260eHygC21AB29 Cluster 21 NRPS 1229
p0J260eHygC21AANt Claster 21 NRPS 1229
p0J260e21R1 SSHG_04927 Regulador transcripcional TetR 645
p0J260e21R2 SSHG_04931 Regulador transcripcional 696
p0J260e21R3 SSHG_04948 Regulador transcripcional de dos 672
componentes
p0J260eC20CS227 Cluster 20 CS227 PKSI-NRPS 1583

14.2. Sobreexpresion de genes reguladores con plasmido multicopia pEM4T

Otra forma para sobreexpresar genes reguladores seleccionados en cada uno de los
cuatro agrupamientos génicos en estudio en esta Tesis Doctoral se basd en emplear un vector
multicopia como es el vector pEMAT (Menéndez et al. 2006), en el que el gen de interés se sitla
bajo el control de ermE*p.

El vector pEMAT (Figura 19) es conjugativo (origen de transferencia oriTRP4) y confiere
resistencia a ampicilina (tanto para E. coli como para Streptomyces) y a tioestreptona (para
Streptomyces).
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BamHI

pEMA4T

8700 bps

Figura 19. Mapa del vector pEMAT

Los cebadores para llevar a cabo las PCR se disefiaron flanqueando los genes que se
pretendieron sobreexpresar afiadiendo en sus extremos las dianas BamHlI (en el oligonucleétido
del comienzo del gen) y EcoRlI (en el oligonucledtido del final del gen) para que asi la posterior
introduccion delante del promotor sea dirigida. Una vez realizada la amplificacion la banda
obtenida se purificé y se cloné en el pldsmido pCRBlunt para su secuenciacién. Una vez
comprobado por secuenciacién que el fragmento no posee fallos en su secuencia se extrajo del
vector por medio de una digestién BamHI-EcoRI y se clond en el vector pEMAT previamente
linealizado mediante la misma digestidn. La construccidn final se comprueba mediante digestion
empleando enzimas que aseguren ubicacion del fragmento dentro del vector sea la correcta.
Finalmente se efectud una electroporacién de la construccion plasmidica con células
electrocompetentes pUB-s para seguidamente conjugar con S. albus J1074. A continuacion, se
muestran todas las construcciones obtenidas por este método, indicando los genes
sobreexpresados y su funcion.

Tabla 19. Sobreexpresiones llevadas a cabo con el vector pEMA4T.

Construccién Gen Funcién Tamaiio
final fragmento
pEMA4T1R1 SSHG_00010 Regulador transcripcional TetR 858
pEMA4T1R2 SSHG_00011 Regulador transcripcional TetR 651
pEMA4T13R1 SSHG_02473 Regulador transcripcional de dos componentes LuxR 612
pEMA4T13R2 SSHG_02477 Proteina reguladora 984
pEMA4T13R3 SSHG_02484 Regulador transcripcional GntR 417
pEMAT14R SSHG_02804 Regulador transcripcional ARSR 354
pEM4T21R1 SSHG_04927 Regulador transcripcional TetR 645
pEMA4T21R2 SSHG_04931 Regulador transcripcional 696
pEMA4T21R3 SSHG_04948 Regulador transcripcional de dos componentes 672
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14.3. Sobreexpresion de genes reguladores con plasmido integrativo pSET152Ec

Por ultimo, también se traté de sobreexpresar los genes reguladores citados en el
apartado anterior empleando el vector pSET152Ec (Figura 20), que porta el promotor ermE*Py
presenta como caracteristicas principales el ser un plasmido integrativo en una regién concreta
del cromosoma de Streptomyces (regidén attB) gracias al gen de la integrasa y también poseer
resistencia a apramicina tanto para E. coli como para Streptomyces.

Para llevar a cabo las construcciones plasmidicas se aprovecharon los mismos
fragmentos de PCR empleados para la sobreexpresién con el plasmido PEMAT los cuales se
clonaron en el vector pSET152Ec de la misma manera que en el caso anterior utilizando las
dianas de restriccion BamHI y EcoRlI, para lograr que cada fragmento se insertara en el plasmido
de manera dirigida delante de ermE*p.

M13 fwd

‘ BamHI (643)
[ Xbal (659)
/ . BamHI (865)

EcoRI (639}

—_(lacoperatan
CAP binding site]

pSET152Ec
5913 bp

Figura 20. Mapa del plasmido pSET152Ec

Seguidamente se detallan las construcciones plasmidicas obtenidas y los genes
reguladores sobre los que se ha trabajado asi como sus caracteristicas funcionales (Tabla 20).

Tabla 20. Sobreexpresiones llevadas a cabo con el plasmido pSET152Ec.

Construccién Gen Funcion Tamafio
final fragmento
pSET152Ec1R1 | SSHG_00010 Regulador transcripcional TetR 858
pSET152Ec1R2 | SSHG_00011 Regulador transcripcional TetR 651
pPSET152Ec13R1 | SSHG_02473 Regulador transcripcional de dos componentes LuxR 612
pPSET152Ec13R2 | SSHG_02477 Proteina reguladora 984
pSET152Ec13R3 | SSHG_02484 Regulador transcripcional GntR 417
pPSET152Ec14R | SSHG_02804 Regulador transcripcional ARSR 354
pSET152Ec21R1 | SSHG_04927 Regulador transcripcional TetR 645
pPSET152Ec21R2 | SSHG_04931 Regulador transcripcional 696
pPSET152Ec21R3 | SSHG_04948 Regulador transcripcional de dos componentes 672
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14.4. Cuantificacion de la expresidn de uno o varios genes

Como punto de partida en el estudio del clister 9 de S. albus J1074 se quiso definir si
el gen SSHG_00313 es el Unico de los genes pertenecientes en esa agrupacion génica
involucrado en la sintesis del pigmento indigoidina. Para ello se disefié un experimento en el que
por un lado se reemplaza el gen SSHG_00313 por un gen de resistencia a tioestreptona (Tsr) y
por otro lado por el gen de resistencia a tioestreptona (Tsr) mas el promotor del gen de
resistencia a eritromicina ermE*p (Figura 21), siguiendo la misma estrategia que la empleada
para la generacion de mutantes por reemplazamiento explicada en el apartado 13.1. utilizando
el plasmido pEFBAoriT pero aplicando algunas modificaciones.

SSHG_00312 SSHG_00315
"‘"I - SSHG_00313 ' SSHG_00316
SSHG_00311 \ - /SSHG 00314
SSHG_00315
. Tioestreptona
SSHG_00311 SSHG_00316
SSHG_00312 SSHG_00314
SSHG_00312 SSHG_00315
" \_ SSHG_00313 I' SSHG_00316
SSHG_00311 | !sSHG_00314 B
: /

‘ermE*p Ticestreptona | SSHG_00315
SSHG_00311 SSHG_00316
SSHG_00312 SSHG_00314

Figura 21. Reemplazamientos disefiados del gen SSHG_00313

En primer lugar, se crearon dos plasmidos nuevos partiendo de uno ya existente como
es el vector pUK21 (Vieira J. et al., 1991). Estos nuevos plasmidos se denominaron pUK21Tsr y
pUK21TsrE (Figura 22), teniendo insertado el gen Tsr o el gen Tsr mas ermE*p aguas abajo
respectivamente, y afladiendo a los lados de los nuevos insertos sitios de restriccion de manera
que actien como polylinker donde poder insertar posteriormente fragmentos adyacentes al
fragmento que se desea reemplazar.
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Una vez se consiguieron crear los dos nuevos plasmidos el primer paso en cada uno de
ellos fue introducir secuencialmente a los lados del gen de resistencia a tioestreptona los dos
fragmentos de PCR flanqueantes del gen que se pretendia reemplazar gracias a las enzimas de
restriccion afadidas en los extremos de los oligonucledtidos disefiados (Tabla 13).
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lac operator
Spel (236)
Xhol (249}
/_Bglll (253)
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\ otl (1537}
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(1544)

Spel (1550)
(SKprimer)

(M3 Fwd)

Figura 22. Mapas de los vectores pUK21Tsr y pUK21TsrE

Tras clonar ambos fragmentos en la posicién deseada en cada uno de los dos plasmidos
se extrajo por digestién con el enzima de digestion Spel el cassette de interés, formado por el
gen Tsry los dos fragmentos de PCR flanquedndolo, y se introduce en el vector pEFBAoriT (Figura
23) previamente digerido con el mismo enzima de restriccién Spel. Una vez introducido el
inserto en pEFBAoriT ya tendriamos finalizado el plasmido para conjugarlo con S. albus 11074 y
generar los mutantes por reemplazamiento del gen SSHG_00313 por el gen de resistencia a
tioestreptona en el mismo sentido de transcripcion que el gen reemplazado. Para comprobar si
en los transconjugantes se habia producido doble sobrecruzamiento a ambos lados de la region
mutada se confirmd resistencia a tioestreptona (Tsr) y sensibilidad a apramicina (acc(3)IV)
(AmR).
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Figura 23. Sucesivas clonaciones para lograr las construcciones pEFBAoriTTsrAB y pEFBAoriTTsrEAB.

Una vez confirmado que los transconjugantes son positivos se cultivaron tanto en
medio sélido (MA y R5A) como en medio liquido (R5A) para comprobar si se produce indigoidina
y determinar si el gen SSHG_00313 es el Unico involucrado en su sintesis.
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La confirmacién de la premisa inicial se realizd generando un nuevo plasmido
partiendo del pSET152Ec insertando el gen SSHG_00313 delante del promotor ermE*p, al cual
se le denominé pSET152Ec_ind (Figura 24). El siguiente paso fue conjugarlo con ambos mutantes
ASSHG_00313 y ASSHG_00313+ermE*p para regenerar el sistema inicial de la cepa salvaje con
todos los genes que componen el cluster presentes pero con el gen SSHG_00313 bajo el control
del ermE*p insertado en otro lugar del cromosoma. En caso de ambos mutantes
complementados sintetizaran indigoidina se corroboraria de manera definitiva que el Unico gen
encargado de la sintesis del pigmento es el SSHG_00313.

M13 fwd

BamHI (644)

hage ¢C31 integrase
phage® g /= — BamHI (666)
& NotI (673)
EcoRV (686)

EcoRI (4665)

Figura 24. Mapa del vector pSET152Ecind

14.4.1. Generacion de un plasmido testigo

Una vez corroborado que el gen SSHG_00313 es el Unico estrictamente necesario para
la sintesis de indigoidina se pasé a disefiar la construccién de un plasmido conteniendo este gen
como sistema testigo del nivel de expresion de diferentes promotores.

El plasmido ideado posee el gen SSHG_00313 insertado en el plasmido p0J260
(Bierman et al., 1992). Para facilitar la posibilidad de insertar una amplia variedad de promotores
los oligonucledtidos disefiados para amplificar a partir de S. albus 11074 fueron disefiados
teniendo en sus extremos los enzimas de restriccion EcoRV en el oligonucledtido que amplifica
desde el comienzo del gen) y EcoRl (para el oligonucleétido que amplifica desde el final del gen
en sentido reverso) para asi poder mantener un polylinker con varios sitios de unién posibles.
Amplificado por PCR y comprobado por secuenciacion se digirié el fragmento de PCR con los dos
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enzimas mencionados y se transformd con el pldsmido p0J260, también previamente
linealizado digiriéndolo con EcoRV y EcoRlI (Figura 25).
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——Xbal (464)
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NotI (1495)

p0J1260ind + Fragmento PCR

Figura 25. Mapa del vector pOJ260ind y posterior forma de clonacién del fragmento de interés.

14.4.2. Cuantificacion de la expresion de genes y agrupaciones génicas biosintéticas

Para la cuantificacién del nivel de expresidén de los promotores de genes reguladores
se disefid una pareja de oligonucledtidos que amplificara la totalidad de cada uno de ellos,
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afadiendo enzimas de restriccién en las colas. De esta manera a la hora de clonar el fragmento
éste puede insertarse de una manera dirigida dentro del plasmido y asi encontrarse tanto en la
posicién como en la direccién que mds interesa para el ensayo. Por tanto, al oligonucleétido del
comienzo del gen se le afiadié el enzima BamHI y al del final del gen el enzima Notl. Con esto se
logra que el final del promotor en estudio sea seguido por el comienzo del gen SSHG_00313 para
que asi éste pueda actuar como testigo de su nivel de expresion.

A continuacion, se cloné el fragmento obtenido por PCR con el vector comercial
pCRBlunt y una vez insertado se secuencié con los oligonucleétidos universales M13fwy M13rv.
Tras comprobar que la polimerasa no ha insertado errores en la secuencia amplificada, éste se
extrae del pldasmido por digestidn con las enzimas de restriccidon que afiadidos en las colas de los
oligonucledtidos (BamHI y Notl). El plasmido p0J260ind también se digiere con esos mismos
enzimas para linealizarlo y clonar el fragmento de PCR, de manera dirigida con lo que se consigue
que el inserto se sitle en la posicién y direccién deseadas dentro del plasmido.

En la tabla 21 se muestran los diferentes promotores de genes reguladores
pertenecientes a los cuatro agrupamientos génicos biosintéticos estudiados en esta Tesis
Doctoral cuyos niveles de expresion se pretenden medir por cuantificacion en este ensayo asi
como sus caracteristicas principales.

Tabla 21. Genes pertenecientes a S. albus 11074 y Streptomyces sp. CS227 a los que se ha situado delante de su
promotor el gen SSHG_00313 para poder cuantificar su expresion.

Construccién Gen/ Funcidn Tamaiio
final agrupamiento génico fragmento

Clind Cluster 1 PKSI-NRPS 1617
1R1ind SSHG_00010 Regulador transcripcional TetR 858
1R2ind SSHG_00011 Regulador transcripcional TetR 651
1R3ind SSHG_00030 Proteina hipotética LysR/GntR 1014
C13ind Claster 13 NRPS 1893
13R1ind SSHG_02473 Regulador LuxR 612
13R2ind SSHG_02477 Proteina reguladora 984
13R3ind SSHG_02484 Regulador transcripcional GntR 417
Cl4ind Claster 14 NRPS 1595
14Rind SSHG_02804 Regulador transcripcional ARSR 354
C21ind Claster 21 NRPS 1229
21R1lind SSHG_04927 Regulador transcripcional TetR 645
21R2ind SSHG_04931 Regulador transcripcional 696
21R3ind SSHG_04948 Regulador transcripcional de dos componentes 672
C16CS227ind Claster 16 CS227 NRPS 2273
C20CS227ind Cluster 20 €S227 PKSI-NRPS 1583
Pauloind Cluster paulomicinas Desoxiazucares 1162
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Protocolo de la cuantificacion del nivel de expresién de promotores

1.

Preparar preinéculos en medio TSB (con antibidtico de seleccidén) durante 24 horas a 30°Cy
250 rpm.

Pasadas 24 horas medir la densidad éptica (DO) a 600nm y ajustar cantidad de preinéculo
en funcién de su DO para pasar a matraces de 250ml con 50ml de medio de cultivo R5A (o
el medio de cultivo seleccionado en cada caso) cada uno.

Tomar muestras de 4ml cada 24 horas, centrifugarlas durante 5 minutos a 4400rpm y
recoger 1ml del sobrenadante en cubeta de espectrofotometria.

Medir a DOsg (longitud de onda para medir el espectro del azul de la indigoidina expulsada
fuera de las células) ya que tras centrifugar se ha comprobado que los pellets quedan
totalmente blancos indicando que toda la indigoidina es secretada al medio de cultivo. En
caso de que la DO supere el valor de 1 hacer diluciones ya que suele indicar saturacién de la
muestra y genera errores en la medicién y seguidamente multiplicar el valor en funcién de
la diluciéon hecha.

Hacer una grafica en la que el eje Y represente el valor de DOsqo obtenido y el eje X el dia en
gue se ha tomado la muestra. De esta manera puede seguirse la evolucidn del nivel de
expresiéon de un promotor a lo largo del tiempo.

14.4.3. Plasmido p0J260ind_H

Para los casos en que en las cepas en que se quiera medir el nivel de expresion de alguno

de sus genes se haya insertado previamente el gen de resistencia a apramicina (como en el caso

de mutantes y dobles mutantes por reemplazamiento génico realizados en esta Tesis Doctoral)

se usd una construccion alternativa. Esta se gener utilizando los oligonucleétidos HygKpnl fw y

HygSpel rv que se habian disefiado para amplificar el gen de resistencia a higromicina afiadiendo

en sus extremos los enzimas de restriccion Kpnl y Spel respectivamente. De este modo,

linealizando el vector p0OJ260ind tras digestidon con los mencionados enzimas se pudo insertar el

gen Hygy el plasmido resultante denominado p0J260ind_H (Figura 26) ya fue valido para cepas

que posean el gen aac(3)IV (AmF) insertado en su cromosoma.

(396 .. 419) M13 fw (-47)  M13 fw (-20) (423 .. 439)

HIndIII (443)

(8247) Spel ~_ Xbal (464)

—~ NotI (477)
" EcoRV (490)

(6747) KpnI —— p0J260ind_H
8926 bp

(4495 .. 4518) M13 rv (-48)

Figura 26. Mapa del vector p0J260ind_H

80



MATERIALES Y METODOS

14.4.4. Plasmido p0J260ind_t

Este plasmido fue disefiado para poder comprobar si el gen SSHG_00315 (codifica un
transportador de tipo ABC) afecta a la secrecidn de indigoidina al medio de cultivo. Este gen no
se encuentra presente en algunos de los agrupamientos génicos encargados de la sintesis del
pigmento en diferentes especies en los que se ha identificado (Figura 9). El disefio consistid en
clonar el gen transportador aguas arriba del gen SSHG_00313 de manera dirigida gracias a los
enzimas Xbal y EcoRV afiadidos en los extremos de cada uno de los cebadores utilizados para
amplificar el gen. Ademds, al lado de Xbal también se afiadié el enzima Ndel para asi disponer
de sitios de restriccién adicionales en el polylinker donde poder insertar fragmentos adicionales.

Tras amplificar el fragmento y clonarlo en el vector pCRBlunt se secuencid para
comprobar que no se habian insertado errores en su secuencia durante la amplificacién. Luego
se linealizd el plasmido y se extrajo el fragmento de PCR digiriendo con los enzimas Xbal y EcoRV.
Posteriormente este fragmento se clond en el plasmido p0J260ind digerido con los mismos
enzimas para obtener el pldsmido final pOJ260ind_t (Figura 27).

insieh Bl

HindIll (223}
(7ea1) Spel Xbal (S
(7a23) Epnl Mdel {471}

Lol [15464)

pOIZG0INd_t

L) Ba

(E545) EcaRl

Figura 27. Mapa del vector p0J260ind_t

14.4.5. Plasmido p0J260ind_t_H

Al igual que se procedid para el plasmido p0J260ind se disefié un nuevo plasmido que
fuera util para cepas que ya tuvieran resistencia a apramicina siguiendo el mismo proceso. Se
linealizd el vector p0J260ind_t digiriendo con los enzimas de restriccion Kpnl y Spel y se inserto
el gen de resistencia a higromicina amplificado previamente por PCR y conteniendo los mismos
sitios de restriccion. El resultado fue el plasmido p0J260ind_t_H (Figura 28).
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(396 .. 419) M13 fw (-47) M13 fw (-20) (423 .. 439)

__ HindIII (443)
~ - Xbal (464)

(9323) Spel
\ — NdeI (471)

(76823) KpnI—__

p0J260ind_t_H
10,002 bp

(5571 .. 5594) M13 rv (-48)

Figura 28. Mapa del vector p0J260ind_t_H

14.4.6. Plasmido pSET152Ec_ind_t

Se disefié un nuevo vector (Figura 29) a partir del pSET152Ec_ind de tal manera que se
le clond el gen SSHG_00315 del mismo modo que el usado para la construccién de p0J260ind_t.
Sin embargo, en este caso la clonacidn con los enzimas Xbal y EcoRV dio numerosos problemas
y no fue posible realizarla, aunque finalmente se consiguié clonando el fragmento de PCR con
sus extremos romos tal cual los genera la polimerasa Herculase y linealizando el pldsmido
pSET152Ec_ind Unicamente con el enzima EcoRV que tiene también sus extremos romos. Para
evitar religados del plasmido al haberlo digerido sélo con un enzima se desfosforilaron sus
extremos con fosfatasa alcalina de intestino de ternera (CIAP) (New England Biolabs).

M13 fwd
Xbal (660)

| _ Mfel (687)
/ ~— Ndel (694)

[SSHG_00315 ABC transporter permease]

PSET152Ec_ind_t
10,989 bp

(5765) EcoRI

Figura 29. Mapa del vector pSET152Ec_ind_t
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15. Extraccidn y analisis cromatografico de compuestos bioactivos

15.1. Extraccion de compuestos

Para ejecutar los andlisis de busqueda de nuevos compuestos bioactivos en las
diferentes agrupaciones génicas estudiadas se siguieron las pautas propuestas por el método
OSMAC (One Strain — Many Compounds) indicadas en el apartado 2.4.1. de la introduccién.

Como ya se ha indicado anteriormente en su correspondiente apartado (apartado
6.2.4.) las diferentes cepas se cultivaron en una bateria de distintos medios de cultivo (apartado
6.1.2.) en matraces de 250 ml a una temperatura de 30°C y una agitacion de 250 rpm durante 7
dias, tomandose muestras de 1 ml de cada uno de ellos cada 24 6 48 horas.

Protocolo de extraccion

1. Sobre las muestras de cultivo adquiridas se realiza un proceso de extraccién utilizando
diferentes solventes organicos, generalmente acetato de etilo, acetato de etilo + 1% acido
férmico, butanol, cloroformo, etc. Se afiade una cantidad igual de solvente y de muestra.
Dejar en agitacion los tubos durante un periodo de no menos de una hora.

Centrifugar los tubos a 13250 rpm durante 5 - 6 minutos.

Recoger la fase orgdnica en un tubo eppendorf.

AN

Evaporar la fase orgdnica recogida en un speedVac por centrifugacién bajo condiciones de

vacio.

6. Una vez la muestra alcanza total sequedad resuspender el depdsito resultante en 50 ul de
DMSO-Metanol (1:1).

7. Para favorecer que toda la muestra resuspenda correctamente se pasar los tubos por un
bafio de agua con sonicacion y después centrifugar a 13250 rpm durante un minuto para
retirar las partes que no solubles que podrian afectar a la columna de cromatografia.

8. Como ultimo paso se recoge el liquido con cuidado de no arrastrar impurezas solidas y se

carga en un vial para analizar la muestra inyectando 10 ul de ésta en un aparato de UPLC

(Ultra Performance Liquid Chromatography).

15.2. Analisis cromatografico por UPLC

Los andlisis de produccion de los nuevos compuestos obtenidos se realizaron por
cromatografia en fase reversa en un equipo Acquity UPLC (Waters) con deteccidn visible-
ultravioleta, utilizando una columna BEH C18 (1,7 um, 2,1 x 100 mm, Waters) y como solventes
acetonitrilo y acido trifluoroacético (TFA) acuoso al 0,1%.

Las muestras se analizan empleando un programa estandar optimizado para casos de
busqueda de nuevos metabolitos en el que las muestra se eluyen bajo un flujo isocratico de
acetonitrilo al 10% durante 1 minuto, para seguidamente aplicar un gradiente lineal de

83



MATERIALES Y METODOS

acetonitrilo desde el 10% al 100% durante 9 minutos, todo ello a un flujo constante de 0,5 ml /
min y a una temperatura de columna de 35°C.

Los cromatogramas para localizar tanto los picos de interés asi como sus respectivos
espectros de absorcidon se analizaron con la ayuda de un sistema de fotodiodos en linea en un
rango de 200 a 500 nm vy el programa informatico Empower (Waters). Los cromatogramas
obtenidos aparecen en forma bidimensional pudiendo variarse su longitud de onda para tratar
de localizar la correspondiente a cada metabolito en concreto.

15.3. Analisis cromatografico por HPLC-MS

Una vez determinado qué picos analizados por UPLC son de interés el siguiente paso
consiste en identificar su masa molecular para comprobar si éstas podrian encajar con las de los
compuestos obtenidos en las predicciones bioinformaticas de cada una de las agrupaciones
génicas estudiadas.

Para este tipo de analisis se utilizd un sistema cromatografico Alliance HPLC (Waters)
acoplado a un espectrémetro de masas ZQ4000 y una columna SunFire C18 (3.5 um, 2.1 x 150
mm, Waters). Los solventes utilizados también fueron acetonitrilo y acido trifluoroacético (TFA)
acuoso al 0,1% como en el analisis por UPLC. La muestra se eluye con un gradiente isocratico de
acetonitrilo al 10% a lo largo de 4 minutos, seguido de un gradiente lineal de acetonitrilo desde
el 10% hasta el 88% durante 26 minutos, con un flujo constante de 0,25 ml / min. Los
cromatogramas se analizaron igual que en el UPLC descrito en el apartado anterior. El analisis
de las masas de los diferentes picos se realizé por ESI (ElectroSpray lonization) en modo positivo,
con voltaje de capilar de 3 kV y voltaje de cono de 20 V.

Tanto los andlisis de HPLC como de masas (MS) pudieron ser analizados, al igual que
en UPLC, gracias al programa informatico Empower (Waters).

15.4. Purificacion de compuestos

La purificacion de los cuatro compuestos derivados de paulomicinas (UO-087, UO-088,
0-089 y UO-090) descritos en este trabajo se apoyd en protocolos descritos para paulomicinas
(Brafa et al., 2014), aplicando algunas modificaciones.

Se cultivaron esporas de S. albus J1074 en medio de cultivo MFE durante 5 dias a 30 °C
a 250 rpm en 5 matraces erlenmeyer de 2 litros conteniendo cada uno 400 ml de cultivo; pasados
los 5 dias se centrifugan y filtran los cultivos, tras haber comprobado previamente en
pruebas realizadas que los compuestos se encuentran en el caldo de cultivo, no quedando
retenidos en el interior de las células. El filtrado se pasa por un cartucho de extraccidon de
fase sélida Sep-Pac Vac C18 de 10 g (Waters) utilizando una bomba peristdltica para
favorecer el proceso. La parte retenida en el cartucho se fracciona en el HPLC preparativo
eluyéndola en TFA al 0,1% y metanol durante 60 minutos aplicando un gradiente del 0% al
100% de metanol con un flujo de 5 ml / min, recogiéndose fracciones cada 5 minutos y
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analizando cada una de ellas por UPLC para localizar en cual se encuentran los picos
correspondientes a los compuestos de interés.

Una vez localizada la fraccion (o fracciones) sobre la que seguir trabajando ésta se seca
en rotavapor. A continuacién, se resuspende la muestra en 1 - 2 ml de solucién DMSO - Metanol
(1:1). De nuevo en el HPLC preparativo, se utiliza una columna SunFire C18 (10 um, 10 x 150 mm,
Waters) aplicando un flujo isocratico de 5 ml / min de 57% de metanol con TFA acuoso al 0,1%.
Tras este Ultimo paso de purificacién de recogida especifica de cada uno de los picos de interés,
estos fueron parcialmente desecados en rotavapor para disminuir la cantidad de solvente
organico para después ser concentrados en una columna de extraccion de fase sélida (Sep-Pak
C18, Waters) eluyéndolos con metanol. Tras comprobar por cromatografia HPLC-MS que cada
metabolito purificado presenta un solo pico bien definido y una masa molecular definida, se
diluye en 1-2 ml de unasolucién de tert-butanol y agua milliQ (1:1) y se procede a su liofilizacion
en un liofilizador FreeZone (Labconco) siguiendo el protocolo del fabricante.

15.5. Caracterizacion estructural de compuestos

El proceso de caracterizacién estructural de los compuestos obtenidos fue llevado a
cabo por la Fundacién MEDINA (Parque Tecnolégico de Ciencias de la Salud, Granada) tras
enviarles los lidfilos de cada uno de ellos una vez purificados.

Para la elucidacion estructural de los metabolitos se utilizaron diferentes técnicas de
cromatografia y espectrofotometria. Para ensayos de espectrometria de masas de alta
resolucion emplearon un sistema HPLC 1200 Rapid Resolution (Agilent) acoplado a un
espectrometro de masas maXis (Bruker). También se aplican diversas técnicas de resonancia
magnética nuclear (1H, 13C, COSY, HSQC, HMBC), disolviendo cada muestra en DMSO-ds y
transfiriéndola a un tubo de 1,7 mm para analizarla en un espectrémetro AVANCE Il (Bruker) de
500 MHz de resolucidn equipado con una microcriosonda de 1,7 mm TCI (Bruker). Todos los
espectros fueron registrados a una temperatura de 24°C.

16.Analisis de actividad biologica

16.1. Analisis de actividad citotdxica

La posible actividad citotdxica se analizd frente a diferentes lineas celulares tumorales
humanas como HT29, A549, MDA-MB-231, AGS, HL-60, CAPAN y A2780 (Tabla 22).
Paralelamente, se utilizd6 como control positivo un tipo de linea celular murina no maligna como
es NIH/3T3 (Fibroblastos de embrién murino).

Las células se cultivaron previamente durante siete dias en medio de cultivo DMEM-
10% FBS, luego se alicuoted en placas de 96 pocillos a 5000 células por pocillo, para lo que se
empled el kit Cell counting kit-8-(96992) (Sigma-Aldrich, Tres Cantos, Espafia) y se dejé crecer
durante un dia mas. A continuacidn, los compuestos se disolvieron en DMSO, de modo que la
concentracién final de DMSO en los ensayos debe ser del 0.1%. Tras la incubacion, se agregaron
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10 pL de compuesto en diversas concentraciones en cada pocillo y se incubaron durante dos
dias. Finalmente, se afiadieron 10 pL de reactivo CCK-8 (Sigma-Aldrich), se incubé durante 2
horas y se tomaron medidas a 450 nm con el lector de absorbancia de microplacas Elisa Bio-tek
ELx 800 (BioTek, Winooski, VT, EE. UU.). Todos estos ensayos fueron realizados en la Unidad de
analisis bioldgico de los Servicios Cientifico-Técnicos (SCTs) de la Universidad de Oviedo.

Tabla 22. Lineas celulares tumorales humanas utilizadas en los ensayos de actividad citotdxica.

Linea celular Neoplasia causada
HT29 Adenocarcinoma epitelial de colon
A549 Adenocarcinoma de células basales de epitelio alveolar
MDAMB231 Adenocarcinoma de mama hormono-independiente
AGS Adenocarcinoma géstrico
HL60 Leucemia promielocitica aguda
CAPAN-1 Adenocarcinoma de pancreas
A2780 Carcinoma epitelial de ovario
NIH3T3 Fibroblastos de embrién murino

16.2. Analisis de actividad antibidtica

La actividad antibiética se analizé utilizando una seleccidén de cepas bacterianas (y
un hongo) y determinando la concentracidn minima inhibitoria (MIC) de cada compuesto
ensayado frente a cada uno de los organismos testigo. Dicha determinacién se efectué mediante
la técnica de microdiluciones seriadas aplicando el protocolo publicado por el EUCAST (Cuenca-
Estrella et al., 2013) con algunas modificaciones para que se ajustara a las condiciones del
estudio.

Las cepas seleccionadas para el ensayo fueron como Gram-positivas: Staphylococcus
aureus Staphylococcus epidermidis, Streptococcus agalactiae, y Micrococcus luteus. Como
Gram-negativas: Escherichia Coli, Pseudomonas aeruginosa, Serratia marcescens y Klebsiella
pneumoniae. Finalmente, como muestra de levadura se empled Candida albicans.

Para llevar a cabo el ensayo se emplearon microplacas de 96 pocillos. En el primer
pocillo de cada fila se afiadié la concentracién indicada de cada compuesto y en los siguientes
pocillos de cada fila se realizaron diluciones 1:1 seriadas (Tabla 23) de forma que cada vez la
concentracién se reducia a la mitad con respecto al anterior pocillo. A continuacién, se afiadia
una misma cantidad de bacteria crecida previamente en medio liquido de cultivo (cuya densidad
Optica se encontrara en unos valores determinados de entre 0,3 y 0,5 para estandarizar el
ensayo). Se utilizan dos valores iniciales de concentracidn del compuesto para poder obtener un
valor mas preciso de la MIC. También se ensayd un control positivo para corroborar que el medio
de cultivo no se encuentra previamente contaminado y el crecimiento final de dicha
contaminacidon enmascarara los resultados. Finalmente, la placa se incuba en una estufa a 30°C
durante unas 20 — 24 horas. Una vez pasado este tiempo el crecimiento de la bacteria o la
levadura aparece como turbidez en el medio de cultivo del pocillo, de modo que la MIC del
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compuesto seria la concentracion de éste en el tltimo pocillo donde no se advierte crecimiento
alguno.

Tabla 23. Concentraciones empleadas en cada pocillo de los ensayos de actividad antibidtica.

1 2 3 4 5 6 7 8

Concentraciones 200 100 50 25 12,5 6,25 3,12 +
de compuesto (ug/mL) 150 75 37,5 18,75 9,375 4,6875 2,34375 +

17.Ensayos de estabilidad

Los ensayos de estabilidad se emplearon para comprobar mediante cromatografia
(UPLC en nuestro caso) si los compuestos de estudio sufren algun tipo de degradacién que haga
que desaparezcan o sean modificados (biotransformacion) hacia otro tipo de compuestos
derivados.

Para ello, en primer lugar, se realiza un preindculo de esporas de la cepa S. albus AB29
en TSB durante aproximadamente unas 24 horas de forma que el cultivo alcance una densidad
Optica (DOegoo) de entre 0,2 y 0,5. A continuacidn, en matraces de 25 ml con 5 ml de medio R5A
se afiade una determinada cantidad del preindculo en funciéon del valor de DO obtenido en cada
caso de forma que todos los matraces, en caso de emplear diferentes cepas, tengan una misma
concentracién de esporas inicial.

Una vez los matraces son inoculados se incuban a 30°C y 250 rpm durante 24 horas.
Pasado este tiempo se recoge una muestra de 1 ml del matraz y seguidamente se afiade en el
cultivo restante el compuesto en estudio a una concentracion final de 50 pg / ml. Nada mas
afiadir el compuesto se agita suavemente el matraz para homogeneizar su contenido y se toma
una muestra de 1 ml. Posteriormente vuelve a incubarse el matraz en las mismas condiciones y
se toma muestra de 1 ml cada 24 horas durante dos dias mas.

Las muestras recogidas se extraen con el solvente adecuado de acuerdo al compuesto
que se esté manejando vy, tras secar la extraccion, se procede al estudio de su estabilidad
observando su comportamiento mediante cromatografia UPLC de modo que pueden observarse
las variaciones en los cromatogramas de las muestras en forma de desaparicién del compuesto,
biotransformacidn en otro u otros compuestos derivados o desaparicidn por degradacion debida
al paso del tiempo.
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Resultados

1. Andlisis de genomas

1.1. Andlisis de agrupaciones biosintéticas de Streptomyces albus 11074

Para realizar el andlisis bioinformatico de la secuencia de S. albus J1074 se emplearon
los programas AntiSmash 4.0. y PRISM. Aunque ambas aplicaciones aportan ligeras diferencias
en el nimero y la localizacién de los agrupamientos génicos en sus andlisis, un estudio
comparativo entre ambos nos permitié comprobar que los datos ofrecidos por uno permitian
completar a los que le faltaban al otro y viceversa. Por tanto, decidimos solapar los datos
obtenidos con ambos programas. AntiSmash 4.0., aporta una mejor informacion a la hora de
localizar los diferentes clusteres presentes en los genomas y, aunque su analisis de los genes de
cada agrupamiento es muy completo presenta carencias que aporta el programa PRISM, como
en lo referido a la prediccion de la especificidad de dominios de adenilacion en médulos NRPS.

En el genoma de S. albus 11074, como se indica en la introduccion (apartado 2.3.1., tabla
2), existen al menos 27 agrupamientos génicos para la biosintesis de metabolitos secundarios
(Olano et al., 2014). Para este trabajo interesaban sobre todo aquellos clusteres que contuviesen
genes que codificaran sintetasas de péptidos no ribosomales, NRPS (clusteres 9, 12, 13, 14, 21y
27), agrupaciones de tipo policétido sintasa, PKS (clusteres 5y 6), e hibridos PKS-NRPS (clusteres
1, 3, 4y 26). De entre todos ellos se descartaron aquellos cuyo producto final de biosintesis ya
fuera conocido (Tabla 24). De los agrupamientos restantes se hicieron analisis bioinformaticos
para obtener predicciones acerca de cual podria ser la naturaleza de su producto final y
determinar cual o cuales podrian presentar un potencial mayor en cuanto al interés terapéutico
del metabolito generado.

Tabla 24. Clusteres cuyos productos finales de biosintesis eran previamente conocidos.

Claster Gen inicio Gen final Tipo Producto final
4 SSHG_00054 SSHG_00069  PKS |- NRPS Antimicinas
5 SSHG_00076 SSHG_00101 PKS | Candicinas
6 SSHG_00144 SSHG_00155 PKS Il THN, flaviolina
9 SSHG_00311 SSHG_00315 NRPS Indigoidina
26 SSHG_05699 SSHG_05729  PKS |- NRPS 6-epi-alteramidas

1.2. Busqueda de agrupaciones génicas de biosintesis

1.2.1. Estudio de clusteres biosintéticos de potencial interés

De acuerdo a los datos bioinformaticos recogidos decidimos seleccionar cuatro de los
clusteres como objeto de estudio con el fin de determinar empiricamente el metabolito que
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producen. Uno de ellos es un cluster que determinaria la sintesis de un compuesto hibrido PKSI-
NRPS (clister 1). Su seleccién se debid a que tradicionalmente este tipo de compuestos
determinan la produccién de compuestos bioactivos, como el caso de las 6-epi-alteramidas
sintetizadas por el clister 26 de esta misma cepa (Olano et al., 2014). Los otros tres
agrupamientos seleccionados, 13, 14 y 21, determinarian la produccion de compuestos
peptidicos de la familia de los lipopéptidos sintetizados por NRPSs, compuestos que
generalmente presentan actividad antibidtica y/o antitumoral entre otras (Gu et al., 2011;
Sharma et al., 2014).

Para acotar los limites del cldster 1, PKSI-NRPS, fue necesario analizar en profundidad la
region propuesta por AntiSmash ya que en él se engloba mds de un posible agrupamiento
génico. Viendo la propuesta del programa informdatico se comprobd que el cluster de interés
para el estudio se encuentra en la parte final del agrupamiento, siendo SSHG_00007 (4-
hydroxybenzoyl-CoA TE (4HBT)) el primer gen de interés y SSHG_00033 (proteina integral de
membrana) el dltimo del agrupamiento.

1.2.2. Organizacion genética de los clusteres

Durante el desarrollo de este trabajo se han ido realizando periédicamente, tanto de
manera individual como de manera grupal, andlisis bioinformaticos de los genes que conforman
los cuatro clusteres en estudio, debido a que anualmente aparecen nuevas versiones o
actualizaciones de los programas utilizados habitualmente, como AntiSmash, siendo la ultima
version la 4.0., que presenta mejoras respecto a versiones anteriores, como el realizar andlisis
especificos para secuencias bacterianas. En cada nueva versién de las aplicaciones informaticas
utilizadas se incorporan mejoras del proceso de andlisis incluyendo nuevas herramientas para la
comparacién de secuencias y prediccion de estructuras. La utilizacién periddica de las nuevas
versiones ha permitido identificar la posible funciéon de varios de los genes estudiados que
previamente aparecian anotados como proteinas hipotéticas. Incluso, en algunos casos, se han
localizado nuevos genes que las versiones anteriores no habian identificado como tales.

En las siguientes tablas se muestran los genes que componen cada uno de los clUsteres
biosintéticos con los que se ha trabajado asi como las caracteristicas generales que presentan
tras los analisis bioinformaticos ejecutados. Aquellos cuya existencia o funcién se ha visto
actualizada con respecto a los datos publicados con anterioridad se han marcado con un
asterisco (*).
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Tabla 25. Genes que conforman el cluster 1 de S. albus 11074.

Gen Funcién Posicidn Hebra Tamaiio

(bp)
SSHG_00007 4-hidroxibenzoil-CoA TE (4HBT) 4256-4735 - 480
SSHG_00008 3-hidroxiacil-CoA deshidrogenasa 4732-5763 - 1032
SSHG_00009 | Proteina de escision 3-keto-5-aminohexanoato * 5791-6684 - 894
SSHG_00010 Regulador transcripcional TetR 6754-7611 - 858
SSHG_00011 Regulador transcripcional TetR 7923-8573 + 651
SSHG_00012 Proteina hipotética 8583-9248 - 666
SSHG_00013 Glioxalasa * 9217-9591 - 375
SSHG_00014 Proteina hipotética 9551-9700 + 150
SSHG_00015 Proteina de resistencia a bleomicina 9788-10216 + 429
SSHG_00016 Transportador MFS * 10301-11857 - 1557
SSHG_00017 Tioesterasa * 11854-12717 - 864
SSHG_00018 Histona deacetilasa clase Il * 12689-13837 - 1149
SSHG_00019 Proteina hipotética 13834-14142 - 309
SSHG_00020 Aminotransferasa 14208-17963 - 3756
SSHG_00021 Enzima de reparacién de alquilacion de ADN 17960-19081 - 1122
SSHG_00022 PKS | 19074-23384 - 4311
SSHG_00023 PKS | 23633-28716 - 5084
SSHG_00024 PKS | 30163-31566 - 1404
SSHG_00025 PKS | 31885-33349 - 1465
SSHG_00026 PKS | 34090-37395 - 3306
SSHG_00027 PKS | (dominio NRPS A) 38491-42393 - 3903
SSHG_00028 Rieske 2Fe-2S 43507-44667 - 1161
SSHG_00029 Monooxigenasa dependiente de FAD 44999-46240 - 1242
SSHG_00030 Regulador transcripcional LysR * 46781-47794 - 1014
SSHG_00031 Proteina hipotética conservada 47987-48304 - 318
SSHG_00032 Deshidrogenasa de cadena corta 48402-49199 - 798
SSHG_00033 Proteina integral de membrana 49361-49855 + 495
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Tabla 26. Genes que forman parte del agrupamiento génico 13 en S. albus J1074.

RESULTADOS

Gen Funcidn Posicidn Hebra  Tamaiio
(bp)
SSHG_02472 NADH oxidasa * 2867608-2867972 + E
SSHG_02473 Regulador transcripcional de dos 2867971-2868582 - 612
componentes LuxR
SSHG_02474 Histidina quinasa 2868625-2869863 - 1239
SSHG_02475 Proteina de biosintesis de goadsporina 2870034-2872253 - 2220
SSHG_02476 Proteina hipotética 2872322-2872636 - 315
SSHG_02477 Regulador transcripcional ArsR * 2872733-2873716 - 984
SSHG_02478 Succinato-semialdehido deshidrogenasa  2874577-2876004 + 1428
SSHG_02479 alpha/beta hidrolasa * 2876041-2876850 + 810
SSHG_02480 Proteina con dominio MbtH 2877118-2877375 + 258
SSHG_02481 Transportador ABC, permeasa * 2877439-2878236 - 798
SSHG_02482 Transportador ABC, ATPasa 2878233-2879174 - 942
SSHG_02483 Proteina hipotética 2879171-2879542 - 372
SSHG_02484 Regulador transcripcional GntR 2879638-2880054 + 417
SSHG_02485 Proteina de membrana * 2880255-2881361 + 1107
SSHG_02486 alpha/beta hidrolasa MppK 2881610-2882965 + 1356
SSHG_02487 NRPS 2883086-2889928 + 6843
SSHG_02488 NRPS 2890121-2900287 + 10167
SSHG_02489 NRPS 2900284-2913141 + 12858
SSHG_02490 NRPS 2913231-2936387 + 23157
SSHG_02491 NRPS 2936441-2941552 + 5112
SSHG_02492 NRPS 2941549-2944776 + 3228
SSHG_02493 NRPS 2944752-2945735 + 984
SSHG_02494 NRPS 2945896-2948922 + 3027
()2 Transportador de resistencia tipo 2948956-2950315 - 1359
EmrB/QacA*

(-)2 Regulador transcripcional TetR * 2950313-2950925 - 612
SSHG_02495 Proteina hipotética 2950986-2951294 - 309
SSHG_02496 Transportador MFS * 2951394-2952968 - 1575
SSHG_02497 Proteina hipotética (proteina secretada) 2953235-2953660 - 426

a. Los genes que no tienen asignada una nomenclatura propia son aquellos no anotados en andlisis
bioinformaticos previos a este estudio.

94



Tabla 27. Genes que componen la agrupacion génica 14 en S. albus J1074.

Gen

Funcién

Posicidn

Hebra

RESULTADOS

Tamaiio

(bp)

SSHG_02790
SSHG_02791
SSHG_02792
SSHG_02793
SSHG_02794
SSHG_02795
SSHG_02796
SSHG_02797
SSHG_02798
SSHG_02799
SSHG_02800
SSHG_02801
SSHG_02802
SSHG_02803
SSHG_02804
SSHG_02805
SSHG_02806

Piridoxamina 5'-fosfato oxidasa *
Proteina de membrana *
Proteina con dominio PH*

Proteina con dominio barril-PRC *

Proteina hipotética conservada
Proteina hipotética
NRPS
NRPS
NRPS
Proteina MbtH*
Transportador ABC, ATPasa
Transportador ABC-2
Histidina kinasa *
Proteina hipotética
Regulador transcripcional PadR
Proteina integral de membrana

Transportador MFS *

3254516-3255095
3255275-3256573
3256551-3256916
3257053-3257463
3257706-3258104
3258195-3258458
3258771-3262154
3262772-3263578
3267059-3269179
3269264-3269473
3269470-3270492
3270480-3271280
3271402-3272100
3272273-3273037
3272956-3273309
3273420-3273899
3273914-3275158

579
1299
366
411
399
264
3384
807
2121
210
1023
801
699
765
354
480
531
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Tabla 28. Genes que forman parte del cluster 21 de S. albus J1074.

RESULTADOS

Gen Funcién Posicion Hebra Tamaiio
(bp)
SSHG_04927 Regulador transcripcional TetR 5646427-5647071 + 645
SSHG_04928 Oxidorreductasa 5647088-5647879 + 792
SSHG_04929 Transportador ABC, ATPasa 5647885-5648691 + 807
SSHG_04930 Sensor de turgencia 5648714-5651272 + 2559
SSHG_04931 Regulador de turgencia 5651302-5651997 + 696
SSHG_04932 Proteina de unidn a acidos nucleicos 5652046-5652453 + 408
SSHG_04933 Proteina con dominio DUF 3159* 5652457-5653227 + 771
SSHG_04934 Transportador de potasio 5653366-5654049 - 684
SSHG_04935 Transportador de potasio 5654076-5654747 - 672
SSHG_04936 Permeasa de aminoacidos 5655224-5657287 + 2064
SSHG_04937 Metiltransferasa de ARN 5657585-5658886 + 1302
SSHG_04938 Esterasa de eritromicina* 5659040-5660371 - 1332
SSHG_04939 Tioesterasa * 5660458-5661195 - 738
SSHG_04940 Regulador transcripcional * 5661214-5662026 - 489
SSHG_04941 Proteina NikQ (P450) 5662080-5663258 - 1179
SSHG_04942 Transportador MFS * 5663321-5665276 - 1956
(-)? Oxigenasa (Proteina secretada) * 5665275-5666256 - 981
SSHG_04943 NRPS 5665780-5675232 - 9453
SSHG_04944 NRPS 5675163-5675369 - 207
SSHG_04945 NRPS 5675423-5685661 - 10239
SSHG_04946 alpha/beta hidrolasa MppK 5685832-5687149 - 1318
SSHG_04947 Histidina quinasa* 5687305-5688690 - 1386
SSHG_04948 Regulador transcripcional de dos 5688697-5689368 - 672
componentes
SSHG_04949 Transportador ABC, permeasa* 5689654-5691660 - 2007
SSHG_04950 Transportador ABC, ATPasa 5691648-5692394 - 747
SSHG_04951 Histidina quinasa 5692544-5693821 + 1278
SSHG_04952 Regulador de respuesta de dos 5693821-5694474 + 654
componentes
SSHG_04953 Glicosiltransferasa 5694535-5695707 - 1173
SSHG_04954 Metiltransferasa FkbM 5695735-5696466 - 732
SSHG_04955 Proteina integral de membrana 5696463-5697785 - 1323
SSHG_04956 Deshidrogenasa de union a zinc 5697889-5698884 - 996
SSHG_04957 Transportador ABC de azlcares, permeasa  5698881-5699747 - 867
SSHG_04958 Transportador ABC de azlcares, permeasa  5699744-5700664 - 921
SSHG_04959 Transportador ABC de azlcares, proteina 5700709-5702076 - 1368
de uniodn al substrato*
SSHG_04960 Regulador transcripcional ARSR 5702199-5702960 - 762

a. Los genes que no tienen asignada una nomenclatura propia son aquellos no anotados en andlisis
bioinformaticos previos a este estudio.
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1.2.3. Predicciones bioinformaticas

Una vez seleccionados los agrupamientos génicos de biosintesis se realizdé un
analisis bioinformatico pormenorizado de las posibles actividades individuales y sustratos de
cada uno de los enzimas sintetizados a partir de genes estructurales, y del eventual resultado de
su accion conjunta para obtener predicciones bioinformaticas referentes a la posible estructura
de los metabolitos determinados por cada cluster.

Para el clister 1 de S. albus 11074 se obtienen predicciones similares por las
aplicaciones bioinformaticas AntiSmash y PRISM en cuanto a las posibles estructuras quimicas
de los metabolitos sintetizados (Figura 30). Pese a no obtenerse resultados idénticos en ambos
programas, ambos guardan ciertas similitudes en cuanto a la estructura bdsica y también en
cuanto a poseer un peso molecular relativamente pequefio.
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Figura 30. Predicciones obtenidas de posibles estructuras sintetizadas por el cluster 1 de S. albus 11074.

En el caso del clister 13 contiene una NRPS con 18 dominios de adenilacién (A)
(18 moddulos) asi como otras proteinas que probablemente estarian involucradas en la
produccién del posible compuesto final. Dentro de estas proteinas acompafiantes destacan
varias de ellas por su semejanza con proteinas involucradas en otras rutas de biosintesis. Por
ejemplo, SSHG_02475 es similar a Gra-orfl2, GodD y AknN de las rutas de granaticina,
goadsporina y aclacinomicina respectivamente, analogos a SSHG_02480 (proteina que contiene
el dominio MbtH) puede localizarse en la NRPS implicada en la biosintesis de nikomicina NikP1
justo antes del dominio de adenilacién, y SSHG_02486, similar a alpha/beta hidrolasas tipo
MppK, que estd implicada en la biosintesis de manopeptimicina probablemente como proteina
de terminacién y ciclaciéon del péptido. Las dos aplicaciones empleadas para el andlisis
bioinformatico realizado sobre este agrupamiento génico coinciden en la estructura de los
posibles metabolitos resultantes, tratdndose de moléculas de gran tamafo molecular. En
funcién de las predicciones obtenidas el compuesto o familia de compuestos sintetizados por
este agrupamiento génico podrian ser lineales tipo goadsporina o ciclicos tipo tirocidina, de los
que se han seleccionado dos ejemplos de cada uno (Figura 31).
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Las NRPSs codificadas por los genes del clister 14 poseen en conjunto 3 6 4
dominios de adenilacién (A) (3 6 4 mddulos), dependiendo de la herramienta bioinformatica
utilizada para el anadlisis, presentando ademads proteinas adicionales posiblemente implicadas
en la produccidn del compuesto final. Siguiendo las predicciones bioinformaticas obtenidas para
este agrupamiento se obtienen diferentes alternativas en cuanto a la posible estructura del
producto final. Una de las posibilidades, obtenida por AntiSmash, es la generacién de un
compuesto tripeptidico (Figura 32, 1). Por otro lado, atendiendo a las predicciones de la
aplicacion PRISM, que consideran la presencia de un moddulo adicional con respecto a los
resultados de AntiSmash, se podria aventurar la generacién de un tetrapéptido (Figura 32, 2).
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Figura 32. Predicciones estructurales de posibles compuestos sintetizados por el cltster 14 de S. albus J1074.

De los andlisis bioinformaticos del clister 21 se deduce que posee una NRPS con
6 dominios de adenilacion (A) (6 mddulos) ademas de otras proteinas que probablemente
participarian en la produccidn del posible compuesto final. El gen SSHG_4928 codificaria una
oxidorreductasa implicada en la modificacién de compuestos aromaticos. La NRPS de este
cluster introduciria una unidad de fenilalanina que podria ser hidroxilada por un citocromo P450
(SSHG_04941) y después, el grupo hidroxilo ser convertido a grupo ceto por la oxidorreductasa
SSHG_04928. El gen SSHG_4939, codificaria una tioesterasa, similar a SanP, NikP2 (ambas
implicadas en la biosintesis de nikomicina) y PchC (de la ruta de biosintesis del sideréforo
piochelina). El gen SSHG_4941, codificaria un citocromo P450 similar a NikQ, SanQ y SalD (de las
rutas de biosintesis de nikomicina y salinosporamida), enzimas que podrian participar en la
hidroxilacion de fenilalanina. El gen SSHG_4944, codificaria una proteina que contiene un
domino MbtH de funcidn desconocida pero que esta presente en la mayoria de sistemas NRPS
y en particular en la NRPS de nikomicina NikP1 adyacente al dominio A. El gen SSHG_4946,
codificaria un enzima tipo hidrolasa MppK implicada en la biosintesis de mannopeptimicina
probablemente como proteina de terminacién y ciclacion del péptido. El gen SSHG_ 4953,
codificaria para una glicosiltransferasa (GTF) que, aunque no presenta similitud a GTFs
implicadas en la biosintesis de metabolitos secundarios, no podemos descartar que pueda
introducir una unidad de glucosa en el péptido generado por la NRPS. Por ultimo, el gen
SSHG_4954, codificaria una metiltransferasa similar a enzimas de este tipo de la familia FkbM,
31-O-demetil-FK506 metiltransferasa implicada en la biosintesis de FK506. En funcidn de estas
predicciones obtenidas con las herramientas bioinformaticas AntiSmash 4.0. (Figura 33, 1) y
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PRISM (Figura 33, 2) se generaria un péptido de 6 aminoacidos. Otra alternativa plausible seria
la de generar un péptido tipo gramicidina conteniendo dos cadenas de 6 aminoacidos ciclados.
De forma adicional se podrian obtener derivados glicosilados con diversas O-metilaciones en
algunos de los grupos hidroxilo disponibles (Figura 33, 3y 4).
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Figura 33. Configuraciones estructurales de posibles compuestos sintetizados por el clister 21 de S. albus J1074.
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1.3. Andlisis comparativo de genomas en coleccion de cepas Streptomyces sp. CS

Como se indica en el apartado 1.1.3., nuestro laboratorio dispone de una coleccién de
cepas de Streptomyces aisladas en la regidon de Lambayeque (Peru) a partir de hormigas
cortadoras de hojas de la Tribu Attini.

Tras haber secuenciado el genoma completo de algunas de esas cepas se decidié
comparar sus genomas con el de S. albus J1074 para comprobar si guardaban entre si similitud
en alguna regién de sus cromosomas, para lo que se utilizaron las aplicaciones bioinformaticas
AntiSmash y BLAST.

Una vez analizados los resultados destacd la presencia de ciertas regiones muy
semejantes en los genomas de S. albus 11074 y de Streptomyces sp. CS227. Al indagar mas en
dichas regiones se comprobd que se trataba de dos clusteres 1 y 13 de S. albus, los cuales
guardaban un alto grado de homologia con los clusteres 20 y 16 respectivamente de
Streptomyces sp. CS227 (Tabla 29).

En otras cepas también se encontraron regiones con similitud, en este caso con el cluster
14 de S. albus, pero ésta no llegaba al 80% frente al genoma de Streptomyces sp. CS065a y
CS081a (Tabla 29). Cabe destacar que los genes mas similares en todos los casos correspondian
a los estructurales (en particular los que codifican NRPSs), mientras que el resto de los presentes
en cada cluster (codificando enzimas de decoracion, proteinas reguladoras o de transporte)
presentaban altos grados de disimilitud.
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El caso contrario lo constituye el cluster 21 de S. albus que mostrd un grado de similitud
moderado, rondando el 40%, con los genomas las cepas de la coleccién (Tabla 29). Al analizar
los resultados se comprobdé que en este caso los genes conservados eran aquellos que
flanqueaban el operdn de genes estructurales, siendo el nucleo central del clister totalmente
diferente en S. albus y en el resto de Streptomyces spp.

Tabla 29. Cepas de la coleccidn Streptomyces spp. cuyos genomas se compararon con los de los cuatro agrupamientos
génicos biosintéticos de S. albus J1074 estudiados. Se muestra en cada caso el grado de similitud cuando supera el
40%.

Streptomyces sp. Cluster 1 Cluster 13 Cluster 14 Cluster 21
Cso014 - - - <45%
CS057 - - - <45%
CS065a - - <80% <45%
CS081a - - <80% <45%
CS090a - - - <45%
Cs113 - - - <45%
Cs131 - - - <45%
Cs147 - - - <45%
Cs149 - - - <45%
CS159 - - - <45%
Cs207 - - - <45%
CS227 93% 98% - <45%

1.3.1. Streptomyces sp. CS227

El analisis de la secuencia del genoma de Streptomyces sp. C5227 mediante la
herramienta bioinformatica AntiSmash permite identificar un total de 23 agrupaciones génicas
de biosintesis (Tabla 30), aunque en algunas de ellas parece claro que podrian ser en realidad
dos o mas agrupaciones diferentes que el programa identifica como una sola, como por ejemplo
en los clusteres 2, 8 y 20 (Malmierca et al., 2018).
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Tabla 30. Agrupamientos génicos identificados por AntiSmash 4.0. en el genoma de Streptomyces sp. CS227.

Agrupacion génica Tipo Metabolito mas probable
1 NRPS -
2 Terpeno — NRPS -
3 NRPS -
4 PKS-I — NRPS SGR-PTMs
5 Terpeno -
6 Bacteriocina -
7 Bacteriocina -
8 Siderdéforo -
9 Terpeno -
10 Terpeno -
1 Tiopéptido Albaflavenona
12 Bacteriocina -
13 Bacteriocina -
14 Lantipéptido SAL-2242
15 NRPS -
16 NRPS -
17 Sideréforo Desferrioxamina B
18 Ectoina Ectoina
19 Bacteriocina — Terpeno =
20 PKS-IIl — Lantipéptido — PKS-l — NRPS ~ Candicidinas y antimicinas
21 PKS-I -
22 PKS-I -
23 Butirolactona -

Realizando comparativas mas detalladas entre las regiones del genoma de S.
albus y Streptomyces sp. CS227 que mostraban mayor grado de similitud se encontré que éstas
correspondian a clusteres completos delimitados por AntiSmash. En el caso del cldster 13 de S.
albus el cluster equivalente en Streptomyces sp. CS227 corresponde con el 16 (Tabla 31).
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Tabla 31. Genes del cluster 16 de Streptomyces sp. CS227.

Gen Funcion Hebra Tamaiio (pb)
B9W68_17580 Proteina hipotética (proteina secretada) - 426
B9W68_17590 Transportador MFS - 1575
B9W68_17595 Proteina hipotética - 309
B9W68_17600 Regulador transcripcional TetR - 612
B9W68_17630 Transportador de resistencia tipo EmrB/QacA 1359
B9W68_17650 NRPS + 12344
B9W68_17655 NRPS + 23075
B9W68_17660 NRPS + 12797
B9W68_17665 NRPS + 16183
B9W68_17670 alpha/beta hidrolasa MppK + 1356
B9W68_17675 Proteina de membrana + 1107
B9W68_17680 Regulador transcripcional GntR + 417
B9W68_17685 Proteina hipotética - 372
B9W68_17690 Transportador ABC, ATPasa - 942
B9W68_17695 Transportador ABC, permeasa - 798
B9W68_17700 Proteina con dominio MbtH + 258
B9W68_17705 alpha/beta hidrolasa + 810
B9W68_17710 Deshidrogenasa succinato-semialdehido + 1428
B9W68_17715 Regulador transcripcional ArsR - 984
B9W68_17720 Proteina de biosintesis de goadsporina - 2220
B9W68_17725 Histidina quinasa - 1239
B9W68_17730 Regulador transcripcional LuxR - 612
B9W68_17735 NADH oxidasa + 426

Tras delimitar la regién abarcada por el clister 16 de Streptomyces sp. CS227 se

hizo una comparacién con la secuencia del clister 13 de S. albus 11074 que mostré un grado de
identidad muy alto entre sus genes (del 95 al 100%) con tan solo dos genes del clister 13 que se
encuentran ausentes en el cluster 16 (Figura 34). Los dos genes diferenciales entre ambos
clisteres corresponden con un gen que codificaria un transportador de resistencia tipo
EmrB/QacA y un regulador transcripcional TetR, situados ambos de manera consecutiva en la
region entre los genes SSHG_ 02494 y SSHG_02495 y que al no haber sido identificados en
analisis bioinformaticos previos no poseen denominacion.
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Figura 34. Analisis comparativo de los genes que componen el cluster 13 de S. albus 11074 y el cluster 16 de
Streptomyces sp. CS227. Las barras indican el grado de identidad que presentan los genes entre si.
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Para el cluster 1 de S. albus el agrupamiento mas similar en Streptomyces sp.
CS227 corresponde al cluster 20, en el cual la aplicacion bioinformatica incluye tres
agrupamientos adicionales no relacionados con el de S. albus. Dos de los agrupamientos
adicionales corresponden a los de biosintesis de candicidinas y antimicinas, mientras que el
tercero contiene genes que codifican un sistema PKS-NRPS no relacionado con el presente en el
cluster 1 de S. albus. El cuarto cluster, también conteniendo un sistema PKS-NRPS muestra un
elevado grado de similitud con el clister de interés en S. albus y que segun los datos obtenidos

abarca desde el gen BOW68_29550 al BOW68_29670 (Tabla 32).

Tabla 32. Genes del agrupamiento génico 20 de Streptomyces sp. CS227.

Gen Funcién Hebra Tamaiio (bp)
B9W68_29550 Monooxigenasa dependiente de FAD + 1191
B9W68_29555 Rieske 2Fe-2S + 1179
B9W68_29565 PKS (dominio NRPS A) + 9234
B9W68_29595 PKS + 8925
B9W68_29600 PKS (malonil CoA-ACP transacilasa) + 6120
B9W68_29605 Proteina de reparacién a alquilacion de ADN + 1122
B9W68_29610 Aminotransferasa + 3744
B9W68_29615 Proteina hipotética + 309
B9W68_29620 Histona deacetilasa tipo Il + 1149
BO9W68_29625 Tioesterasa + 843
B9W68_29630 Transportador MFS + 1557
B9W68_29635 Glioxalasa/proteina de resistencia a bleomicina - 492

/dioxigenasa
B9W68_29640 Glioxalasa 375
B9W68_29645 Proteina hipotética + 588
B9W68_29650 Regulador transcripcional TetR/AcrR - 591
B9W68_29655 Regulador transcripcional TetR + 897
B9W68_29660 Proteina de escisidn 3-keto-5-aminohexanoato + 894
B9W68_29665 Deshidrogenasa 3-hidroxibutiril-CoA + 1017
B9W68_29670 Tioesterasa 4-hidroxibenzoil-CoA + 480

Una vez acotada la regién de interés en el cluster 20 de Streptomyces sp. CS227
ésta se compard de nuevo con el cluster 1 de S. albus mostrando un elevado grado de identidad
(del 86 al 100%) entre la mayoria de sus genes. La diferencia mas significativa entre ambos
agrupamientos radica en la ausencia de 4 genes presentes en el cluster 1 de S. albus y ausentes
en el 20 de Streptomyces sp. CS227 (Figura 35). Estos genes diferenciales codificarian una
proteina integral de membrana (SSHG_00033), una deshidrogenasa de cadena corta
(SSHG_00032), una proteina hipotética (SSHG_00031) y un regulador transcripcional del tipo
LysR (SSHG_00030).
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Figura 35. Andlisis comparativo de los genes que componen el cluster 1 de S. albus J1074 y el cluster 20 de
Streptomyces sp. CS227. Las barras indican el grado de identidad que presentan los genes entre si.

2. Caracterizacion del cluster 1 de S. albus 11074

Para identificar el producto o productos determinados por este cluster se llevaron a cabo
varias estrategias que implicaron expresar el operdn de genes biosintéticos y los diferentes
genes reguladores que lo conforman in situ, empleando para ello el promotor constitutivo
ermE*p, y generar paralelamente mutantes por reemplazamiento del operdn de genes
biosintéticos. También se llevé a cabo de forma paralela la expresion ectdpica de los genes
reguladores presentes en el cluster utilizando el pldsmido multicopia pEMA4T y el vector
integrativo pSET152Ec.

Una vez obtenidas las nuevas cepas modificadas genéticamente, se cultivaron
simultdneamente en diferentes medios de cultivo y se extrajeron muestras de los cultivos a
diferentes tiempos (desde 24 hasta 168 horas) utilizando diferentes solventes orgdnicos: acetato
de etilo, acetato de etilo + 1% de acido férmico, butanol y cloroformo. Los extractos se
analizaron por UPLC y se compararon los cromatogramas obtenidos utilizando como control los
correspondientes a la cepa silvestre. De este modo se pudo determinar si la sobreexpresion de
algun gen o regidén inducia la aparicion o aumentaba el tamaiio de algun pico cromatografico, o
si por el contrario el reemplazamiento de algin gen o regién conducia a la desaparicidn de picos
observados en el control, indicando que la zona alterada esta implicada en la biosintesis de los
compuestos ausentes.

Tras analizar los cromatogramas de las diferentes cepas cultivadas en diferentes medios de
cultivo, se observé que el organismo silvestre (DRC-029) y la cepa mutante S. albus A1 (DRC-030)
(portando una delecién de genes biosintéticos), ambas cultivadas en medio SM17 durante 120
horas y extraidas con acetato de etilo + 1% de acido férmico, presentaban una serie de picos
diferenciales entre si con diferentes espectros de absorcién, aunque tres de los picos mostraban
maximos de absorcién similares que podria indicar que se trata de compuestos de la misma
familia (Figura 36). Para dirimir qué compuestos contenia cada pico diferencial, ambos extractos
fueron derreplicados para determinar las férmulas moleculares asociadas a cada uno de los
picos diferenciales y asi determinar si se trataba de metabolitos desconocidos.
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Figura 36. a. Cromatogramas comparativos obtenidos por UPLC (Maxplot) de S. albus J1074 (DRC-029) y del mutante
S. albus A1 (DRC-030). Los extractos fueron obtenidos cultivando ambas cepas en medio de cultivo SM17 durante 120
horas y extrayéndolos con acetato de etilo + 1% de acido férmico. Los picos sefialados con una flecha corresponden
a los picos diferenciales encontrados (P-A a P-E). b. Espectros de absorcién de los picos diferenciales. Para cada
espectro se indica el tiempo de retencidn del pico al que representan.

La derreplicacién (anexos, DRC-029 vs. DRC-030) indicaba la existencia de cinco picos
diferenciales entre ambas muestras, de los cuales tres correspondian a compuestos conocidos:
N-N-dimetiladenosina (P-B), acido 2-aminobenzoico (P-C) y una mezcla de surugamidas,
antimicinas y polienos (P-E). Dos de los picos contenian compuestos a priori desconocidos
(Figura 37) que no se encontraban consignados en el diccionario de productos naturales para
procariotas (DPN), P1 (P-A) al que se asocié la formula molecular Ci11H1304 y P4 (P-D) que
presenta la formula molecular C;sH27NOs.
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Figura 37. a. Espectros de absorcidn y masas relativas a los picos P1 (P-A) y P4 (P-D) obtenidos en la derreplicacion
DRC-029 vs DRC-030.

El pico P1 no se consiguid purificar al no ser localizado en los cromatogramas obtenidos
durante la purificacién en las condiciones de HPLC preparativo ensayadas. Por su parte, P4 fue
purificado (UO-063) y su estructura molecular elucidada. Los resultados de esta elucidacion
mostraron la presencia de dos compuestos, uno mayoritario que resultd ser un metabolito ya
descrito, acido 9-(4-aminofenil)-3,7-dihidroxi-2,4,6-trimetil-9-oxo-nonoico (Wang et al., 2010) y
otro minoritario también descrito previamente como acido 9-(4-aminofenil)-7-hidroxi-2,4,6-
trimetil-9-oxo-2-nonenoico (Guan et al., 2005), cuyas estructuras (Figura 38) no estan asociadas
a las actividades enzimaticas codificadas por genes del cluster 1 de S. albus 11074 ya que
corresponden a versiones truncadas de candicidinas producidas por el cluster 5 .

H,N 4

5

Figura 38. a. Estructura mayoritaria (1) y estructura minoritaria (2) obtenidas de la elucidacidn estructural del
compuesto UO-063.

2.1. Caracterizacion del cluster 20 de Streptomyces sp. CS227

Para tratar de determinar el compuesto producido por este clister, equivalente al cluster 1
de S. albus 11074, se generaron inicialmente dos cepas modificadas genéticamente. La primera,
un mutante por reemplazamiento en el que se sustituyé el operén de genes biosintéticos
(B9W68_ 29565, BOW68 29595 y BIW68_29600) por el gen de resistencia a apramicina
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aac(3)IV. El segundo, una cepa con el mismo operdn expresado bajo el control del promotor
ermE*p. Posteriormente se llevd a cabo la sobreexpresion de los genes reguladores presentes
en el cluster utilizando el pldsmido multicopia pEMA4T vy el vector integrativo pSET152Ec.

Las diferentes cepas obtenidas junto con la cepa silvestre fueron cultivadas en multiples
medios de cultivo durante una semana a 30°C y 250 rpm de agitacion. A partir de las 24 horas
se apreciaban claramente diferencias cromaticas entre los cultivos de la cepa silvestre y los
clones del mutante Streptomyces sp. CS227 A20 (Figura 39), a diferencia de lo observado con los
cultivos de las diferentes cepas de S. albus con alteraciones en el clister 1 donde no se
apreciaron cambios similares. Las claras alteraciones en la coloracidon observadas entre la cepa
silvestre y la mutante de Streptomyces sp. CS227 podria ser una indicacién de la produccion de
compuestos diferenciales asociados a la presencia, ausencia, o cambio en el grado de expresidn
del cldster 20. Para comprobar este hecho se recogieron muestras cada 24 horas que fueron
extraidas con acetato de etilo + 1% de acido férmico o butanol para posteriormente analizar los
extractos mediante UPLC y HPLC-MS.

Figura 39. Cultivos de Streptomyces sp. CS227 y Streptomyces sp. CS227 A20 en diferentes medios de cultivo como
R5A(a), SM17(b), SM24(c), SM4(d), GS(e) y MFE(f).

Al analizar los cromatogramas de los extractos generados a partir de cultivos en medio SM24
(también en MFE, GS y SM17) del organismo silvestre (DRC-062) y del mutante Streptomyces sp.
CS227 A20 (DRC-063), obtenidos a uno y cinco dias de cultivo utilizando acetato de etilo + 1% de
acido férmico, se identificaron tres picos diferenciales (Figura 40) que presentaban el mismo
espectro y diferentes masas (m/z [M+H]*) de 136,07, 184,16 y 259,9 Da, respectivamente (Figura
41).
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Figura 40. Cromatogramas comparativos obtenidos por HPLC-MS (Maxplot) de Streptomyces sp. C5227 (DRC-062) y
de Streptomyces sp. CS227A20 (DRC-063). Los extractos fueron obtenidos cultivando ambas cepas en medio de cultivo
SM24 durante 48 horas y extrayéndolos con acetato de etilo + 1% de acido formico. Los picos sefialados corresponden
a los picos diferenciales localizados (picos 1 a 3).

Ambos extractos (DRC-062 y DRC-063) se enviaron a derreplicar para conocer las
caracteristicas quimicas de los tres picos. No obstante, los resultados obtenidos (anexos, DRC-
062 vs DRC-063) no fueron concluyentes ya que los picos aparecian en los cromatogramas en
regiones sin absorbancia UV, por lo que no fue posible confirmar que los compuestos obtenidos
en la derreplicacién correspondieran con P1, P2 y P3.

3. Caracterizacion del cluster 13 de S. albus 11074

Para identificar el producto determinado por este clister se generd un mutante por
reemplazamiento en el que se sustituyé el operén de genes biosintéticos (BOW68 29565,
BOW68 29595 y BOW68_29600) por el gen aac(3)IVy una cepa con el mismo operdn expresado
bajo el control del promotor ermE*p.

S. albus 11074
S. albus AC13

000 050 100 150 200 25 300 350 400 450 800 S50 600 650 700 750 800 85D 900 950 10.00
linutos

. " P d -~ - -
- | ~-.
7’
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all P25 B4 P6
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Figura 41. Cromatogramas comparativos obtenidos por UPLC (Maxplot) de S. albus J1074 y de S. albus AC13. Los
extractos fueron obtenidos cultivando ambas cepas en medio de cultivo SM17 durante 120 horas y extrayéndolos

109



RESULTADOS

con acetato de etilo + 1% de acido formico. Los picos sefialados corresponden a los picos diferenciales localizados
(picos 1 a 8).

En el analisis de los cromatogramas de los extractos obtenidos a partir de cultivos en medio
SM17 (Figura 41) usando acetato de etilo + 1% de acido férmico, en el 52 dia se observaban una
serie de picos diferenciales o con una variacién considerable con respecto a la produccién
correspondiente a la cepa silvestre. Sin embargo, a la hora de analizar sus espectros de absorcién
y masas se comprobd que la mayoria de estos picos diferenciales correspondian a compuestos
ya conocidos (cabe destacar por su abundancia el caso de compuestos de la familia de las
antimicinas observado en los picos P4, P5y P6). El resto de picos, diferenciales o cuya produccion
en la cepa mutante se veia drasticamente reducida (P1, P2, P3, P7 y P8), eran pequeiios por lo
gue resulté complicado abordar su identificacion mediante el andlisis de sus espectros de
absorcién y masas debido a la baja calidad que presentaban ambos espectros. Tampoco resulté
util para este fin el analisis cromatografico de extractos de la cepa S. albus eC13 (contiene el
promotor ermE*p clonado delante del operdn de genes biosintéticos) ya que no se aprecio
aumento alguno en la produccién de estos picos.

Sin embargo, analizando los datos obtenidos en la derreplicacion DRC-029 correspondiente
a la cepa silvestre cultivada durante 5 dias en medio SM17 y extraida con acetato de etilo + 1%
de acido férmico (anexos, derreplicacion DRC-029 Vs DRC-030) se observd una familia de
compuestos identificados como surugamidas que por sus movilidad, espectros de absorcién y
masas (Figura 42) podian encajar con los correspondientes a los P2, P3, P7 y/o P8 sefialados en
los cromatogramas comparativos de S. albus 11074 y S. albus AC13. Las estructuras de las
suguramidas A y E identificadas en S. albus 11074 asi como otros representantes de la familia
(Figura 43) encajan a la perfeccién con la ruta biosintética determinada por el cluster 13.
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Figura 42. Espectros de absorcién y de masas de surugamida A (superior) y surugamida E (inferior) obtenidas en la
derreplicacion DRC-029.
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Figura 43. Estructuras moleculares de distintos compuestos de la familia de las surugamidas (imagen adaptada de Xu
etal., 2017).

El hecho de que pese a que el cluster posea 18 mdédulos NRPS los metabolitos sintetizados
estén formados por una cantidad menor de aminodcidos se explica porque esta agrupacion
génica no implica a todos sus genes biosintéticos en la produccion de un mismo metabolito, ya
que se ha comprobado que en funcién del producto final generado actian distintos genes
biosintéticos pertenecientes al mismo agrupamiento (Ninomiya et al., 2016). Esto es, las
surugamidas A—E son producidas por SurA y SurD, mientras que las surugamidas F serian
sintetizadas por SurB y SurC, que actian de manera independiente con respecto a la otra pareja
de genes.

Pese a que se han encontrado homdlogos a surA, surB, surC, y surD en varias cepas de
estreptomicetos como en Streptomyces sp. JAMM992, Streptomyces albus 11074, Streptomyces
sp. GBA 94-10 y Streptomyces sp. PVA 94-07 (Ninomiya et., al 2016), este mecanismo de
biosintesis aun deja ciertas incégnitas como por ejemplo el hecho de que las enzimas
responsables de la produccidn de surugamidas A-E y surugamidas F carecen de dominios parala
terminacidon de la cadena, como tioesterasa, reductasa terminal, o condensacién. Se ha
hipotetizado con que una B-lactamasa (Orf9, Figura 44) o una o/B hidrolasa putativa (Orf2,
Figura 44) codificadas aguas arriba de surA-surD podria ser las encargadas de finalizar la
biosintesis, aunque no ha podido ain demostrarse.
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SSHG_02473  SSHG_0248 ssu cousp  SSHE-02491 SSHG 02494
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Figura 44. Comparacion de los agrupamientos génicos de biosintesis de surugamidas en S. albus 11074 y Streptomyces
sp. JAMM992. Las surugamidas A-E y la surugamida F son producidas por surA/surD y surB/surC respectivamente. En
gris se indican genes que codificarian una b-lactamasa (9) y una probable a / b hidrolasa.
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Como se ha mencionado anteriormente el clister 13 de S. albus 11074 presenta un alto
grado de identidad con el clister 16 de Streptomyces sp. CS227. Con objeto de lograr la
caracterizacién de este cluster se llevod a cabo la misma estrategia que la ejecutada para activar
el cluster 13 de S. albus, aprovechando incluso alguna de las construcciones disefiadas para S.
albus 11074 debido a su alto grado de homologia, y se obtuvieron con éxito las nuevas cepas
modificadas genéticamente. Mientras se optimizaban las condiciones de cultivo para purificar
los metabolitos sintetizados por los clusteres de S. albus y Streptomyces sp. CS227 y verificar su
correcta adscripcion a la familia de las surugamidas, se publicé un articulo en el cual se describia
como se habia logrado desencriptar este agrupamiento génico en S. albus 1074, elucidando la
estructura de varios metabolitos andlogos de la familia de las surugamidas (A, D, F, F2, F3, G, H,
I'yJ) (Xu et al., 2017). Por ello, se pard el estudio de este cluster.

4. Caracterizacion del cluster 14 de S. albus J1074

Para llevar a cabo la identificacion del producto final de biosintesis de este cluster se llevo a
cabo la expresion del operén de genes biosintéticos y de los diferentes genes reguladores que
lo conforman empleando el promotor ermE*p integrado in situ y la generacion de mutantes por
reemplazamiento tanto del operdn de genes biosintéticos como de los diferentes genes
reguladores.

La cepa silvestre y las modificadas genéticamente se cultivaron en diferentes medios de
cultivo y se recogieron muestras diarias de los cultivos desde las 24 hasta las 168 horas que se
extrajeron en diferentes solventes organicos (acetato de etilo, acetato de etilo + 1% de acido
férmico, butanol y cloroformo). Tras conseguir los extractos se comprobaron por UPLC y se
compararon los diferentes cromatogramas obtenidos a partir de cultivos de la cepa silvestre con
los de las distintas cepas portando ermE*p integrado y con los de las cepas mutadas por
reemplazamiento. De esta manera se pudo comprobar si la expresion de alguna region o gen en
concreto activaba o aumentaba la produccién de algun pico o si el reemplazamiento de alguna
region o gen regulador provocaba la desaparicidn de picos cromatograficos.

Tras analizar los resultados de los cromatogramas comparativos de los distintos cultivos para
el clister 14 en diferentes medios de cultivo (Figura 45) se observo que la cepa silvestre y la cepa
mutante S. albus A14 (posee reemplazado el operdn de genes biosintéticos por el gen aaa(3)IV)
cultivadas en medio SM17 durante 120 horas, y extraidos con acetato de etilo + 1% de acido
férmico, presentaban una serie de picos diferenciales. Observando sus espectros se vio que
algunos eran similares pudiendo indicar que se trataba de compuestos de la misma familia. Para
comprobar con qué compuestos estaban relacionados estos picos diferenciales se derreplicaron
ambos extractos.
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Figura 45. a. Cromatogramas comparativos de S. abus 11074 (DRC-029) y S. albus A14(DRC-031) obtenidos a partir de
cultivos en medio cultivo SM17, 120 horas, extraidos con acetato de etilo + 1% de 4cido férmico, donde se sefialan
en las regiones ampliadas del cromatograma original los picos diferenciales presentes entre ambas muestras. b.
Espectros de absorcidn que presentan los picos diferenciales, indicando sus respectivos tiempos de retencion.

Los resultados de esta derreplicacion (anexos, DRC-029 vs DRC-031) mostraron tres picos
(Figura 45, P10, P11 y P13) presentes en los cromatogramas de la cepa silvestre que no se

producen en la cepa mutante.

P10 tiene la férmula molecular C;sH43NOg y una masa de m/z 483.3430 [M+H*] (Figura 46)
que no se encuentra recogido en el DPN de procariotas. Este metabolito no se logré purificar al
no haber resultado posible localizarlo en las condiciones ensayadas en el HPLC preparativo.
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Figura 46. Espectro de absorcién y masas relativos a P10 obtenidos en la derreplicacién DRC-029 Vs DRC-031.

P11 presenta una formula molecular C1gH30NO6S, y masa de m/z 388.1788 [M+H"], que no
se encuentra recogido en el DPN de procariotas. El compuesto contenido en P11 (UO-132),
aparentemente unico, fue purificado para elucidar su estructura molecular. Los resultados
mostraron que en realidad el pico contenia una mezcla de dos compuestos, que corresponden
a urauchimicina D (Yao et al., 2006) con un grupo formamida, mayoritario en la mezcla, y otro
minoritario con la amina libre en esa posicién (Figura 47). La urauchimicina D se localiza en los
cromatogramas de UPLC como un pico separado de P11. No obstante durante la purificacidn
utilizando un HPLC preparativo se comprobd que P11y el pico correspondiente a urauchimicina
D co-migraban, siendo el producto mayoritario del pico mezcla la urauchimicina D. Se abordé la
separacion de los dos componentes del pico mezcla utilizando diferentes solventes y gradientes
cromatograficos pero finalmente el compuesto de P11 no consiguié ser obtenido con un grado
de pureza aceptable para elucidar su estructura molecular.
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Figura 47. a. Espectro de absorcion y masas correspondientes al compuesto UO-132 (P11) obtenidos en la
derreplicacién DRC-029 Vs DRC-031. b. Estructuras elucidadas del compuesto purificado UO-132.

P13 (UO-133) corresponde a la férmula molecular C13H2,03 con masa es de m/z 227.1641
[M+H*], que en el DPN aparece representada por compuestos tipo furanona, si bien, ninguno de
ellos tiene descrito un espectro de UV similar al experimental. Tras su purificacién y posterior
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elucidacion estructural se comprobdé que UO-0133 es una butenolida descrita para
estreptomicetos marinos, tratdndose de una mezcla de diasteredmeros en ratio casi equimolar
(Figura 48). No obstante, este compuesto no corresponde al esperado para la ruta de biosintesis
codificada por el cluster 14 de S. albus 11074, al no tratarse de un compuesto de naturaleza
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Figura 48. a. Espectro de absorcion y masas relativos al compuesto UO-133 (P13) obtenidos en la derreplicacién
DRC-029 Vs DRC-031. b. Elucidacion estructural del compuesto purificado UO-133.

5. Caracterizacion del cluster 21 de S. albus J1074

Los ensayos para caracterizar el clister 21 se diseflaron siguiendo las mismas pautas
mencionadas anteriormente para la caracterizacion del resto de clusteres de S. albus. Las
diferentes cepas modificadas genéticamente se cultivaron en diferentes medios de cultivo
tomando diariamente muestras de cada uno (de 24 hasta 168 horas) que se extrajeron utilizando
diferentes solventes orgdnicos (acetato de etilo, acetato de etilo + 1% de acido férmico,
butanol). Tras secar los extractos, estos se analizaron por UPLC.

Tras analizar los cromatogramas comparativos de los cultivos en diferentes medios de
cultivo se observd que la cepa silvestre y la cepa mutante S. albus A21 (posee reemplazado el
operén de genes biosintéticos por el gen aac(3)IV) cultivadas en medio GS durante 120 horas y
extraidos con acetato de etilo presentaban una serie de picos diferenciales con espectros de
absorcion similares (Figura 49) aunque de baja calidad por el reducido tamafio de los picos.
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DRC-051
DRC-052

3,903 Extracted 3.984 Extracted
227,3 231,0

P-A P-B

318,2

307,7

4,125 Extracted 4,224 Extracted
231,0 226,7

2200 24000 26050 28RO S00RD 32030 4050 36050 38DR0 J00R0 420MD 14050 46050 48000 SU0DY 22000 24000 26000 26000 30000 32000 AT 3HO0D 000 400MD 4200 44000 46000 4D 50000

Figura 49. Cromatogramas comparativos obtenidos por UPLC (Maxplot) de S. albus J1074 y de S. albus A21. Los
extractos fueron obtenidos cultivando ambas cepas en medio de cultivo GS durante 120 horas y extrayéndolos con
acetato de etilo. Los picos sefialados corresponden a los picos diferenciales localizados (picos A-D) cuyos espectros
de absorcion se detallan.

Los extractos se analizaron mediante HPLC-MS (Figura 50) para determinar las masas
relativas a cada uno de los picos diferenciales. Sin embargo, en estos nuevos cromatogramas no
se apreciaban los mismos picos diferenciales entre ambos extractos que los observados
anteriormente en UPLC, lo cual es un problema bastante frecuente debido a las diferentes
condiciones de solvente y caracteristicas de columnas que emplean ambos sistemas
cromatograficos. El primer pico detectado si que parecia coincidir por su espectro con los
hallados en UPLC, y se determind su masa (m/z 481,53 [M+H]*). En cambio, el segundo pico
diferencial en HPLC-MS no poseia el mismo espectro que los de los cromatogramas de UPLC y
no pudo ser localizado en éste al reanalizar el cromatograma. Este P2 presentaba una masa
molecular de m/z 442,26 [M+H]*. Ambas muestras, S. albus 11074 (DRC-051) y S. albus A21 (DRC-
052), se derreplicaron para tratar de aclarar la naturaleza de los compuestos contenidos en los
picos correspondientes.
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Figura 50. Cromatogramas de HPLC-MS comparativos de DRC-051 (S. abus J1074) y DRC-052 (S. albus A21) obtenidos
a partir extractos secos de cultivos de ambas cepas en medio de cultivo GS durante 120 horas y extraidos con acetato
de etilo. En la regiéon ampliada del cromatograma original se indican los picos diferenciales P1 y P2. También se
muestran los espectros de absorcion que presentan ambos picos.

Los resultados (anexos, DRC-051 vs DRC-052) mostraban la presencia de tres picos
diferenciales, pero se indicaba que la muestra en general estaba bastante saturada por polienos,
lo cual enmascaraba y dificultaba sobremanera la determinacién de los compuestos relativos a
los picos de interés. Para el primer pico se sugeria la férmula molecular C23H32N20s, la cual no
esta presente en el DPN. También se indicaba que, considerando su espectro de UV y la férmula
molecular, tuviera relacién con antimicinas, cuya presencia era abundante también en la
muestra. Por las caracteristicas del espectro de absorcion y de su masa molecular (m/z 481,2179
[M+H]*) (Figura 51, a) este primer pico corresponde con el P1 que se hallé en HPLC-MS (Figura
50).

El segundo pico presenta la formula molecular C;6H3sNOs y tampoco tiene coincidencias en
el DPN para procariotas. Considerando la férmula molecular y el espectro de UV (ignorando la
contaminacion por polienos presente), el componente muy probablemente se trate de un
oxopolieno. Por sus caracteristicas y masas molecular (m/z 442,2584 [M+H]*) (Figura 51, b) este
pico se trata claramente del P2 observado en los cromatogramas de HPLC-MS (Figura 50).
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El tercer pico (Figura 51, c) localizado Unicamente en la derreplicacion muestra una férmula
molecular CyHs7NOs, sin coincidencias en el DPN para procariotas. Se trata de un componente
relacionado con el analizado en el segundo pico, pero con el espectro de UV muy contaminado.
Posiblemente también sea un oxopolieno. Se traté de localizar por su masa (m/z 444,2739
[M+H]*), pero no se obtuvo resultados coincidentes en los cromatogramas del HPLC-MS.
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Figura 51. Espectros de absorcidn y masas relativos a los picos P1 (a), P2 (b) y P3 (c) obtenidos en la derreplicacion
DRC-051 vs DRC-052.

A partir de estos resultados, se dedujo estudiando sus caracteristicas e intentando
encajarlas con las caracteristicas de los genes del clister que estos compuestos no se trataban
de compuestos producto de la ruta de biosintesis de este agrupamiento génico y su falta de
produccién en la cepa mutante posiblemente sea debida a algun tipo de regulacién cruzada con
otro u otros clusteres biosintéticos. Esta aseveracion se debe a que el cluster 21 es un clister
NRPS y los polienos identificados de acuerdo con sus caracteristicas serian sintetizados por un
cliuster PKS-l ya que aparentemente se trata de formas truncadas de candicidinas ya
identificadas en ensayos previos del grupo a la hora de realizar manipulaciones genéticas en el
cluster de paulomicinas de S. albus 11074 (Gonzalez et al., 2016).
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6. Aproximaciones metabdlicas a la activacion de clusteres biosintéticos
6.1. Pruebas de diferentes medios del cultivo

Con el fin de identificar nuevos metabolitos secundarios producidos por S. albus 11074 se
siguid el método de variaciones en las condiciones de cultivo conocido por sus siglas en inglés
como método OSMAC (One Strain Many Compounds).

Para este trabajo se cultivd S. albus 11074 en diferentes medios de cultivo (Tabla 33),
tomando como control el medio R5A, ya que es el utilizado sistematicamente de forma rutinaria,
y se realizaron analisis cromatograficos (UPLC y HPLC-MS) de los extractos obtenidos a
diferentes tiempos usando diferentes solventes. También fueron cultivadas en la bateria de
medios de cultivo todas las cepas modificadas genéticamente descritas en los apartados
anteriores.

Tabla 33. Medios de cultivo empleados para el crecimiento de las cepas en estudio. En verde se muestran
aquellos cultivos en los que se identifico y purificd algin pico diferencial, en amarillo los cultivos con picos
diferenciales observados por cromatografia pero de los que no se logré su purificacion, y en rojo medios de cultivo
en los que no se encontraron picos diferenciales.

S. albus | Cluster | Cluster | Cluster | Cluster Cluster 16 Cluster 20
J1074 1 13 Streptomyces sp.| Streptomyces
S.albus | S. albus | S. albus | S. albus CS227 sp. CS227

R5A

SM17

Gauze

SM19
SM20
SM26

SM

MFE
SM12
SM6
GS
SM10

SM10 (-K;HPOJ)
sM24
SM25
sM1
sma

SM5

R
-
|
7
|
-
|
.
|
_
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De manera general, podia apreciarse en los cromatogramas comparativos de S. albus 11074
y de las diferentes cepas modificadas en algin punto de su cromosoma que habia variaciones
importantes en ciertos picos que correspondian, de acuerdo a sus respectivos espectros de
absorcién, a compuestos ya identificados en trabajos previos del grupo como productos de
biosintesis de esta cepa (Olano et al, 2014): paulomicinas, alteramidas, antimicinas y
candicidinas (Figura 52).
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Candicidinas Alteramida

Figura 52. Metabolitos identificados que son sintetizados por la cepa S. albus J1074 en medio de cultivo R5A.

Este hecho llevd a revisar la literatura sobre estas familias de compuestos y se advirtié que
las candicidinas y las antimicinas estan implicados en una serie de procesos de regulaciéon
cruzada entre ellos (McLean et al., 2016) y a su vez con otra serie de compuestos como
alteramidas y paulomicinas, todos ellos producidos por S. albus J1074. De ahi que en muchos
casos se observaran una serie de picos diferenciales entre los cromatogramas comparados,
indicando que la modificacidn de ciertas regiones, aunque no sean las propias encargadas de la
biosintesis de estos compuestos, implican cambios de pauta en la produccién de compuestos
generados por otras rutas biosintéticas del genoma de la cepa (Figura 53). Este hecho ya se
reporté en una Tesis Doctoral previa del grupo (Gonzalez, 2016b) indicandose que las
modificaciones genéticas introducidas impulsaban cambios en el modelo habitual de produccion
de ciertos metabolitos no relacionados con los genes o agrupaciones génicas manipulados.
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D-allose / L-paulomycose ——— Paulomycins

Glucose ———» Threonine ——— I[soleucine*®

\ Acetyl-CoA** \

Anthranilic acid —— Antimycic acid / Antimycins

Chorismate ———» Paulomycins

L Valine ——— Isoburiryl-CoA — Paulomycin B / AntimycinsA2 and A4
Isoleucine® ———~ 2-Methylburiryl-CoA  ——— Paulomycin A / Antimycins Al and A3
PABA
+ \ T Paulomycins
Methylmalonyl-CoA Acetyl-CoA** —— Crotonyl-CoA —— Paulinyl-CoA —— Paulomycins
i
1-C
MalpmikCed Glutamate
l Ornithine Antimycins
Candicidins

6-epi-alteramides

Figura 53. Origen metabdlico de los precursores necesarios para la biosintesis de paulomicinas, 6-epi-alteramidas,
candicidinas y antimicinas. Los productos finales se representan en negrita. Con asterisco se sefialan aquellos
precursores localizados en diferentes ramas (Gonzalez et al., 2016b).

En los extractos de la cepa silvestre de S. albus J1074 cultivada en medio MFE durante 120
horas y extraidos con acetato de etilo + 1% de acido férmico se observaron cuatro picos cuyos
espectros de absorcidn hacian recordar a compuestos de la familia de las paulomicinas. Estos
compuestos fueron purificados (Figura 54) y se corroboré que se trataba de metabolitos
derivados de paulomicinas. Todo el trabajo relacionado con su identificacién, purificacién y
analisis se detalla en el apartado 8.

Minutos
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Figura 54. Cromatograma de UPLC a una longitud de onda de 238 nm obtenidos de cultivos de S. albus 11074 en
medio MFE durante 4 dias extraidos con acetato de etilo + 1% de acido férmico. Los picos seialados corresponden a
los cuatro picos localizados (numerados del 1 al 4 respectivamente). Ademds, se muestran los cromatogramas
resultantes de las purificaciones de los cuatro picos junto con sus respectivos espectros de absorcidn.

En los cultivos de la cepa silvestre en medio SM17 se podia ver de forma generalizada un
considerable aumento en la produccion de la mayor parte de los compuestos observados en los
cromatogramas, es por ello que éste sea el medio de cultivo en el que mds casos de picos
diferenciales se han encontrado en este estudio. Sin embargo, este aumento tan pronunciado
en la produccién suponia que gran cantidad de los picos contuvieran mas de un compuesto
coeluyendo con la misma movilidad, hecho que dificultaba sobremanera su purificacién al
resultar imposible separarlos aplicando diferentes gradientes, solventes y columnas en el HPLC
preparativo empleado para tal fin. Pese a estas trabas ha sido posible estudiar ciertos picos que
suscitaban interés por sus caracteristicas quimicas.
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En los cultivos de S. albus (Figura 55) caben destacar cuatro picos que, pese a no haberse
podido purificar con un grado éptimo de calidad para hacer un analisis profundo sobre ellos, si
que han dejado muestras de ser potenciales candidatos a los diferentes casos de estudio.

) PN

P4

Figura 55. Cromatograma de un extracto de S. albus J1074 cultivado durante 120 horas en medio SM17 y extraido
con acetato de etilo + 1% de acido férmico.

En el caso del P1, éste desaparecia en los cromatogramas de la cepa S. albus A1, pudiendo
indicar que el operén de genes biosintéticos que esta cepa posee reemplazados seria el
responsable de su produccidn. Los extractos de la cepa silvestre y de la cepa mutante obtenidos
con acetato de etilo + 1% de acido férmico fueron derreplicados (anexos, DRC-029 vs DRC-030)
y los resultados mostraron que este pico no se encontraba en el DPN y podria ser un potencial
candidato a ser derivado de la ruta de biosintesis de este agrupamiento génico. Sin embargo, no
fue posible purificarlo al no ser localizado en los cromatogramas obtenidos durante la
purificacién en el HPLC preparativo empleado.

Los picos P2 y P3 se encontraron en los cromatogramas de la cepa silvestre mientras que en
los de la cepa S. albus A14 no se apreciaba su produccion. Su derreplicacion (anexos, DRC-029
vs DRC-031) indicd que se trataba de metabolitos no consignados en el DPN, y acorde a las masas
moleculares que presentaban podian ser productos sintetizados por los genes que forman parte
de este agrupamiento. No pudieron purificarse con la suficiente calidad como para elucidar su
estructura quimica, debido a que a su alrededor habia una cantidad de metabolitos que
resultaron imposibles de separar.

El pico 4 (Figura 55) se mostraba, en la misma derreplicacidn en la que se analizé P1 (DRC-
029), como una mezcla de varios compuestos como surugamidas, antimicinas y polienos.
Analizando las caracteristicas de los compuestos de la familia de las surugamidas (Figura 43) se
comprobd que podrian encajar en la ruta biosintética del cluster 13 de S. albus y de su homdlogo
cluster 16 en Streptomyces sp. CS227. Al llevar a cabo su purificacion ésta no fue posible porque
su produccion era muy baja, sumado a que al coeluir con antimicinas y polienos impedian
alcanzar una cantidad de producto suficiente y un grado de pureza minimamente aceptable para
hacer los oportunos analisis. Por otro lado, en el momento en que se estaba desarrollando su
purificacién el grupo de Xu y colaboradores publicaron un articulo en el que caracterizaron el
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cluster 13 de S. albus y confirmaron que las surugamidas (A, D, F, F2, F3, G, H, | y J) eran los
productos de biosintesis implicada por los genes que lo conformaban (Xu et al., 2017).

En los cultivos de Streptomyces sp. CS227 surgieron una serie de cromatogramas (Figura 56)
gue al compararlos con los de Streptomyces sp. A20 mostraban una serie de picos diferenciales
gue poseian el mismo espectro de absorcion, indicando que estaban relacionados
guimicamente. Estos extractos fueron enviados a derreplicar y de acuerdo con los resultados
obtenidos no se ha podido obtener un resultado concluyente al encontrarse los tres picos en el
cromatograma en regiones sin absorbancia UV que no permitian asegurar que los resultados
mostrados correspondieran con P1, P2 y P3.

P3

Streptomyces. sp CS227

o2 Streptomyces sp. CS227 A20

000 050 1.00 150 200 250 3.00 350 4.00 4.50 ﬁ.moss.'so 6.00 650 7.00 7.50 B.OD 850 9.00 9.50 10.00

P3 Streptomyces. sp CS227
Streptomyces sp. CS227 A20

_ .
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Figura 56. Cromatogramas comparativos de UPLC obtenidos a partir de extractos de Streptomyces sp. CS227 frente a
Streptomyces sp. CS227 A20 obtenidos a partir de cultivos en medio MFE (superior) y en SM24 (inferior).

6.1.1. Elicitores

Como medio de cultivo base para la utilizacidn de elicitores quimicos se usé R5Ay MM,
que servirdan como controles para determinar qué variaciones metabdlicas provocan en las
distintas cepas los distintos elicitores. Los elicitores quimicos empleados fueron etanol (EtOH)
1% y 6%, DMSO (dimetil sulféxido) 3% y 5%, escandio como ejemplo de tierras raras a una
concentracién final de 200uM, N-acetil-glusosamina (NAcGI) a una concentracion final de 50mM
y triptéfano a una concentracion final de 37 pg/ml (Tabla 34). Estos elicitores fueron
seleccionados al haberse demostrado su eficacia en otros ensayos publicados (Introduccidn,
apartado 2.4.2.).
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Tabla 34. Medios de cultivo [R5A y MM (medio minimo)] suplementados con diferentes elicitores. En rojo se muestran
los medios de cultivo en los que no se encontraron picos diferenciales.

Cluster | Claster | Cluster | Claster Cluster 16 Cluaster 20
1 13 14 21 Streptomyces | Streptomyces
S.albus | S. albus | S. albus | S. albus | sp. CS227 sp. CS227

R5A + EtOH 1%

R5A + EtOH 6%

R5A + DMSO 3%

R5A + DMSO 5%

R5A + Escandio (200uM)

MM + NACGI (50mM)

MM + Triptéfano

En ninguno de los casos se obtuvieron picos nuevos diferenciales ni se observé un
aumento significativo con respecto al obtenido en los cultivos con medios sin suplementar.
Teniendo en cuenta los resultados obtenidos se concluyé que los elicitores ensayados o las
concentraciones empleadas no ejercieron un efecto positivo sobre la expresion de los
agrupamientos génicos en estudio. Por el contrario, algunos elicitores a una determinada
concentracién mostraron un efecto inhibidor sobre el crecimiento y por ende sobre la
produccién de alguna familia de compuestos. Por ejemplo, en los cromatogramas obtenidos en
R5A suplementado con etanol al 1% no se apreciaban picos diferenciales nuevos con respecto
al control, aunque si era claro que el elicitor actuaba como inhibidor de la sintesis de varios
compuestos como candicidinas y antimicinas (Figura 57).

S. albus 11074
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Figura 57. Cromatogramas de produccion de S. albus 11074 y S. albus A13 en R5A (superior) y R5A + 1% etanol
(inferior).
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7. Cuantificacion de la expresion de genes en clusteres biosintéticos

Dado el escaso éxito obtenido en los experimentos encaminados a la identificacién de los
compuestos determinados por los diferentes clisteres en estudio, se diseiid un sistema para
determinar el grado de expresidon de cada cluster cuantificando el nivel de expresion de los
promotores esenciales en cada uno de ellos.

7.1. Generacidn de un vector testigo

A la hora del disefio de un plasmido que actuara como sistema testigo de los promotores de
los genes biosintéticos se decidié plantearlo usando el plasmido suicida p0OJ260, incapaz de
replicacion en Streptomyces spp., que portaria como gen testigo el gen de biosintesis de
indigoidina SSHG_00313 de S. albus J1074.

En primer lugar, se probd si el medio de cultivo podria afectar de alguna manera a la
produccién del pigmento, para lo que se usé una cepa productora de indigoidina, S. albus 313
que posee el gen SSHG_00313 sobreexpresado bajo el promotor ermE*p (Olano et al., 2014), en
cuatro medios de cultivo sélidos diferentes (TSA, R5A, Bennet y MA) y en dos medios de cultivo
liguidos (R5A y TSB), todos ellos medios de cultivo empleados rutinariamente para cultivar cepas
de Streptomyces.

En los medios sélidos se comprobd como S. albus 313 cultivado en TSA esporulaba con
mayor dificultad que en los otros dos medios, ademas la coloracién azul de la indigoidina apenas
pudo observarse a las 24 horas de cultivo, ya que a partir de ese momento la coloracién adquiria
un tono marrén y hacia imposible apreciar si habia sintesis del pigmento (Figura 58). Por otra
parte, tanto en MA como en Bennett si que se apreciaba claramente la sintesis de indigoidina
gracias a la pigmentacién azul en el medio de cultivo. Ademas, se comprobd un hecho no
descrito previamente en ensayos publicados sobre el tema, y es que el micelio quedaba
totalmente blanco sin presencia del pigmento, lo que indica que las células son capaces de
expulsarlo al medio extracelular. La indigoidina generada es aparentemente soluble en el medio
de cultivo ya que difunde por toda la placa (Figura 58).

Figura 58. Cultivos en medio sélido de S. albus 313. Los medios empleados fueron a. TSA, b. Bennett y c. MA.

En cultivos liquidos (Figura 59) se observd que en el medio TSB ocurria con el pigmento el
mismo fendmeno que en su forma sélida, tornando el color azul rapidamente a un tono marron.
Al agitarlo volvia a aparecer la coloracion azul de manera tenue, pero rapidamente volvia al tono
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marrondceo. Esto podria indicar que lo que ocurre es que en este medio el pigmento sufre una
reduccion que hace que cambie de color, y que la oxidacidn producida por la agitacion ejercida
provoca en cierta manera que recupere momentaneamente la forma azulada. En R5A, sin
embargo, no sucedia este fendmeno de reduccién del compuesto hasta que habian transcurrido
varios dias de cultivo, lo que indica que el medio TSB tiene en su composicidn algun agente que
acelera el proceso de reduccién de la indigoidina. Este hecho es debido al comportamiento del
pigmento frente al pH del medio, factor que afecta tanto a su coloracién como a su solubilidad
(Elazari-Volcani, 1939) en caso de que el pH sea excesivamente acido, torna a un color marrén,
y en caso de un pH basico adquiere un tono amarillento.

Figura 59. a. Cultivos en medio liquido (TSB y R5A) tras 24 horas para la S. albus 313. b. Cultivos centrifugados (TSB y
R5A). Se observa cdmo la indigoidina (o su forma reducida en el caso del medio TSB) son solubles en el agua del medio
de cultivo. Ademas, también cabe destacar que los pellets son totalmente blancos, lo que indica que el pigmento es
secretado completamente al medio extracelular.

7.2. Cuantificacion del nivel de expresion de los promotores de estudio

Para la construccion del vector p0OJ260ind (Figura 60), base para el sistema testigo, el primer
paso consistid en el disefio de oligonucledtidos (tabla 13 apartado materiales y métodos) con
los que amplificar SSHG_00313 afadiendo en sus extremos enzimas de restriccién (EcoRV y
EcoRl) para asi poder clonarlo en p0J260. Una vez amplificado el gen por PCR se insertd el
fragmento en el plasmido comercial pCRBlunt para secuenciarlo usando los cebadores
universales M13fw y M13rv, ademas de otros cebadores internos del gen disefiados para
secuenciar el amplicén en su totalidad debido al gran tamafio que posee.

(7460) Bl ML3 iy (-47) {396 ..919)
(M3 fw (-20) (423 . 439)

_HindIII (343}

(6782) Spel
(6764) Kpnl_ " _ — U " NotT (477}

p0J260ind
7461 bp

/
(4512 . 4535} M13 v (-48)  /

144R6) EcaRl

Figura 60. Mapa del vector p0J260ind
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Una vez clonados en el vector p0J260ind las regiones promotoras a estudiar (Figura 61 y
Tabla 21, Material y métodos) se introdujeron en S. albus 11074 para de esta forma insertar el
gen SSHG_00313 in situ en la posicién adecuada. La correcta insercién del gen SSHG_00313 en
cada una de las nuevas cepas obtenidas se verificé mediante PCR utilizando para ello cebadores
externos a cada uno de los promotores en cuestién y un cebador interno al gen productor del

pigmento.
Clusterl Streptomyces albus 11074
1R1lind .Tu 1R2ind Clind '—‘ 1R3ind4—‘
(et mbplEmme———— Q@ —— aea
Cluster13 Streptomyces albus 11074
13R2ind
13R1ind 13R3ind
’—> C13ind
SSHG_0247 siuﬁfnzaifs"g—"““
ﬁmﬂ‘ » ” SSHG_02488 SSHG_02489 SSHG 02492 -«"‘
Cluster14 Streptomyces albus 11074
14R1ind4—‘
. ‘ " SSHG_02796 SSHgﬂﬂ SSHG_02798 -ﬁ
Cluster21 Streptomyces albus 11074
F 21R2ind C21lind« »—‘
« -»ﬁ«‘«‘ SSHG_04943 S5HG_04945 «ﬂﬁz’ﬁ’ ssljs 04960
Cluster paulomicinas Streptomyces albus 11074
Pauloind
Genes plm 1

Figura 61. Diferentes localizaciones de las regiones promotoras bajo cuyo control se ha situado el gen testigo
SSHH_00313 para cuantificar su nivel de expresion.
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Para corroborar que el plasmido p0J260ind puede actuar como un sistema testigo
cuantificable para medir el nivel de expresidon de promotores se disefié un ensayo en el cual, una
vez obtenidas las distintas cepas con el plasmido integrado situando al gen SSHG_00313 aguas
abajo de los distintos promotores de estudio, se cultivaran esporas de cada cepa en medio R5A
(Figura 62) para posteriormente poder medir su densidad dptica (DO) por espectrofotometria a
una longitud de onda de 590 nm siguiendo el protocolo descrito en Materiales y métodos,
apartado 14.4.2. El control positivo para estos ensayos lo constituyé la cepa S. albus 313 que
contiene el gen SSHG_00313 bajo el control del promotor ermE*p (p0J313).

Figura 62. Cultivos para el estudio de la cuantificacién de los niveles de expresion de los promotores del cluster 1 de
S. albus J1074. Pueden apreciarse claramente diferentes tonalidades en los medios de cultivo, lo cual es extrapolable
al nivel de expresion de cada uno de los promotores [p0OJ313 como control + (1y 2), Clind (3), 1R1lind (4 y 5), 1R2ind
(6y7)y 1R3ind (8)].

La validacion del sistema en cuanto a su capacidad para cuantificar diferentes niveles de
expresidon que sean extrapolables a distintos niveles de produccion de los compuestos
generados por la ruta de biosintesis implicada en cada caso, se realizé cuantificando el nivel de
expresion de promotores de la ruta de biosintesis de paulomicinas en dos cepas de S. albus
J1074, una de ellas superproductora de paulomicinas (WT-2) y otra no productora de
paulomicinas (WT-1). En concreto, se clond el gen SSHG_00313 delante del promotor situado al
comienzo del operdn de genes biosintéticos de acido paulico, en la regidn intergénica situada
entre los genes p/Im26 (SSHG_05338) y p/m27 (SSHG_05339). De este modo podria comprobarse
si el sistema testigo disefiado era valido para cuantificar por espectrometria la produccion o no
produccién de metabolitos secundarios de acuerdo a la cantidad de indigoidina generada por la
expresion de los promotores propios de cada gen o agrupacion génica estudiados.

Alahorade llevar a cabo la cuantificacion del nivel de expresién de cada promotor de interés
(Tabla 21) se diluyeron 200ul de cultivo en 800ul de medio de cultivo estéril en cubetas de
espectrofotometria (Figura 63) para evitar una posible saturacion en las medidas del
espectrofotdmetro que generara errores en el aparato, de forma que el resultado obtenido de
la muestra diluida representaba % del valor real.

L L BRI TR

wiee i N

Figura 63. Cubetas de espectrofotometria de distintas muestras cuantificadas.
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En los resultados obtenidos con la cepa superproductora de paulomicinas y la cepa no
productora (Figura 64) se observa de manera fehaciente cdmo hay una gran diferencia en el
valor de DO obtenido (la superproductora alcanza valores de 9,2 mientras que la no productora
apenas llega a alcanzar 0,25) vy, por lo tanto, el valor obtenido es extrapolable ya no sélo a la
diferencia en el nivel de expresidon de los promotores propios de cada gen o agrupamiento
génico, sino también al nivel de produccidon de metabolitos sintetizados en la ruta biosintética
de la que forman parte.

Tras realizar las comprobaciones anteriores se procedid a aplicar el ensayo para la serie de
promotores de interés (Tabla 21, Figura 61). En primer lugar, se cultivaron las distintas cepas
obtenidas y el control S. albus 313 (Olano et al., 2014) en medio R5A, al ser éste el medio de
cultivo habitual empleado en ensayos rutinarios de produccidn. A partir de los resultados de
este ensayo de cuantificacién de la indigoidina generada (Figura 64) se extrae, en primer lugar,
que el control (+) empleado muestra unos valores de DO relativamente altos como cabia
esperar, llegando a alcanzar valores de 6 unidades de DO, de manera que el promotor ermE*p
sobreexpresa de una manera fuerte al gen SSHG_00313. En algunas de las muestras se obtienen
valores aun mayores que los del control, lo que indica que los promotores implicados en esos
casos expresan el gen correspondiente de una forma alin mayor que ermE*p en las condiciones
de cultivo probadas.

Cuantificacién indigoidina

10
9
8
7
E 6
=)
?"’l 5
o 4
a
3
2
1 I I
0 oy I_lI,I_ - -III.I s | _.I - - ulln
Dia1l Dia 2 Dia3 Dia 4
H Control (+) Clind 1R1ind W 1R2ind M 1R3ind H C13ind
H 13R1ind H 13R2ind H 13R3ind W 14Rind B C21ind H 21R1ind
21R2ind 21R3ind Paulo WT2ind ® Paulo WT1ind

Figura 64. Valores de DO (medida a una longitud de onda de 590nm) obtenidos en los ensayos de cuantificacion de
indigoidina obtenidos para la medida de los niveles de expresién de los distintos promotores de los genes o
agrupaciones génicas de estudio de la Tesis Doctoral.

Los valores obtenidos para el clister 1 muestran que el promotor del operén de genes
biosintéticos no es muy activo, presentando valores de DO (590) en torno a 1, por lo que se
entiende que no se expresa en un alto grado. En cuanto a los promotores de los reguladores de
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este cluster hay dos (1R1ind y 1R2ind) también con valores de DO (590) cercanos a 1 en el primer
caso y apenas 0,25 en el segundo. Sin embargo, el promotor del gen SSHG_00030 (1R3ind), un
regulador transcripcional del tipo LysR/GntR, tiene valores de DO (590) bastante altos llegando
a alcanzar incluso un valor de 5, lo que indica que se esta expresando de una manera fuerte.
Viendo las caracteristicas de este ultimo gen cabe pensar que se trata de un gen regulador que
inhibe la sintesis de los genes biosintéticos del cluster, hecho que podria ser la causa de la baja
produccién mostrada en los cromatogramas realizados (Resultados, apartado 2).

Para el cluster 13 se clonaron los promotores del operdn de genes biosintéticos asi como
también los de tres genes reguladores (SSHG_02473, SSHG_02477 y SSHG_02484) que al
comienzo de este estudio se tenia constancia de su presencia. Examinando los resultados del
promotor del operdn de genes biosintéticos de surugamidas (C13ind), que producen cantidades
pequefias de estos compuestos, se observa cémo su valor de DO (590) de 5 es menor que para
la muestra de la cepa superproductora de paulomicina (WT-2ind), la cual produce cantidades de
paulomicinas y derivados mucho mayores. Con estos datos se reafirma la idea de que los
resultados de este método no sdélo indican el grado de sobreexpresion de los promotores
implicados, sino que también pueden ser extrapolables para obtener una estimacién grosera de
la cantidad de compuesto sintetizado. De los tres promotores de genes reguladores, dos de ellos
(6R2ind y 6R3ind) presentan un grado de expresién mucho menor que C13ind, alrededor de 1,5
unidades de DO, dato curioso que aparentemente contradice la clasificacidn inicial de estos
genes como represores de la sintesis de surugamidas.

En el clister 14 se cuantificé el nivel de expresiéon del promotor del gen SSHG_ 02804
(regulador transcripcional PadR) (14Rind) Unico regulador presente en el clister. Pese a que con
los datos obtenidos se observa que la expresién de este promotor es casi nula, con un valor
cercano a 0,3 unidades de DOy, en principio, su accién no estaria afectando a la biosintesis del
cluster, ante la eventualidad de que se trate de un activador se disefid una cepa que tuviera el
gen expresado bajo la accién del promotor ermE*p. Sin embargo, en los cromatogramas no se
observaron picos diferenciales que indicaran un incremento en la produccion de algin
metabolito.

En el caso del cluster 21 se clonaron en el vector p0OJ260ind tanto el promotor del operdn
de genes biosintéticos como los promotores de los tres genes reguladores (SSHG_04927
denominado 21R1, SSHG_04931 denominado 21R2 y SSHG_04948 denominado 21R3) (Figura
61). Tanto el promotor del operdn de genes biosintéticos (C21ind), como el del gen SSHG_04948
(regulador transcripcional de dos componentes) (21R3ind) no parecen expresarse de manera
significativa (Figura 64), presentando valores de 0,5 y 0,8 unidades de DO respectivamente. Por
otro lado, los promotores de los genes SSHG_04927 (regulador transcripcional del tipo TetR)
(21R1ind) y SSHG_04931 (regulador transcripcional) (21R2ind) muestran valores de expresion
mas relevantes comparados con los anteriores, de 1,1 para 21R1ind y de 3,3 para 21R2ind. Esto
podria indicar que estos dos genes poseen una funcion inhibidora y que debido a su expresion
estaria impidiendo la activacidon de los genes biosintéticos del cluster. Aunque faltaria por
analizar el nivel de expresidon de los promotores de los tres genes reguladores que fueron
hallados mads tarde mediante andlisis bioinformaticos (SSHG_04940, SSHG_04952 vy
SSHG_04960) se han disefiado oligonucledtidos para poder generar nuevas cepas mutantes que
tengan reemplazados estos seis genes (Tabla 9), ya sea de manera individual o combinada, con
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el fin de tratar de mostrar si alguno o algunos de ellos impiden por su efecto inhibitorio la
activacion de la maquinaria biosintética de este clUster y asi tener una explicacion de por qué
no se ha conseguido activar dicha maquinaria con las diferentes aproximaciones empleadas
durante este estudio.

8. Caracterizacion estructural de nuevos metabolitos detectados
mediante OSMAC

Tal como se menciond en el apartado 6.1., en el cultivo de S. albus 11074 en medio MFE,
cuyos extractos se realizaron con acetato de etilo + 1% de acido férmico, se localizaron cuatro
picos cuyos espectros de absorcién aparentemente podrian estar relacionados con compuestos
de la familia de las paulomicinas. Para poder afianzar esta posible relaciéon entre los cuatro
compuestos y las paulomicinas se cultivd en medio MFE la cepa S. albus J1074 y el mutante S.
albus B29 que presenta una delecién en el cldster de biosintesis de paulomicinas y, por tanto,
no produce los antibidticos correspondientes. En caso de que los nuevos metabolitos detectados
pertenezcan a la familia de las paulomicinas no seran detectados en S. albus B29 al carecer ésta
de los genes necesarios para su sintesis (Figura 65).

El ensayo corroboré la relacidn entre los nuevos compuestos y las paulomicinas. En el
cromatograma correspondiente a la cepa silvestre (WT) podian observarse los picos de los
cuatro productos de estudio (1-4) y las paulomicinas Ay B (5 y 6), asi como los productos de
degradacion de estas ultimas, paulomenoles Ay B (7 y 8). Sin embargo, en el cromatograma
obtenido del cultivo de la cepa mutante (B29) no se detectaba la produccién de ninguno de los
compuestos mencionados anteriormente (Figura 65).

WwT

— B29
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Time (min)

Figura 65. Cromatogramas obtenidos a una longitud de onda de 238 nm de S. albus 11074 (WT) y S. albus B29 (B29).
Los extractos se obtuvieron cultivando ambas cepas 96 horas en medio de cultivo MFE y extrayéndolos con acetato
de etilo + 1% de acido férmico. Los picos sefialados corresponden a los nuevos derivados UO-087, UO-088, UO-089 y
U0-090 (numerados del 1 al 4 respectivamente), paulomicina A (5), paulomicina B (6), paulomenol A (7) y paulomenol
B (8).
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8.1. Nuevos derivados de paulomicinas

Tras esta comprobacién anterior los picos 1-4 fueron purificados para determinar la
estructura de los correspondientes compuestos, a los que se asigné el nombre de UO-087 (1),
U0-088 (2), UD-089 (3) y UO-090 (4) respectivamente.

8.1.1. Purificacion de compuestos

La purificacion de los picos 1-4 se realizd siguiendo el procedimiento descrito
previamente para el aislamiento de paulomicinas (Brana et al., 2014) y esta descrito en detalle
en el apartado 15.4. (Materiales y métodos). Las cantidades resultantes obtenidas de cada uno
de los picos purificados fueron 1,2 mg de P1, 1,2 mg de P2, 0,5 mg de P3 y 0,5 mg de P4 y sus
respectivos analisis cromatograficos obtenidos por HPLC-MS se muestran en la figura 66.
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Figura 66. Cromatograma de HPLC-MS a 320 nm obtenido tras la purificacion de los compuestos UO-087, UO-088,
U0-089 y UO-090. También se muestra su espectro de absorcién asi como su espectro de masas.
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8.1.2. Elucidacion estructural

Tras la elucidacidn de su estructura se comprobd que los cuatro nuevos metabolitos son
andlogos a los antibidticos 27342« ¥ 273428 (Figura 67) pero conteniendo un grupo tiazol,
posiblemente debido a una adicidn de Michael intramolecular.
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Figura 67. Estructuras de los antibidticos 273.2q4 Y 273428 y de los nuevos compuestos derivados de paulomicinas UO-
087, UO-088, UO-089 y UO-090.

Pese a que en los cromatogramas obtenidos en nuestro laboratorio, tanto de UPLC
(Figura 65) como de HPLC-MS (Figura 66), los cuatro picos purificados aparecian aislados sin
presencia de picos contaminantes, los resultados de la elucidacién estructural de cada
compuesto mediante LC-DAD-HRMS mostraron en cada uno de ellos la presencia de dos
compuestos principales con tiempo de retencidn cercano, pero diferenciable. Tras valorar los
resultados obtenidos se determind que el segundo compuesto de cada muestra se trataba de la
forma deshidratada del compuesto anexo (Figuras 68-71).

8.1.2.1. UO-087

Polvo amorfo amarronado; Compuesto 1: HRESIMS m/z 936,2739 [M+H]*
(calculado para CsgHsaN3020S;" = 936,2739); compuesto 1’ (producto 1 después de la extraccion
de una molécula de H,0): HRESIMS m/z 918.2636 [M+H]" (calculado para CsgHsyN3015S," =
918.2631).
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9
HO N\

Figura 68. Estructura del compuesto UO-087 (1) deducida por H- y 13C-NMR y estructura propuesta del producto
secundario deshidratado UO-087’ (1’).

8.1.2.2. UO-088

Polvo amorfo amarronado; compuesto 2: HRESIMS m/z 936.2737 [M+H] *
(calculado para CsgHsaN3020S;" = 936,2739); compuesto 2’ (producto 2 después de la extraccion
de una molécula de H,0): HRESIMS m/z 918.2630 [M+H] * (calculado para CsgHs:N3019S," =
918.2631).

Figura 69. Estructura del compuesto UO-088 (2) deducida por H- y 13C-NMR y estructura propuesta del producto
secundario deshidratado UO-088’ (2’).
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8.1.2.3. UO-089

Polvo amorfo amarronado; compuesto 3: HRESIMS m/z 950.2893 [M+H]*
(calculado para C3sHsgN3020S," = 936.2893); compuesto 3’ (producto 3 después de la abstraccion
de una molécula de H,0): HRESIMS m/z 932.2782 [M+H] + (calculado para C3sHs4sN3019S," =
932.2787).

Figura 70. Estructura del compuesto UO-089 (3) deducida por H- y 13C-NMR y estructura propuesta del producto
secundario deshidratado UO-089’ (3’).

8.1.24. UO-090

Polvo amorfo amarronado; compuesto 4: HRESIMS m/z 950.2899 [M+H]*
(calculado para C3sHssN3020S,* = 936.2893); compuesto 4’ (producto 4 después de la extraccion
de una molécula de H,0): HRESIMS m/z 932.2782 [M+H]* (calculado para CssHsaN3019Sy* =
932.2787).

Figura 71. Estructura del compuesto UO-090 (4) deducida por H- y 13C-NMR y estructura propuesta del producto
secundario deshidratado UO-090’ (4’).
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8.1.3. Analisis de actividad bioldgica

8.1.3.1. Analisis de actividad citotdxica

La actividad citotdxica de los cuatro derivados de paulomicinas se probd
frente a una bateria de lineas celulares tumorales humanas: adenocarcinoma de colon (HT29),
cancer de pulmdn no microcitico (A549), adenocarcinoma de mama (MDA-MB-231), carcinoma
gastrico (AGS), leucemia promielocitica (HL-60), adenocarcinoma pancreatico (CAPAN) vy
carcinoma de ovario (A2780), usando como control para evaluar la citotoxicidad frente a células
no malignas la linea celular de fibroblastos embrionarios de ratén NIH/3T3.

Tabla 35. Datos obtenidos del ensayo de actividad citotéxica de los cuatro derivados de paulomicinas frente a
diferentes lineas celulares tumorales humanas.

Datos de IC50 medidos a 72 h de incubacion con los compuestos

(expresados en uM)

A549 HT29 AGS A2780 HL60 MDAMB231 CAPAN NIH3T3
Uo-087 | >10 >10 >10 >10 >10 >10 >10 >10
uo-088 | >10 >10 >10 >10 >10 >10 >10 >10
Uo-089 | >10 >10 >10 >10 >10 >10 >10 >10
Uo-090 | >10 >10 >10 >10 >10 >10 >10 >10

Analizando los resultados obtenidos (Tabla 35) se comprobd que ninguno
de los cuatro compuestos presenta actividad antiproliferativa frente a ninguna de las lineas
celulares neoplasicas ensayadas ni frente a la linea celular no maligna de fibroblastos
embrionarios de ratén NIH/3T3 empleada como control.

8.1.3.2. Analisis de actividad antibiotica

Se realizaron analisis de la actividad antibacteriana de los cuatro derivados
de paulomicina y de las paulomicinas A y B mediante la determinacién de la concentracidn
minima inhibitoria (MIC) frente a una serie de bacterias Gram-positivas (Staphylococcus aureus,
Staphylococcus epidermidis, Streptococcus agalactiae y Micrococcus luteus) y Gram-negativas
(Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Serratia marcescens y Klebsiella pneumoniae).
También se analizé su actividad antifungica frente a Candida albicans.

La MIC se realizé utilizando cultivos bacterianos con un ODego inicial de 0.3
y dos diluciones seriadas de cada compuesto, de 200 pg/ml a 3.12 ug/mly de 150 ug/ml a 2.34
ug/ml. El crecimiento en las placas de microtitulacién (Figura 72) se determiné pasadas 24 h de
incubacién a 37 °C.

137



RESULTADOS

Concentracion

inicial
(ng/ml)
w
200 b3
a 2
295
w
150 8% S
n S
200 L o0
o .20 9
b s 27T
¢ S
150 )
)W 8

Figura 72. Ensayo de analisis de actividad antibidtica del compuesto UO- 87 frente a las bacterias Gram-positivas
Staphylococcus aureus (a) y Staphylococcus epidermidis (b). En el primer pocillo de cada fila se afiadio la concentracidn
indicada de cada compuesto, llevandose a cabo en los siguientes pocillos de la misma fila diluciones seriadas 1:1.
Seguidamente se afiadié la misma cantidad de bacteria a todos los pocillos (salvo en el ultimo de cada fila, que actta
como control) y la placa se incubé a 30 °C durante unas 20 horas. El crecimiento bacteriano se observa como turbidez
en el medio de cultivo y un depésito blanco en el fondo de los pocillos. La CMI es la concentracidn de antibidtico
presente en el Ultimo pocillo que no muestra crecimiento (marcado con un circulo rojo).

Tras analizar los resultados obtenidos (Tabla 36) de los cuatro derivados y
comparandolos con los de las paulomicinas A y B, se determind que los nuevos andlogos poseen
una actividad antibidtica menor frente a bacterias Gram-positivas, pero en cambio muestran de
manera general una mayor actividad antibiética frente a Gram-negativas. Al igual que las
paulomicinas, los cuatro metabolitos no presentan una actividad antifingica relevante.

Tabla 36. Valores de MIC obtenidos de los distintos compuestos purificados y de las paulomicinas A y B frente al
hongo C. albicans y la bateria de bacterias propuestas para el ensayo.

MIC (ug/mL)
UO-087 UO-088 UO-089 UO-090 Paulomicina  Paulomicina
A B

Staphylococcus aureus 75 75 37,5 25 <2,34 <2,34
Staphylococcus epidermidis 50 50 18,75 12,5 <2,34 <2,34
Streptococcus agalactiae 150 150 200 >200 >200 >200
Micrococcus luteus 150 200 150 200 >200 150

Escherichia Coli 150 150 75 100 >200 >200
Pseudomonas aeruginosa >200 >200 >200 >200 >200 >200
Serratia marcescens 200 200 200 >200 >200 >200
Klebsiella pneumoniae 150 150 100 100 >200 >200
Candida albicans 200 >200 200 >200 >200 >200
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8.1.4. Ensayos de estabilidad

En un trabajo previo de nuestro grupo (Olano et al., 2014a) se mostré que los
paulomenoles Ay B, al contrario de lo especulado hasta entonces, no son intermediarios en la
biosintesis de las paulomicinas A y B, sino que corresponden a productos de degradacién de
éstas por la pérdida del acido paulico. Ya que los paulomenoles carecen de actividad
antibacteriana mientras que tanto los antibidticos 273a2a y 273a2p y paldimicinas A y B
(Argoudelis et al., 1987 a y b; Brumfitt et al. 1987) asi como los derivados tiazol de los
antibidticos 273a2a y 273a2B (compuestos UO-087, UO-088, UO-089 y UO-090), todos ellos
caracterizados por la presencia de una unidad de N-acetil-L-cisteina unida al acido paulico,
muestran actividad antibacteriana, nos hizo plantearnos si la incorporacion del grupo N-acetil-
L-cisteina podria representar un mecanismo que estabilizase la estructura de las paulomicinas,
manteniéndose de este modo la actividad antibidtica.

Para llevar a cabo el ensayo se prepard un preindculo de esporas de S. albus B29
en medio de cultivo TSB durante 24 horas hasta alcanzar una D.O. de aproximadamente 10.
Seguidamente, dependiendo de la D.O. alcanzada, se calculé la cantidad de preinéculo necesaria
(aproximadamente 1 ml) para inocular matraces de 25 ml con 5 ml de medio de cultivo R5A en
cada matraz. Los cultivos se mantuvieron en agitacion a 30 °Cy 250 rpm obteniéndose a las 48
horas una muestra de 1 ml de cada cultivo. A continuacion, se afiadié a cada matraz 150ug/ml
de cada compuesto e inmediatamente se tomé 1 ml de muestra que servird como control.
Finalmente se toman muestras a las 72 horas y a las 96 horas.

Todas las muestras de cultivo se extrajeron con acetato de etilo + 1% de acido
férmico y se analizaron mediante UPLC para poder comparar las muestras obtenidas a diferentes
tiempos (Figura 73) y, de esta manera, comprobar si los compuestos afiadidos permanecian
estables a lo largo del tiempo o, en cambio, sufrian algun tipo de degradacion.
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139



RESULTADOS

S. albus AB29 48h

uo-089
S. albus AB29 48h + UO-089
U0o-089
S. albus AB29 96h + U0-089
0.00 1.00 200 3.00 4.00 5.00 6.00 7.00 8.00 9.00 10.00
Tiempo (minutos)

S. albus AB29 48h

U0-090 S. albus AB29 96h + UO-090

0.00 1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 6.00 7.00 8.00 9.00 10.00
Tiempo (minutos)

Figura 73. Cromatogramas comparativos de dos cultivos a los que se afiadieron dos de los compuestos de estudio (a.
U0-087, b. UO-088, c. UO-089 y d. UO-090). Puede observarse que ninguno de los cuatro compuestos sufre
conversidn en otro compuesto.

Los cuatro nuevos metabolitos muestran una mayor estabilidad en cultivo que
las paulomicinas A y B, lo que podria ser debido a la presencia del grupo de N-acetil-L-cisteina
unido al carbono del isotiocianato del acido paulico mediante un enlace tioéster y la
consiguiente ciclacidn intramolecular del acido paulico para generar un heterociclo de tiazol.
Esta modificacidn, segln los resultados obtenidos, dotaria a las paulomicinas de una mayor
estabilidad estructural sin la cual se produce la degradacion de paulomicina en paulomenoles
inactivos. Otro dato importante que se extrae de este experimento es que puede observarse
que ninguno de los compuestos ensayados es convertido en los correspondientes
paulomenoles, a diferencia de lo que ocurre con las paulomicinas (Olano et al. 2014).

Para constatar de manera fehaciente la relacidn entre los cuatro metabolitos
purificados y las paulomicinas se disefid un ensayo con el que comprobar cémo la modificacion
sufrida por las paulomicinas A y B en cultivo deriva en la aparicién de paulomenoles (Olano et
al., 2014) y también en la apariciéon de los compuestos U0O-087, UO-088, UO-089 y UO-090
(Figura 74). El procedimiento seguido fue el mismo que el del ensayo anterior, pero esta vez
afiadiendo paulomicina A o paulomicina B al cultivo de S. albus B29. Los resultados confirmaron
lo esperado ya que tras afiadir las paulomicinas purificadas al cultivo a partir de las 24 horas se
pudo detectar la aparicién de paulomenoles y de los nuevos derivados activos.
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Figura 74. Pruebas de estabilidad de las paulomicinas A y B. En los cromatogramas puede observarse como la
modificacion de paulomicinas deriva en la aparicion de paulomenoles y de los compuestos UO-089 y UO-088.
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Discusion

El rapido desarrollo de los métodos de secuenciacidn de genomas ha revolucionado
casi todos los aspectos de la biologia, incluida la investigacion de productos naturales. Hay
disponibilidad de muchas herramientas que posibilitan la aplicaciéon de la mineria gendmica
computacional de datos genéticos y conectarlos con metabolitos secundarios conocidos. Se ha
recorrido un largo camino durante los Ultimos afos desde la identificacion y manipulacién de los
primeros genes productores de metabolitos secundarios hasta la secuenciacién del genoma
completo de miles de genomas bacterianos y metagenomas para finalmente facilitar el rapido
descubrimiento de nuevos productos naturales y determinar su papel en el medio ambiente.

En la actualidad, aplicando las nuevas tecnologias desarrolladas, como la gendmica
unicelular y la metagendmica, con la ingente cantidad de genomas bacterianos disponible y las
colecciones de cultivos que estdn siendo secuenciadas, se generan una cantidad masiva de datos
que requieren un andlisis profundo. La mayor coleccidon de agrupaciones génicas extraidas
mediante mineria gendmica es el "Atlas de clusteres de genes biosintéticos", un componente de
la plataforma "Genomas Microbianos Integrados" del Joint Genome Institute (JGI IMG-ABC)
(Hadjithomas et al., 2015).

A comienzos del nuevo milenio y coincidiendo con la obtencidon de la secuencia
completa del genoma de dos cepas ampliamente estudiadas como Streptomyces coelicolor
(Bentley et al., 2002) y Streptomyces avermitilis (Ikeda et al., 2003) se descubrio el inexplorado
potencial oculto en los genomas bacterianos. Esos estudios revelaron que el genoma de
Streptomyces spp. contiene un promedio de 30 clusteres de genes de metabolitos secundarios
potencialmente bioactivos, de los que en el mejor de los casos sélo unos pocos eran conocidos
con anterioridad (Ziemert et al., 2016), y que ademas en su gran mayoria se encuentran
silenciados o se expresan de forma pirrica en condiciones de laboratorio (Weber et al., 2015).

La secuencia genémica de S. albus J1074 esta disponible desde el afio 2008 bajo el
numero de acceso es NZ_DS999645.1. (Broad Institute). Afios mas tarde, se publicd una revision
de la secuencia, mas completa y mejorada con respecto a la anterior, con el nimero de acceso
CP004370.1 (Zaburannyi et al., 2014). Su analisis permitié descubrir que el genoma de este
microorganismo esta compuesto por 27 agrupamientos génicos de biosintesis considerados de
metabolismo secundario. Varios de estos agrupamientos han sido activados, como los
implicados en la biosintesis de carotenoides (Myronovskyi et al., 2013) y cinco adicionales
implicados en la biosintesis de un compuesto citotdxico y antifungico (6-epi-alteramida A), un
pigmento (indigoidina), dos familias de compuestos antifingicos (candicidinas y antimicinas) y
una familia de compuestos con actividad antibidtica (paulomicinas) (Olano et al., 2014). La ruta
de biosintesis de las paulomicinas realmente no se encuentra silenciada, ya que la cepa silvestre
per se es capaz de sintetizarlas, aunque con unos niveles de produccion escasos, lo que supone
una produccién de compuestos muy baja y ademas poco reproducible.
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A lo largo de la presente Tesis Doctoral se han estudiado, partiendo de andlisis
bioinformaticos exhaustivos, los agrupamientos génicos de S. albus 11074, seleccionandose, de
acuerdo con el potencial interés terapéutico de su posible producto final de biosintesis, cuatro
de ellos para analizarlos en profundidad y tratar de identificar los productos naturales
sintetizados por las correspondientes rutas de biosintesis. Se trata de un cluster hibrido PKSI-
NRPS (cluster 1) y otros tres de tipo NRPS (clusteres 13, 14 y 21). La seleccién del hibrido PKSI-
NRPS se debié a que tradicionalmente este tipo de compuestos determinan la produccién de
compuestos bioactivos, como el caso de las 6-epi-alteramidas sintetizadas por el cluster 26 de
esta misma cepa (Olano et al., 2014). La seleccién de las agrupaciones NRPSs, 13, 14 y 21, se
debid a su potencial produccidon de compuestos peptidicos de la familia de los lipopéptidos, los
cuales generalmente presentan actividad antibidtica y/o antitumoral entre otras (Gu et al.,
2011; Sharma et al., 2014).

Se han aplicado diversas estrategias de ingenieria genética para tratar de determinar
el producto de biosintesis de estos cuatro clusteres de S. albus 11074 asi como de los dos
clusteres homologos al 1y 13 identificados en el genoma de Streptomyces sp. CS227 (cluster 20
y 16, respectivamente). Se han generado mutantes por reemplazamiento génico donde se
inserta el gen aaa(3)IV sustituyendo el operén de genes biosintéticos o los distintos genes
reguladores presentes en él. También se generaron cepas que expresaran, bajo la accién del
promotor constitutivo ermE*p, el operdn de genes biosintéticos o los genes reguladores. De esta
forma se planeaba estudiar de manera individual si la ausencia o la expresién de alguna de estas
regiones o genes implicaba un cambio en la pauta de produccion del clister con respecto a la
cepa silvestre, lo que indicaria su funcién. Para ello se han cultivado en paralelo las cepas
manipuladas genéticamente y la silvestre para seguidamente analizar comparativamente por
cromatografia (UPLC y HPLC-MS) los extractos obtenidos con diferentes solventes organicos
(acetato de etilo, acetato de etilo + 1% acido formico, butanol, etc.). Para ampliar mas el estudio,
se siguio el método OSMAC (One Strain Many Compounds) que implica la busqueda de nuevos
productos naturales introduciendo variaciones en las condiciones de cultivo, como medios de
cultivo, temperatura, velocidad de agitacidn, etc., con el fin de identificar las condiciones
Optimas en las que producir los PNs determinados por cada una de las diferentes rutas
biosintéticas en estudio.

Debido a la escasa produccién observada de manera generalizada en los experimentos
de identificacién de los compuestos determinados por cada agrupamiento génico estudiado,
otro de los objetivos del trabajo consistié en medir los niveles de expresion de cada cluster,
tanto de los operones de genes biosintéticos como de los genes reguladores presentes en cada
caso. Para ello se disefid un plasmido testigo, p0J260ind, con el que determinar el grado de
expresion de cada gen cuantificando el nivel de expresidn de los promotores correspondientes.
Este vector porta como testigo el gen SSHG_00313 de S. albus 11074, que codifica una NRPS
encargada de la sintesis del pigmento azul indigoidina.

Se probd la viabilidad del sistema tanto en medio de cultivo liquido como sélido,
tomando como modelo control S. albus 313, que expresa SSHG_00313 bajo el control del
promotor constitutivo ermE*p. En estos ensayos pudo apreciarse que la composicion del medio
puede acelerar el proceso de reduccion de la indigoidina, tornandose ésta hacia un color marron.
Del mismo modo se comprobd cémo el comportamiento del pigmento varia en funcién del pH
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del medio, afectando tanto a su coloracién como a su solubilidad (Elazari-Volcani, 1939) en caso
de que el pH sea excesivamente acido, torna a un color marrén, y cuando se trata de un pH
basico adquiere un tono amarillento.

El siguiente paso consistié en clonar las regiones promotoras a estudiar en el vector
p0J260ind, aguas arriba del gen testigo, de tal forma que una vez introducido en S. albus
SSHG_00313 se inserte en la posicién adecuada del cromosoma. Una vez obtenidas las nuevas
cepas, éstas fueron cultivadas en medio R5A, medio de cultivo habitual empleado en ensayos
rutinarios de produccidn, monitorizando la produccion de indigoidina mediante
espectrofotometria.

De los resultados obtenidos se determind en primer lugar que el sistema generado
permite asociar los valores de produccion de indigoidina al nivel relativo de expresién de cada
promotor estudiado. En segundo lugar, después de estandarizar el método de baremacién de
los grados de expresion obtenidos, se observd que el control positivo empleado muestra unos
valores de DO relativamente altos como cabia esperar, llegando a alcanzar valores de 6 unidades
de DO, de manera que el promotor ermE*p expresa de una manera fuerte a SSHG_00313. De
manera general, se aprecia que el grado de expresién mostrado por los diferentes promotores
estudiados es bajo, no alcanzando apenas valores de 1 unidad de DO. Estos grados bajos de
expresion no resultan lo suficientemente fuertes como para permitir la identificacién efectiva
de compuestos. No obstante, en algunas de las muestras se obtienen valores mayores que los
del control, lo que indica que los promotores implicados en esos casos expresan el gen
correspondiente de una forma mas fuerte que ermE*p en las condiciones de cultivo ensayadas.

Como prueba de concepto de que mediante la cuantificacién de la produccion de
indigoidina se podrian extrapolar los datos obtenidos a la producciéon de los metabolitos
asociados a la regién génica en estudio, se clond el gen testigo aguas abajo del promotor del
operdn de genes biosintéticos de paulomicinas en dos cepas de S. albus 11074 disponibles en
nuestro grupo. Una de las cepas no produce paulomicinas y otra produce los antibidticos en
suficiente cantidad para su deteccidn cromatografica y posterior purificacion. Los resultados de
la cuantificacién espectrofotométrica mostraban claramente cémo la cepa no productora no
sintetizaba pigmento azul, mientras que la superproductora generaba en abundancia este
pigmento que tefiia de color azul el cultivo presentando valores de 9 unidades de DO.

En cuanto a los resultados referentes al cluster 1 se comprobd que tanto el promotor
del operdn de genes biosintéticos como los de dos de los reguladores de este cluster (1R1lind y
1R2ind) no son muy activos, alcanzando valores menores a 1 unidad de DO. Sin embargo, el
promotor del gen regulador restante, 1R3ind, adquiere un valor de 5, indicando que se esta
expresando de modo similar a ermE*p. Las caracteristicas de este ultimo gen, un regulador
transcripcional del tipo LysR/GntR, dan pie a pensar que codifica un represor que inhibe la
sintesis de los genes biosintéticos del clister, factor que podria ser el motivo de que la ruta de
biosintesis estuviese silenciada.

En el cldster productor de surugamidas, cluster 13, se aprecia que el promotor de los
genes biosintéticos (C13ind) alcanza valores en torno a 5 unidades de DO, un valor comparable
al de ermE*p, y a pesar de ello no se traduce en una alta produccién de metabolitos. En cuanto
a los promotores de los genes reguladores estudiados, 6R1ind apena alcanza valores de 0,25
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unidades de DO, lo que indica que se expresa de forma pirrica. Los otros dos, 6R2ind y 6R3ind,
presentan un grado de expresion de alrededor de 1,5 unidades de DO, un valor mucho menor
que C13ind lo cual teniendo en cuenta que se clasificaron inicialmente como represores de la
sintesis de surugamidas indicaria que su bajo nivel de expresiéon es el factor que determina la
produccidn, y consiguiente deteccién, de estos compuestos.

El andlisis de los datos obtenidos para el clister 14 muestra que la expresién del
promotor 14Rind del gen regulador SSHG_02804 (regulador transcripcional PadR) es casi nula,
con un valor cercano a 0,3 unidades de DOy, en principio, su accidn no afectaria a la biosintesis
del clister. Ante la eventualidad de que se trate de un activador se disefid una cepa que tuviera
el gen expresado bajo el control del promotor ermE*p. Sin embargo, en los cromatogramas
resultantes no se observaron picos diferenciales que indicaran un incremento en la produccién
de alguin metabolito especifico.

Los resultados de los analisis de expresidn del cluster 21 demuestran que el promotor
del operdn de genes biosintéticos (C21lind), asi como el de SSHG 04948 (regulador
transcripcional de dos componentes, 21R3ind) no muestran una expresidon relevante
presentando valores de 0,5 y 0,8 unidades de DO respectivamente. Por otro lado, los
promotores de SSHG_04927 (regulador transcripcional del tipo TetR, 21R1ind) y SSHG_04931
(regulador transcripcional, 21R2ind) presentan valores de expresion mas significativos
comparados con los anteriores, de 1,1 para 21R1ind y de 3,3 para 21R2ind. Esto podria indicar
que las proteinas codificadas por estos dos genes poseen una actividad inhibitoria y que su
expresion estaria reprimiendo a la de los genes biosintéticos del clister. Pese a que alin quedaria
por analizar el nivel de expresion de los promotores de los tres genes reguladores que fueron
hallados mas tarde mediante andlisis bioinformaticos (SSHG_ 04940, SSHG 04952 vy
SSHG_04960) se han disefiado cebadores para poder obtener nuevas cepas mutantes que
tengan reemplazados los seis genes reguladores, bien individualmente o de forma combinada,
con el fin de tratar de comprobar si alguno o algunos de ellos de forma individual o actuando
conjuntamente, impiden la activacion de la maquinaria biosintética de este cluster.

Un detalle en el que se repard al observar el crecimiento de las cepas portando la
construccion testigo in situ era que el pigmento se secretaba al medio de cultivo sin retenerse
en el interior celular, siendo ademas perfectamente soluble en los diferentes medios de cultivo
probados, no como en los casos reportados en trabajos previos (Miller et al., 2012; Knirschova
et al., 2015; Brown et al., 2017). El denominador comun en esos trabajos es que, tanto en los
cultivos en medio sélido como en medio liquido, se debia extraer el pigmento del medio
intracelular y seguidamente tratar de solubilizarlo con diferentes solventes, apareciendo en
todos los casos problemas de precipitacidon en diferente grado (Brown et al., 2017). Este hecho
llevo a pensar que deberia haber diferencias fundamentales entre el clister de biosintesis de
indigoidina de S. albus J1074 y el presente en otros productores que determinara la secrecidny
capacidad de solubilizacién del pigmento. Al comparar la secuencia de los diferentes clisteres
se observé que entre ellas habia ciertas diferencias, pero estando la mayoria muy conservados.
La particularidad que presenta el cluster de S. albus J1074 es que posee una permeasa ABC
(SSHG_00315) que ninguna de las otras cepas contiene. Este hecho nos llevo a plantear si el
transportador estaria encargado de expulsar el pigmento de la célula, ya que en el resto de
especies productoras la indigoidina no es secretada al medio de cultivo de manera natural y para
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monitorizar su produccién se emplean métodos de ruptura celular ademas de solubilizar el
pigmento usando diferentes solventes (Knirschova et al., 2015; Brown et al., 2017; Sun et al.,
2017). Para aclarar esta duda se disefid un sistema testigo derivado de p0J260ind que portara
SSHG_00315 ademas de SSHG_00313. De este modo se podrd verificar si la secreciéon de
indigoidina varia en funcién de la ausencia o presencia del transportador. Actualmente este
trabajo esta llevandose a término en colaboracion con la Dra. Ana Ceniceros.

Los ensayos de activacion de los clisteres mencionados anteriormente arrojaron
resultados que mostraron claramente una serie de incidencias comunes a todos los
experimentos llevados a cabo. En primer lugar, se ha detectado que la manipulacidn genética
aplicada en diferentes regiones del genoma de S. albus J1074 suponian la alteracidn en el patrén
de produccion de metabolitos especificos cuya sintesis no esta relacionada con la ruta
biosintética para la que estan programados los diferentes agrupamientos génicos biosintéticos
manipulados. Compuestos como, por ejemplo, las antimicinas o las candicidinas veian
aumentada su produccién en las nuevas cepas modificadas en distintos genes o regiones
génicas, de forma que su presencia aumentaba en grandes cantidades. Este hecho supuso una
enorme dificultad a la hora de purificar los compuestos potencialmente interesantes detectados
en los cromatogramas comparativos debido a que en muchos casos estos metabolitos coeluian
en los mismos picos que los compuestos de interés resultando imposible su separacién con los
métodos de HPLC preparativo empleados, pese a probar multiples variaciones de solventes,
columnas de cromatografia, etc.

En el caso del cluster 1 de S. albus, tras analizar los datos de derreplicacién, se procedid
a la purificacién de compuestos sintetizados por la cepa silvestre que no se detectaron en el
mutante S. albus Al. Uno de ellos, P1, no se consiguié purificar con un grado de pureza aceptable
para elucidar su estructura molecular, debido a la presencia de metabolitos coeluyentes. Para
el otro pico purificado, P4 (UO-063), los resultados de su elucidacién estructural indicaron que
contenia dos compuestos, cuyas estructuras no pueden asociarse a las actividades enzimaticas
codificadas por genes del cluster ya que corresponden a versiones truncadas de candicidinas. La
presencia de este tipo de compuestos de la familia de los acidos p-aminoacetofendnicos ya habia
sido descrita en un trabajo previo sobre S. albus (Gonzélez et al., 2016a) en el que se realizaron
manipulaciones genéticas en el clister de las paulomicinas que dieron lugar a la sintesis de acido
(2E)-17-(4’-aminofenil)-3,11,15-trihidroxi-10,12,14-trimetil-17-oxo-heptadeca-4,6,8-trienoico.
Sobre su presencia podria concluirse que deriva de la acumulacién de corismato y su conversion
en acido p-aminobenzoico (PABA), precursor directo de candicidinas.

En los ensayos llevados a cabo con el cluster 20 de Streptomyces sp. CS227 se
obtuvieron una serie de picos diferenciales cuyos espectros de absorcion eran iguales entre si.
Las derreplicaciones efectuadas no resultaron concluyentes debido a que los tres picos de
interés se encontraban en una zona sin absorbancia UV, por lo que no fue posible determinar
que los compuestos diferenciales observados en la derreplicacion correspondieran con P1, P2y
P3. Para confirmar que los tres picos guardan relacion con el clister se procedid a purificar cada
uno de ellos para, en futuras investigaciones, tratar de elucidar de una manera fehaciente su
estructura molecular.
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El trabajo de estudio de la ruta de biosintesis determinada por los clusteres 13 de S.
albus 11074 y 16 de Streptomyces sp. CS227 se detuvo, pese a haberse localizado el producto
generado, debido a la publicacidn de un articulo en el que se muestra la caracterizacion del
correspondiente cluster en S. albus J1074 y la identificacién de su producto final, que resulté ser
una familia de compuestos denominados surugamidas (Xu et al., 2017). La localizacién de las
surugamidas como producto final de biosintesis de este clister resultd complicada porque las
predicciones bioinformdticas no identificaban el clister homdlogo que habia sido publicado
meses antes (Ninomiya et al., 2016) al no haber sido aun incluida su secuencia en la aplicacion
MIBIG (Medema et al., 2015). Por otro lado, los cuatro genes biosintéticos que codifican NRPs
en este cluster no actlan conjuntamente en la sintesis de una Unica familia de metabolitos, sino
gue se asocian dos a dos para producir distintos tipos de surugamidas. Las surugamidas A—E son
producidas por las NRPSs SurA y SurD, mientras que la surugamida F es sintetizada por las NRPSs
SurB y SurC. Es por ello que, pese a que las NRPSs codificadas por el cluster posean un total de
18 mddulos, los metabolitos sintetizados estén formados por una cantidad menor de
aminodcidos y posean un tamafio menor al esperado de acuerdo con las predicciones
bioinformaticas manejadas.

Los ensayos relacionados con el clister 14 de S. albus 11074 mostraron tres picos (P1,
P2 y P3) presentes en la cepa silvestre que no se producen en el mutante S. albus Al4. La
elucidacion de P1 (UO-132) mostré que no se consiguié un grado de pureza suficiente para
obtener resultados fiables. P2 no pudo purificarse al no resultar posible localizarlo en los
cromatogramas del HPLC preparativo utilizado. Tanto P1 (UO-132), como P2 no se encuentra en
el DPN de procariotas. Por su parte, P3 (UO-133) corresponde con un butenolido descrito para
estreptomicetos marinos, tratandose de una mezcla de diasteréomeros en ratio casi equimolar.
De acuerdo con su composicién quimica esta molécula esta relacionada con las lactonas
denominadas avenolidos cuya biosintesis fue descrita por primera vez en S. avermitilis (Kitani et
al., 2011) y mas recientemente en S. albus 11074 (Ahmed et al., 2017; Nguyen et al., 2018). Se
ha demostrado que estos avenolidos (hormonas microbianas que actian como moléculas sefial)
poseen una importante funcion reguladora en el desarrollo del metabolismo secundario en
estreptomicetos. Por ejemplo, en S. albus 11074 su presencia esta intimamente relacionada con
la produccién de metabolitos como indigoidina, antimicinas, candicidinas, 6-epi-alteramida y
paulomicinas (Ahmed et al., 2017). También en S. albus 11074 se han descrito butendlidos que
actuan como moléculas sefial en la expresidn de la sintesis de avermictinas en S. avermitilis
(Nguyen et al., 2018) indicando una relacion interespecifica en Streptomyces spp., que da una
idea de las complejas interacciones que se producen entre ellos.

La labor realizada con el cluster 21 de S. albus 11074 generandose diferentes cepas
modificadas genéticamente no arrojo ningln resultado positivo en cuanto a aparicién de nuevos
compuestos, al no haberse logrado la activacidon de su maquinaria biosintética con ninguna de
las estrategias empleadas a tal efecto.

A la vista de los resultados obtenidos para la activacion de los agrupamientos génicos
estudiados en S. albus 11074, exceptuando el cluster para el que pudo asociarse a la produccion
de surugamidas, barajamos la posibilidad de que algunas de estas agrupaciones puedan no ser
funcionales y que ése sea el motivo por el que no haya resultado posible determinar su producto
final. Esta hipdtesis se sustenta en el origen de S. albus 11074, cepa que se obtuvo a partir de S.
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albus G por medio de un tratamiento de mutagénesis, lo que podria haber supuesto en el
mutante seleccionado no sélo inactivar el sistema de restriccién-modificacién Sall, sino también
introducir multiples mutaciones aleatorias adicionales en su genoma que puedan afectar a la
funcionalidad de regiones génicas adicionales. El genoma de S. albus G no ha sido secuenciado
por lo cual no se ha podido realizar un andlisis comparativo entre ambos microorganismos.

Para los clusteres 1, 14 y 21 de S. albus y el cluster 20 de Streptomyces sp. CS227 se
disefaron cebadores (Materiales y métodos, apartado 13.1.1.) para obtener nuevas cepas
mutantes en las que los genes reguladores de todos esos clusteres fueran inactivados mediante
reemplazamiento por el gen de resistencia a apramicina y asi comprobar en futuros ensayos si
cada una de las potenciales proteinas reguladoras codificadas actian como activadores o
represores de la expresién del cluster.

Durante todo el trabajo desarrollado se ha venido aplicando el denominado método
OSMAC para realizar aproximaciones metabdlicas para la activacién de clusteres, que consiste
en introducir variaciones en las diferentes condiciones del cultivo como temperatura de
crecimiento, medio de cultivo, velocidad de agitacién, etc. y estudiar si alguna de esas
alteraciones o diferentes combinaciones entre ellas suponen un cambio en la pauta de
produccién habitual de metabolitos de una cepa bacteriana.

Otra aproximacion metabdlica utilizada para la activacion de clusteres fue la de
suplementar los medios de cultivo R5A y MM con elicitores quimicos que podrian actuar como
sefiales que provocaran alteraciones metabdlicas en las distintas cepas obtenidas en este
trabajo. Los elicitores empleados fueron seleccionados al haber sido previamente descritos
como eficientes para este fin en otros ensayos publicados. Tras analizar los resultados no se
obtuvieron picos nuevos diferenciales ni se observé un aumento significativo con respecto al
patron de produccién observado en los medios no suplementados. Por tanto, los elicitores
ensayados o las concentraciones empleadas no ejercieron un efecto positivo sobre la expresion
de los agrupamientos génicos en estudio. Es mas, alguno de los elicitores a una determinada
concentracién produjeron un efecto inhibitorio sobre el crecimiento y por ende sobre la
produccién de alguna familia de compuestos. Valga como ejemplo la utilizacion de etanol al 1%
gue indujo una clara inhibicidn de la biosintesis de antimicinas y candicidinas.

A pesar de que todas las aproximaciones empleadas en el estudio de los cuatro
clusteres de S. albus seleccionados no condujeron a resultados positivos en cuanto a identificar
los compuestos cuya biosintesis determinan, el método OSMAC si proporciond resultados
positivos en forma de cuatro nuevos derivados de paulomicinas, denominados UO-087, UO-088,
UO0-089 y UO-090, cuya caracteristica principal es la presencia de un residuo N-acetil-L-cisteina
unido al acido paulico y ciclado formando un heterociclo tiazol.

Se estudio el posible papel de la N-acetil-L-cisteina en las estructuras de los cuatro
nuevos derivados y se observd que se habia descrito su presencia previamente como elemento
estructural de metabolitos secundarios producidos por actinomicetos, no solo en el caso de
antibidticos derivados de paulomicina A y B como 27332, 273a2g, y paldimicinas A y B
(Argoudelis et al., 1987a; Argoudelis et al., 1987b), sino también en otros compuestos con
diferentes origenes biosintéticos tales como lactacistina (Camery et al., 1997), antibidtico
fenazina SB 212305 (Gilpin et al., 1995), seongomicina (Hooper et al., 1998), naftomicinas | y J
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(Omura et al., 1991), cinabaramidas F y G (Stadler et al., 2007), aducto de piceamicina N-acetil-
L-cisteina (Schulz et al., 2009), coelimicina P1 (Gémez-Escribano et al., 2012), homoseongomcina
(Woo et al., 2013), cislabdano (lkeda et al., 2016) y argimicinas Pl y PIl (Ye et al., 2017). En
algunos de estos ejemplos, como SB 212305 y piceamicina, la presencia de N-acetil-L-cisteina se
ha asociado con una pérdida de actividad bioldgica, antibidtica (en el caso del SB 212305) y
antibidtica y citotdxica (en el caso del aducto de piceamicina N-acetil-L-cisteina). Sin embargo,
su presencia no tiene efecto sobre la actividad citotdxica de lactacistina y cinnabaramidas Fy G,
o sobre la potencia de la actividad de imipenem contra Staphylococcus aureus resistente a
meticilina (MRSA) en el caso de cislabdan (Fukumoto et al., 2008). Se ha demostrado que la
incorporacién del grupo N-acetil-L-cisteina durante la biosintesis de cislabdano se produce
mediante la excrecién de un intermedio de epdxido de tipo labdano usando una detoxificacidon
xenobidtica mediada por micotiol MSH. Se ha propuesto un mecanismo similar para la
biosintesis de seongomicina, naftomicina J, lactacistina y homoseongomicina.

Dados estos antecedentes, se estudio la actividad bioldgica de los nuevos derivados de
paulomicinas para comprobar si la presencia de la N-acetil-L-cisteina implicaba cambios bien en
la actividad antiproliferativa o bien en la antibidtica con respecto a las paulomicinas. Los
resultados mostraron que los nuevos analogos poseen una actividad antibidtica menor que las
paulomicinas frente a bacterias Gram-positivas, si bien de manera general muestran una mayor
actividad antibidtica frente a Gram-negativas. En cuanto a su actividad antifingica, al igual que
en las paulomicinas, no se percibe una actividad resefiable. Asimismo, se realizaron ensayos para
medir la actividad citotéxica de estos nuevos compuestos ya que, pese a que las paulomicinas
no presentan actividad antiproliferativa, recientemente se ha identificado una nueva
paulomicina obtenida a partir de cultivos de Micromonospora matsumotoense M-412,
paulomicina G, que si presenta actividad citotdxica frente a algunas lineas celulares tumorales
humanas (Sarmiento-Vizcaino et al., 2017). Los resultados del ensayo mostraron que ninguno
de los cuatro compuestos presenta actividad citotdxica frente a ninguna de las lineas celulares
neopldasicas ensayadas, tampoco frente a la linea NIH/3T3 (células no malignas de fibroblastos
embrionarios de ratén) empleada como control.

En derivados de paulomicinas A y B como los antibidticos 273a. ¥ 273az, las
paldimicinas Ay B (Argoudelis et al., 1987 ay b; Brumfitt et al. 1987) y los derivados de tiazol de
antibidticos 273a2q y 273a (UO-087, UO-088, UO-089 y UO-090) la incorporacién del grupo N-
acetil-L-cisteina a través de un enlace tioéster, y la subsecuente ciclacion intramolecular en los
cuatro nuevos compuestos identificados, parece un mecanismo de estabilizacién que conduce
a estructuras mas estables en cultivo y que, por lo tanto, retienen actividad antibidtica en
contraste con la inestabilidad de las paulomicinas que de no sufrir esta modificacién se degradan
para dar lugar a paulomenoles inactivos (Figura 75).
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Figura 75. Ruta propuesta para el destino de las paulomicinas en condiciones de cultivo que llevan a su degradacién
en paulomenoles o su conversidn en antibidticos 273a2 y derivados de tiazol UO-087, UO-088, UO-089 y UO-090 en
S. albus J1074.
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CONCLUSIONES

1. El genoma de Streptomyces albus 11074 estd compuesto por 27 agrupamientos génicos de
biosintesis considerados de metabolismo secundario, de los cuales se han seleccionado
cuatro de acuerdo con el potencial interés terapéutico de su posible producto final de
biosintesis. La manipulacién genética de cada uno de ellos ha supuesto la alteracion del
patron de produccién de metabolitos no relacionados con el agrupamiento en estudio,
impidiendo en la mayoria de los casos la identificacion de su producto final real.

2. Unicamente en el caso del clister 13 se ha podido identificar el producto de la ruta
biosintética como una familia de compuestos peptidicos denominados surugamidas.

3. Cabe la posibilidad de que algunas de las agrupaciones estudiadas no sean funcionales. Esta
posibilidad se basa en que S. albus 11074 se obtuvo a partir de S. albus G por medio de un
tratamiento de mutagénesis, lo que podria haber supuesto en el mutante seleccionado
tanto inactivar el sistema de restriccién-modificacién Sall asi como introducir multiples
mutaciones aleatorias adicionales en su genoma que puedan alterar la funcionalidad de
regiones génicas no esenciales.

4. El sistema testigo basado en el gen estructural responsable de la sintesis de indigoidina ha
sido validado en cultivos en medios liquido y sélido demostrando que es de utilidad para
valorar el nivel de expresién relativo de promotores in vivo.

5. Los datos de produccién de indigoidina asociados a diferentes promotores en un cluster,
junto al analisis bioinformatico de los reguladores especificos de ruta permite disefiar
aproximaciones mas eficientes para la activacion de agrupamientos génicos silenciosos.

6. Existe la posibilidad de mejorar el sistema testigo utilizando como elemento adicional el gen
SSHG_00315 que codifica un transportador ABC. Esta mejora permitiria utilizar de forma
eficiente este sistema en otros actinomicetos.

7. El método OSMAC ha resultado el mas efectivo de los utilizados, conduciendo a la
identificacion de cuatro nuevos derivados de paulomicinas cuya caracteristica principal es la
presencia de un residuo N-acetil-L-cisteina unido al acido paulico a través de un enlace
tioéster y posteriormente ciclado formando un heterociclo tiazol.

8. La incorporacidn del grupo N-acetil-L-cisteina y la subsecuente ciclacién intramolecular
parece actuar como un mecanismo de estabilizacién que conduce a estructuras mas estables
en cultivoy que, por lo tanto, retienen actividad antibidtica en contraste con la inestabilidad
de las paulomicinas que de no sufrir esta modificacién se degradan para dar lugar a
paulomenoles inactivos.
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METODO

Las muestras recibidas se disolvieron en 100uL de MeOH y se analizaron en un HPLC Agilent 1200 Rapid
Resolution conectado a un espectrémetro de masas maXis de Bruker. El volumen de muestra inyectado fue
de 2ulL. Para la separacion se utilizé una columna Zorbax SB-C8 (2.1 x 30 mm, 3.5 um de tamafio de particula).
La fase mdvil estuvo compuesta por dos solventes: solvente A compuesto de agua:AcN 90:10, solvente B
agua:AcN 10:90, ambos a 13mM de formiato amdnico y 0.01% de TFA.

La composicién general del gradiente fue:

Tiempo A B Flujo (mL/min)
(minutos)

0.0 90 10 0.3

6.0 0 100 0.3

8.0 0 100 0.3

8.1 90 10 0.3

10.0 90 10 0.3

El espectrometro de masas se ajusté en modo ESI (lonizacién por ElectroeSpray) positivo, siendo los
parametros seleccionados: 4kV de voltaje de capilar, 11 |/min a 2009C para el flujo de gas de secado y 2.8
bares de presién en el nebulizador.

La calibracion del equipo antes de la inyeccion de muestras, se realizo utilizando el cluster de iones generado
por el TFA en presencia de iones Na*. Posteriormente, cada muestra inyectada se recalibré6 mediante la
infusidn del calibrante compuesto de TFA-Na antes de la aparicidn del frente cromatografico. Cada una de
las carreras cromatograficas se procesd utilizando el algoritmo interno de Bruker para la extraccién de
componentes, y los picos mas intensos, tanto por TIC en positivo como por absorbancia a 210nm se
consideraron para su interpretacién de masas exacta y férmula molecular.

La combinacién del tiempo de retencidn y de la masa exacta se utilizé como criterio de busqueda en la base
de datos de espectrometria de masas de alta resolucién de la Fundacion MEDINA. En el supuesto de que se
encuentre alguna coincidencia, este dato se reporta con el nombre del compuesto. Para aquellos
componentes sin coincidencias en la base de datos mencionada se realiz6 una busqueda de la masa
exacta/formula molecular en el Diccionario de Productos Naturales de Chapman & Hall. Si se encuentra una
posible coincidencia, considerando la masas exacta/férmula molecular, el organismo productor y el espectro
UV, la molécula se etiqueté como componente sugerido.
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RESUMEN DE RESULTADOS

Muestra Comentarios
La desreplicacién de las dos muestras ha resultado en idénticos componentes, siendo
estos:
e Flavonas provenientes de medios de cultivo con soja
e Coproporfirina
e Surugamidas
e Antimicinas
Considerando el espectro de masas suministrado, al pico P1 se le asocia la férmula
DRC-029 molecular C1:H1304, no encontrada en el DPN para procariotas.
Vs.
DRC-030 o5HHED Fo-RaR-poataotacatzarse-en-—e omatogma-obtentdo-

Los picos de los que se ha suministrado espectro de masas y de UV corresponden, uno
de ellos a N-N-dimethyladenosine y el segundo a C;H;NO; (posiblemente 2-
aminobenzoic acid).

El pico P4 presenta la formula molecular Ci1sH27NOs, la cual no aparece en el Diccionario
de Productos Naturales relacionada con procariotas.

El espectro de UV suministrado para el pico P5 aparece varias veces en el cromatograma.
Los componentes a los que se ha asociado dicho espectro (surugamidas y antimicinas)
no explican el maximo alrededor de 300nm del espectro de UV observado, ni mucho
menos la contaminacién por polieno que aparece en el rango de 360 a 410nm.
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DRC-029 vs. DRC-30

A continuacién se muestra el cromatograma de absorbancia a 210nm de la cepa salvaje DRC-029 con las
anotaciones correspondientes de los compuestos que se han podido desreplicar por comparacidn con la base

de datos de MEDINA.

1 2 3

|— UO-DRC-029.d: UV Chromatogram, 210 nm

Pico # Coincidencia en BD
1 Nocardamine
2 Daidzein
3 Glycitein
4 Genistein
5 Coproporphyrin
6 Surugamide E
7 Surugamide A
8 Antimicin CysH34N>0g9
9 Blastmycin
10 Antimicin Cy7H3sN>Og
11 Antimicin CygH4oN2>Og
12 Antimicin C23H40N209
13 Antimicin C27H3sN20q
14 Antimicin CsHaoN209
15 Antimicin C29H42N209
16 Antimicin C3oHs4N209
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El siguiente cromatograma de absorbancia a 210nm corresponde a la muestra DRC-030, en la que se pueden
identificar los mismos compuestos anotados en la muestra DRC-029:

Intens.
[mAL]

800 -

[— UO-DRC-030.d: UV Chromatogram, 210 nm |

Estudio de picos diferenciales seleccionados en la muestra DRC-029:

En el siguiente cromatograma a 210nm se han anotado los picos seleccionados para su estudio:
Intens.
[mAU] 4

800 -

400+ P1

[— UO-DRC-029.d: WV Chromatogram, 210 nm |
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Pico P1

200 300 400 Wavelength [nm]

Intens. J UV, 1.20min #295,
[mAU]

400

300

200

100

Considerando el espectro de masas suministrado, la férmula molecular sugerida corresponde a C;1H1504. Esta

formula molecular no se encuentra en el Diccionario de Productos Naturales asociada a procariotas.
A continuacién se muestra el espectro de masas seleccionado y el ion pseudomolecular (m/z=215.1278)
utilizado para la interpretacién de la férmula molecular:

Intenss. 1 +MS, 1.20min #71
x10°

1 215.1278
1.0

0.8

0.6

0.4 1

1.
02 601.3553

1 311.1237369 1290
0.0 -

443.2498

200 300 400 500 600 mz
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Picos seleccionados con los siguientes espectros de masas y de UV:

160.02

2273
|

100.10

280.5

296.21

104.00
100.99
182.03
124.98
o 160.99 227.06 25512 276.17
132.02 162.01177.95 201.12 ’

A continuacion se muestra el cromatograma con los iones m/z=160 y m/z=296 extraidos. Se aprecia que el
componente de interés corresponde al tiempo de retencién 0.63 minutos.

Intens.
x1 04':

e
1

L i i e o e e o e o e e e e e I B e e o e o e e o e L I e L o o e e o e B

1 2 3 4 5 6 7 8 !ID TI;’E [min]
[— UO-DRC-029.d: BC 1600000 +AI MS —— UO-DRC-029.d: BC 296 0000 +AIMS |
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Los espectros de masas y UV obtenidos para este tiempo de retencidn son los siguientes:

200 300 400 Wavelength [nm] '”“31”034_: +MS, 0.63min #37
Intens. UV, 0.63min #123 e
[mAU] TS 5] 296.1353
600 3
44
| ] 168.0654
400 34
] 24 1500546
200 ] 2201178 2611420
1 13
o] o] P OO O W

' b
125 150 175 200 225 250 275 300 325mz

La formula molecular sugerida para el ion m/z=296.1353 es Ci,H1sNsO4*, que considerando el tiempo de
retencién obtenido muy probablemente estamos detectando el ion M+H* de N,N-Dimethyladenosine.

NN
s

N\/N ///II/,,

‘s
.
3
&2
(0]

HO H

N,N-Dimethyladenosine
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Picos seleccionados con los siguientes espectros de masas y de UV:

137.90 266.3

119.96

212.0

165.93
195.06

120.93 129.95 172.02 190.03 201.06
121,97, 138.90.130.03 161.95 207.13

A continuacion se muestra el cromatograma con los iones m/z=120 y m/z=138 extraidos. De los posibles
maximos que se observan en el cromatograma, el que corresponde a 0.73 minutos es el que mejor

correlacién presenta con el UV solicitado.
Intens.

g8 g ¢

2000

1000

!

0 i 2 3 4 5 6 7 8 9 Time [min]
[——UO-DRC029.d. EC 138.0000 +AI NS ——UODRC029.d- EC 120.0000 +AI NS |

Los espectros de masas y UV obtenidos para este tiempo de retencion son los siguientes:

200 300 400 Wavelength [nm]  Iens. ; +MS, 0.73min #43
intens. UV, 0.73min #154 5000
[mAU] e femn ’ 1 138.0545
] 4000
1000 4 ]
1 3000 129.0540
750 ]
: 2000 144.0476
500 3 000
3 1000
250 ] 132.1014
] ] 120.0441 l
043 0l Iln. VN T TR .‘,‘-. T W W WA WY
115 120 125 130 135 140 145 miz
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El ion m/z=138.0545 presenta la férmula molecular C;HsNO»+, que puede corresponder al idn M+H* del 2-
aminobenzoic acid, si bien el espectro UV de este compuesto no coincide con el observado
experimentalmente. El ion m/z=120.0441 tiene la férmula molecular C;H¢NO*, siendo una pérdida de agua
de la anteriormente descrita.

Para el segundo posible pico que contiene los dos iones de interés, el tiempo de retencidén es 1.20 minutos
y se han obtenido los siguientes espectros de masas y de UV:

200 300 400 Wavelength [nm]  Itens. ; +MS, 1.20min #71
Intens. UV, 1.20min #295, 1500 7
[mAU] ; ] 138.0542
] 1250—_
] ] 120.0438
400 3 1000 3
300 7 750 3
3 ] 133.1007
200 500
100 250 130'[)640 ] 143.0704
0—: 0:|.‘.‘.‘.'.l.‘.‘.‘l‘.‘.“‘.‘."‘l .L.J‘..lll..l .l"‘l.‘.‘.llll.l.l
115 120 125 130 135 140 145 miz

El tiempo de retencién coincide con el obtenido anteriormente para el P1, por lo que el espectro buscado
puede quedar enmascarado por éste.

Las férmulas moleculares obtenidas para los iones m/z=138.0542 y m/z=120.0438 son de nuevo C;HsNO,* vy
C;HeNO* y en este caso el espectro de UV observado si coincide con el esperado para el 2-aminobenzoic acid.

NH,

OH

o

2-aminobenzoic acid
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Pico P4

200 300 400 Wavelength [nm] '”ti”(fé: +MS, 2.35min #139
Intens. UV, 2.35min #641 iy
AU b A 3] 338.1963
60 2_-
40 - ]
- 1_'
20 - 197.1172
0+ O-IIIIIIII.,.IAI..IJ_,IAIFIL P —
100 200 300 400 500 600 mz

La férmula molecular calculada para este componente corresponde a CisH27NOs, y no se encuentra en el
Diccionario de Productos Naturales asociada a procariotas.
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Pico P5
El espectro UV suministrado para el pico P5 presenta una contaminacién por polieno y aparece repetidas
veces a lo largo de todo el cromatograma. A continuacién se muestran los diferentes picos seleccionados:

200 300 400 Wavelength [nm] '”‘91”035_: +MS, 4.24min #251
%1057
Intens. | UV, 4.24min #1208, ]
[mAU] 4 257 450.3213
100 - ]
1 2.0
80 - ]
1 154
60 ] 655.2762
40 103
20 05 899.6352
0 00_- S B e T B o
250 500 750 1000 1250 1500 1750 mz

Formula molecular sugerida C26Ha3sNOs, no encontrada en el DPN para procariotas

R Intens. 4 - N - N
200 300 Wavelength [nm] <104 E57. +MS, Dissect, 4.26-4.54min #(252-269)
Intens. UV, 4.41min #1258, 53 437.1917
[mAU] ]
80 47
60 3_:
40 ] 2 884.5961
20 1]
O =1 0_: I

P Sty Py ——
250 500 750 1000 1250 1500 1750 2000 m/z

Férmula molecular sugerida CssH77NsOs, posiblemente relacionada con el compuesto desreplicado como
surugamide E.
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200 300 400 Wavelength [nm]
Intens. UV, 4.51min #1288,
[mAU] 4

100 4

80

60

40
20

04

Intens.

-
(=)
[3,]

n

o

250

449.8097

PO N
Y

898.6124

+MS, 4.51min #267

500

Este componente corresponde a surugamide E (C47H79N9Os).

200 300 400 Wavelength [nm]

Intens. ] UV, 4.66min #1334,
[mAU] ]

150 4

100 -

50

750

1000

12560 1500 1750 2000 m/z

Intens.
x1067

0.8

0.6 1

0.4

0.2

0.0

456.8177

912.6281

+MS, 4.66min #276

—
250

T |I| 7
500

Este componente corresponde a surugamide A (CasHs1NgOs).

200 300 400Wavelength [nm]

Intens. UV, 4.84min #1388,
[MAUIT

80

60

40+

20

04

———
750

—
1000

UL LU
1250 1500 1750 2000 mz

Intens. Jg3.

X109 ]
2.0

1.5

0.0

183.1374 ||" l
M

250

507.2338

ld

926.6427

+MS, Dissect, 4.73-5.02min #(280-297)

500 750

1000

1250 1500 1750 2000 vz

En este pico se aprecian dos componentes; CagHssN9Os relacionado con surugamide A y CosH3aN,Og

relacionado con antimicina.
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METODO

Las muestras recibidas se disolvieron en 100uL de MeOH y se analizaron en un HPLC Agilent 1200 Rapid
Resolution conectado a un espectrémetro de masas maXis de Bruker. El volumen de muestra inyectado fue
de 2ulL. Para la separacion se utilizé una columna Zorbax SB-C8 (2.1 x 30 mm, 3.5 um de tamafio de particula).
La fase mdvil estuvo compuesta por dos solventes: solvente A compuesto de agua:AcN 90:10, solvente B
agua:AcN 10:90, ambos a 13mM de formiato amdnico y 0.01% de TFA.

La composicién general del gradiente fue:

Tiempo A B Flujo (mL/min)
(minutos)

0.0 90 10 0.3

6.0 0 100 0.3

8.0 0 100 0.3

8.1 90 10 0.3

10.0 90 10 0.3

El espectrometro de masas se ajusté en modo ESI (lonizacién por ElectroeSpray) positivo, siendo los
parametros seleccionados: 4kV de voltaje de capilar, 11 |/min a 2002C para el flujo de gas de secado y 2.8
bares de presién en el nebulizador.

La calibracion del equipo antes de la inyeccion de muestras, se realizo utilizando el cluster de iones generado
por el TFA en presencia de iones Na*. Posteriormente, cada muestra inyectada se recalibré mediante la
infusion del calibrante compuesto de TFA-Na antes de la aparicidn del frente cromatografico. Cada una de
las carreras cromatograficas se procesd utilizando el algoritmo interno de Bruker para la extraccién de
componentes, y los picos mas intensos, tanto por TIC en positivo como por absorbancia a 210nm se
consideraron para su interpretacién de masas exacta y férmula molecular.

La combinacién del tiempo de retencidn y de la masa exacta se utilizé como criterio de busqueda en la base
de datos de espectrometria de masas de alta resolucién de la Fundacion MEDINA. En el supuesto de que se
encuentre alguna coincidencia, este dato se reporta con el nombre del compuesto. Para aquellos
componentes sin coincidencias en la base de datos mencionada se realizd6 una busqueda de la masa
exacta/formula molecular en el Diccionario de Productos Naturales de Chapman & Hall. Si se encuentra una
posible coincidencia, considerando la masas exacta/férmula molecular, el organismo productor y el espectro
UV, la molécula se etiqueté como componente sugerido.
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RESUMEN DE RESULTADOS

Muestra Comentarios
e P1(7.855 minutos): posible presencia de Christolane C
e P2 (9.449 minutos): posible dicetopiperazina Cyclo(leucylseryl)
e P3(19.655 minutos): férmula molecular sugerida CigsH3oNOgS no encontrada en el
Diccionario de Productos Naturales
DRC-029 . . .
Vs e P4 (21.246 minutos): féormula molecular sugerida C26HasNOg no encontrada en el
DRC-031 Diccionario de Productos Naturales

e P5 (22.533 minutos): fdrmula molecular sugerida Ci3H;203, representada en DPN
por furanonas cuyo espectro de UV no se relaciona con el experimental.

e P6 (23.825 minutos): no se ha podido localizar en la muestra DRC-029 el espectro
de masas solicitado
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DRC-029 vs. DRC-31

A continuacién se muestra el cromatograma de absorbancia a 210nm de la cepa salvaje DRC-029 con las
etiquetas correspondientes a los picos se mejor se ajustan a los solicitados para su estudio.

Intens.
[mAU]

[— UO-DRC-029.d: UV Chromatogram, 210 nm |

El siguiente cromatograma de absorbancia a 210nm corresponde a la muestra DRC-031:

g

g

:

0

[— UO-DRC-031.d: UV Chromatogram, 210 nm |
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Estudio de picos diferenciales seleccionados en la muestra DRC-029:

Pico P1 (7.855 min)
Los espectros solicitados son los siguientes:

223 .99

178.01

182.01

314

206.06

46264856 513654.3 5733

A continuacion se muestra el cromatograma con los iones m/z=224, m/z=178 y m/z=182 extraidos.

0.00 % T T —— —T —F =T =T = T T T
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9
—— UO-DRC-029.d: EIC 224.0000 +All MS UO-DRC-029.d: EIC 182.0000 +All MS

—— UO-DRC-029.d: EIC 178.0000 +All MS

Time [mini

El pico de mayor similitud con el UV seleccionado es el que eluye a 0.80 minutos y presenta los siguientes
espectros:

200 300 Wavelength [nm] ~ INteNs. - NS, 0.80min #47
_ - x10% 1
Intens. | UV, 0.80min #174, 1
[mAU] 15 227.1387
1000 3 .
] 1.0
500 - 05 224.0916
] ] 219.0760
0- 0.0 N W U I Il .
218 220 224 226 228 230 mz
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La féormula molecular calculada para el ion m/z=224.0916 es Ci;H14NO4*. Considerando que este ion
corresponde al aducto M+H+, la férmula molecular C1;H13NO4 y el UV descrito puede relacionarse con
Christolane C (4-[(2-Carboxypropyl)amino]benzoic acid)

ZT

HO

o
T

Pico P2 (9.449 min)
Los espectros solicitados son los siguientes:

165.92

260.3

212.0

201.02

282.05

248'09304.12

A continuacién se muestra el cromatograma con los iones m/z=166 y m/z=201 extraidos.
Intens._

x104
6

O e e e e e e —— e
0 1 2 3 a 5 6 7 8 9  Time [min]
[——UO-DRC-029.d: EIC 166.0000 +A1 NS —— UO-DRC-020.d: BC 201.0000 +AI M |
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En el cromatograma de extracciéon de iones obtenido, de los dos maximos que se observan para el ion
m/z=201, el que presenta el espectro de UV similar al solicitado corresponde al que eluye a 0.75 minutos:

200 300 400 Wavelength [nm] '“191”54 - +MS, 0.76min #45
X
Intens. UV, 0.75min #159, 8
[mAUS ) 180.1021
1250 3 6
1000 3 :
3 4 -
7 -
50 E | 201.1234
500 3 5]
250 3
] b 164.0342 172.0061
04 0 Lot — Illllnllll .l .- .l Illllllll ——— I
160 170 180 190 200 mz

La formula molecular calculada para el ion m/z=201.1234 es CyHy17N,05*, y asumiendo que este ion
corresponde a M+H+, la férmula molecular CsH16N203 no aparece en el DPN asociada a procariotas, si bien
se encuentra como la dicetopiperazina Cyclo(leucylseryl).

Si asumimos que el ion corresponde a M+NH4+, la férmula molecular CsH13NOs se encuentra en el DPN como
piridinas  (3,4-Dihydroxy-5-(hydroxymethyl)-2-propylpyridine y  3,4-Dihydroxy-5-(hydroxymethyl)-2-
isopropylpyridine)

OH OH
OH
HO X
/
N
/
N
Pico P3 (19.655 min)
Los espectros solicitados son los siguientes:
[ 388.20
2226
395.16
282.8303.0
290.12 389.18
409.20
396.19
22510 377.13 '433_27 3793
291.13 37817 549.42 462.6485.6 581.8 |

265.04335.26847.20410.19 | 607.46
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El siguiente cromatograma se obtiene al extraer los iones m/z=388 y m/z=395:

ntens.
x10%_

084

06+

0.4 1

022+

00 ' ANV AN -

T
0 1 2 3 4 5 6 7 g 9  Time [min]

[— UO-DRC-029.d: BC 388.0000 +AI MS —— UO-DRC-029.d: BC 395.0000 +AIMS

Para el maximo obtenido a 2.99 minutos los espectros de masas y UV son los siguientes:

200 300 400 Wavelength [nm '”‘91”035-'_ NS, 2.99min #177
Intens. | UV, 2.99min #832, o
[mAU | ] 388.1788
80 0.8
60 0.6
40 0.4 405.2051
20 1 0.2_-
T . 410.1600
0+ 0.0 .,....,l.'...,...'.,...'.,.l.‘..,l.'...,.
385 390 395 400 405 410 mz

En este componente, el ion m/z=388.1788 se puede asociar al aducto M+H*, ya que se observa el cluster
M+NH4* (405.2051), M+Na* (405.2051) y el ya mencionado M+H*. La férmula molecular sugerida para el
componente es C1sH30NOgS, férmula que no aparece descrita en DPN.
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Pico P4 (21.246 min)

Los espectros solicitados son los siguientes:

483.23

409.18
423.19
249
265.05
410.18 sz 3149
391.18
1185.02 424 1
. 83.08 508.33 .
20100 P8 40518 e 4021
411.27 485.19 4856 5818
El siguiente cromatograma se obtiene al extraer los iones m/z=483, m/z=409 y m/z=423:
hmn&_
x1057]
3
24
1_
0. A LA
e —r—r —r—r e —
0 1 2 3 a 5 6 8 9  Time [min]
——UO-DRC029.d: BC 409.0000 +AI MS ——UO-DRC029.d: BC 463.0000 +ATMS
— UO-DRC-029.d: BC 423.0000 +Al MS

Con los siguientes espectros para el maximo obtenido en el ion m/z=483.

200 300 400 Wavelength [nm]

Intens. | UV, 3.55min #999,
[mAU

100 -
80 -
60 -
40-
20 -
04

Intens. ] +MS, 3.55min #210
X105:
] 483.3430
] 948.6521
31
2
1]
] 348.2167
oL | .‘“ L : ; .
400 600 800 1000 mz
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El ion m/z=483.3430 corresponde al aducto M+NH,* del cluster obtenido para la formula molecular sugerida

C26H43NOs, que no se encuentra en el DPN producida por procariotas.

Pico P5 (22.533 min)
Espectros solicitados:

227.14

249

27219

209.07 3185

3817
404.5
223.16
462.6485.6 5416 5818 |
Cromatograma de iones m/z=227, m/z=272 y m/z=209 extraidos:

Intens._ |

x10%]

1.25 ]

1.00 ]

0.75

0.50

0.25 ] ’\

B e e o e e o e e U —
0 1 2 3 a 5 6 7 8 9 Time fmin]
——UO-DRC-029.d: BXC 227.0000 +AING ——UO-DRC-029.d: BIC 272.0000 +AI MS
—— UO-DRC-029.d: BIC 209.0000 +AI MS

De los maximos que se observan para los distintos iones extraidos, el corresponde al tiempo de retencién

3.82 minutos es el que presenta un espectro de UV similar al solicitado.

200 300 400 Wavelength [nm] Intens. | +MS, 3.82min #226
Intens. UV, 3.82min #1080, x105 ]
[mAU 3] 551.4054
80 ]
60 - 2
10 ] 227.1641
J 1
20 -] 320.1855
1 ] 609.4101
0 O- .?l |l A ;Iu. nlnl L A |l
200 300 400 500 600 mz
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El ion m/z=227.1641 corresponde al aducto M+H+ del componente con formula molecular C13H2,0s.

En el DPN esta formula molecular aparece representada por compuestos tipo furanona, si bien, ninguno de
ellos tiene descrito un espectro de UV similar al experimental.
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Pico P6 (23.825 min)
Espectros solicitados:

236.74

564.90

570.91

233.56| 387.72

557.74

528.73

649.39

316.1

350,8381.7

46264856 546 5818

En el cromatograma de los iones m/z=565 y m/z=571 extraidos, los picos que aparecen corresponden a

componentes en los que estos iones pertenecen a 3C o 1*C.

El cromatograma del ion extraido m/z=237, muestra una zona muy ancha en la que aparece el ion

m/z=237.0867, cuyo valor esta fuera del margen de error observado en los casos anteriores.

Intens. +MS, 6.70min #397| Intens.” +MS, 6.49min #384
x105 1 x104 |
64  563.2962 6 265.0817
44 4 251.1022
| ] 279.0970
o 564.2994 5.
237.0867
1 565.3015 ]
0 '"|""|""|'l"'|""|" 0 '|"'l"'|""|'l"'|""l"|""|l"'
563 564 565 566 mz 230 240 250 260 270 280 miz

En conclusidn, no se ha podido localizar el espectro de masas solicitado.
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METODO

Las muestras recibidas se disolvieron en 100uL de MeOH y se analizaron en un HPLC Agilent 1200 Rapid
Resolution conectado a un espectrémetro de masas maXis de Bruker. El volumen de muestra inyectado fue
de 2uL. Para la separacidn se utilizé una columna Waters Atlantis T3 (4.6 x 100 mm, 5 um de tamafio de
particula). La fase mévil estuvo compuesta por dos solventes: solvente A, compuesto de agua:AcN 90:10;
solvente B, agua:AcN 10:90, ambos a 13mM de formiato amdnico y 0.01% de TFA.

La composicién general del gradiente fue:

Tiempo A B Flujo (mL/min)
(minutos)

0.0 100 0 0.5

12.0 0 100 0.5

16.0 0 100 0.5

16.1 100 0 0.5

20.0 100 0 0.5

El espectrometro de masas se ajusté en modo ESI (lonizacidn por ElectroSpray) positivo, siendo los
parametros seleccionados: 4kV de voltaje de capilar, 11 |/min a 2009C para el flujo de gas de secado y 2.8
bares de presién en el nebulizador.

La calibracion del equipo antes de la inyeccion de muestras, se realizo utilizando el cluster de iones generado
por el TFA en presencia de iones Na*. Posteriormente, cada muestra inyectada se recalibré6 mediante la
infusidn del calibrante compuesto de TFA-Na antes de la aparicidn del frente cromatografico. Cada una de
las carreras cromatograficas se procesd utilizando el algoritmo interno de Bruker para la extraccién de
componentes, y los picos mas intensos, tanto por TIC en positivo como por absorbancia a 210nm se
consideraron para su interpretacién de masas exacta y férmula molecular.

La busqueda de la masa exacta/féormula molecular se realizé en el Diccionario de Productos Naturales de
Chapman & Hall. En el caso de que se encuentre una posible coincidencia, considerando la masa
exacta/formula molecular, el organismo productor y el espectro UV, la molécula se etiqueta como
componente sugerido.
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RESUMEN DE RESULTADOS

Muestra Comentarios

Los componentes diferenciales analizados han sido:

DRC-051 e C33H3;:N,04 — Sin coincidencias en el DPN. Relacionado con antimicinas.
VS.
DRC-052 o CxH3sNOs y CxH3s;NOs — Sin coincidencias en el DPN para procariotas.

Relacionados con oxopolienos.
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DRC-051 vs. DRC-052

A continuacion, se muestran los cromatogramas de absorbancia en el rango 200-900nm para las muestras
DRC-051 y DRC-052:

Intens.
[mAL
x104

2 4 6 8 10 12 14 16 18 Time [min]
[— DRC-051-T3.d: UV Chromatogram, 200-900 nm —— DRC052-T3.d: W Chromatogram, 200-200 nm |
Intens. |
[mAU

x104]

w -
PR T T B R R N |

N
1

P3

A P2
Pl
1
‘\A
90

-
TR T T T N T N T |

' ' 95 10.0 w05 110 Time [min]
|— DRC-051-T3.d: WV Chromatogram, 200-900 nm —— DRC052-T3.d: W Chromatogram, 200-900 nm |

Sobre la traza de la muestra DRC-051 se han etiquetado los picos seleccionados para su estudio.
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Pl
Los espectros del componente asociado al pico P1 son:
200 3(I)O 4(I)O 500 6(I)O

Intens. UV, 9.22min #2710,
[mAU] 1
60

40+

IWavelength [nm]I

0 -
Intens. +MS, 9.23min #547

. 481.2179

195.1377

0 , lll ll_lltl ll__ " L : . : —_—— . : . : . : . : . : .
200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000 m'z
Formula molecular sugerida: C23H32N20s. Sin coincidencias en el DPN.

El espectro de UV estd contaminado por polienos y es por ello que hay que ignorar los maximos a 360, 380y
400nm. Considerando asi el espectro de UV y la férmula molecular es muy probable que este componente
esté relacionado con antimicinas, compuestos que se detectan en gran nimero en esta muestra.

P2
200 3(|)0 4(IJO 500 6(|)0
Intens. , ' '
[mAU]

40
30

| Wavelength [nm]I
UV, 10.20min #3002,

20

04 ~ h— D
Intens. J +MS, 10.19min #604

4] 442.2584

e

246.1481

\V]
Loy oa o lopra e

l'L Il"l T T — T T T T T T T T T T T T
200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000 'z
Férmula molecular sugerida: C26HssNOs. Sin coincidencias en el DPN para procariotas.

o

Considerando la férmula molecular y el espectro de UV (ighorando la contaminacion por polienos), es muy
probable que este componente sea un oxopolieno.
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P3

200 3CIJO 490 5(|)0 6(IJO 7(IJO | Wavelength [nm]I
Intens. 3 UV, 10.33min #3042,
[mAU] 3
403
303
203
103
07 — a
Intens._: +MS, 10.33min #612
x1093
53 444.2739
o
33
23
13 246.1482
0 3 l a l T T T T T T T T T T T T T T T T
200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000 mz

Férmula molecular sugerida: Ca6Hs7NOs. Sin coincidencias en el DPN para procariotas.
Componente relacionado con el analizado en el pico P2, pero con el espectro de UV muy contaminado.
Posiblemente también sea un oxopolieno.
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METODO

Las muestras recibidas se disolvieron en 100uL de MeOH y se analizaron en un HPLC Agilent 1200 Rapid
Resolution conectado a un espectrémetro de masas maXis de Bruker. El volumen de muestra inyectado fue
de 2pL. Para la separacion se utilizé una columna Zorbax SB-C8 (2.1 x 30 mm, 3.5 um de tamaiio de particula).
La fase mdvil estuvo compuesta por dos solventes: solvente A compuesto de agua:AcN 90:10, solvente B
agua:AcN 10:90, ambos a 13mM de formiato amdnico y 0.01% de TFA.

La composicidon general del gradiente fue:

Tiempo A B Flujo (mL/min)
(minutos)

0.0 90 10 0.3

6.0 0 100 0.3

8.0 0 100 0.3

8.1 90 10 0.3

10.0 90 10 0.3

El espectrometro de masas se ajusté en modo ESI (lonizacidon por ElectroSpray) positivo, siendo los
parametros seleccionados: 4kV de voltaje de capilar, 11 |/min a 2002C para el flujo de gas de secado y 2.8
bares de presion en el nebulizador.

La calibracidon del equipo antes de la inyeccidon de muestras se realizd utilizando el cluster de iones generado
por el TFA en presencia de iones Na*. Posteriormente, cada muestra inyectada se recalibré6 mediante Ila
infusion del calibrante compuesto de TFA-Na antes de la aparicidén del frente cromatografico. Cada una de
las carreras cromatograficas se procesd utilizando el algoritmo interno de Bruker para la extraccion de
componentes, y los picos mds intensos, tanto por TIC en positivo como por absorbancia a 210nm se
consideraron para su interpretacién de masas exacta y férmula molecular.

La combinacién del tiempo de retencidn y de la masa exacta se utilizé como criterio de busqueda en la base
de datos de espectrometria de masas de alta resolucién de la Fundacion MEDINA. En el supuesto de que se
encuentre alguna coincidencia, este dato se reporta con el nombre del compuesto. Para aquellos
componentes sin coincidencias en la base de datos mencionada se realizé una busqueda de la masa
exacta/férmula molecular en el Diccionario de Productos Naturales de Chapman & Hall. Si se encuentra una
posible coincidencia, considerando la masa exacta/férmula molecular, el organismo productor y el espectro
UV, la molécula se etiqueté como componente sugerido.
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DRC-062 vs DRC-063

A continuacidn, se muestran los cromatogramas de absorbancia a 210nm de las muestras:

Intens.
[mAU]

1000 -

P1

O—J T v W — __\""‘V'"r,_

T T T
1 2 3 4 5 6 7 .} 9 Time [min]
|— UD-DRC-062.d: W Chromatogram, 210 nm —— UO-DRC-063.d: UV Chromatogram, 210 nm |

IWaveleng'[h [nm]I
Intens. | UV, 0.94min #217,

intend.3 NS, 0.95min #56

1_0_: 136.0755 NH, NH,
E m o

0.0 T EEmE— T T T T T T T T T T T T T T T T T
200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000 m/z

Formula molecular sugerida: CgHgNO. Coincidencia en el Diccionario de Productos Naturales con
Phenylacetamide y 2'-Aminoacetophenone.
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P2

El pico P2 solicitado con m/z=184.16, aparece en el cromatograma en una zona sin absorbancia UV, con lo
que es posible que el componente no corresponda con el de interés.

A continuacidn, se muestra el espectro UV y el ion 184.16 extraido en la muestra DRC-062:

intens. |
x104]

1.5

J

—

T T T
2 3 7 8 9  Time [min]

[— UO-DRC-062.d: W Chromatogram, 210 nm

— UO-DRC-062_d: BC 184.1600+0.01 +AIMS |

200

4(|)0 6(|)0 7(|)0 IWavelength [nm]I

Intens.
(AU
60

40

20

UV, 2.30min #624,

0 —
Intens.
x109 ]

_.
o
1

o
&

+MS, 2.30min #136
NH,

228.1959 N

0]

287.1968
210.1852
184.1696

e

o
o

156.1017 l
132.\1.01.7. oL, Ll L L. | L |

— 1 T T T 7
125 150 175 200 225 250 275 300 325 350 mz

Férmula molecular sugerida: C11H21NO. Coincidencia de férmula molecular en el Diccionario de Productos
Naturales Unicamente con 3-Amino-2-undecen-4-one para procariotas.
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P3

El componente P3 no se localiza en la muestra procesada en MEDINA. En el siguiente cromatograma del ion
m/z=256.29 extraido, se aprecia cdmo este no maximiza en ningtin punto.

Intens_

) - ﬁ

-ty

1
1 2 3 4 5 6 7 8 9  Time [min]
[——UO-DRC062.4. W Chromatogram, 210 im ——UDDRC062.d- EIC 256.290010.02 +ATMS |

Considerando el cromatograma suministrado, el pico P3 deberia corresponder con el pico que eluye a 1.82
minutos, sin embargo, este pico no presenta ionizacién ESI(+) y puede ser este el motivo por el que no se
localiza el ion solicitado.
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DRC-062

A continuacidn, se muestra el cromatograma de absorbancia a 210nm de la muestra:

Intens.
1 P3: not found
P7
1000 -
P4
NE
800 - M
600 -
400 - P6
i P1
200 - P10
| P8 pg P12
_J P11 }'\'
0+ — ——————
1 2 3 4 5 6 7 8 9 Time [min]
|— UD-DRC-062.d: W Chromatogram, 210 nm
P4
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
200 300 400 500 600 700 Wavelength [nm]
Intens. ] UV, 0.49min #83,
[mAU]]
1000—:\_\
04
2(I)O 3(|)0 4(|)0 5(|)0 6(IJO 7(|)0 8(IJO Wavelength [rllm]
Intens. 1o +MS, Dissect, 0.29-0.85min #(17-50)
x104;
1 167.0413
2
1
0_- A\ 1 1 1 1 1 1 M 1 M 1 M 1 M
200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000 mvz

Formula molecular sugerida: C4HsNOs. Sin coincidencias en el DPN.

217




200 3(|)0 4(|)0 5(|)0 6(|)0 7(|)0 IWavelength [nm]I
Intens. ] UV, 0.59min #111,
[mAU] 1

2000
1000
04
Intens. ] +MS, 0.59min #35
x105 3
11441017 NH, NH,
1.0 OY?\/\( o) =
0.5 OH OH
0.0 . |Jh A, T T T T T T T T T T T T T T T T T T
200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000 mz

Formula molecular sugerida: C;H13NO,. Coincidencia en el DPN con 2-Amino-5-methyl-5-hexenoic acid y 2-
Amino-4-methyl-5-hexenoic acid.

218



200 3(|)0 4(|)0 5(|)0 6(|)0 7(|)0 IWavelength [nm]I
Intens. - UV, 1.06min #252,
[mAU]

600
400
200

intend. 3 VS, 1.07min #63
x109 1

E 208.0969
2
1]
0: "ll“l‘l‘ T 415|;I'866' T T T T T T T T T T T T T T T T
200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000 m'z
Formula molecular sugerida: C11H13NOs. Cinco coincidencias en el DPN:
Isostreptazolin Streptazolin
0
N—(
HO\ \\\\\ \\\\\O
Ovalic acid 1-(2-Acetamidophenyl)-2-hydroxy-1-propanone
(0] OH
) Y
NH, O H "oH
\n/N

)

1,4-Dihydro-4-isopropyl-3-oxo-3H-pyrrolo[2,1-c][1,4]oxazine-6-carboxaldehyde
= 0]
\_N

\
@)

(@)
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o v
Wavelength [nm]

~

a

o
1

500

250

o

UV, 1.77min #466,

Pico UV sin ionizacién ESI(+). No es posible determinar la férmula molecular.

200

IWavelength [nm]I

Intens. ]
[mAU

—_
[6)]
o

100

(61
o

UV, 1.99min #532,

intend. ]

x
-
o
5N
1

N

—_

o

+MS, 1.99min #118

186.1123 0] H

AN
o)
0

450.2235

| W N
I

T T T T T T T T T
200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000 mz

Formula molecular sugerida: CsH1sNOs. Coincidencia en el DPN con N-(3-Methylbutanoyl)
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IWavelength [nm]I

Intens. 4 UV, 2.58min #709,

AVAN

261.1598

50

>
=
(0]
>
[
11

. +MS, 2.58min #153
x104 ]

w

\S]

—_

o

200

400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000 m'z

Formula molecular sugerida: C17H24N204. Sin coincidencias en el DPN para procariotas.

IWavelength [nm]I

UV, 3.15min #881,

intens. NS, 3.16min #187

1 274.1438

T T T T T T T T T T T T T T T T
200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000 mz

Férmula molecular sugerida: C16H1603. Coincidencia en el DPN con Soraphinol B y Kurasoin A.
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200 3(|)0 4(|)0 5(|)0 6(|)0 7(|)0 IWavelength [nm]I
Intens. 1 UV, 4.25min #1211,
[mAUL
100
50 —:\
0 .
Intens. 7 +MS, 4.25min #252

x1043
3' 205.1013  450.3217

X
HO ‘ OH
W 921‘.16175
200 400 )

600 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000 m'z

N

—_

o

Formula molecular sugerida: CisH1603. Coincidencia en el DPN con 1-(4-Ethyl-3,5-dihydroxyphenyl)-2-
phenylethylene.

P12

200 3(|)0 4(|)0 IWavelength [nm]I

Intens.-_ UV, 6.29min #1822,
[mAU]

200

100 ]

0 -
Intenss. ] +MS, 6.30min #373
x10° ]

502.3175 986.6007

—_

0 I' 801 .‘371 4
A al
200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000 m'z

Formula molecular sugerida: C29H4006. Sin coincidencias en el DPN para procariotas. Anotado en la base de
datos de MEDINA como componente del medio de fermentacion.
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DRC-063

A continuacidn, se muestra el cromatograma de absorbancia a 210nm de la muestra:

Intens.

P1

2007 || p2

[6)]
o

P14 p16 P17

o

L e e e . L S B B B B Sy B S B B B B S T T T T T
1 2 3 4 5 6 7 8 9 Time [min]
[— UO-DRC-063.d: UV Chromatogram, 210 nm |

200 3(|)0 IWavelength [nm]I

Intens.-_ UV, 0.59min #111,
[MAU] ]

600
400

200

0 -
Intens. 4 +MS, 0.59min #35
x10%

5] 174.0550 o ‘ NH NZ

] \ O
; oh

1 OH

0- k * T T T T T T T T T T T T T T T T T T
200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000 m/z
Formula molecular sugerida: CioH7NO,. Coincidencias en el DPN con 2-Amino-1,4-naphthoquinone y 4-
Quinolinecarboxylic acid
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IWavelength [nm]I

uv, 0.81min #177,

6 180.1021 o

1 H

SO

+MS, 0.81min #48

. 20

200 400 600 800 1000 1200 1400

Formula molecular sugerida: Ci0H13NO;. N-Acetyltyramine.

1600 1800 2000 m'z

IWavelength [nm]I

UV, 0.99min #232,

211.1443

e

+MS, 1.00min #59

T T T T T T
400 600 800 1000 1200 1400

Férmula molecular sugerida: C11Hi1sN20,. Cyclo(Leu-Pro).
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|
Wavelength [nm]

UV, 1.22min #300,

_ 206.0811

+MS, Dissect, 1.12-1.44min #(66-85)

Férmula molecular sugerida: C11H11NOs. Tres coincidencias en el DPN:

2,3-Dihydroxy-1-(1H-indol-3-yl)-1-propanone
HO
0

HOY

/
N
H

2-Hydroxy-3-(3-indolyl)propanoic acid

OH
o

4

H

Iz

1,3-Dihydro-3-hydroxy-3-(2-oxopropyl)-2H-indol-2-one

225




200

IWavelength [nm]I

Intens. |
[mAU]S

UV, 1.42min #361,

245.1285

4.IIJI. A

+MS, 1.42min #84

200

400

600

1000

Formula molecular sugerida: C1;H1sN20,. Cyclo(Phe-Pro).

P6

I
200

1200

1600

1800 2000 m'z

| 1 1 1 |
Wavelength [nm]

Intens. |
[mAU] ]
40
30
20

UV, 1.78min #467,

Pico UV sin ionizacion ESI(+). No es posible determinar la formula molecular.
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200 3(|)0 IWavelength [nm]I

Intens. 4 UV, 1.97min #525,
[MAU]S

40
20

0 -
Intens4. ] +MS, 1.98min #117
x107_|

225.1483

e

Formula molecular sugerida: C13H2204. Seis coincidencias en el DPN (véase P6 de DRC-061).

400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000 m'z
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200

IWavelength [nm]I

Intens. |
[MAU] |

40

20

UV, 2.80min #773,

Intens. J
x10%47

w

N
[ FETEE ANl R RN N

—_

195.1379

372.1839

o

L.

FITer Y

+MS, 2.81min #166

200 400 600 800 1000

1200 1400 1600 1800 2000 m'z

Formula molecular sugerida: C12H2003. Cuatro coincidencias en el DPN:

5-(6-Hydroxy-6-methylheptyl)-2(5H)-furanone

@)
o -

5-(6-Hydroxyoctyl)-2(5H)-furanone

M
(@]
0]

Alkyldihydropyrone C

HO

Alkyldihydropyrone D
HO

I
200

Intens.
[mAUT ]
40

20
04

Intens.-

x104 T
1.0

0.8

0.6

0.4 1
0.2 1

1 1 1 1 1
Wavelength [nm]

UV, 3.11min #867,

395.1448

229.1434

0.0 -

' TN T

+MS, Dissect, 3.01-3.40min #(178-201)

Formula molecular sugerida: C26Ha1NOs. Sin coincidencias en el DPN para procariotas.
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200

IWavelength [nm]I

Intens.
[mAU]_

UV, 3.36min #942,

209.1535

00 1] . 4263205

+MS, 3.36min #199

200 400 600 800

1000 1200 1400 1600 1800 2000 m'z

Férmula molecular sugerida: C13H2,03. Siete coincidencias en el DPN:

7'-Hydroxy-5-(6-Methyloctyl)-2(5H)-furanone
OH

)
OW

MKN 003C

7-Ethyl-4-hydroxy-7-undecene-3,6-dione

O OH

7-Ethyl-9-hydroxy-7-undecene-3,6-dione
HO |

0]

7-Ethyl-10-hydroxy-7-undecene-3,6-dione
SOH

Trihomononactic acid lactone

Acaterin
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200

5(|)0 IWavelength [nm]I

Intens. |
[mAU]_

60 -
404
20

0_

UV, 3.51min #988,

Intens.
X105_'

—_
o

o
o

+MS, 3.51min #208

209.1537 483.3432

948.6523

o
o

ll lx .mn . , .
200 400 600 8

00 1000 1200 1400 1600 1800 2000 m'z

Férmula molecular sugerida: C26HasNOs. Sin coincidencias en el DPN para procariotas.
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200

IWavelength [rlm]I

Intens. 3
[MAU]

nNnN a N
o o O

UV, 3.67min #1036,

Intens.—

+MS, 3.67min #217

225.1487

ol

T T T T T T T T T T
200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000 mz

Formula molecular sugerida: C13H2003. Ocho coincidencias en el DPN (véase P12 de DRC-061).
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200

IWavelength [nm]I

Intens.
[MAU] -
40 +
20

04

UV, 3.92min #1110,

Intens. _|
x105 ]

1.0

0.5

i
+MS, 3.92min #232

497.2135

227.1642

0.0

.
600

N1 I )
200 400 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000 m'z

Férmula molecular sugerida: C23H32N2010. Sin coincidencias en el DPN. Relacionado con antimycins.

P14

200

IWavelength [rlm]I

Intens.
[mAU] ]
40 +

UV, 4.21min #1198,

~—

+MS, 4.21min #249

511.2289

177.0544

| — T T T T T T T T
200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000 m/z

Formula molecular sugerida: C24H34N2010. Coincidencia en el DPN con Antimycin Bi.
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HO
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N\\\“ o "///O)j\/\(
H %
OH
NH
|

Il
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200 3(|)0 4(|)0 5(|)0 690 7(|)0 IWavelength [nm]I
Intens. UV, 4.52min #1290,
[mAU] ]
40
20
0 —— N <
Intens._. +MS, 4.53min #268
x1057]
] 393.2865
1.0
051
0.0 : T T L, T l rasd T T T 898"6120| T T T T T T T T T T T
200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000 m'z

Formula molecular sugerida: C4sHs1N9Osg. Coincidencia en el DPN con Surugamide B/C/D/E.

200 3(|)0 IWavelength [nm]I

Intens. | UV, 4.67min #1334,
[mAU]

40

20

0 — o Wit
Intenss. ] +MS, 4.66min #276
x10°3

1.00_2 456.8181

0.75
0.50 3
3 912.6290
025 263.2003
0.00 1— pis 1 kL "ll T T T T T T T T T T T T T T T T
200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000 mz

Férmula molecular sugerida: CagHs1NsQOs. Coincidencia en el DPN con Surugamide A.
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200 300 400 500 7(|)0 IWavelength [nm]I
Intens. UV, 5.28min #1517,
[mAU]

40 4

20

0 ~— .
Intens. +MS, 5.27min #312
x10% -

6 - 479.2027

| ‘\\\\ H\?O

4_

g 265.0818

2_

J 697.4859 Antlmycm Aba

200 400 600 800 1000 1400 1600 1800 2000 m'z

Formula molecular sugerida: C23H3oN,Og. Coincidencia en el DPN con Antimycin Asa/Asb/Ao/Ass.

P18
200 S(I)O 4(|)0 5(|)0 7(|)0 IWavelength [rlm]I
Intens. | UV, 5.56min #1603,
[mAU]
40+
20
Intens. | +MS, 5.56min #329
x104 ,
493.2184 HO HN-Z
. \\\\
47 1NH
265.0819
2 -
1 752.3711 Antimycin A5a
0 T E— ™ 'L T —l T T T T T T T T T T T
200 400 600 800 1000 1400 1600 1800 2000 mz

Férmula molecular sugerida: C23H3oN20s. Coincidencia en el DPN con Antimycin As./Asp.
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100 3
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1]
0 | 4 EEma— l' o T Y T T T T T T T
200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000 m'z

Formula molecular sugerida: C29H4006. Sin coincidencias en el DPN para procariotas. Anotado en la base de

datos de MEDINA como componente del medio de fermentacion.

P20

200
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40

20

04
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. 'l | 6925222
T T T T T T Y T
200 400 600

T T
800 1000 1200

T
1400
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1600 1800 2000 mz

Formula molecular sugerida: C31H4204. Coincidencia en el DPN con Glycerol 1-(16-methylheptadecanoate).

Anotado en la base de datos de MEDINA como componente del medio de fermentacion.
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Abstract: Four novel paulomycin derivatives have been isolated from S. albus J1074 grown in
MFE culture medium. These compounds are structural analogs of antibiotics 273a;, and 273a,p
containing a thiazole moiety, probably originated through an intramolecular Michael addition.
The novel, thiazole, moiety-containing paulomycins show a lower antibiotic activity than paulomycins
A and B against Gram-positive bacteria. However, two of them show an improved activity
against Gram-negative bacteria. In addition, the four novel compounds are more stable in culture
than paulomycins A and B. Thus, the presence of an N-acetyl-L-cysteine moiety linked to the
carbon atom of the paulic acid isothiocyanate moiety, via a thioester bond, and the subsequent
intramolecular cyclization of the paulic acid to generate a thiazole heterocycle confer to paulomycins
a higher structural stability that otherwise will conduce to paulomycin degradation and into
inactive paulomenols.

Keywords: antibiotic 273aj; paulic acid; paulomenol; structural analogue; thiazole moiety

1. Introduction

Streptomyces albus J1074 is a derivative of S. albus G, defective in both the restriction and
modification enzymes of the Sall system [1] and widely used as a host for the expression of
Streptomyces secondary metabolite gene clusters [2,3]. Genome mining, genetic manipulation, and the
activation of secondary metabolite gene clusters studies applied to S. albus J1074 have revealed its
ability to produce, under different conditions and manipulation techniques, several carotenoids [4],
hybrid polyketide-non-ribosomal peptides antimycins and 6-epi-alteramides [5], type I polyketides
candicidins [5], non-ribosomal peptide indigoidine [5], and non ribosomal peptides surugamides [6].
In addition, S. albus J1074, as well as the parental strain S. albus G, produces glycosylated compounds
paulomycin A, B, and E [5,7], and their derivatives paulomenol A and B, generated by the spontaneous
loss of the paulic acid moiety [5]. The S. albus J1074 paulomycin biosynthesis gene cluster has been
characterized, establishing a biosynthesis pathway [8].

Paulomycins A and B, antibiotics containing an isothiocyanate group (paulic acid) and mainly
active against Gram-positive bacteria, were initially isolated from Streptomyces paulus strain 273 [9,10].
S. paulus produces paulomycins as a family of compounds that include paulomycin A, A2, B, C, D,
E, and F [11], O-demethylpaulomycins A and B, paulomenol A and B, hydrogen sulfide adducts
of paulomycin A and B [12], antibiotics 273a;, and 273a,4, and paldimycin A and B, derivatives of
paulomycin A and paulomycin B containing one or two N-acetyl-L-cysteine groups, respectively [13,14].
Antibiotic activity of paldimycins was assessed in vitro against Gram-positive bacteria and found
comparable to that of vancomycin [15]. On the other hand, paulomenols A and B lack antibacterial
activity, pointing to paulic acid as determinant of the antibiotic properties of paulomycins and
paldimycins [12].
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Different approaches have been used for the generation of derivatives of known compounds
through combinatorial biosynthesis [16,17]. Thus, paulomycin derivatives have been generated
carrying modifications in the L-paulomycose moiety [8]. Other methods involve the enhancement
of the expression of the gene cluster in order to identify novel natural products [6]. This can be
accomplished by several systems, such as the systematic alteration of the culture media composition or
cultivation parameters to elevate production titers of compounds and encourage the production of a
wider range of natural products from a microorganism. This method is known as OSMAC (One Stain
Many Compounds) [18]. In this work, we describe the identification and structural characterization of
several natural paulomycin derivatives produced by S. albus J1074 using the OSMAC approach.

2. Results

2.1. Identification of Compounds

In our laboratory, production of secondary metabolites by S. albus J1074, including paulomycins,
has been routinely monitored using R5A as production medium [5,8]. However, purification of different
paulomycin derivatives generated by combinatorial biosynthesis approaches was accomplished in
MFE medium where the production of some secondary metabolites by S. albus J1074 was higher than
in R5A [8]. Comparison of S. albus J1074 grown in MFE medium during 96 h with S. albus B29, mutant
strain blocked in early steps of paulomycins biosynthesis [5], led to the identification or four novel
compounds (1-4) probably derived from the paulomycin pathway (Figure 1). These compounds
show Ultra Performance Liquid Chromatography (UPLC) retention times of 4.29 (1), 4.32 (2), 4.53 (3),
and 4.56 (4) min, paulomenol-like absorption spectrum with maxima at 238 and 320 nm, and masses of
m/z 936, 936, 950, and 950 [M + H]", respectively.

,J wamn____mg
0 | 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Time (min)

Figure 1. UPLC chromatograms, monitored at 238 nm, of S. albus J1074 (wt) and S. albus B29 (B29).
Extracts were generated from cultures of the strains in MFE liquid medium during 96 h. Labeled peaks
correspond to novel paulomycin derivatives (1-4), paulomycin A (5), paulomycin B (6), paulomenol A
(7), and paulomenol B (8).

2.2. Structural Characterization of Novel Paulomycins

Peak 1 (Figure 1) was obtained as a brownish amorphous powder. The LC-DAD-HRMS
run revealed the presence of two main compounds with retention mobility of 3.55 and 3.90 min,
respectively (Figure S1). The main component, compound 1 (eluting at 3.55 min), was assigned a
molecular formula of C33Hs53N30,05; based on the molecular ion peak [M + H]* observed at 936.2739
(caled. for C3gHs4N3020S," = 936.2739) (Figure S2). On the other hand, the secondary component,
compound 1’ (eluting at 3.90 min), was assigned a molecular formula of C33Hs1N3019S; based on the
molecular ion peak [M + H]" observed at 918.2636 (calcd. for C3sH5,N3019S,* = 918.2631) (Figure S2).
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Both compounds are clearly related to each other, the latter being a dehydration product of the former.
A search in the Dictionary of Natural Products indicates that the molecular formula of compound 1
might correspond to antibiotic 273a,5, a compound related to paulomycins. The UV (DAD) (Figure S3)
shows strong resemblance to that reported for antibiotic 273a; (both o« and $3) [12,13].

To establish the identity of the main compound 1 (Table 1; Figure 2) a 'H NMR spectrum
and a set of 2D NMR spectra (including COSY, TOCSY, NOESY, HSQC and HMBC) were acquired
(Figures 54-57). The proton and HSQC confirmed the relationship with 273a,p, although there were
important differences which indicated that compound 1 was novel. Being related to paulomycin it was
not surprising that many of the observed signals showed strong resemblance to those displayed by
paulomycin F and other paulomycin derivatives previously described [8]. In depth interpretation of the
observed correlations allowed establishing the structure of compound 1. The connectivity of compound
1is like that of antibiotic 273a,3, but the terminal N-acetylcysteine group is connected in this case via
a heterocyclic ring (thiazoline) rather than forming a dithiocarbamate. In fact, compound 1 could be
considered as an intramolecular Michael addition derivative of antibiotic 273a,; the sulfur nucleophile
in the thioenol form of the dithiocarbamate moiety of antibiotic 273ayp is attacking the Cp of the «,
 unsaturated amino acid moiety and rendering a dihydrothiazol (thiazoline) ring (Figure S8). The
chirality of the N-acetylcysteine moiety was arbitrarily assigned an S configuration assuming it directly
derived from standard proteinogenic L-cysteine. The syn relative configuration at positions 2" and 3" is
based on the strong key NOE observed between the protons at these positions. The observed coupling
constant for H-2" (7.5 Hz) also agrees with a syn configuration. On the other hand, the expected
anomeric configuration found for the monosaccharide unit in antibiotics 273a,p [14] is observed for
compound 1 based on the coupling constant of the anomeric proton (br d, 3.5 Hz).

Table 1. NMR data (8 in ppm) for compound 1 (DMSO-ds, 500 MHz, 24 °C). Carbon chemical shifts
derived from HSQC and HMBC spectra.

Position s§13Q) 5('H), (Mult, J in Hz)  Position s§(13Q) 5('H), (Mult, J in Hz)
1 n.d. - 1 98.5 4.89 (br d, 3.5)
2 99.9 - 2/ 30.7 2.04 (m) 1.77 (td, 12.3, 3.6)
3 159.9 - 3/ 75.0 3.43 (m)

4 189.2 - 3 57.1 3.24 (s)
5 489 3.27 (m) 3.00 (d, 16.2) 4 73.9 -
6 78.2 - 5/ 67.5 4.41 (m)
7 198.7 - 6 164 1.10 (m)
8 77.7 3.64 (d, 10.0) 7' 69.9 5.27 (quart., 6.8)
9 69.2 3.48 (m) 8’ 16.5 1.18 (d, 6.7)
10 74.5 4.08 (br t) 9 176.5 -
11 70.7 4.66 (dd, 10.2, 1.8) 10/ 34.3 2.55 (m)
12 71.8 4.01(dt, 9.9, 3.4) 11/ 19.6 1.08 (m)
13 62.9 3.77 (m) 12/ 19.8 1.13(d, 7.0)
14 171.0 - 17 168.5 -
15 21.2 1.96 (s) 2" 80.3 5.04 (d,7.5)
3" 49.8 4.36 (m)
4" 16.5 1.10 (m)
5" 167.8 -
1" 172.3 -
2 52.6 4.45 (m)
3" 34.2 3.62 (m) 3.26 (m)
4" 170.3 -
5 23.2 1.85 (s)
NH, - 8.30

The secondary component 1’ (Figure 2) is proposed to be the dehydration product obtained by a
water loss at positions 5 and 6, generating the corresponding quinone ring. Additionally, an HSQC
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signal observed at 6.91 ppm (*H) and 132.2 ppm (**C) (Figure S5) was a clear diagnostic of the new
double bound (between positions 5 and 6) in the secondary product. It was not possible to prepare an
NMR table for this secondary compound, although all the positions but those close to the new double
bond are expected to resonate at the same frequency as the main compound in this sample.

Figure 2. Structure of compound 1 deduced from 'H- and 3C-NMR data and proposed structure of
secondary product compound 1’ after abstraction of one molecule of H,O.

Peak 2 (Figure 1) was obtained as a brownish amorphous powder. The LC-DAD-HRMS run
revealed the presence of two main compounds with retention mobility of 3.55 and 3.91 min, respectively
(Figure S9). Both components showed identical retention time, DAD, and HRMS spectra (Figures 510
and S11) as the compounds detected in peak 1. Thus, having the same molecular formula, it was very
likely that compounds 2 and 2’ might be isomers (probably stereoisomers) of compounds 1 and 1/,
or maybe the actual antibiotic 273a,g and its derivative after abstraction of one molecule of H,O.

To unequivocally establish the identity of the main compound 2 (Table 2; Figure 3), a 'H NMR
spectrum and a set of 2D NMR spectra (including COSY, TOCSY, NOESY, HSQC, and HMBC)
were acquired Figures 512 and S13). The proton and HSQC spectra immediately confirmed the
relationship with compounds 1 and 1. Most signals were almost isochronous with those found in
peak 1, and the only significant chemical shift differences were localized in the signals of the thiazoline
heterocycle, suggesting that in this case the antibiotic 273a; is the precursor and the proposed Michael
addition has rendered the anti diastereomer in this ring. The weakness of NOESY correlation between
protons at positions 2" and 3" and the observed coupling constant for H-2" (4.7 Hz) confirmed the
anti-relationship of these two protons. In compound 2, the key HMBC correlations that connect the
N-acetylcysteine moiety to the thiazoline heterocycle are the same as those already found for peak 1.

Similarly to peak 1, the secondary component 2’ is proposed to be the dehydration product
obtained by a water loss at positions 5 and 6, generating the corresponding quinone. A key HSQC
signal observed at 6.91 ppm ('H) and 132.2 ppm (*3C) (Figure S13) provides a clear diagnostic of the
new double bound (between positions 5 and 6) in the secondary product.



Molecules 2017, 22, 1758 50f 15

Table 2. NMR data (6 in ppm) for compound 2 (DMSO-ds, 500 MHz, 24 °C). Carbon chemical shifts
derived from HSQC and HMBC spectra.

Position s(13Q) S(H), Mult, J in Hz)  Position §(13Q) §('*H), (Mult, J in Hz)
1 nd. - 1 98.5 4.86 (br d, 3.7)
2 99.9 - 2! 30.6 2.04 (m) 1.78 (m)
3 159.9 - 3/ 75.0 3.44 (m)

4 189.2 - 3 57.1 3.24 (s)
5 48.7 3.26 (m) 3.00 (d, 16.2) vy 73.9 -
6 78.2 - 5 67.3 4.41 (m)
7 198.7 - 6 16.3 1.10 (m)
8 77.6 3.62 (d, 9.8) 7 69.8 5.27 (quart., 6.8)
9 69.1 3.45 (m) 8 16.4 1.18 (d, 6.7)
10 74.5 4.02(br t) 9 176.2 -
11 70.4 458 (dd, 10.1, 2.0) 10/ 34.3 2.55 (m)
12 72.0 3.97 (m) 11 19.5 1.08 (m)
13 62.8 3.75 (m) 12/ 19.6 1.12 (m)
14 170.9 - 1" 169.3 -
15 21.1 1.97 (s) 2" 83.1 4.90(d, 4.7)
3" 51.0 4.25 (m)
4" 22.5 1.38 (m)
5" 167.9 -
1 172.2 -
2" 52.2 451 (m)
3" 34.3 3.62 (m) 3.23 (m)
4" 170.2 -
5" 23.1 1.85 (s)

(0]

A . T

N

g

HO

Figure 3. Structure of compound 2 deduced from 'H- and '3C-NMR data and proposed structure of
secondary product compound 2’ after elimination of one molecule of H,O.

Peak 3 (Figure 1) was obtained as a brownish amorphous powder. The LC-DAD-HRMS run
revealed the presence of two main compounds with retention mobility of 3.77 and 4.06 min, respectively
(Figure S14). The main component 3 (3.77 min) was assigned a molecular formula of C39Hs6N3020S;
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based on the molecular ion peak [M + H]* observed at 950.2893 (calcd. for C39HzsN3020S,* = 950.2893).
On the other hand, the secondary component 3’ (4.07 min) was assigned a molecular formula
of C39H54N3019S, based on the molecular ion peak [M + HJ* observed at 938.2782 (calcd. for
C39Hs4N3019S,+ = 932.2787) (Figure S15). As already mentioned for peaks 1 and 2, both compounds
are clearly related to each other, the latter being a dehydration product of the former. A search in
the dictionary of natural products indicate that the molecular formula of compound 3 corresponds
to antibiotic 273ay and the UV (DAD) (Figure S16) was identical to that observed for peaks 1 and 2,
confirming their structural relationship.

To establish the identity of the main compound 3 (Table 3, Figure 4), a 'H NMR spectrum and a set
of 2D NMR spectra (including COSY, TOCSY, NOESY, HSQC and HMBC) were acquired (Figures 517
and 518). The proton and HSQC showed immediately the compound did not correspond to 273ay
but to a compound identical to 1, but carrying an extra methylene group which, after analysis of
the TOCSY and HMBC spectra, was found to be in the fatty acid. Thus, the structural difference
between compounds 3 and 1 is the same as the difference between the antibiotics 273a, and 273a,.
The chemical shifts observed for compound 3 were almost identical to compound 1 except for the
fatty acid. The syn relative configuration at positions 2" and 3" was corroborated by the strong key
NOE observed between the protons at these positions and the coupling constant of 7.5 Hz observed
for H-2").

Table 3. NMR data (8 in ppm) for compound 3 (DMSO-d;s, 500 MHz, 24 °C). Carbon chemical shifts
derived from HSQC and HMBC spectra.

Position 5(13Q) S(H), Mult, J in Hz)  Position §(13Q) §('*H), (Mult, J in Hz)
1 nd. - 1 98.4 4.89 (br d, 3.5)
2 nd. - 2! 30.7 2.04 (m) 1.79 (td, 12.3, 3.6)
3 159.9 - 3 75.0 3.43 (m)

4 189.2 - 3 57.1 3.24 (s)
5 489 3.29 (m) 2.98 (d, 16.2) 4/ 73.9 -
6 78.2 - 5 67.5 4.41 (m)
7 198.7 - 6 16.5 1.10 (m)
8 77.7 3.64 (d, 10.1) 7 69.8 5.27 (quart., 6.8)
9 69.2 3.48 (m) 8 16.4 1.18 (d, 6.7)
10 74.5 4.08 (br t) 9 175.9 -
11 70.7 4.66 (dd, 10.2, 1.8) 10/ 415 2.38 (m)
12 71.9 4.00 (dt, 9.9, 3.4) 11 26.9 1.60 (m) 1.45 (m)
13 62.9 3.77 (m) 12/ 12.2 0.88 (t, 7.0)
14 170.8 - 13/ 17.5 1.09
15 21.2 1.96 (s) 1" 168.5 -
2" 80.2 5.04 (d, 7.5)
3" 49.8 4.36 (m)
4" 16.5 1.10 (m)
5" 167.8 -
1 172.2 -
2/ 52.6 4.46 (m)
3" 34.2 3.62 (m) 3.26 (m)
4" 170.3 -

5" 23.2 1.85 (s)
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0
Ho\

Figure 4. Structure of compound 3 deduced from 'H- and 3C-NMR data and proposed structure of

secondary product compound 3’ after abstraction of one molecule of HyO.

The secondary component 3’ (Figure 4) is proposed to be the dehydration product obtained by a
water loss at positions 5 and 6, generating the corresponding quinone ring, as previously mentioned
for1’ and 2'.

Peak 4 (Figure 1) was obtained as a brownish amorphous powder. The LC-DAD-HRMS
run revealed the presence of two main components with retention mobility of 3.81 and 4.09 min,
respectively (Figure S19). Both components showed identical DAD and HRMS (Figures S20 and S21)
spectra as the components detected in peak 1. Thus, having the same molecular formula, it is likely
that in this peak there are two stereoisomers of the compounds present in peak 3, in a similar manner
as it occurred for the compounds found in peaks 1 and 2.

To establish the identity of the main compound 4 (Table 4, Figure 5), a 'H NMR spectrum and a set
of 2D NMR spectra (including COSY, TOCSY, NOESY, HSQC and HMBC) were acquired (Figures 522
and 523). The chemical shifts observed for peak 4 were almost identical to those of peak 1, except for
the fatty acid. This provided direct evidence that the connectivity and configuration of compound 4
is identical to that of compound 3, except for positions 2" and 3" which display an anti relationship
(the same situation already found for compounds 1 and 2) further confirmed by the coupling constant
measured for H-2" (4.7 Hz).

The secondary component 4’ (Figure 5) is proposed to be the dehydration product obtained by a
water loss at positions 5 and 6, thus generating the corresponding quinone ring for as in compounds
1,2, and 3'.
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Table 4. NMR data (6 in ppm) for compound 4 (DMSO-ds, 500 MHz, 24 °C). Carbon chemical shifts
derived from HSQC and HMBC spectra.

Position s(13Q) S(H), Mult, J in Hz)  Position §(13Q) §('*H), (Mult, J in Hz)
1 nd. - 1 98.4 4.89 (m)
2 100.0 - 2! 30.7 2.05 (m) 1.79 (m)
3 160.0 - 3/ 75.0 3.44 (m)
4 189.2 - 3 57.1 3.24 (s)
5 48.9 3.27 (m) 2.99 (m) vy 73.9 -
6 78.3 - 5 67.4 4.41 (m)
7 198.7 - 6 16.4 1.10 (m)
8 77.6 3.62 (d, 9.8) 7 69.8 5.27 (quart., 6.8)
9 69.2 3.46 (m) 8 16.4 1.18 (d, 6.7)
10 74.6 4.01(br t) 9 175.9 -
11 70.5 458 (dd, 10.1, 2.0) 10/ 415 2.37 (m)
12 72.0 3.97 (m) 11 26.9 1.60 (m) 1.44 (m)
13 63.0 3.76 (m) 12/ 12.2 0.88 (t, 7.0)
14 171.0 - 13/ 17.6 1.10 (d, 6.8)
15 21.2 1.97 (s) 1" 169.4 -
2/ 83.2 490 (d, 4.7)
3" 51.1 4.25 (m)
4" 22.5 1.37 (m)
5" 168.0 -
1 172.3 -
2 52.2 4.51 (m)
3" 34.3 3.62 (m) 3.29 (m)
4" 170.3 -
5" 23.1 1.85 (s)

Figure 5. Structure of compound 4 deduced from 'H- and 3C-NMR data and proposed structure of
secondary product compound 4’ elimination of one molecule of H,O.
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Repeated attempts to obtain pure samples of compounds 1, 2, 3, and 4 resulted in a new mixture
containing the compounds 1/, 2/, 3/, and 4’ that appeared during the analysis process due to elimination
of one molecule of HyO in each case. These results are in concordance with previous reports on the
spontaneous dehydration of paulomycin A in solution that is slowly converted into its quinone form,
paulomycinone A [19,20]. Dehydration of paulomycins occurs even when leaving the compounds
in solution in aqueous media at neutral pH, being therefore difficult to avoid [20]. The dehydration
of antibiotics 273a, and 273a,p and paldimycin A and B to the corresponding quinones has been
also reported previously [14], as well as the same modification of paulomycin G obtained from
Micromonospora matsumotoense M-412 [21]. The quinone derivatives of members of the paulomycin
family of antibiotics have been reported to lack antibiotic activity [14].

2.3. Biological Activity of Novel Paulomycins

The antibacterial activity of freshly purified thiazole derivatives of antibiotics 273a;, and 273a,p
compounds 1-4, lacking apparently any traces of the dehydrated secondary compounds 1'-4’, was
evaluated against Gram-positives Staphylococcus aureus and S. epidermidis; Gram-negatives Escherichia
coli and Klebsiella pneumoniae; and yeast Candida albicans, showing the minimal inhibitory concentrations
(MIC) depicted in Table 5. All compounds were found active against Gram-positives, in particular 3
and 4 derived from paulomycin A. However, in all cases the levels of activity were lower than parental
compounds paulomycin A (5) and B (6). Surprisingly, the four novel thiazole moiety-containing
paulomycins, in particular compound 3, showed slight activity against Gram-negatives E. coli and
K. pneumonia, and inhibitory activity totally absent in paulomycin A (5) or B (6) [11,14]. None of the
compounds tested showed inhibitory activity against C. albicans.

Table 5. Antibiotic activity of compounds 1-6 represented as minimal inhibitory concentration (MIC)
in pg/mL. Paulomycin A (5) and B (6) were included as controls.

MIC (ug/mL)
Microorganism 1 2 3 4 5 6
S. aureus 75 75 37.5 25 <2.34 <2.34
S. epidermidis 50 50 18.75 125 <2.34 <2.34
E. coli 150 150 75 100 >200 >200
K. pneumoniae 150 150 100 100 >200 >200
C. albicans 200 >200 200 >200 >200 >200

All the new compounds present in each peak were tested for their cytotoxic activity against
human tumor cell lines HT29, A549, MDA-MB-231, AGS, HL-60, CAPAN, and A2780, as well as a
mouse nonmalignant cell line NIH/3T3. These compounds showed no cytotoxic activity against any
of the cell lines under the selected cutoff level of 10 uM.

2.4. Stability of Novel Paulomycins in Culture

In a previous work we reported that paulomenols A and B, contrary to what had been
speculated before [12], were not intermediates in the biosynthesis of paulomycins A and B but
instead degradation products by loss of the paulic acid moiety [5]. Since paulomenols lack antibacterial
activity while N-acetyl-L-cysteine containing antibiotics 273a, and 273a,g, paldimycin A and B [12]
and thiazole derivatives of antibiotics 273a and 273a,g (compounds 1-4) retain the antibacterial
activity, in particular compounds 3 and 4 derived from paulomycin A, we wonder if the incorporation
of the N-acetyl-L-cysteine moiety could represent a strategy to stabilize the structure-activity of
paulomycins. This question was addressed by a feeding experiment using compound 3 and the
non-producing deletion mutant S. albus B29 [5] as biotransformation host. We fed compound 3
(apparently lacking any trace containing compound 3') to this strain after 48 h of growth in R5A. In this
medium paulomycins and paulomenols are produced by S. albus J1074 but peaks 1-4 are not produced



Molecules 2017, 22, 1758 10 of 15

or produced in such low amounts that they cannot be spotted. After further 48 h, we could not observe
conversion of compound 3 into the corresponding paulomycin B or paulomenol B (Figure 6). On the
other hand, no significant conversion of compound 3 into 3’ was observed. The same results were
obtained using compounds 1 (Figure 524), 2 (Figure 525), and 4 (Figure 526). These experiments
demonstrate that compounds 1-4 are more stable in culture than the corresponding paulomycins.
Furthermore, new feeding experiments with S. albus B29 using paulomycin B (6) and paulomycin A (5)
as substrates confirmed the degradation of them into inactive paulomenol B (8) and A (7), as previously
reported [5], but also their partial bioconversion into active compound 2 (Figure 527) and compound 3
(Figure 528), respectively.

w S. albus B29 48h
w S. albus B29 4h
+ compound 3

W S. albus B29 96h
+ compound 3

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Time (min)

Figure 6. UPLC chromatograms, monitored at 238 nm, of mutant S. albus B29 grown in R5A liquid
medium and fed with 50 g mL~! of compound 3.

3. Discussion

The presence of N-acetyl-L-cysteine moieties as structural elements of secondary metabolite
compounds produced by actinomycetes has been reported not only in the case of paulomycin
A and B derivatives antibiotics 273ay, and 273ayp, and paldimycin A and B [13,14], but also in
other compounds with different biosynthetic origins such as lactacystin [22], phenazine antibiotic
SB 212305 [23], seongomycin [24], naphthomycins I and ] [25], cinnabaramides F and G [26],
piceamycin N-acetyl-L-cysteine adduct [27], coelimycin P1 [28], homoseongomcin [29], cyslabdan [30],
and argimycins PI and PII [31]. In some of these examples, such as SB 212305 and piceamycin,
the presence of the N-acetyl-L-cysteine moiety has been associated with a loss of biological activity,
antibiotics (in the case of SB 212305 [23]), and antibiotics and cytotoxic (in the case of piceamycin
N-acetyl-L-cysteine adduct [27]). However, the presence of the N-acetyl-L-cysteine moiety has
no effect on the cytotoxic activity of lactacystin [22] and cinnabaramides F and G [26], or on
potentiates imipenem activity against methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA) in the case
of cyslabdan [32]. The incorporation of the N-acetyl-L-cysteine moiety during the biosynthesis of
cyslabdan has been shown to occur by the excretion of a labdane-type epoxide intermediate using a
mycothiol MSH-mediated xenobiotic detoxification [30]. A similar mechanism has been proposed for
the biosynthesis of seongomycin, naphthomycin J, lactacystin, and homoseongomycin [29,30].
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In the case of paulomycin A and B derivatives: antibiotics 273a, and 273a,, paldimycin A and
B, and thiazole derivatives of antibiotics 273ay, and 273ap (compounds 1-4), the incorporation of
N-acetyl-L-cysteine moieties via a thioester bond, and the subsequent intramolecular cyclization of the
paulic acid to generate a thiazole heterocycle in compounds 1-4, appears as a stabilization mechanism
(probably by MSH-mediated detoxification) conducing to more stable structures in culture that retain
antibiotic activity (improved against Gram-negatives), in opposition to the instability of paulomycins
that degrade into inactive paulomenols [5] (Figure 7).

N 0
N=C=S 0
OH OH
0
0 Paulomycin A (5) R= CH,CH;
R\ﬁko 0 Paulomycin B (6) R=CHj
OHO\

7/L O

oH ’
(0]
o (0]
R 07 273a,, R=CH,CH; R o J@% Paulomenol A (7) R=CH,CH,
0 d 273a,; R=CH, o] Paulomenol B (8) R=CH;
OH \| B

OH \|

Intramolecular
Michael addition

Compound 1 R= CHj;
Compound 2 R=CH;
Compound 3 R= CH,CH;
Compound 4 R= CH,CH;

Figure 7. Fate of paulomycins in culture conditions leading to their degradation into paulomenols or
to their conversion into antibiotics 273a, and thiazole derivatives compounds 1-4 in S. albus J1074.

4. Materials and Methods

4.1. Microorganisms and Culture Media

Bacterial strains used in this work were S. albus J1074 [1] and S. albus B29 [5]. Growth medium for
S. albus was tryptone soy broth (TSB), MA medium was used for sporulation, and MFE medium [8]
as regular production medium of compounds 1-4. R5A medium [33] was used for bioconversion
experiments. TSB or YDP [34] were used to determine the minimal inhibitory concentration (MIC) of
compounds 1-4 against bacteria or fungi, respectively.
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4.2. Isolation and Structural Characterization of Compounds

Whole cultures of S. albus 1074 grown in MFE medium during 120 h at 30 °C were extracted with
ethyl acetate containing formic acid (1%) and analyzed by UPLC and LC-MS for the production of
paulomycins, following previously described methods [5,34]. Reversed phase chromatography was
performed in an Acquity UPLC instrument fitted with a BEH C18 column (1.7 um, 2.1 x 100 mm,
Waters, Cardanyola del Vallés, Spain). Samples were eluted with 10% acetonitrile for 1 min, followed
by a linear gradient from 10 to 100% acetonitrile over 9 min, at a flow rate of 0.5 mL/min and a
column temperature of 35 °C. For HPLC-MS analysis, an Alliance chromatographic system coupled
to a ZQ4000 mass spectrometer and a SunFire C18 column (3.5 pm, 2.1 x 150 mm, Waters) was
used. Solvents were the same as above and elution was performed with an initial isocratic hold
with 10% acetonitrile during 4 min followed by a linear gradient from 10 to 88% acetonitrile over
26 min, at 0.25 mL/min. MS analysis were done by electrospray ionization in the positive mode,
with a capillary voltage of 3 kV and a cone voltage of 20 V. Detection and spectral characterization of
peaks was performed in both cases by photodiode array detection in the range from 200 to 500 nm
using Empower software (Waters) to extract bidimensional chromatograms at different wavelengths,
depending on the spectral characteristics of the desired compound.

Isolation of peaks 1-4 was performed following the procedure previously described for isolation
of paulomycins [35]. S. albus 1074 was grown in MFE medium at 30 °C for 120 h in five Erlenmeyer
flasks (2 L), each containing 400 mL of medium; each flask was inoculated with spores and incubated
in an orbital shaker at 250 rpm. Purification of the four peaks was performed by preparative HPLC
using as solvent 57% methanol and 0.1% TFA in water in isocratic conditions optimized for each
peak at 5 mL/min. After every purification step, the collected peaks were diluted with methanol and
concentrated by solid-phase extraction (Sep-Pak C18, Waters) to remove acid traces that could affect
the stability of the purified molecules. Finally, the compounds were dissolved in a 50% mixture of
tert-butanol and H,O-milliQ and lyophilized. Yield and productivity of each compound was as follows:
1,1.2mg (0.6 ug/mL); 2, 1.2 mg (0.6 ug/mL); 3, 0.5 mg (0.25 ug/mL); and 4, 0.5 mg (0.25 pg/mL).

The structural elucidation of compounds 1-4 was carried out at Fundacion Medina (Granada,
Spain) by a combination of LC-DAD-HRMS analysis carried out on an Agilent 1200 Rapid Resolution
HPLC system coupled to a Bruker maXis mass spectrometer (Rivas-Vaciamadrid, Spain). For the
NMR analyses, compounds 14 were dissolved in deuterated DMSO (DMSO-d6) and transferred
to a 1.7 mm tube. Acquisitions were carried out on a Bruker AVANCE III 500 MHz spectrometer
(Rivas-Vaciamadrid, Spain) equipped with a 1.7 mm TCI Microcryoprobe. All spectra were registered
at24 °C.

Peak 1: brownish amorphous powder; compound 1: for 'H and 3C NMR data see Table 1;
HRESIMS m/z 936.2739 [M + H]* (caled. for C3gHs54N3020S," = 936.2739); compound 1’ (product 1
after abstraction of one molecule of H,O): HRESIMS m/z 918.2636 [M + H]* (caled. for C3gHspN3019S,™"
=918.2631).

Peak 2: brownish amorphous powder; compound 2: for 'H and 3C NMR data see Table 2;
HRESIMS m/z 936.2737 [M + H]* (calcd. for C3sHs4N3020S," = 936.2739); compound 2’ (product 2
after abstraction of one molecule of H,O): HRESIMS m/z 918.2630 [M + H]* (calcd. for C35H5pN3019S,"
=918.2631).

Peak 3: brownish amorphous powder; compound 3: for 'H and '*C NMR data see Table 3;
HRESIMS m/z 950.2893 [M + H]* (calcd. for C39Hs6N3020S," = 936.2893); compound 3’ (product 3
after abstraction of one molecule of H,O): HRESIMS m/z 932.2782 [M + H]* (calcd. for C39H54N3019S,"
=932.2787).

Peak 4: brownish amorphous powder; compound 4: for 'H and '*C NMR data see Table 4;
HRESIMS m/z 950.2899 [M + H]* (caled. for C3gHs6N3020S," = 936.2893); compound 4’ (product 4
after abstraction of one molecule of H,O): HRESIMS m/z 932.2782 [M + H]* (caled. for C39H54N3019S,"
=932.2787).
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4.3. Biological Activity

The antibacterial activity of paulomycin derivatives, compounds 1-4, was analyzed via
determination of the minimal inhibitory concentration (MIC) against Escherichia coli, Klebsiella
pneumoniae, Staphylococcus aureus, and Staphylococcus epidermidis. The antifungal activity of paulomycin
derivatives was tested against Candida albicans. MIC was evaluated using two serial dilutions of each
compound, from 200 pug/mL to 3.12 ug/mL and from 150 ug/mL to 2.34 ug/mL, and bacterial cultures
with an initial ODggg of 0.3. Growth on the microtiter plates was determined during 24 h of incubation
at 37 °C.

The cytotoxic activity of compounds 1-4 was tested against the following human tumor cell
lines: colon adenocarcinoma (HT29), non-small cell lung cancer (A549), breast adenocarcinoma
(MDA-MB-231), gastric carcinoma (AGS), promyelocytic leukemia (HL-60), pancreatic adenocarcinoma
(CAPAN), and ovarian carcinoma (A2780). Mouse embryonic fibroblast cell line NIH/3T3 was used
as control to evaluate cytotoxicity against non-malignant cells. Cells were previously grown for a
week on DMEM-10% FBS medium, then aliquoted to 5000 cells per well in 96-well plates using the
Cell counting kit-8-(96992) (Sigma-Aldrich, Tres Cantos, Spain) and grown for an extra 24 h. Compounds
were dissolved in DMSO, keeping in mind that final concentration of DMSQO in the assays should be
kept at 0.1%. After the incubation, 10 uL of compound (in diverse concentrations) were added to each
well and incubated for another 48 h. Lastly, 10 uL of CCK-8 reagent (Sigma-Aldrich) were added, left
to develop for 2 h in the incubator, and measured at 450 nm using an Elisa Bio-tek ELx 800 (BioTek,
Winooski, VT, USA).

Supplementary Materials: 1H-, 13C-NMR, HMBC, HSQC, and NOESY spectra of compounds 1-4 are available
as Supplementary Materials.
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