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Abstract

tRNA-utilizing enzymes (tRUEsS) are an enzyme group that performs multiple
functions in central metabolism, e.g. protein synthesis, cell wall synthesis, lipid
aminoacylation and protein degradation. tRUEs have the common characteristic of
being tRNA-dependent enzymes. For many years it was thought that these kind of
enzymes were exclusively involved in the central processes mentioned. However,
recently it has been reported some cases of tRUEs recruited for specialized
metabolism, i.e. biosynthesis of natural products (NPs) such as valanimycin,
pacidamycin, cyclodipeptides, and nisin. Since only few cases of tRUEs
recruitment are currently known, an extensive exploration of tRUEs families as
specialized-metabolism elements may reveal novel biosynthetic gene clusters
(BGCs) of NPs. Also, these results could contribute to complementing conventional

genome mining tools with new patterns.

Here, we analyzed the potential of 78 tRUEs families in a context of NPs
biosynthesis in actinobacterial genomes using a non-conventional genome mining
approach that incorporates enzyme evolutionary components, called EvoMining.
Reconstruction of the evolutionary history of these enzyme families resulted in
detection of hundreds of tRUEs enzymatic expansions related with BGCs of NPs,
mostly cryptic pathways. These in sillico predictions and the experimental
characterization of one of them demonstrated that the tRUEs families analyzed are
present in a large number of putative biosynthetic pathways of NPs and have
enough potential to be converted in an additional guideline for conventional

genome mining tools.

These findings serve as a basis for apply ingenious strategies to express the
cryptic BGCs uncovered, elucidate the encoding metabolites and finally, develop
new drugs that may help to combating the current crisis for antibiotics.



Resumen

Las enzimas que utilizan tRNA (tRUEs, por sus siglas en inglés) son un grupo de
enzimas que realizan multiples funciones en el metabolismo central, e.g. sintesis
de proteinas, sintesis de pared celular, aminoacilacion de lipidos y degradacion de
proteinas. Las tRUESs tienen la caracteristica comun de ser enzimas dependientes
de moléculas de tRNA. Por muchos afios se pens6 que este tipo de enzimas
estaban involucradas exclusivamente en los procesos centrales mencionados. Sin
embargo, recientemente se han reportado algunos casos de tRUESs reclutadas por
el metabolismo especializado, i.e. biosintesis de productos naturales (NPs) tales
como la valanimicina, pacidamicina, nisina y ciclodipéptidos. Puesto que
actualmente solo se conocen pocos casos de reclutamiento de tRUEs, una
exploracion amplia de familias de tRUEs como elementos del metabolismo
especializado podria revelar nuevos clusteres de genes biosintéticos (BGCs) de
NPs. Adicionalmente, estos resultados podrian complementar las herramientas de

mineria genGmica con nuevos patrones.

El presente trabajo de tesis consistio en el analisis de 78 familias de tRUEs bajo
un contexto biosintético de NPs en actinobacterias mediante un enfoque de
mineria gendémica no-convencional que incorpora componentes evolutivos de las
enzimas, llamado EvoMining. La reconstruccion de la historia evolutiva de estas
familias de enzimas result6 en la deteccidén de cientos de expansiones enzimaticas
de tRUEs relacionadas con BGCs de NPs, la mayoria rutas cripticas. Estas
predicciones in sillico y la caracterizacibn experimental de una de ellas
demostraron que las tRUEs analizadas estan presentes en un gran nimero de
rutas biosintéticas putativas de NPs y que tienen el potencial suficiente para
convertirse en una nueva pauta para las herramientas de mineria gendmica

convencionales.

Estos descubrimientos sirven como base para aplicar estrategias ingeniosas de
expresion de los BGCs cripticos descubiertos, elucidar los metabolitos codificados
y, finalmente, desarrollar nuevos farmacos que puedan ayudar a combatir la crisis

por antibiéticos actual.



Capitulo I. Introduccién

1. Productos naturales

1.1..,Qué son los productos naturales?
Los productos naturales (NPs) son moléculas organicas de bajo peso molecular
que representan una familia muy amplia y diversa de entidades quimicas con
multiples funciones biologicas. Estas moléculas pueden ser producidas por
bacterias, hongos, plantas y animales. En bacterias y hongos, los NPs son
metabolitos que por lo general se derivan del metabolismo especializado, también
conocido como metabolismo secundario, por o que no se consideran esenciales
para el crecimiento, desarrollo y reproduccion de la célula (Katz & Baltz, 2016;
Jenke-Kodama, Mdaller, & Dittmann, 2008). Sin embargo, los NPs son
fundamentales para enfrentar condiciones ambientales desfavorables que pueden
afectar al organismo productor, e.g. escasez nutricional o presencia de otros

organismos.

En la actualidad, se conocen mas de 23,000 NPs, los cuales provienen de
diferentes fuentes plantas, hongos, algunos animales, pero sobretodo bacterias
del filo Actinobacteria. Estas moléculas han sido clasificados en 6 grandes grupos:
policétidos (PKs), péptidos no-ribosomales (NRPs), péptidos sintetizados
ribosomalmente y modificados pos-traduccionalmente (RiPPs), sacaridos,
terpenos y alcaloides (Tabla 1). Los principales criterios considerados para esta
clasificacion son i) su estructura quimica, ii) el tipo de enzimas que los sintetizan,
iii) el tipo de precursores o sustratos que utilizan las enzimas, y iv) el tipo de

modificaciones finales de una molécula base.



Tabla 1. Clasificacion de los principales productos naturales

Descripcién de su
Clase e
estructura principal

Ejemplo

Concatenacion de un acido
esterificado con Coenzima A
Policétidos (e.g. Acetil-, Propionil-CoA) y
(PKs) varias unidades de acidos
maldnicos (e.g. malonilo,
metilmalonilo, etilmalonilo)

Péptidos no- Concatenacion de residuos de
ribosomales aminoacidos mediante enlaces
(NRPs) peptidicos fuera del ribosoma

NH,  HO™SO

Daptomicina

Péptidos sintetizados Concatenacion de residuos de
ribosomalmente y  aminoacidos mediante enlaces
modificados post-  peptidicos por el ribosoma pero

1 % e

traduccionalmente modificados pos-
(RiPPs) traduccionalmente
Nisina
Concatenacion de :ﬁéﬂ m
Sacaridos aminoglucésidos mediante
enlaces glucosidicos
Kanamicina

Concatenacion de grupos
Terpenos . . -
isopreno (lineales o ciclicos)

Estructuras complejas
Alcaloides gen_era!m_ente derivadgs de
aminoacidos y de caracter
béasico

| _o

BE-54017




Los NPs cumplen funciones muy diversas, las cuales pueden definirse desde dos
puntos de vista distintos: 1) funcion biologica i.e. el papel que juega el NP para el
organismo productor y 2) funcidén antropoceéntrica i.e. la utilidad que le da el ser
humano a un NP en beneficio propio, por ejemplo agente antibidtico,

anticancerigeno, inmunosupresor, insecticida o herbicida.

1.1.1. Funcién biolégica de los NPs
La relevancia biologica de los NPs ha sido un tema ampliamente debatido desde
el descubrimiento de las primeras moléculas. Las hipétesis mas relevantes que
han surgido desde entonces van desde asumir que los NPs son productos de
desecho o desintoxicacién del organismo productor (Malik, 1980); hasta sugerir
que eran moléculas diversas no funcionales pero que le sirven al hospedero como
metabolitos inventivos (Zahner & Anke , 1983). Otra hipétesis declaraba que los
NPs solo eran el remanente de metabolitos mas complejos dentro de la célula
(Davies, 1990). Otros autores, exponian a los NPs como un conjunto de armas
quimico-biolégicas que servian para competir contra otros organismos (Baba &
Schneewind, 1998). Sin embargo, ninguna de estas especulaciones proporcionaba
una descripcién acertada del papel bioldgico de los NPs, ya que no lograban
explicar la enorme diversidad estructural y funcional de los metabolitos conocidos

0 simplemente carecian de evidencias experimentales.

Uno de los argumentos mayormente aceptados hoy en dia es aquel que sugiere
que los NPs funcionan como moléculas de sefalizacion, favoreciendo la
comunicacion entre comunidades complejas de organismos y su medio ambiente

(Davies, 2006). En otras palabras, un organismo es capaz de producir y/o



detectar sefiales quimicas que, de acuerdo a la naturaleza de la molécula, le
permiten reaccionar positiva 0 negativamente ante dicho estimulo. Por ejemplo, se
ha reportado que la bacteria Bacillus subtilis forma ‘biofilms’ (multicapa de
bacterias) en respuesta a diversos NPs que causan pérdidas de potasio a través
de la membrana citoplasmatica, desencadenando la activacién de una cinasa que
regula la expresion de genes involucrados en la sintesis de la matriz extracelular

(L6pez , Fischbach, Chu, Losick, & Kolter , 2009).

Otra hipotesis fuertemente aceptada es aquella que menciona que los NPs
confieren ventajas adaptativas al organismo productor. Por ejemplo, algunas
bacterias del género Streptomyces producen moléculas de alta afinidad por Fe3*
llamados sideréforos, los cuales actan como agentes quelantes secuestrando
este metal y reduciéndolo a su forma biodisponible Fe?*. Aquellos organismos que
no producen sideréforos y que co-habitan un mismo nicho ecolégico que los
organismos productores, quedan en desventaja ante la escasez de este mineral
esencial para la supervivencia de la célula (Barona-Gomez, y otros, 2006).
También tenemos el caso de la rifampicina y la eritromicina, compuestos
reconocidos por el hombre por su efecto antimicrobiano pero cuya funcién
biolégica es completamente distinta. Organismos productores de rifampicina y
eritromicina emplean tales compuestos a concentraciones subinhibitorias para
promover cambios transcripcionales globales (Goh, y otros, 2002). En condiciones
fisiolégicas normales, la concentracibn de antibidticos producidos por un
organismo dificilmente se acerca a la dosis terapéutica necesaria en un humano

para inhibir el crecimiento de patdgenos (Yim, Wang, & Davies, 2007).



Por otro lado, tenemos el caso de la relacion simbiotica entre el hongo Rhizopus
microsporus Yy la bacteria Burkholderia rhizoxinica. Inicialmente se creia que R.
microsporusera el organismo productor de la rizoxina, una fitotoxina que causa
graves dafos a la planta de arroz. Sin embargo, fue comprobado después que el
verdadero productor de esta toxina era la bacteria B. rhizoxinica, quien vivia dentro
de R. microsporus (Partida-Martinez & Hertweck, 2005).0tro ejemplo del papel de
los NPs en la ecologia microbiana y, en este caso, en las interacciones con otras

especies.

1.1.2. Funcién antropocéntrica de los NPs
Desde la antigiiedad, los NPs han sido usados por el hombre para su propio
beneficio, principalmente en el tratamiento de enfermedades. Los primeros
registros del uso de NPs datan desde el afio 2600 a.C. en Mesopotamia, quienes
usaban aceites vegetales para tratar tos, resfriado e inflamacién (Cragg &
Newman, 2005). De igual manera egipcios, chinos, griegos, hindds, romanos y
arabes obtenian extractos con propiedades medicinales derivadas de la herbolaria
de su region mediante técnicas rudimentarias (Dias, Urban, & Roessner, 2012), sin
conocer a ciencia cierta la quimica detras de dichas infusiones. Sin embargo, el
acontecimiento que marc6 una gran diferencia en la historia de los NPs, fue el

descubrimiento de la penicilina.

Una mafiana de 1928 en el laboratorio del hospital de St. Mary, Londres, el
microbidlogo Alexander Fleming, quien trabajaba estudiando cepas de
Staphylococcus provenientes de pacientes enfermos, descubrié que uno de sus

cultivos habia sido contaminado por un hongo. Al examinar cuidadosamente esta



placa, Fleming noté que este hongo, identificado posteriormente como Penicillium
notatum, inhibia el crecimiento del patégeno Staphylococcus que él mismo habia
inoculado una noche anterior. Después de varios experimentos y andlisis, él y sus
colaboradores descubrieron que P. notatum producia y secretaba una sustancia
especifica con actividad antibidtica responsable de la inhibicion del crecimiento del
patégeno, a la cual denominaron penicilina. Este histdrico acontecimiento dio inicio
a una revolucién cientifica por encontrar nuevas moléculas con actividad
antimicrobiana y, consecuentemente, la produccién de farmacos. A esta época se
le conoce como la era dorada de los antibidticos, comprendida entre 1930 y 1970.
Durante este periodo, se descubrieron la mayoria de los NPs de uso terapéutico y

agrondmico hoy en dia (Fig. 1).

Cloranfenicoles Glicopéptidos
Streptograminas
Aminoglucosidos Ansamicinas
B-lactamatos J
l . |
1920 1930 1940 1950 1960 1970 1980 1990
* [ ]
Compuestos x I T
Sulfatados Tetraciclinas . . )
Quinolones Lipopéptidos
Macrolidos Oxazolidinones

Figura 1. Linea del tiempo de las principales clases de NPs descubiertas durante la era dorada de los
antibidticos. Este periodo inici6 con el descubrimiento de la penicilina, y culminé cuando dejaron de invertir
en investigacion de NPs.

Durante la era dorada de los antibidticos, el ritmo de descubrimiento de NPs y su
aprobacion para uso terapéutico se mantuvo constante, de modo que hasta 3
nuevos farmacos eran liberados cada afo. La vasta disponibilidad de

medicamentos en esa época, propicid el control efectivo de los organismos

patdogenos causantes de enfermedades infecciosas (OPEI), al grado de que



incluso algunas enfermedades mortales fueron erradicadas en su momento.
Gracias a la revocacion de la supremacia de muchos patdégenos, fue posible
desarrollar otros grandes avances médicos, e.g. intervenciones quirdrgicas,
trasplantes de 6rganos y tratamiento de quemaduras, lo cual indudablemente
mejord la calidad y esperanza de vida de millones de personas alrededor del

mundo.

1.2.Problemética actual de los NPs
En un mundo ideal, los antibiéticos empleados para el tratamiento de
enfermedades infecciosas deberian mantener intacta su efectividad. Sin embargo,
la realidad es todo lo contrario. Un farmaco aprobado y liberado para uso clinico
pierde efectividad relativamente rapido (Fig. 2). Esto se debe a que, al igual que
todos los seres vivos, los organismos patdgenos evolucionan ante situaciones
adversas contra su supervivencia y buscan la manera de sobrepasar dichos

cambios perjudiciales.

Para comprender mejor este escenario, imaginemos que una bacteria patégena,
e.g. Mycobacterium tuberculosis, infecta a un grupo de personas causandoles la
enfermedad de tuberculosis. Los médicos tratardn a estas personas con
antibiéticos, como la rifampicina. En algunos casos este medicamento funcionard,
siempre y cuando se siga el tratamiento adecuadamente. Sin embargo, la
rifampicina, al igual que otros antibioticos, representa una amenaza para el

patdgeno M. tuberculosis, por lo que este organismo buscara la manera de resistir.



Introduccion del antibiético

Eritromicina Vancomicina Daptomicina
Tetraciclina Gentamicina Imipenem Linezolido
Penicilina Meticilina Ceftazidina Levofloxacina Ceftarolina

1940 1945 1950 1955 1960 1965 1970 1975 1980 1985 1990 1995 2000 2005 2010 2015

Penicilina Ceftazidina Vancomicina
Meticilina Gentamicina Levofloxacina
Tetraciclina  Eritromicina Vancomicina Imipenem  Linezolido Ceftarolina

Resistencia detectada

Figura 2. . Cronologia de los eventos clave de resistencia a antibiéticos. Modificado de (CDC, 2014)

Los organismos patdgenos multi-resistentes adquieren resistencia mediante la
transferencia y acumulacion de genes codificantes para proteinas que modifican o
degradan los antibidticos, provocando que estos farmacos no actlen sobre sus
blancos y sean ineficientes contra la infeccion. Algunos ejemplos de estos genes
de resistencia a antibiéticos (MDR, por sus siglas en inglés) son: los genes bla
que hidrolizan los anillos lactamatos de las penicilinas, los genes tet que expulsan
las tetraciclinas de la célula, los genes strA/B que fosforilan la estreptomicina, o
transportadores membranales como Sull/2, VanA, ermA/B, ABC, MFS, RND y

MATE los cuales expulsan a los antibidticos de las células (Asit, 2016).

La resistencia a antibiéticos coexiste desde los primeros usos de antibiéticos para
el tratamiento de enfermedades, como podemos observar en la figura 2. Durante

la era dorada de los antibiéticos, este problema se solucionaba facilmente
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mediante el reemplazo del farmaco ineficiente por uno distinto. Esta estrategia fue
factible por varias décadas debido a que los patdégenos no contenian tantos genes
MDR y ademas, se contaba con una amplia coleccion de farmacos eficientes
disponibles. Sin embargo, el uso descontrolado de antibidticos a lo largo del
tiempo ha provocado un brote desenfrenado de patégenos multi-resistentes que
amenazan con derrumbar el sistema de salud actual. Esto supone que las
bacterias han evolucionado a la par del cambio dramatico de su hébitat, por lo que

ahora adquieren resistencia mas rapido.

Actualmente existen muy pocos antibiéticos efectivos contra un namero creciente
de cepas multi-resistentes e incluso re-emergentes. Pasamos de una produccién

de 20-30 medicamentos por década, a 3-4 en los ultimos afios (Fig. 3).

20
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Figura 3. Decaimiento de la produccion y aprobacién de nuevos farmacos. Modificado de (CDC, 2014)

Esta crisis por antibiéticos se debe a tres causas principales (Bérdy, 2012): 1)

factores humanos (mal uso de los antibidticos), 2) dificultades econdmicas y de
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legislacion (baja inversion, rigurosas regulaciones, licencias y patentes) y 3)
errores cientificos (limitaciones en la renovacion de las técnicas de exploracion).
La soluciéon a esta crisis requiere por un lado, promover el uso controlado de
antibiéticos desde hospitales, hogares, sector agricola y ganadero. Por otro lado,
retomar y formalizar el financiamiento de proyectos de investigacion enfocados al
descubrimiento y desarrollo de nuevos farmacos, asi como una revision y
mejoramiento de las leyes que rigen su liberacion al mercado. Y, en cuanto a la
parte cientifica, nos corresponde innovar en técnicas de exploracion, romper
paradigmas y ser pioneros en el desarrollo de estrategias novedosas para

encontrar moléculas con potencial farmacéutico.

En el presente trabajo de investigacion, aspiramos a contribuir al mejoramiento de
las técnicas de exploracion y descubrimiento de NPs potenciales, mediante el uso
de herramientas bioinforméticas no-convencionales y técnicas experimentales
empleando como modelo a bacterias del filo Actinobacteria, los organismos mas

reconocidos en cuanto a la produccion de NPs.
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1.3.Actinobacteria
1.3.1. Generalidades de las actinobacterias
Las actinobacterias constituyen uno de los 18 linajes mas grandes del dominio
Bacteria. Los ciclos de vida de algunas actinobacterias son muy peculiares, ya que
son capaces de formar micelio multicelular y esporas, muy parecido al de los
hongos (Fig. 4). Inicialmente, se consideraba que las actinobacterias eran formas
transicionales entre bacterias y hongos debido a la similitud morfolégica que
compartian. Sin embargo, este parecido solo es superficial ya que, a nivel
molecular, las actinobacterias poseen un Unico cromosoma, su pared celular esta
compuesta por moléculas de peptidoglicano (Gram-positivas) y por lo tanto, son

susceptibles a compuestos antibacterianos.

Streptomyces Nocardia Saccharopolyspora
coelicolor cyriacigeorgica rectivirgula

Figura 4. Morfologia de algunos ejemplos de actinobacterias. Una de las caracteristicas mas
sobresalientes de algunos miembros del filo Actinobacteria, es su capacidad de diferenciacién en la formacion
de hifas aéreas y esporas como en los hongos.

La mayoria de las actinobacterias son de vida libre y estdn ampliamente

distribuidas tanto en ecosistemas terrestres como acuaticos (e.g. Streptomyces,
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Micromonospora, Rhodoccocus, Salinispora). Sin embargo, también existen
algunas especies simbiontes de plantas (e.g. Frankia spp.), patégenos de plantas
o animales (e.g. Corynebacterium, Mycobacterium, Nocardia) 0 comensales
gastrointestinales (e.g. Bifidobacterium spp.) (Barka, y otros, 2015). Las
condiciones ideales de crecimiento de estas bacterias dependen del estilo de vida
gue han adoptado, pero generalmente crecen a temperaturas de 25-30°C, un pH
neutro y condiciones aerobias (con algunas excepciones e.g. Thermobifida y

algunas Streptomyces).

Una de las caracteristicas mas relevantes de las actinobacterias es la diversidad
de su metabolismo especializado. La mayoria de los miembros de este filo
bacteriano, especialmente el género Streptomyces, son reconocidos por ser

excelentes productores de NPs de interés farmaceéutico.

1.3.2. Ciclo de vida de los Streptomyces
Streptomyces es el género mas representativo del filo Actinobacteria por ser
organismos ubicuos y ser los mayores productores de NPs. Juegan un papel
importante en la ecologia del suelo dado que tienen la capacidad de metabolizar
diferentes fuentes de carbono y nitrégeno, asi como mecanismos de adaptacion a
ambientes oligotréficos. Su ciclo vital es muy distinto al de otras bacterias, el cual
se divide 4 etapas principales: germinacion, crecimiento vegetativo, crecimiento

aeéreo y esporulacion (Fig. 5-A) (Barka, y otros, 2015).
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Figura 5. Representacion del ciclo de vida del género Streptomyces. A) Etapas del ciclo de vida. B)
Diversidad morfolégica de esporas producidas por diferentes géneros de actinobacterias. Modificado de
(Barka, y otros, 2015)
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La germinaciéon de una espora ubicada en un sitio con las condiciones adecuadas
para su desarrollo (i.e. humedad, temperatura, pH, disponibilidad de nutrientes)
marca el inicio del ciclo de vida de Streptomyces. Esta primera espora crece y se
reproduce exponencialmente formando hifas vegetativas, las cuales se ramifican e
intercalan entre si dando lugar al micelio vegetativo. La formacion de este micelio
vegetativo demanda una gran cantidad de nutrientes, por lo que es muy comun
gue este suministro se agote rapidamente. Los Streptomyces son organismos
sésiles que, para sobrevivir ante la escasez nutricional, acuden a la autolisis de
una parte de su micelio vegetativo para poder solventar la siguiente etapa de
desarrollo, el crecimiento aéreo. Este proceso autolitico ocurre mediante un
mecanismo de muerte celular programada a partir del cual se obtienen
carbohidratos, lipidos, aminoacidos y nucleétidos, necesarios para la formacion del

micelio aéreo.

El micelio aéreo se compone de hifas erectas esporogénicas derivadas de la
diferenciacion celular del micelio vegetativo. Al igual que las hifas vegetativas, las
hifas aéreas crecen por extension de la punta. Las diferencias principales entre
ambos tipos de hifas es que las aéreas no forman tantas ramificaciones, miden el
doble de ancho y crecen relativamente mas rapido que las vegetativas. Ademas,
las hifas aéreas estan envueltas por una vaina hidrofébica que posteriormente
pasara a ser parte de la cubierta de las esporas (Fig. 5-B). En las hifas
vegetativas, la division celular da origen a septos celulares irregulares con
compartimentos multi-gendémicos, mientras que en las hifas aéreas los septos se

forman de manera simultanea, son altamente simétricos y contienen una unica
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copia de cromosoma. Cuando la cantidad de nutrientes vuelve a ser escasa, el
crecimiento aéreo cesa e inicia la esporulacion. Cada una de las hifas maduras
aéreas dard origen a una cadena de esporas, donde cada septo formarad una
espora haploide mediante un evento Unico de division celular coordinado.
Posteriormente, estas esporas son liberadas al ambiente donde podran encontrar

las condiciones adecuadas para iniciar el ciclo de vida huevamente.

1.3.3. Correlacién entre el ciclo de viday la produccion de NPs
La etapa del ciclo de vida de los Streptomyces que se relaciona con la produccion
de NPs es el proceso de muerte celular programada (autolisis) del micelio
vegetativo. ElI micelio lisado libera una gran cantidad de nutrientes que seran
aprovechados por la misma bacteria para formar el micelio aéreo. Sin embargo,
estos nutrientes liberados también quedan expuestos para otros posibles
comensales cercanos. Es logico pensar que, para proteger sus provisiones, los
Streptomyces comienzan a producir antibioticos en esta etapa. La evidencia que
soporta esta hipotesis surgié de observar que la N-acetilglucosamina (GIcNAc),
uno de los principales componentes de la pared celular que se libera durante la
autolisis, actia como inductor global del desarrollo y la produccién de antibiéticos
(Rigali, y otros, 2006). Esta sefalizacion fue detectada en cultivos con
composicion minima de nutrientes, donde el desarrollo y la produccion de
antibioticos se aceleraron al suplementar dicho medio con GIcNAc (Rigali, y otros,

2008).
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Otra molécula que activa la expresion de genes involucrados en la diferenciacion
morfologica y la produccion de antibidticos es la guanosina tetra-fosfato (ppGpp).
La ppGpp es una pequefia molécula de sefializacion intracelular que detecta la
ausencia de nutrientes y a su vez, desencadena una serie de respuestas
adaptativas en una amplia variedad de bacterias. La sintesis de esta molécula se
induce especificamente por insuficiencia de aminoacidos y, por ende, deficiencia
de tRNAs aminoacilados para la sintesis de proteinas. Cuando el sitio A del
ribosoma recibe un tRNA-no-aminoacilado, se activa la enzima ppGpp sintetasa
codificada por el gen relA, la cual esta unida al ribosoma y produce ppGpp a partir
de GTP y ATP (Haseltine & Block, 1973). El gen spoT también produce ppGpp en
respuesta a la escasez nutricional. EI mecanismo de accién por el cual ppGpp
regula varios genes aun se desconoce, sin embargo existen evidencias de que
esta molécula causa cambios dramaticos en el desarrollo de los streptomycetes
(Chakraburtty & Bibb, 1997; Hesketh, Chen, Ryding, Chang, & Bibb, 2007; Battesti
& Bouveret, 2006). La regulacion de la biosintesis del antibiético microbisporicina,
un potente lantibiético tipo | producido por Microbiospora corallina, mediante la
induccion de relA por deficiencia de nitrégeno es un claro ejemplo de la aplicacion
que se le ha dado a este mecanismo (Fernandez-Martinez, Gomez-Escribano, &

Bibb, 2015).

1.4.Estrategias para el descubrimiento de NPs en bacterias

1.4.1. Metodologias empiricas
Durante la era pre-gendmica, antes de la secuenciacion del primer genoma

completo de bacteria (Haemophilus influenza, causante de la meningitis) en 1995
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(Fleischmann, y otros, 1995), las estrategias para el descubrimiento de NPs
consistian principalmente en cuatro etapas: 1) aislamiento de una gran variedad
de microorganismos, especialmente bacterias y hongos, 2) fermentaciones a gran
escala usando diferentes medios de cultivo, 3) ensayos de bioactividad tanto de
extractos crudos como de extractos fraccionados provenientes de las
fermentaciones, y 4) perfiles metabodlicos por cromatografia para inferir las
estructuras de los compuestos. Este tipo de estrategias fueron la base del éxito
para descubrir NPs durante la era dorada de los antibiéticos a pesar de su
naturaleza empirica de “moler y encontrar’. Sin embargo, tenian grandes
desventajas, e.g. bajo porcentaje de cepas cultivables en el laboratorio (menos del
1%) y bajo rendimiento de produccién de NPs (1-3 por cepa). Las estrategias de
innovacion de esa época estaban limitadas a explorar nuevos nichos ecolégicos,
variar las técnicas de aislamiento de microorganismos, probar diferentes
condiciones de fermentacion y/o realizar distintos tipos de extraccion con
solventes. No obstante, el re-descubrimiento de NPs seguia siendo una constante,
lo cual promovié la basqueda de nuevas estrategias. Una de las apuestas mas
grandes por parte de la industria farmacéutica fue la inversion en proyectos de
sintesis 0 modificacién quimica de farmacos a finales de los afios 70’s. Durante
esa época, se desarroll6 un gran numero de medicamentos totalmente sintéticos o
semi-sintéticos considerando la quimica biologica de los NPs conocidos hasta el
momento. Posteriormente, gracias al inicio de la era gendmica y los avances en
biologia molecular, surgieron nuevas estrategias para el descubrimiento de NPs

por medio de las tecnologias —6micas.
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1.4.2. Tecnologias -Omicas
Cincuenta afios después del descubrimiento serendipico de la penicilina, Rudd y
Hopwood publicaron el primer estudio genético enfocado a la biosintesis de NPs.
En ese estudio, reportaron que los genes responsables de la biosintesis de
actinorrodina, un pigmento celular que funciona como indicador de pH vy
antibidtico, estaban localizados en un mismo locus del cromosoma de S. coelicolor
A3 (2), sugiriendo que dichos genes formaban un cluster ininterrumpido de genes
(Rudd & Hopwood, 1979). Este fue el origen del concepto “cluster de genes
biosintéticos” (BGCs, por sus siglas en inglés). Cinco afios mas tarde, Malpartida y
Hopwood lograron clonar y expresar este cllster biosintético en un hospedero
diferente, S. parvulus (Malpartida & Hopwood, 1984), es decir, expresion
heterdloga. Posteriormente, dos grupos de investigacion independientes dieron a
conocer la naturaleza y organizacion de los genes del BGC del antibidtico
eritromicina, otro de los policétidos méas representativos de la historia (Cortes,
Haydock, Roberts, Bevitt, & Leadlay, 1990; Donadio, Staver, McAlpine, Swanson,
& Katz, 1991). Y casi al mismo tiempo, se logré clonar y expresar de manera
heter6loga este BGC de Saccharopolyspora erythraea (Tunan, y otros, 1990). El
conjunto de estos trabajos derivd en definir por primera vez la l6gica biosintética
de un policétido, la cual es muy parecida a la sintesis de lipidos.
Indiscutiblemente, estos trabajos marcaron el comienzo de una nueva etapa en la
historia de los NPs, pues fueron la base para comprender el proceso de
biosintesis de una gran variedad de NPs en bacterias implementando estudios

geneticos.
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Cabe mencionar que cuando Hopwood y colaboradores descubrieron el BGC de la
actinorrodina, no existian genomas completos secuenciados aun. ElI primer
genoma completo que se secuencio fue el de la bacteria patbgena Haemophilus
influenzae (Fleischmann, y otros, 1995). Este acontecimiento dio origen a la era
gendmica, durante la cual se han secuenciado ~24,000 genomas a la fecha. En un
principio, la mayoria de los proyectos de secuenciacion se centraron a organismos
modelo tales como Saccharomyces cerevisiae (levadura), Caenorhabditis elegans
(nemétodo), Arabidopsis thaliana (angiosperma). Sin embargo, el interés por
secuenciar bacterias de importancia industrial surgié a partir de la secuenciacién
del genoma completo de S. coelicolor A3 (2) (Bentley, y otros, 2002). Para
entonces ya se conocian algunos de los criterios para detectar BGCs, por lo que
cuando estos investigadores analizaron el genoma, encontraron algo inesperado.
La cepa modelo S. coelicolor A3 (2) fue —y sigue siendo- una de las bacterias
predilectas para realizar experimentos, por lo que cuando se secuencid su
genoma, se sabia que esta bacteria tenia la capacidad de producir 3 metabolitos
secundarios en condiciones estandar de laboratorio: actinorrodina (Malpartida &
Hopwood, 1984), prodiginina (Cerdefio, Bibb, & Challis, 2001) y CDA (calcium-
dependent antibiotic, siglas en inglés) (Hojati, y otros, 2002). Sorprendentemente,
el analisis gendmico de S. coelicolor A3 (2) revel6 que poseia “tesoros ocultos” en
forma de genes biosintéticos, es decir, que su genoma albergaba muchos mas

BGCs de NPs que los 3 clusteres esperados (Bentley, y otros, 2002).

Para el afio 2009, ya se habian secuenciado poco mas de 70 genomas de

actinobacterias tanto cepas patdégenas, como cepas de importancia industrial y
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ambiental. En un esfuerzo por dimensionar la diversidad metabdlica de estas
bacterias, los investigadores Nett, Ikeda y Moore realizaron una revisién extensa
del contenido de BGCs en 11 actinobacterias representativas: S. coelicolor A3 (2),
Streptomyces avermitilis MA-4680, Streptomyces griseus IFO 13350,
Saccharopolyspora erythraea NRRL 2338, Salinispora tropica CNB-440,
Salinispora arenicola CNS-205, Frankia sp. Ccl3, Frankia alni ACN14a, Frankia
sp. EAN1lpec, Nocardia farcinica IFM 10152, Rhodococcus josti RHAL1 (Nett,
Ikeda, & Moore, 2009). Este estudio revel6 que todas las cepas analizadas,
contenian un mayor numero de BGCs de lo esperado, tal como sucedié con S.
coelicolor A3 (2) en 2002, posicionando a las actinobacterias como una de las

principales fuentes de NPs de importancia industrial.

La acumulacién de toda esta valiosa informacion, condujo al desarrollo de una
nueva estrategia para revelar los “tesoros ocultos” en genomas secuenciados: la
mineria gendmica (cuyos detalles se abordaran en la siguiente seccion) (Fig. 6).
La busqueda de NPs se volvio méas eficaz y mas rapida gracias a estos avances
de la era post-gendémica. La innovacion tecnolégica actual en gendmica,
bioinforméatica, quimica analitica y biologia sintética, también han impulsado la

transcendencia de la investigacion en NPs.
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Definicién de Ia ldgica biosintética de la mayoria de los BGCs de los productos naturales conocidos

DY || Mineria gendmica
' T
1980 1985 1990 1995 2000 2005 2010
! | } | ! !
Identificacion Clonacion y expresion Clonacion y expresion Secuenciacion del primer Secuenciacion del Surgimiento de otras
del BGC de heterdloga del BGC de heterdloga del BGC genoma completo de una genoma completo de herramientas de mineria
actinorrodina actinorrodina de eritromicina bacteria, H. influsnzae S. coelicolor A3(2) de PKSs y NRPSs
(Hopwood ef.al.) (Malpartida ef.al.) (Tuan et.al.) (Fleischmann et.al.) (Bentley et.al) (Bachman et.al.)
v v
Deduccion de la primera linea Desarrollo del primer software Desarrollo del primer software
de ensamblaje de una PKS web para minar PKSs de mineria a escala genémica
(Cortés et.al.; Donadio et.al.) -SBSPKS- (Yadar et.al.) -antiSMASH- (Medema et.al.)

Figura 6. Linea del tiempo que muestra el origen de la mineria gendmica. La mineria gendmica surgio
gracias a un cumulo de informacion valiosa acerca de los principios de la biosintesis de NPs y a la
disponibilidad y avances de la secuenciacion gendémica.

1.5.Mineria gendmica de NPs en bacterias

1.5.1. ¢Qué es lamineria gendmica de NPs?
El término ‘mineria gendmica’ hace referencia a la fiebre del oro de California
(California gold rush) de 1849 (Nett, 2014), periodo histérico en el que un gran
namero de inmigrantes llegaron a los alrededores de San Francisco, California, en
busca de oro en los sedimentos de los rios. De manera analoga, podemos
considerar que dentro de los miles de genomas secuenciados disponibles
(sedimento de rios) existe una enorme riqueza en forma de genes productores de

NPs (oro) que podemos aprovechar para obtener grandes beneficios.

En términos bioinformaticos modernos, la mineria gendmica se define como un
analisis computacional de datos de secuencias nucleotidicas basado en la
comparacion y reconocimiento de patrones conservados (Nett, 2014). Bajo esta
definicion, cualquier método computacional que implique la busqueda y prediccién

de propiedades fisiolégicas o0 metabdlicas se considera mineria gendémica. El
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enfoque de mineria gendmica a NPs, se refiere especificamente a la identificacion

de clusteres de genes biosintéticos de NPs.

1.5.2. Estructura general de un clister de genes biosintéticos
Un cluster de genes biosintéticos (BGC) se define como un conjunto de genes
cuyas funciones estan asociadas a la biosintesis, regulacion y transporte de un
determinado metabolito. En bacterias, los genes que conforman un BGC
generalmente estan organizados de manera contigua en un mismo locus del

cromosoma (Fig. 7).

» - e & -

Genes clase-especificos del BGC
Genes accesorios
Gen regulador de la expresion del cluster

Gen de resistencia®
Gen transportador del metabolito final
Genes no relacionados con biosintesis

™  Promotores

Figura 7. Estructura general de un clister de genes biosintéticos (BGC) de NPs en bacterias. La
mayoria de los BGCs estan compuestos por estos tipos de genes, por lo que la mineria genémica se basa en
la identificacion de estos genes en un genoma. (*) Presente solo en rutas de biosintesis de antibioticos.

El conjunto de genes biosintéticos de un cluster funciona como una linea de
ensamble, donde cada una de las enzimas codificadas realiza una funcion
especifica e.g. sintesis, ligacién, deshidrogenacion, oxido-reduccion, transferencia,
epimerizacion o ciclacion, que van moldeando la estructura final de un metabolito

determinado. Los BGCs se clasifican en base a las funciones de estos genes
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biosintéticos, su combinacion y la afinidad por su(s) sustrato(s). Si comparamos
varios clusteres, podemos observar que ciertos genes siempre estan presentes en
los BGCs de una misma clase (genes-clase especificos). Estos genes determinan
la estructura base del NP final. Los demas genes biosintéticos aledafios (genes
accesorios) modifican esta estructura base afiadiendo diferentes grupos

funcionales o cambiando su conformacion.

Los genes de regulacion codifican para las proteinas que controlan, parcial o
totalmente, la expresion del BGC. Estos genes suelen ser inducidos por estimulos
ambientales o cambios en el desarrollo celular. Mientras que los genes de
transporte, codifican para las proteinas encargadas de transportar el metabolito,
ya sea dentro o fuera de la célula. Los promotores son regiones no-codificantes
que funcionan como sitio de anclaje para la enzima RNA polimerasa y que
consecuentemente ocurra el proceso de transcripcion. La orientacion y posicion de
los promotores dictan cuél de las dos cadenas del DNA servird como molde para

la sintesis del ARN mensajero.

1.5.3. Légica biosintética de las principales clases de BGCs
La mineria gendmica de NPs en bacterias consiste en la identificacién de firmas
nucleotidicas de genes asociados a biosintesis de NPs conocidos y un analisis de
vecindad gendmica para delimitar los limites del clister. Cada una de las clases
de BGCs se caracteriza por el tipo de genes esenciales y accesorios que lo
componen, lo cuales siguen una logica biosintética especifica al expresarse. A
continuacion se describe la l6gica biosintética de las clases mas predominantes de

BGCs de NPs que se conocen en la actualidad: PKSs, NRPSs, RIPPs y terpenos.
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PKSs

La mayoria de los NPs conocidos producidos por microorganismos pertenecen a
la clase de los policétidos, por ejemplo la eritromicina (antibiético), la lovastatina
(disminucion de colesterol) y la daunorrubicina (quimioterapéutico) (Fig. 8). Los
policétidos son moléculas orgédnicas complejas cuya estructura base esta
compuesta por unidades de acetato y/o propionato. Las enzimas encargadas de
ensamblar estos residuos son las policétido sintasas (PKSs, por sus siglas en

inglés).

CHj

Eritromicina Lovastatina Daunorrubicina

Figura 8. Estructuras quimicas de tres ejemplos de policétidos derivados de microorganismos.
Eritromicina, funciona como antibidtico, producida por la bacteria Saccharopolyspora erythraea. 2)
Lovastatina, derivado del hongo Aspergillus terreus, empleado para tratar altos niveles de colesterol. 3)
Daunorrubicina, producto de la bacteria Streptomyces peucetius, anticancerigeno.

Las PKSs son proteinas enzimaticas de gran tamafo, cuya organizacion es muy
peculiar. Estas enzimas se organizan en dos niveles: por médulos y por dominios.
Una enzima PKS puede contener 2 o 3 médulos, y cada uno de estos modulos
esta compuesto por al menos 3 dominios esenciales: acil-transferasa (AT),
proteina acarreadora de grupos acilo (ACP) y B-ceto-acil-sintasa (KS) (Fig. 9).
Cada uno de estos dominios lleva a cabo una funcion especifica para la
elongacion de la cadena del policétido, que es muy parecida a una linea de
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ensamblaje. EI dominio AT es el encargado de atraer los sustratos (mondmeros)
correctos que se incorporaran a la cadena. EI domino ACP funciona como el sitio
donde ocurre el ensamblaje. Este dominio est4d unido a una molécula de 4-
fosfopantetina, la cual enlaza covalentemente su grupo thiol con los monémeros
que se irdn cargando a la cadena. El dominio KS, es el encargado de catalizar la
reaccion de condensacion tipo thiol-Claisen descarboxilativa de los sustratos

provenientes del dominio AT y el precursor unido al dominio ACP.

Los dominios AT, ACP y KS son esenciales para la construccion de la cadena
base del policétido. Sin embargo, la amplia diversidad de policétidos que existe en
la naturaleza depende en gran medida de la presencia de dominios accesorios, los
cuales modifican esta estructura bésica. Estos dominios opcionales pueden ser de
ceto-reduccion (KR), deshidratacion (DH) o enoil-reduccién (ER). Al menos una
PKS dentro del cluster debe contener un dominio de terminacion (TE) o reduccion
(Red) que indican el final de la elongacion del policétido correspondiente. El
namero de médulos y el tipo de dominios que contienen las PKSs, determinan la

estructura final del metabolito.

27



“““

oduloyde

Modulo: od ll_: de

niciall exiension N2 extension|4: ext
3 : : : 3
= = = =
z z 2 : H
s 5 s : S
o= o= o=( / c\;/
/\ :‘)—-CH8 > ICHy —CH, —aCH, BrCHy oniCH
HyC HOm—{ Ho o= { Ho Ho v
i JmCHy Dot J==CHs —=CHs )"
HaC Hom—( How{ o:/\ { HOW-/\
> ) JnCH }—ICHD ym=CHs
HyC HO=— HOw{ o={ (
>y —eCH, JCHy —mCH,
Ha€ HO-—-< HOw{ 0-{
\ \
) J=CHs [ CHs
HiC HO=—{ HO \
) )—=CH,
HoC HC\-<
HiC

o] ‘Adnnizacién
o]
H\ Hac-.._/”\. CHy
«—
e [

LCH.
07— N-Chs I HsCon, o
H Modificaciones ]
O«.b—o £ .CH

HiCa -

post-PKS o HiCo

CHa /\ cH adicionales )
?’ 3 CH3 //\ on
Gy vv’ cHa
o——-g-ﬂfor-i
Eritromicina B 6-desoxi-eritronolido B

Figura 9. Estructura y organizacidon general de las PKSs, ejemplo de la eritromicina. La ruta de la
eritromicina contiene tres PKS tipo I: eryAl, eryAll y eryAlll. Cada una de ellas se divide en médulos, y éstos a
su vez en dominios. Cada mdédulo de extension contiene al menos tres tipos de dominios esenciales: acil-
transferasa (AT), proteina acarreadora de grupos acilo (ACP) y B-ceto-acil-sintasa (KS). Adicionalmente
pueden contener dominios accesorios que modifican la estructura de los sustratos que se van afiadiendo:
ceto-reduccion (KR), deshidratacién (DH) o enoil-reduccion (ER). Enzimas adicionales del cluster, decoran
esta estructura basal hasta llegar a la eritromicina.

Hasta ahora hemos mencionado las caracteristicas generales de las PKSs, sin
embargo es importante aclarar que existen varios tipos, cuya clasificacion se basa
en el contenido y naturaleza de sus moédulos, sus dominios y el tipo de sustrato

que utilizan (Hertweck, 2009). La tabla 2 resume esta informacion.
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Tabla 2.Descripcién general de los tipos de PKSs

Tipo de PKS Sustratos precursores Organismos
Modular Tipo | ACP, varias unidades de

Bacterias, (protistas)
(no iterativa) extension

ACP, solo unidades de
Iterativa Tipo |
malonil-CoA

Principalmente hongos,

algunas bacterias

ACP, solo unidades de
(Iterativa) Tipo Il
malonil-CoA

Exclusivamente bacterias

Acyl-CoA, solo unidades de
(Iterativa) Tipo Il
malonil-CoA*

Principalmente plantas,

algunas bacterias y hongos

ACP, malonil-CoA,
PKS-NRPS hibrido
aminoacidos

Bacterias (modular) y hongos

(itetativa)

*Solo dos excepciones reportadas

NRPSs

Los péptidos no-ribosomales representan otra de las clases de metabolitos méas
abundantes y de mayor importancia en la naturaleza, por ejemplo la vancomicina
(bactericida), enterobactina (sideréforo) y ciclosporina (inmunosupresor) (Fig. 10).
La caracteristica que tienen en comun estas moléculas es que estan formadas por
la union de residuos de aminoacidos o sus derivados. Sin embargo, como su
nombre lo indica, estos péptidos no son sintetizados por los ribosomas. Las
enzimas encargadas de ensamblar estas moléculas son las sintetasas de

péptidos-no ribosomales (NRPSs, por sus siglas en inglés). Al igual que las PKS,

las NRPSs son enzimas de gran tamafio y se organizan en modulos y dominios.
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Vancomicina Enterobactina Ciclosporina

Figura 10. Estructuras quimicas de tres ejemplos de péptidos no-ribosomales.1) La vancomicina es un
antibidtico producido por la bacteria Amycolatopsis orientalis. 2) Enterobactina, es un sideroforo altamente afin
a hierro que se encuentra principalmente en bacterias Gram-negativas como Escherichia coli y Salmonella
typhimurium. 3) Ciclosporina es un inmunosupresor, cominmente usado en trasplante de érganos, producto
del hongo Tolypocladium inflatum Gams.

Las funciones de los dominios de las NRPSs son equiparables a las de las PKSs.
Sus dominios esenciales son: adenilacion (A), proteina acarreadora de peptidilos
(PCP) y condensacion (C) (Fig. 11) ElI dominio A se encarga de la seleccion y
activacion de los sustratos mediante una reacciéon ATP-dependiente para producir
acil-adenilatos. ElI dominio PCP permite la union covalente de los residuos
precursores que van formando la cadena peptidica a través de una molécula de
fosfopanteteina, al igual que el dominio ACP de las PKS. El dominio C es el
encargado de catalizar la reaccion de condensacion entre los residuos mediante

enlaces amida, 0 en ocasiones especiales por enlaces éster.
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Figura 11. Estructura y organizacién general de las NRPs, ejemplo de la isopenicilina. La ruta de la
isopenicilina contiene una enzima NRPS, la cual se divide en 3 modulos, uno inicial y dos de extension. Al
igual que las PKSs, cada uno de estos médulos de extensién contiene al menos tres dominios esenciales:
adenilacion (A), proteina acarreadora de grupos peptidil (PCP) y condensacion (C). Adicionalmente pueden
contener dominios accesorios que modifican la estructura de los amino4cidos que se van incorporando, como
en este caso el dominio de epimerizacion (E). Las demas enzimas que estan dentro del clister se encargan
de decorar esta estructura basal hasta llegar a la isopenicilina.

Los dominios accesorios de las NRPSs pueden ser de: epimerizacion (E), invierten
la configuracion de los residuos; metil-transferasa dependiente de S-adenosil-
metionina (MT), que responden a residuos N-metilados; de ciclacion (Cy) y/u
oxidacion (Ox) cuando se trata de unir residuos de cisteina, serina o0 treonina
ciclados; y un dominio de terminacién (TE), que marca el fin de la elongacion de la
cadena (Challis & Naismith, 2004). Al igual que en las PKSs, la cantidad de
modulos asi como el tipo y organizacién de los dominios determinan la estructura

del péptido final.
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Terpenos

Los terpenos son moléculas derivadas principalmente de plantas, hongos y
algunas bacterias, formadas por unidades de isopentenil-difosfato (IPP) y
dimetilalil difosfato (DMAPP). Algunos ejemplos importantes de terpenos son: el
isorenierateno (carotenoide), pentalenolactona (antibiotico) y taxol (antitumoral)
(Fig. 12). En bacterias, los precursores IPP y DAMPP se derivan de la ruta del

metil-eritritol fosfato.

‘\\\\\\\\\

Isorenierateno

Pentalenolactona Taxol

Figura 12.Estructuras quimicas de tres ejemplos de terpenos. 1) El isorenierateno es un carotenoide-
pigmento recolector de luz utilizado como biomarcador en estudios del ciclo del carbono en ciencias
maritimas, bacterias verdes de azufre Clorobium. 2) Pentalenolactona, es un antibiético producido por la
bacteria Streptomyces avermitilis MA-4680. 3) Taxol es un antitumoral, obtenido de las cortezas de arboles
perenes de la especie Taxus brevifolia.

La sintesis de terpenos comienza con la formacion de una cadena lineal de IPP y
DMAPP. Posteriormente, la mayoria de los terpenos se someten a una serie de
ciclaciones que pueden conllevar rearreglos en su conformacion o incluso
eliminacion de algunos carbonos. El BGCs de un terpeno también puede contener

enzimas de metilacion, hidroxilacion o glicosilacion, las cuales modifican su
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estructura y aumentan la diversidad de este tipo de moléculas (Nett, lkeda, &

Moore, 2009).

RIPPs

Los péptidos ribosomalmente sintetizados y modificados post-traduccionalmente
(RIPPs, por sus siglas en inglés) son NPs cuya caracteristica estructural consiste
en una cadena peptidica policiclica donde los aminoacidos se entrecruzan por
medio de enlaces tioéter formando uniones tipo meso-lantionina (Lan) y (2S, 3S,
6R)-3-metil-lantionina (MeLan), principalmente (Fig. 13). Los RIPPs mas
representativos son los lantipéptidos (Knerr & van der Donk, 2012), los cuales
estan distribuidos a lo largo del arbol de la vida. Entre ellos, los mas relevantes
son aquellos que tienen actividad antibidtica, mejor conocidos como lantibidticos,
e.g. la nisina, empleada para la preservacion de alimentos (Lubelski, Rink,
Khusainov, Moll, & Kuipers, 2008); la actagardina usada para tratar infecciones de
Clostridium difficile (Sedgwick & Dawson, 2009), la duramicina en el tratamiento de
la fibrosis quistica (Grasemann, y otros, 2007), y bacteriocinas que se usan en la

agricultura (Cotter, Hill, & Ross, 2005).
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Microbisporicina Labyrintopeptina A2

s
eo®
.. (25,3S,.6R)-3- (£)-2,3-didehidro-  2,3-didehidro- (25,4S8,8R)-
meso-lantionina ! e . ; L
metil-lantionina butirina alanina labionina

Figura 13. Estructura quimica caracteristica de los lantipéptidos. La microbisporicina y labyrintopeptina
A2 son potentes antibidticos producidos por bacterias del género Microbispora y Actinomadura sp.,
respectivamente. En el recuadro se muestran las modificaciones y tipos de entrecruzamiento entre
aminoacidos que pueden contener los lantipéptidos maduros. [Abreviaturas: Ala = alanina, Abu = acido 2-
aminobutirico, Asn = asparagina, Asp = acido aspartico, Dha = 2,3-didehidroalanina, Dhb = (2)-2,3-
didehidrobutirina, Gly = glicina, Lab = labionina, Leu = leucina, Phe = fenilalanina, Pro = prolina, Thr =
treonina, Trp = triptéfano, Val = valina].

La biosintesis de cualquier lantipéptido comienza con la transcripcion y traduccién
ribosomal de un gen estructural (LanA), a partir del cual se obtiene un péptido
precursor lineal (Fig. 14). Este péptido precursor se divide en dos partes, un
péptido lider y un péptido central. El péptido lider es la porcién N-terminal del
péptido precursor que no sufre de modificaciones post-traduccionales (PTMs) ni va
unido al producto final, pero que juega un papel importante en la correcta
ejecucion de las PTMs del péptido central y su transporte dentro de la célula
(Knerr & van der Donk, 2012). El péptido central es la porcion C-terminal del
péptido precursor que se convierte en el lantipéptido final después de las PTMs y

la eliminacion del péptido lider (Knerr & van der Donk, 2012).
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Figura 14. Esquema general de la biosintesis de los RIPPs. La biosintesis de los RIPPs inicia con la
transcripcion y traduccién ribosomal del gen estructural (LanA) del cual se obtiene un péptido precursor lineal
compuesto por un péptido lider y un péptido central. El péptido lider participa en la instalaciéon de las PTMs,
exportacion e inmunidad del RIPP final. El péptido central se convierte en el RIPP maduro después de las
PTMs y la eliminacion del péptido lider. [Abreviaturas: LanA, gen estructural; LanB, deshidratasa; LanC,
ciclasa; GTP=guanosina trifosfato; GDP=guanosina difosfato].

Dado que la composicidn basal de los lantipéptidos esta restringida a los 20
aminoacidos proteinogénicos, la diversidad de estas moléculas depende en gran
medida de las PTMs. Las PTMs mas comunes son hetero- o macro-ciclacion,
deshidratacion, acilacion, glicosilacion, halogenacién, prenilacion y epimerizacion
(MclIntosh, Donia, & Schmit, 2009; Nolan & Walsh, 2009). Los BGCs de RIPPs se
clasifican en cuatro clases de acuerdo al tipo de enzimas de modificacién pos-

traduccional que contienen (Fig. 15).
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Figura 15. Clasificacion de lantipéptidos de acuerdo al tipo de enzimas de modificacién post-
traduccional que conforman el BGC. Todos los BGCs de lantipéptidos contienen un gen estructural
(representado como LanA). La diferencia entre clases radica en que los BGCs de los lantipéptidos de la clase
I contienen una deshidratasa y una ciclasa separadas individualmente, mientras que los lantipéptidos de las
clases Il, Il y IV contienen enzimas multi-dominio.

1.5.4. Fundamento y clasificacién de las principales herramientas de
mineria gendmica de NPs

El principal objetivo de la mineria gendmica de NPs es identificar clusteres de
genes biosintéticos en un genoma determinado y predecir las estructuras quimicas
de sus productos. Si bien este proceso puede realizarse manualmente, e. g.
usando BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) (Altschul, Gish, Miller,
Mayers, & Lipman, 1990)y/o HMMer (programa de analisis de secuencias que
usa modelos ocultos de Markov) (Finn, Clements, & Eddy, 2011), actualmente
existen diversas herramientas computacionales que han automatizado el proceso.

Recientemente, estas herramientas de mineria gendémica han sido clasificadas en
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dos contrastantes categorias: 1) Confiabilidad-alta/Novedad-baja y 2)

Confiabilidad-baja/Novedad-alta (Medema & Fischbach, 2015).

La primera categoria incluye a la mayoria de las herramientas de mineria
gendmica mas empleadas, e.g. antiSMASH (Medema, y otros, 2011), NRPS-PKS
(Ansari, Yadav, Gokhale, & Mohanty, 2004), ClustScan (Starcevic, y otros, 2008),
NP.searcher (Li, Ung, Zajkowski, Garneau-Tsodikova, & Sherman, 2009), SMURF
(Khaldi, y otros, 2010), BAGEL2 (de Jong, van Hijum, Bijlsma, Kok, & Kuipers,
2010), NaPDos (Ziemert, y otros, 2012), CLUSEAN (Weber, y otros, 2009). En
general, estas herramientas persiguen una misma légica computacional, que es
comparar la secuencia nucleotidica o aminoacidica de un genoma contra bases de
datos que almacenan informacion relacionada con BGCs conocidos.
Especificamente, estas bases de datos contienen firmas o patrones conservados
de los genes esenciales que conforman los BGCs, e.g. patrones conservados de
los dominios AT (acyl-transferasa) y KS (B-ceto-acil-sintasa) de las PKSs; firmas
de los dominios A (adenilacién) y C (condensacion) de las NRPSs; firmas de las
prenil-transferasas y terpeno-ciclasas de los terpenos; o el gen estructural (bajo un
contexto gendmico ad hoc) de los RIPPs (Nett, 2014). En la practica, estas
herramientas son muy Utiles para visualizar el potencial biosintético de un genoma
de manera general, 0 para realizar busquedas enfocadas a alguna clase de NP en
particular. Sin embargo, debido a su alta especificidad por las firmas de BGCs
conocidos, las predicciones no van mas alla de lo establecido en sus bases de

datos por lo que la probabilidad de descubrir nuevos BGCs es muy baja.
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La segunda categoria Confiabilidad-baja/Novedad-alta, hasta el momento incluye
tres estrategias vanguardistas que han quebrantado la barrera del re-
descubrimiento, i.e. han encontrado nuevas clases de BGCs: ClusterFinder,
gendmica comparativa seguido por andlisis de sintenia y EvoMining. A diferencia
de las herramientas de la primera categoria, estos programas no se basan en
firmas de secuencias conservadas de BGCs conocidos. ClusterFinder detecta
dominios proteicos contiguos cuya funcion esté relacionada con biosintesis de
NPs. Para esto, traduce un genoma a una cadena larga de dominios Pfam sobre
la cual aplica un Modelo Oculto de Markov (HMM, por sus siglas en inglés) para
identificar regiones que se asemejen a un BGC (Cimermancic, y otros, 2014). Este
HMM fluctia entre dos estados, BGC y no-BGC. La probabilidad de que un
dominio Pfam de la cadena pertenezca a un BGC se designa en base a la
frecuencia que tiene ese dominio en bases de datos de BGCs conocidos. Por
ejemplo, la probabilidad de un dominio que pertenezca a familias de proteinas
como las oxidorreductasas, metil-transferasas o ligasas, es alta, ya que estas
proteinas son muy frecuentes en diferentes tipos de BGCs. En un andlisis extenso
de genomas microbianos, ClusterFinder logré identificar un gran numero de

nuevos BGCs, entre ellos aril-polienos desconocidos.

La segunda estrategia consiste en dos partes: 1) gendmica comparativa y 2) un
analisis de sintenia para encontrar nuevos BGCs (Takeda, Umemura, Koike, Asai,
& Machida, 2014). Primero se comparan dos genomas distintos y se identifican
alineamientos de genes homodlogos contiguos (clusteres). Los limites de estos

clusteres se determinan por el puntaje de similitud de los genes adyacentes. Por
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altimo, se seleccionan solo los clUsteres que se encuentren en regiones no
sinténicas al genoma central (“‘core genome”) taxondmico de las especies
comparadas. Aplicando esta metodologia en genomas de Aspergillus, se
descubrié el BGC del acido kojico (Takeda, Umemura, Koike, Asai, & Machida,

2014).

La tercera estrategia, EvoMining, es una herramienta bioinformética disefiada en
nuestro grupo para el descubrimiento de nuevos BGCs, cuya peculiaridad radica
en la incorporacion de conceptos evolutivos al proceso de mineria gendémica
convencional (Cruz-Morales, y otros, 2016). EvoMining reconstruye la historia
evolutiva de familias de enzimas que pertenecen al metabolismo central, mediante
la cual puede detectar expansiones enziméticas relacionadas con biosintesis de
NPs (Véase Seccion 2.1 para mas detalles). En la primera prueba de concepto de
esta herramienta, se logré identificar y caracterizar un nuevo clister en la cepa
modelo S. coelicolor que produce un arseno-compuesto (Cruz-Morales, y otros,
2016), el primer caso de este tipo en una de las cepas mas minadas de NPs.
Estos resultados abrieron las puertas para ampliar nuestros andlisis en la
basqueda de nuevos NPs ocultos en actinobacterias, y asi contribuir al
descubrimiento de nuevos compuestos bioactivos para combatir la actual crisis de

antibioticos.
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Capitulo Il. Antecedentes

Uno de los principales problemas que enfrentamos en la busqueda de nuevos NPs
es el redescubrimiento de moléculas. A pesar de que se han logrado grandes
avances en la investigacion en NPs, en las Ultimas décadas se han descubierto
muy pocas nuevas clases de moléculas. Esto se debe principalmente a una falta
de innovacion en las estrategias utilizadas, tanto en los métodos experimentales
como en las herramientas bioinformaticas. En el caso de las estrategias
experimentales, algunos grupos han afrontado el redescubrimiento explorando
nuevas fuentes de antibioticos (bacterias incultivables, nichos remotos) mediante
metagendmica (Oulas, y otros, 2015), rescatando librerias existentes en busca de
antibioticos potenciales olvidados o subestimados (Herrmann, y otros, 2016), o
mediante ingenieria de metabolitos (Khosla & Keasling, 2003). Sin embargo,
descubrir nuevas clases de NPs por este camino implica grandes retos y una gran
inversiébn de tiempo, dinero y esfuerzo, lo cual es contraproducente para la

urgencia de encontrar nuevas entidades quimicas.

Bajo esta premisa, la mineria gendmica de NPs ofrece mejores ventajas en cuanto
a la deteccion masiva y relativamente rapida de BGCs codificados en los
genomas. Las primeras herramientas de mineria gendmica surgieron gracias a la
acumulacion de una gran cantidad de informacion en torno a la biosintesis de NPs
y a la creciente disponibilidad de secuencias gendmicas. Sin embargo, la
estrategia que implementan estos métodos, centrada en busquedas por similitud
de firmas conservadas en las secuencias, arroja predicciones completamente

sesgadas a clases conocidas de BGCs, e.g. policétido sintasas (PKSs) o
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sintetasas de péptidos no-ribosomales (NRPSs) (Medema & Fischbach, 2015). El
uso de estas herramientas convencionales es util para tener una vision general del
contenido de BGCs conocidos en un genoma. Sin embargo, para detectar nuevas

clases de BGCs es necesario cambiar esta estrategia.

antiSMASH, una de las herramientas de mineria genémica de mayor renombre en
el area, recientemente creo la version antiSMASH 3.0 de su plataforma, la cual
integra al algoritmo ClusterFinder (Weber, y otros, 2015). Como mencionamos
anteriormente, ClusterFinder predice BGCs basdndose en un andlisis de dominios
Pfam relacionados con biosintesis de NPs (Cimermancic, y otros, 2014). La fusién
de antiSMASH y ClusterFinder permite la deteccion tanto de clisteres biosintéticos
de todas las clases conocidas como de clusteres putativos de nuevas clases de
NPs, aumentando la posibilidad de encontrar nuevas clases de BGCs. Sin
embargo, este tipo de busquedas siguen siendo simples comparaciones de
secuencias, ya sea de secuencias nucleotidicas o dominios proteicos asociados
con biosintesis de NPs. Sin quitarles mérito, su tasa de redescubrimiento de
moléculas sigue siendo alta. Si el objetivo es encontrar nuevas clases de NPs,

debe emplearse otro tipo de estrategias.

Recientemente, nuestro equipo de trabajo —el Laboratorio de Evolucion de la
Diversidad Metabdlica-, desarrollé6 una herramienta bioinformatica para descubrir
BGCs de NPs ocultos en genomas bacterianos, llamada EvoMining (Cruz-Morales,
y otros, 2016). Esta herramienta es Unica en su tipo ya que incorpora principios
evolutivos de las enzimas y las rutas biosintéticas de NPs. A continuacion, se

detallan sus fundamentos.
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2.1.EvoMining

2.1.1. Fundamentos basicos de EvoMining
EvoMining es una herramienta de mineria gendmica creada por el Laboratorio de
Evolucion de la Diversidad Metabdlica que aborda el problema de
redescubrimiento de moléculas implementando una estrategia no-convencional
fundamentada en tres principios evolutivos. El primer principio asume que una
enzima evoluciona funcionalmente reteniendo su mecanismo de reaccion pero
ampliando su especificidad por sustrato (Gerlt & Babbitt, 2001). El segundo, se
refiere a que la evolucibn de las vias metabdlicas contemporaneas ocurre
frecuentemente mediante el reclutamiento de familias existentes para realizar
nuevas funciones metabdlicas (Caetano-Anollés, y otros, 2009). Y el tercero,
indica que los BGCs son sistemas metabdlicos que evolucionan rapidamente y
gue pudieran tener su origen en el metabolismo central (Vining, 1992; Medema,

Cimermancic, Sali, Takano, & Fischbach, 2014).

Uno de los ejemplos canodnicos que soporta estos principios evolutivos es el caso
de la relacion que existe entre las sintetasas de acidos grasos (FASs, por sus
siglas en inglés) y las PKSs. Las FASs son enzimas del metabolismo central
reconocidas por su papel en la sintesis de lipidos. Recientemente se dedujo que
las FASs son los ancestros de las PKSs, enzimas del metabolismo especializado
encargadas de biosintetizar policétidos, dado que comparten una misma légica
biosintética pero diferente especificidad por sustrato (Jenke-Kodama, Sandmann,
Miuller, & Dittmann, 2005). A este vinculo entre enzimas se le conoce como

expansién enzimatica y, para fines del presente trabajo, representa una
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correlacion ancestral entre enzimas del metabolismo central y enzimas del

metabolismo especializado asociadas con biosintesis de NPs.

Las herramientas de mineria gendmica convencionales detectan BGCs en
genomas enfocando sus busquedas a firmas conservadas de los genes esenciales
de cada una de las distintas clases de BGCs que se conocen en la actualidad. En
cambio, EvoMining reconstruye la historia evolutiva de familias de enzimas fijas
del metabolismo central con la finalidad de detectar eventos de expansiones
enzimaticas que sean significativamente similares a genes altamente probables en
BGCs. Con EvoMining es posible detectar nuevos cllsteres biosintéticos dado que
su busqueda no esta enfocada a genes caracteristicos de las clases conocidas,
sino que examina el potencial de enzimas centrales inexploradas en el contexto de

biosintesis de NPs.

A grandes rasgos, la tuberia bioinformatica de EvoMining comienza con la
identificacion de todas las proteinas homdlogas, tanto ortdlogos como paralogos,
de una familia de enzimas fija en el metabolismo central (e.g. sintesis de
proteinas, sintesis de componentes celulares) en un grupo de genomas
seleccionados. Acto seguido, mediante una estimacién heuristica del ndamero
‘normal’ de homélogos detectados en un conjunto de genomas analizados,
EvoMining determina cuéles familias de enzimas centrales han tenido eventos de
expansiones enzimaticas durante su historia evolutiva. Posteriormente, se
comparan estas expansiones enzimaticas contra una base de datos que contiene
informacion curada de todos los genes implicados en biosintesis de NPs

actualmente conocidos —repositorio MIBIG (Medema, y otros, 2015)-. Una vez que
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se han detectado asociaciones entre enzimas expandidas y genes de biosintesis
de NPs curados, se reconstruye una filogenia por cada familia de enzimas
centrales analizada. La reconstruccidén de estos arboles filogenéticos es la mejor
manera de visualizar las expansiones enzimaticas. En este caso, los arboles
incluyen todos los homdélogos detectados en los genomas y los genes homélogos
rescatados de la base de datos MIBIG. Por lo general, estos arboles mantienen
una misma topologia que se caracteriza por contener clados visiblemente
divergentes, los cuales representan las expansiones enzimaticas de esa familia. Si
el clado divergente ademas contiene la enzima rescatada de la base de datos
MIBIG, quiere decir que las enzimas expandidas de este clado podrian estar

formando parte de un BGC.

Durante la prueba de concepto del programa EvoMining se descubrié un
compuesto arseno-organico nunca antes visto en S. coelicolor A3 (2) y S. lividans
(Cruz-Morales, y otros, 2016), dos de las cepas modelo mas estudiadas en el
area. Esta prediccion derivé de la reconstruccion de la historia evolutiva de la
familia de enzimas AroA (5-enolpiruvilshikimato-3-fosfato sintasa), involucrada en
la biosintesis de aminoacidos arométicos (fenilalanina, tirosina y triptéfano) por
medio de la ruta de shikimato. Esta enzima central nunca antes habia sido
explorada en el contexto de biosintesis de NPs, por lo que no existian patrones o
firmas conservadas conocidas que sirvieran de guia para detectar el cluster por
medio de mineria gendmica convencional. El compuesto arseno-organico derivado
de este BGC pertenece a una nueva clase de NPs, lo cual demuestra el poder

predictivo de EvoMining.
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En base a estos resultados, surgié la inquietud por investigar mas familias de
enzimas centrales inexploradas que pudieran revelarnos tesoros ocultos en
actinobacterias. Una de las propuestas mas interesantes en nuestro laboratorio,
fue explorar familias de enzimas que utilizan tRNAs (tRNA-utilizing enzymes,
tRUES). Como su nombre lo indica, las tRUEsS son enzimas dependientes de
tRNA, moléculas esenciales en diversos procesos del metabolismo central e.g. la
sintesis de proteinas. El antecedente particular que motivd hacia el estudio de las
tRUEs fue que en la ultima década se habian reportado 4 casos especiales de
rutas biosintéticas de NPs que contienen este tipo de enzimas en sus BGCs: la
ruta de la valanimicina (Grag, Qian, Alemany, Moran, & Parry, 2008), pacidamicina
(Zhang, Ostash, & Walsh, 2010), ciclodipéptidos (Belin, y otros, 2012) vy
lantipéptidos (Ortega, y otros, 2015). Esto nos dio la premisa de que este tipo de
enzimas dependientes de tRNA tenian buen potencial biosintético no solo en el
metabolismo central, sino también en el especializado. Por lo tanto, disefiamos
una estrategia para explorar este grupo de familias de tRUEs usando la

herramienta bioinformatica EvoMining.
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2.2.El tRNA y enzimas que utilizan tRNA (tRUES)
El acido ribonucleico de transferencia (tRNA, por sus siglas en inglés) es una
molécula de RNA formada por 70-100 nucleétidos, cuya naturaleza nucleotidica
determina su estructura caracteristica 2D en forma de ‘trébol’ y 3D en ‘L’ (Fig. 16)
(Holley, y otros, 1965; Kim, y otros, 1973; Giegé, y otros, 2012). Los tRNAs estan
distribuidos y relativamente conservados en los tres dominios de la vida Bacteria,

Archaea y Eucarya (Fujishima & Kanai, 2014).
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Figura 16. Estructura secundaria (modelo ‘trébol’) y terciaria (modelo ‘L’) del tRNAA'2, La estructura en
forma de ‘trébol’ se caracteriza por poseer 5 brazos formados por series de secuencias complementarias
dentro de un mismo tRNA. El primer brazo se denomina brazo aceptor del aminoacido y esta formado por
los dos extremos de la molécula de tRNA, del cual sobresale una secuencia sencilla CCA en el extremo 3'.
El segundo es el brazo TWC, que recibe este nombre por la ocurrencia de la secuencia T-Psi-C (Psi,
pseudouridina, un uracilo modificado) en la mayoria de los tRNAs. De manera adyacente, puede o no existir
un tercer brazo pequefio de 4-21 nucleotidos, el cual difiere ampliamente en su composicion entre especies.
El cuarto brazo posee los tres nucleétidos que forman el anticodén que empalmara con la secuencia codén
del mRNA. El quinto brazo se conoce como DHU, el cual contiene dos o mas residuos de DHU
(dihidrouridina) en diferentes posiciones. Una vez que la molécula de tRNA adopta la conformacion ‘L’, uno
de los extremos estara en contacto directo con el aminoacido y el otro extremo contendra la secuencia
anticodon que interactuara con el mRNA durante el proceso de la traduccién de proteinas.
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Enfocandonos al metabolismo central, los tRNAs llevan a cabo diferentes
funciones esenciales para la célula (Francklyn & Minajigi, 2010). Entre ellas, la
mas destacada es el transporte de los aminoacidos hacia el ribosoma para la
decodificacion del &cido ribonucleico mensajero (MRNA) a proteinas. En la
naturaleza existe al menos una isoforma de tRNA por cada uno de los 20
aminoacidos proteinogénicos. Cada célula contiene tanto tRNAs como tRNAs
aminoacilados (tRNAs unidos a su aminoacido cognado, e.g. Ala-tRNAA?), por lo
que este tipo de moléculas son muy diversas y abundantes dentro de la célula.
Dicho esto, es l6gico imaginar que los tRNAs y los aminoacil-tRNAs pueden tener

diferentes destinos dentro de la célula.

Los tRNAs como tal, pueden asimismo cumplir funciones regulatorias en los
procesos de transcripcion, traduccién y recambio proteico (Hurto, 2011). Por su
parte, los aminoacil-tRNAs son capaces de seguir diferentes directrices dentro de
la célula. El principal destino celular es el ribosoma, donde ocurre la sintesis de
proteinas. Sin embargo, los aminoacidos cargados por los aminoacil-tRNAs
también pueden ser entregados a otras enzimas del metabolismo central, como
las FemXAB para la sintesis de pared celular (Schepred & Ibba, 2013); las L/F
transferasas involucradas en la degradacion dirigida de proteinas (Bachmair,
Finley, & Varshavsky, 1986); las Glu-tRNA reductasas que participan en la
biosintesis de porfirinas (Jahn, Verkamp, & So6ll, 1992) o las aminoacil-tRNA
fosfatidilglicerol sintasas (aa-FGSs) implicadas en mecanismos de resistencia a
agentes cationicos (Arendt, Hebecker, Jager, Nimtz, & Moser, 2012) (Fig. 17,

parte superior).
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Figura 17. Directrices de los aminoacil-tRNAs dentro de la célula. Los aminoacil-tRNAs son elementos
vitales para la célula dado que estan involucrados en diversas rutas biosintéticas del metabolismo central
como la sintesis de proteinas, la sintesis de peptidoglicanos, la sintesis de porfirinas, la degradacion dirigida
de proteinas y la aminoacilacion de lipidos. Sin embargo, también se ha reportado recientemente que este tipo
de moléculas participan en la biosintesis de metabolitos especializados como la valanimicina, pacidamicina,
lantipéptidos y ciclodipéptidos.
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Recientemente se ha reportado que algunos aminoacil-tRNAs también han sido
reclutados por enzimas del metabolismo especializado, especificamente en rutas
de biosintesis de antibiéticos como la valanimicina (Grag, Ma, Hoyt, & Parry, 2002)
ciclodipéptidos (Gondry, y otros, 2009), pacidamicina (Zhang, Ostash, & Walsh,
2010) y lantibiéticos (Ortega, y otros, 2015) (Fig. 17, parte inferior). La funcién
principal de las enzimas dependientes de tRNA que forman parte de la ruta de la
valanimicina, la pacidamicina y los ciclodipéptidos (VImL, PacB, CDPSs,
respectivamente), es transferir el residuo de aminoacido correspondiente que
proviene de moléculas aminoacil-tRNAs hacia la linea de ensamblaje del
antibiotico. En el caso de los lantibiéticos, las enzimas dependientes de tRNA (e.g.
NisB, en la ruta de la nisina) intervienen en las modificaciones post-traduccionales
del péptido central, concretamente en el proceso de deshidratacién, activando los
residuos Ser/Thr por glutaminacion. Estos casos recientemente caracterizados
han puesto en manifiesto que las tRUEs constituyen una familia de enzimas con

gran potencial para el descubrimiento de nuevas clases de BGCs de NPs.

El presente trabajo esta enfocado a la busqueda de BGCs que contengan tRUEs
distribuidos por el filo Actinobacteria, los organismos mas reconocidos en la
produccién de NPs. Para lo cual, empleamos la herramienta EvoMining, que nos
permitird vincular evolutivamente dichas enzimas del metabolismo central con

posibles expansiones asociadas a BGCs de NPs nunca antes vistos.
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Capitulo lll. Hipotesis y objetivos del proyecto

3.1.Hipotesis
La reconstruccion de la historia evolutiva de familias de enzimas que utilizan tRNA
(tRUESs) en Actinobacteria impulsa el descubrimiento de nuevas rutas biosintéticas

de NPs.

3.2.0bjetivo general
Explorar el potencial de las enzimas que utilizan tRNA en Actinobacteria como
pauta para la mineria gendmica convencional mediante un analisis filogenético de

sSus expansiones enzimaticas asociadas con rutas biosintéticas de NPs.

3.2.1. Objetivos especificos

1. Recolectar y clasificar las familias de enzimas que utilizan tRNA centrales
para la identificacion de sus respectivas expansiones enzimaticas en
genomas del filo Actinobacteria.

2. Determinar si las expansiones enzimaticas pertenecen a rutas
biosintéticas de NPs mediante el analisis de su contexto genémico vy,
en su caso, ubicar patrones que puedan ser incorporados a la
mineria genémica convencional.

3. Caracterizar experimentalmente una de las predicciones derivadas del

analisis tipo EvoMining enfocado al andlisis de familias de tRUEs.
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Capitulo IV. Metodologia

4.1.Generalidades y funcionamiento del programa EvoMining
EvoMining es una herramienta bioinformatica que consiste en un conjunto de sub-
programas (codificados en Perl) y software de terceros concatenados. El uso de
otros programas implica frecuentes cambios y actualizaciones, lo cual podria
provocar graves problemas en cuanto a su ejecucion y reproducibilidad. Para
evitar estos problemas, EvoMining se encuentra empaquetado en Docker
(https://www.docker.com), un motor de cdédigo abierto que automatiza el
despliegue de aplicaciones en contenedores aislados y auténomos. El contendor
de EvoMining almacena diversos programas (BLAST, antiSMASH, Muscle, G-
Blocks, QuickTree, Newick utilities) y archivos necesarios (cédigo, herramientas
del sistema, bibliotecas de Perl, etc.) para su despliegue. Esto facilita su
distribucion y ejecucién de manera portatil. Para ejecutar EvoMining, el usuario
debe crear 4 bases de datos iniciales sobre las cuales se centrara el analisis

(Tabla 3), cuyos detalles se abordan a continuacion.

Tabla 3. Bases de datos iniciales necesarias para ejecutar EvoMining

Base de datos ID Contenido Formato
Enzimas CE-DB Secuencias aminoacidicas de enzimas Fasta de
centrales pertenecientes al metabolismo central aminoécidos
Genomas Secuencias completas de los genomas

) G-DB mp 0s 9 GenBank
bacterianos bacterianos por minar
Secuencias de todos los BGCs
NPs-BGCs BGC-DB conocidos, previamente caracterizados y GenBank

recopilados en la base de datos MIBIiG

BGCs detectados por el programa
antiSMASH antiSMASH-DB antiSMASH sobre los mismos genomas GenBank
bacterianos que se usaran para el analisis
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4.2.Construccion de las bases de datos de EvoMining

4.2.1. Base de datos del metabolismo central (CE-DB)
La construccion de la base de datos de enzimas del metabolismo central (CE-DB)
se llevd a cabo en 3 etapas. La primera etapa consisti6 en la busqueda y
recopilacion de todas aquellas enzimas cuyo nombre o funcion descrita en su
anotacion sugiriera una asociacion con moléculas de tRNA, es decir, enzimas que
utilizan tRNAs (tRUESs). Para esto, se aplicaron dos estrategias: 1) busqueda de
palabras clave (TRNA’, ©-RNA’, ‘transfer RNA’, ‘transfer-RNA’, ‘transfer ribonucleic
acid’) en los archivos GenBank de 4 genomas actinobacterianos representativos
(Streptomyces coelicolor A3 (2), Saccharopolyspora erythraea NRRL 2338,
Mycobacterium tuberculosis H37Rv y Corynebacterium glutamicum R); y 2)
basqueda profunda de tRUEs en literatura, esto para evitar perder enzimas o
genes cuyos nombres no reflejaran asociacion con tRNAs. Una vez que se tenian
los identificadores proteicos de estas enzimas, se utilizé un script ad hoc
(desarrollado por miembros del grupo, disponible en github/nselem) para
descargar las secuencias aminoacidicas correspondientes en formato fasta desde

la base de datos NCBI.

La segunda etapa consisti6 en la clasificacion por familias de las tRUEs
recopiladas y la ruta metabdlica central a la que pertenecen. Esta informaciéon es
importante para dar seguimiento a las enzimas centrales dentro del proceso de
EvoMining y para una interpretacion limpia y ordenada de los resultados finales.
Para esto, lo que hicimos fue modificar y limpiar (eliminar caracteres especiales)

los identificadores de las enzimas recopiladas, siguiendo el siguiente formato:
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> | [NombreEnzima_NumeroEnzima]

Ejemplos de encabezados:

> | 1|FemX_1|

> |1]Ala_tRNAsintetasa_1|
> |2|Glu_tRNAsintetasa_1]|
> |1|L_F_transferasa_1]|

> |1|L_F_transferasa_2|

Para nuestro analisis, la base de datos CE-DB esta compuesta por 254 enzimas,
las cuales se dividen en 78 familias, que a su vez pertenecen a 9 rutas del

metabolismo central.

Dado que EvoMining tiene la finalidad de detectar expansiones enziméticas de
enzimas que pertenecen al metabolismo central que estén relacionadas con
biosintesis de NPs, es sumamente importante asegurarnos que nuestra CE-DB
contiene Unicamente enzimas del metabolismo central. De lo contrario, nuestros

resultados no estarian contando la misma historia.

4.2.2. Base de datos de enzimas de genomas (G-DB)
Para la construccion de la base de datos de genomas (G-DB), se seleccion6 un
total de 1244 genomas bacterianos pertenecientes al filo Actinobacteria. Estos
genomas fueron descargados de la base de datos NCBI (Junio 2016) procurando
elegir solamente uno o dos organismos representativos de cada género o, en el
caso de los géneros mas extensos e.g. Streptomyces, uno o dos organismos de

cada especie, optando por los de mejor ensamblado (mayor nimero de bases
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pero menor numero de contigs). Dado que cada uno de los genomas tiene su
propio estilo de anotacion, fue necesario re-anotar todos ellos usando la
plataforma RAST (Aziz, y otros, The RAST Server: rapid annotations using
subsystems technology, 2008) para estandarizar la nomenclatura de los genes. La
descarga y re-anotacion de estos genomas se realizé de manera automética
usando scripts ad hoc (desarrollado por miembros del grupo, disponible en

github/nselem).

4.2.3 Base de datos de rutas biosintéticas de NPs (BGCs-DB)
La construccion de la base de datos de clusteres de genes biosintéticos de NPs
(BGCs-DB) para EvoMining, se realiz6 a partir de una compilacion de las rutas
biosintéticas de NPs en formato GenBank depositadas en MIBIG
(http:/mibig.secondarymetabolites.org/). MIBIG es un repositorio que contiene un
total de 1294 BGCs de origen bacteriano, fungico y vegetal, pertenecientes a las
principales clases de NPs conocidos i.e. PKs, NRPs, terpenos, alcaloides, RIPPs,
sacaridos, nucléosidos y clusteres hibridos (Agosto 2016). Este repositorio, fue
creado por una comunidad global de cientificos dedicados a la investigacién en
NPs, quienes se han caracterizado diversas clases de BGCs. De tal manera que
MIBIG representa la base de datos de BGCs curada por expertos mas completa
en la actualidad, donde cualquier persona tiene acceso a dicha informacion (clase
y estructura del metabolito, organismo productor, anotacion del BGC, referencias

bibliograficas) (Medema, y otros, 2015).
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4.2.4 Base de datos de G-DB anotados en antiSMASH (antiSMASH-DB)

Para validar la originalidad de las predicciones de EvoMining, es necesario
comparar dichos resultados con predicciones obtenidas mediante un enfoque
distinto. Para esto, se realiza la anotacion funcional de NPs-BGCs de cada uno de
los genomas de nuestra base de datos G-DB usando el enfoque antiSMASH
(Medema, y otros, 2011), la herramienta de mineria gendmica convencional de
mayor renombre para la deteccion de BGCs conocidos en un genoma
determinado. Los BGCs detectados con antiSMASH se descargan y se compilan
para crear antiSMASH-DB. Esta informacion sera utilizada por EvoMining para

validar sus predicciones.

4.3 Descripcion de la tuberia bioinformética de EvoMining
Una vez que se construyeron las bases de datos iniciales (G-DB, CE-DB, BGCs-
DB y antiSMASH-DB), se ejecuta un script preliminar que formatea y coloca dichas
bases de datos en las carpetas correspondientes dentro de la tuberia. De esta
manera, EvoMining podra reconocer los datos de entrada sobre los cuales hara el
analisis completo. La tuberia bioinformatica de EvoMining puede dividirse en seis
pasos principales: 1) identificacion de las familias de enzimas, 2) identificacion de
los mejores hits bidireccionales (BBH), 3) identificacion de las expansiones
enzimaticas, 4) identificacion de los reclutamientos en BGCs de NPs, 5)
reconstrucciéon de los arboles filogenéticos y 6) anotacion funcional de los arboles

filogenéticos (Fig. 18).
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Figura 18. Tuberia bioinformatica de EvoMining. El proceso bioinformatico de EvoMining se puede dividir
en seis pasos principales de acuerdo al tipo de analisis general que se lleva a cabo. CE-DB= Base de datos
(DB) de enzimas centrales, G-DB= DB de genomas, BGCs-DB= DB de clusteres de genes biosintéticos de
NPs, FE-DB= DB de familias enzimaticas, BBH-DB= DB de los mejores hits bidireccionales, FEExp-DB= DB
de familias enziméticas expandidas, FERec-DB= DB de Familias enzimaticas reclutadas, antiSMASH-DB= DB
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Paso 1

El primer paso consiste en una comparacion de las bases de datos CE-DB vs G-
DB usando BLAST (Altschul, Gish, Miller, Mayers, & Lipman, 1990) (e-value <
0.0001 y bit score > 100), para identificar todas las familias de enzimas tRUEs
homologas dentro de los genomas de actinobacterias. Los resultados de este
primer andlisis dan lugar a una base de datos interna de familias enzimaticas que
denominamos FE-DB. Usando la informacion de FE-DB, se crea una tabla FE
(Panel superior izquierdo, Fig. 18) donde las filas representan los genomas, las
columnas representan las familias de enzimas tRUEs y en cada celda se indica el

namero de tRUEs homélogas encontradas.

Paso 2

Una vez identificados los homologos de las tRUES en los genomas, es importante
determinar cuéles de estas enzimas pertenecen al metabolismo central. En teoria,
nuestra base de datos CE-DB fue debidamente curada y contiene sélo enzimas
centrales, por lo cual puede usarse como referencia para un andlisis BBH (en
inglés, Bidirectional Best Hits), el segundo paso de EvoMining (Panel superior
central, Fig.18). Este analisis consiste en hacer un segundo BLAST pero esta vez
comparando G-DB vs CE-DB, i.e. el inverso del primer BLAST que realizamos.
Posteriormente se comparan los resultados de ambos BLAST, para encontrar
pares de enzimas que comparten la puntuaciéon mas alta (mejor score) y que por lo
tanto, representan los mejores hits en ambas direcciones. Esta informacion se
almacena en una segunda base de datos interna (BBH-DB) que servird como

referencia durante el proceso de anotacion de EvoMining.

57



Paso 3

Regresando a nuestra tabla FE, el siguiente paso consiste en la identificacion de
las expansiones enzimaticas. De manera heuristica, se determina un valor
numérico que represente los eventos de expansion significativos por cada familia
de enzimas. Este valor se obtiene de sumar al promedio del nimero de homdlogos
de cada familia una desviacion estandar, por lo tanto tendremos tantos valores
numéricos como numero de columnas de nuestra tabla. Todas aquellas celdas
que sean mayores al valor numérico de expansion, se marcaran en rojo (Panel
superior derecho, Fig. 18). Nuestra tabla se convierte pues en un mapa de calor
con la finalidad de visualizar rapidamente las expansiones enzimaticas y nuestra

FE-DB ahora contiene esta informacion (FEExp-DB).

Paso 4

El cuarto paso consiste en identificar cudles de las familias enzimaticas con
expansiones estan relacionadas con biosintesis de NPs, para lo cual se realiza
una comparacion de las bases de datos FEExp-DB vs BGCs-DB mediante
BLASTp (e-value < 0.0001 y bit score > 100). Encontrar pares de homdélogos entre
estas dos bases de datos, significa haber detectado expansiones de enzimas
tRUEs centrales reclutadas en biosintesis de NPs (columnas verdes, panel
inferior izquierdo, Fig. 18), dado que tenemos la certeza de que las enzimas
contenidas en BGCs-DB han sido caracterizadas experimentalmente.
Internamente, se crea una base de datos de las familias de enzimas reclutadas
(FERec-DB), a la cual también se afiaden los genes homologos encontrados en

los BGCs de la BGCs-DB.
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Adicionalmente, se crea una tabla interfaz que consta de tres columnas que
indican: 1) nombre de la familia de enzimas, 2) genes homdlogos encontrados en
los BGCs y 3) un botdn para la construccion del arbol filogenético. Este boton es
controlado por el usuario, el cual puede elegir el orden y/o numero de arboles por

reconstruir.

Paso 5

El quinto paso es la reconstruccion de los arboles filogenéticos que sean
seleccionados por el usuario a través del botdén (Panel inferior central, Fig. 18).
Este proceso implica 1) el alineamiento con Muscle (version 3.8.31) de todas las
secuencias de la familia de enzimas mas los genes homoélogos detectados en
BGCs-DB, 2) el rasurado de los alineamientos con GBlocks y 3) la reconstruccion

de la filogenia con QuickTree (método Neighbour-Joining).

Paso 6

A grandes rasgos, el ultimo paso de EvoMining se refiere a una anotacion
funcional del arbol filogenético (Panel inferior derecho, Fig. 18). Cada una de las
ramas de un arbol filogenético representa una enzima tRUE o, en su caso, el
homologo detectado en un BGCs. Para la anotacion funcional, se compara cada
una de estas ramas contra las bases de datos BBH-DB y antiSMASH-DB. Cuando
la rama se encuentra dentro de la BBH-DB, quiere decir que ésta enzima
pertenece al metabolismo central dado que es uno de los mejores hits
bidireccionales de la CE-DB vy, por tanto se colorea de rojo (usando el programa
de edicion de filogenias Newick Utilities). En caso de que la rama se encuentre

dentro de la antiSMASH-DB, indica que esta enzima también ha sido detectada
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por una de las herramientas mas usadas de mineria gendmica de NPs (control
positivo de EvoMining), y esta rama se pintara de color cian. Los genes homélogos
de BGCs se sefialan en color azul oscuro. El resto de las ramas se pintaran de
color verde y representan las predicciones propias de EvoMining, es decir, los
nuevos genes detectados a formar parte de BGCs nunca antes vistos ni

detectados por otros métodos (e.g. antiSMASH y Cluster Finder).

EvoMining despliega estos arboles filogenéticos en una interfaz grafica que
permite explorar y visualizar detalladamente su topologia. Cada rama del arbol
esta etiquetada con el identificador del gen y el organismo al que pertenece la
enzima. La mayoria de las topologias de los arboles mostraran clados divergentes
muy marcados. Estas divergencias representan los eventos de expansion de las
familias de enzimas, ya que cada arbol simboliza una historia evolutiva. Es de
esperarse que estos clados divergentes contengan las enzimas homologas mas
cercanas a los BGCs de NPs, por lo que generalmente encontraremos dentro de
estos clados las predicciones propias de EvoMining (color verde), los controles
positivos detectados por antiSMASH (color cian) y los genes extraidos de la base
de datos BGCs-DB (color azul oscuro). Los clados restantes que no muestran
divergencia, representan las enzimas no expandidas que pertenecen al

metabolismo central (color rojo).

Esta interfaz, también contiene un complemento que permite visualizar el contexto
genomico de las enzimas que el usuario desee analizar, el cual se explica a

continuacion.
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4.4 Anédlisis de resultados de EvoMining

4.4.1 Analisis del contexto gendmico de las expansiones enzimaticas
Una vez que obtenemos un arbol filogenético que representa la historia evolutiva
de una familia tRUE dentro del contexto de biosintesis de NPs, es momento de
analizar su filogenia. Para esto, la interfaz final de EvoMining que despliega la
topologia del arbol resultante cuenta con un complemento para visualizar el
contexto gendmico de cualquier enzima que el usuario elija. El procedimiento
consiste en dar clic sobre las enzimas (ramas del arbol) que deseamos analizar,
preferentemente del clado divergente. EIlI sub-programa que rige este
complemento enlista estas enzimas seleccionadas y las busca dentro de la base
de datos de genomas (G-DB) de EvoMining. Una vez que las localiza, extrae el
contexto genémico alrededor de éstas, es decir, 50 kpb de secuencia rio arriba y
50 kpb rio abajo. Posteriormente, convierte esta informacion a una grafica que
representa el contexto gendmico de cada enzima seleccionada (organizacion de
los genes, nombre, direccion y tamafo correspondiente). A partir de estos
graficos, podemos hacer las primeras indagaciones de posibles nuevas rutas
biosintéticas examinando la anotacion funcional de los genes del contexto

gendmico.

4.4.2 Predicciéon de nuevas rutas biosintéticas de productos naturales
Actualmente no existe un método estandarizado o automatico para determinar si
las predicciones de EvoMining (enzimas en color verde de los clados divergentes
de los arboles filogenéticos) son realmente parte de una nueva ruta biosintética.

Hoy en dia, este proceso se realiza de manera manual, donde el usuario distingue
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aquellas enzimas que pueden ser parte de una ruta de biosintesis de NPs y las
que no. Por ejemplo, se puede reconocer un BGC si un contexto gendémico
contiene genes que codifican para enzimas deshidrogenasas, oxidasas, ciclasas,
sintasas, sintetasas, transferasas. Esta curacion ‘manual’ es la que se llevo a cabo
en el presente trabajo para proponer nuevas rutas biosintéticas predichas por

EvoMining.

El siguiente paso, después de obtener una gran diversidad de predicciones de
BGCs con EvoMining, es elegir candidatos para su caracterizacion experimental.
De acuerdo a la anotacion de sus genes y al organismo al que pertenece, se
disefia una estrategia para expresar dicho BGC y obtener el metabolito que
produce. A continuacion se describe la metodologia que seguimos para la

caracterizacion de uno de los BGCs predichos por EvoMining.

4.5 Caracterizacion experimental del azoxy-BGC

4.5.1 Estrategia experimental general
La estrategia experimental general que planteamos para expresar el azoxy-BGC
predicho por EvoMining consistio en la construcciéon de mutantes de genes clave
del BGC con la finalidad de realizar un escaneo fenotipico de comparacion entre
cepas silvestres y mutantes creciendo en diferentes medios de cultivo, esperando
encontrar cambios en su morfologia que estuvieran asociados con la expresion del
cluster. Una vez que seleccionamos las condiciones de crecimiento que podrian
estar induciendo la expresion del azoxy-BGC, se hicieron analisis de RT-PCR

sobre genes puntuales del cluster para verificar su expresién y por otro lado, se
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realiz6 un analisis de cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC) para obtener

el extracto del metabolito del azoxy-BGC y su posterior identificacion.

4.5.2 Material biol6gico
Las cepas modelo empleadas para la construccion de mutantes y la realizacion del
resto de los experimentos fueron Streptomyces lividans 66 y Streptomyces
coelicolor M1154, provistas por el John Innes Center. En algunos experimentos
también incluimos a la bacteria Streptomyces rochei 36, una cepa perteneciente a
la coleccion de aislados ambientales de nuestro laboratorio, proveniente de la
poza Churince (Cuatro Ciénegas, Coahuila), la cual es altamente sinténica a S.

coelicolor y contiene el azoxy-BGC.

Tabla 4. Oligonucléotidos

Clave Longitud Secuencia Nota
GCG CCC CGG AAT CGT ACG CGC AAT
SC01288_P1 59 CCA GGA GCG CCC GTG - ATT CCG GGG

ATC CGT CGA CC

CGG ACG GTG CGT CCG GGG CCT GCG

SC01280 P2 58 CGT GGC GCC GTG TCA - TGT AGG CTG  Oligonucledétidos para
GAG CTGCTTC el casete de
AAA GCA CCG CCG CGC GGA CTT CCG resistencia con el sitio
SC01287_P1 59 TGG AGG ACG CCG ATG - ATT CCG GGG oriT

ATC CGT CGA CC

ATC GGC GCG GCA CTC GGA CGG CCG

SC01287 P2 58 TGG ACG CGG TGC TCA - TGT AGG CTG

GAG CTG CTT C
SCO1288_Scr_F 21 TCA ATC ATC CCC ACT TTA CGA _ N
SCO1280_Scr R 21 GTA TCT GCC GCT GAT CGG CAC O"gonuglec.’f'd%s Fl’ara
SCO1287_Scr F 21 AGC CCT TCG GTG TCG CCT TCG ;OUT;:;S&C'O” elas
SCO1287_Scr R 21 TCG GGC AGC AGC TTC GCG AGG
SCO1286_F 22 ATG AGA TTC CTA GAG CGT GAA C
SCO1286_R 19 GCC GTA GCG CAC GTA CAA C
SCO1287 F 20 GTC CGT ACT TGA CAC ACT CG _ B
SCO1287 R 19 TGA ACA TAC GGC TAG CAC C Sr']'égl(i’sri‘zz:zo;fporz Spig:i
SCO1289 _F 19 TGA CGG AGG CAT ACG AGC A o RTACR
SCO1289 R 19 GTG CCC AGT CGA GCA GTT C
SCO1278 F 19 CTC GGT CCC TTC TAC GTG A
SCO1278 R 20 CCA GCG CGA AAA GGA TCT TC
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4.5.3 Generacién de mutantes del azoxy-BGC
Las mutantes del azoxy-BGC se generaron mediante el sistema A-Red (Gust, y
otros, 2004). Este sistema de transformacion es apto para la delecion sencilla de
genes o de BGCs completos en Streptomyces (Gust, Challis, Fowler, Kieser, &
Chater, 2003). El sistema A-Red, también conocido como REDIRECT-Technology,
se divide en 6 pasos principales (Fig. 19). Los requerimientos mas importantes
para este método es el disefio de oligos especiales (Tabla 4), el uso de cepas de
E. coli con caracteristicas puntuales para la transformacion y un céosmido de S.
coelicolor que contenga la region que se desea mutar. En nuestro caso, se realizo
una busqueda del césmido de S. coelicolor que contuviera el azoxy-BGC en el

servidor StrepDB (http://strepdb.streptomyces.org.uk/). Encontramos que el

céosmido 1E11 (~35,500 pb) de S. coelicolor contenia el total de los genes del
azoxy-BGC. Debido a que los genomas de S. coelicolor y S. lividans son
altamente sinténicos y ambos conservan el azoxy-BGC, el césmido 1E11 y los
oligos diseflados eran aptos para transformar a ambos organismos. Decidimos
hacer dos tipos de mutantes en cada organismo: una delecién sencilla sobre el
gen hit de EvoMining (SC01287 y SLI1569, respectivamente) y una delecién de 9
genes del clister (SCO1280-SC0O1288 y SLI1560-SLI1570, respectivamente). En
el caso de S. lividans, utilizamos la cepa S. lividans 66 (Sli66). Para el caso de S.
coelicolor, elegimos trabajar con la cepa M1154 (ScoM1154), disefiada

especialmente para una caracterizacion mas limpia de BGCs.
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Figura 19. Sistema de transformacion A-Red (REDIRECT-Technology). Modificado de (Gust, Kieser, &
Chater, 2002)
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S. coelicolor M1154 es una mutante derivada de la cepa M145 que contiene
deleciones en los clusteres biosintéticos de la figura para reducir el potencial
competitivo del suministro de carbono y nitrégeno, asi como mutaciones puntuales
en los genes rpoB ([C128T]) y rpsL ([A262G]) para incrementar pleiotrépicamente
la produccion de NPs (Gomez-Escribano & Bibb, 2011). Para todas las mutantes,
se utilizaron los marcadores de seleccion de kanamicina (para la seleccion de
transformantes en E. coli) y apramicina (aac(3)IV) (para seleccionar las

transformantes en Streptomyces).

4.5.4 Comparacion morfoldgica entre cepas silvestres y mutantes
Una vez que se obtuvieron y comprobaron las mutantes por PCR, se realizé un
analisis del fenotipo que adquirian cepas silvestres en comparacion con cepas
mutantes bajo distintas condiciones de crecimiento en el laboratorio. La finalidad
de realizar estas comparaciones, fue detectar cambios en la morfologia de las
cepas que pudieran estar asociadas a la expresion/delecién del azoxy-BGC. Para
esto, se probaron diferentes concentraciones de esporas en placas de agar (Fig.
20) con diferentes composiciones del medio. Los medios probados fueron 5
medios de cultivo sélidos ricos en nutrientes (YEME, R2YE, TSB, 2XYT y SFM) y
2 medios de cultivo sélidos de composicion minima de nutrientes con la variante
de la presencia/ausencia de fosforo (SMMS +P, SMMS —-P, SMM +P y SMM -P).
Estas placas crecieron a una temperatura de 30°C por un tiempo de 4-5 dias.
Durante este periodo, se monitoreo el crecimiento de las cepas silvestres y

mutantes para tratar de detectar diferencias morfoldgicas entre las cepas.
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Figura 20. Estrategia de siembra en placa para el analisis de fenotipo. La razén por la que elegimos esta
estrategia fue para evaluar cambios en el fenotipo a nivel micro (colonias Unicas) y semi-macro de las células
(conjunto de colonias).

4.5.5 Extraccion de RNA
Después de identificar las condiciones de crecimiento en las que podiamos notar
cambios en la morfologia de mutantes y silvestres, debiamos verificar si realmente
los genes del azoxy-BGC se estaban expresando. Para esto planteamos hacer un
analisis de RT-PCR, para lo cual primero es necesario extraer RNA total de las
cepas silvestres. Debido a la morfologia tan peculiar de los Streptomyces, se
probaron distintos métodos de extraccion de RNA. El mejor protocolo para la
extraccion de RNA de nuestras Streptomyces es una combinacion de los

diferentes probados, el cual se describe a continuacion:
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Preparacion del material

e Preparar una solucion de agua-DEPC al 0.1%. Agregar 1mL de DEPC a
999mL de H20milliQ y agitar por 30 min con agitador magnético.
ALTAMENTE TOXICO, INDISPENSABLE USAR GUANTES.

e Sumergir todo el material que estara en contacto con la muestra en dicha
solucién (tubos Falcon, morteros y pistilos, tubos eppendorf, espatulas,
puntas) y dejar incubando a temperatura ambiente una noche completa.

e Escurrir el material y colocarlo en recipientes aptos para esterilizacion. Los
frascos de vidrio deberan hornearse previamente a 250°C, por lo menos 4
horas. Las cajas para puntas deberan estar limpias.

e Para eliminar las trazas de DEPC, esterilizar el material a 121°C por 15 min.

e Mantener el material en un area exclusiva para RNA y siempre usar

guantes.

Preparacion de soluciones
o Preparar una solucién de agua-DEPC al 0.1%.
o Dejar que el tratamiento actde por una noche completa
o Para eliminar las trazas de DEPC, esterilizar el material a 121°C por 15 min.
o Usar esta agua tratada con DEPC para preparar las soluciones que se
usaran en la extraccién (amortiguador de lisis, etanol 75%, agua de

elucion).

Precauciones generales
» Siempre usar guantes cuando se trabaje con RNA, ya que la piel esta llena

de RNAsas y otras bacterias que podrian contaminar la muestra. Ademas

68



de que la mayoria de los reactivos usados en este protocolo son altamente
toxicos.

= Mantener el area de trabajo libre de RNAsas. Usar soluciones
descontaminantes (e.g. RNA-Zap) para limpiar la mesa, las pipetas, las
gradillas y, sobretodo, los guates. Evitar tocar equipo, manijas de puertas o
cualquier otra superficie con los mismos guantes que se maneja la muestra.
Recomendable trabajar en un lugar separado a donde se trabaja con DNA.

» El procedimiento de extraccion debe realizarse o mas rapido posible para
evitar la degradacién del RNA, por lo que es deseable tener todo el material
y soluciones listas para usarse.

» Usar puntas con filtro para evitar la contaminacion cruzada.

Procedimiento de extraccion de RNA
A partir de un cultivo celular de Streptomyces (30°C, 200rpm, 5-6 dias):

1. Recolectar la biomasa
a. Vaciar 50 ml del cultivo celular a un tubo Falcon.
b. Centrifugar a 10,000rpm por 2 min a 4°C.
c. Recuperar el sobrenadante en otro tubo Falcon para su posterior
analisis por HPLC. Guardar a -80°C.
2. Macerar el micelio
Importante: Para evitar en gran medida la degradacion del RNA, es necesario

mantener la biomasa congelada en todo momento y macerar lo mas rapido

posible.

a. Transferir el pellet celular a un mortero previamente congelado a -80°C.
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Agregar N2 liquido para congelar las células.

Macerar hasta reducir el tamafio del pellet. NO DEJAR QUE EL PELLET
LLEGUE A TEMPERATURA AMBIENTE. Agregar mas N2 cuando sea
necesario.

Congelar una espétula y un tubo eppendorf con Na.

Usando esta espatula, transferir la biomasa macerada al tubo
congelado. La cantidad de biomasa no debe sobrepasar el 10% del

volumen del tubo.

Nota: Si queda biomasa en el mortero, puede guardarse como reserva. Para ello,

transferir la biomasa a un tubo congelado y resuspender con 1mL de TRIzol.

Almacenar a -80°C.

3. Lisis celular

a.

C.

d.

Agregar 200uL de amortiguador de lisis (10mM Tris-HCI, 1mM EDTA,
pH8 + 2mg/ml de lisozima) y mezclar por inversion.

Incubar esta reaccion de lisis a 37°C por 15min.

Agregar 1mL de TRIzol y mezclar por inversion.

Incubar 5 min a temperatura ambiente.

Nota: Si después de la reaccion de lisis quedan restos celulares insolubles en la

solucion, centrifugar a 12,000 x g por 10min a 4°C y transferir solo la fase acuosa

a un tubo nuevo.

4. Separar las fases

a. Afnadir 200uL de cloroformo, cerrar los tubos perfectamente y mezclar

vigorosamente por 15 segundos. No vértex.

70



b. Incubar a temperatura ambiente por 2-3min.

c. Centrifugar a 12,000 x g por 15 min a 4°C.

d. Transferir la fase acuosa (parte superior, transparente) a un tubo nuevo
con el extremo cuidado de no tocar la interfase, mucho menos la fase
fendlica (parte inferior, color rosa).

5. Precipitar el RNA

a. Afadir 500uL de isopropanol y mezclar por inversion.

b. Incubar a temperatura ambiente por 10min.

c. Centrifugar a 12,000 x g por 10min a 4°C. Se formara un pellet
transparente con aspecto de gel.

d. Remover el sobrenadante cuidadosamente.

6. Lavar el RNA

a. Afadir 1mL de etanol al 75% y mezclar por inversion.

b. Centrifugar a no més de 7500 x g por 5min a 4°C.

c. Decantar el sobrenadante y dejar secar al aire por 10min. No dejar
que seque por completo ya que la solubilidad disminuiria en gran
medida. No secar por centrifugacion a vacio, nunca.

7. Disolver el RNA

a. Agregar 50uL de agua tratada con DEPC y mezclar por pipeteo
lentamente.

b. Dividir la muestra de RNA en alicuotas (10uL, 20uL, 20uL).

c. Almacenar inmediatamente a -80°C.

8. Verificar la calidad y cantidad del RNA

Usando la alicuota de 10uL:
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a. Cuantificar el RNA en el NanoDrop. Idealmente A260/A280 = 1.8.

b. Correr un gel de electroforesis ajustando la cantidad a 1ug de RNA.
En la fotografia deberan verse dos bandas bien definidas que representan el RNA
ribosomal asi como una banda mas pequefia que indique la presencia de sRNA.
La presencia de una banda de alto peso molecular (mas de 10,000 kb) indica
presencia de DNA, el cual debe eliminarse con DNAse | antes de proceder con el

ensayo de RT-PCR.

456 RT-PCR
Antes de realizar la RT-PCR, se llevo a cabo un tratamiento con DNAse | de todas
las muestras de RNA obtenidas, siguiendo el protocolo de INVITROGEN. Para
evitar la degradacion de la muestra, no usamos EDTA ni calentamos la muestra
para detener la reaccién de la DNAse | como lo indicaba el protocolo. Lo que
hicimos fue inactivar la reaccidén en hielo inicamente. Inmediatamente después se
procedi6 a realizar la RT-PCR usando el kit OneStep RT-PCR de QIAGEN, el cual
permite la generacion de cDNA y la reaccion de PCR en un mismo paso (un solo
tubo, una sola reaccion). El procedimiento consiste en preparar la reaccion de RT-
PCR mezclando agua destilada libre de RNasas, un buffer de reaccion, una
mezcla de dNTPs, un aditivo que permite la amplificacion eficiente de templados
ricos en ‘GC’ (Q-solution) y un coctel de enzimas reversa-transcriptasas
(Sensiscript y Omniscript) y DNA polimerasa (HotStarTaq). A esta mezcla se le
afiade nuestra muestra de RNA de interés y los oligonucle6tidos correspondientes
al gen que queremos evaluar. El programa del termociclador es crucial para la

funcionalidad de este protocolo:
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Transcripcion reversa

(Obtencion del cDNA) 50°C ., 30 min
Act_lvaC|on de la DNA_, 95°C ., 15 min
polimerasa y separacion
de la cadena
Amplificacion 95°C, 30 seg
(30 ciclos)
60°C , 30 seg
72°C , 90 seg
Extension final 72°C, 10 min
Mantenimiento 12°C

Es necesario incluir reacciones control en cada corrida de RT-PCR para
asegurarnos de que los resultados son veridicos. Como control negativo, usamos
una reaccion de RT-PCR sin templado, este control nos indica que los reactivos
empleados estan libres de contaminacion por RNA o DNA. Como control positivo,
usamos otra reaccion de RT-PCR con templado pero usando oligonucleotidos del
algun gen constitutivo, esto nos indica que los reactivos del kit fueron viables.
Ademas, el control posiblemente mas importante es el control para verificar que no
hay presencia de DNA gendmico en nuestras muestras de RNA. Para este control,
se prepara una reaccion de RT-PCR con todos los componentes, con la diferencia
de que esta reaccion se mantiene en hielo durante el periodo de retrotranscripcion

y se coloca en el termociclador sélo hasta el periodo de la PCR.
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4.5.7 Cromatografia liquida de alta eficiencia
Los analisis de cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC) se realizaron con
un equipo Agilent con arreglo de diodos. Como muestras se usaron extractos
crudos de los mismos cultivos celulares de los que se obtuvo la biomasa para
extraccion de RNA. De acuerdo con una prediccion preliminar del compuesto
derivado del azoxy-BGC, decidimos usar columas C-18 (Zorbax), como fase movil
gradientes de acetonitrilo:agua (90:10, 80:20, 70:30, 60:40, 50:50, 40:60, 30:70,

20:80, 10:90) y leyendo longitudes de onda de 210nm, 230nm y 280nm.

74



Capitulo V. Resultados y discusion

EvoMining es una herramienta de mineria genémica no convencional en muchos
sentidos. En primer lugar, es la Unica herramienta capaz de identificar nuevas
clases de BGCs mediante andlisis filogenéticos de familias de enzimas del
metabolismo central. Su estrategia consiste en identificar un nimero aberrante de
pardlogos de enzimas centrales, ubicados en las ramas mas divergentes de su
filogenia, que residen dentro de BGCs. Por otro lado, las bases de datos iniciales
de EvoMining (CE-DB, G-DB, BGC-DB y antiSMASH-DB) pueden ser adaptadas
para ejecutar analisis independientes de acuerdo a los intereses del usuario. Dado
gue existe una gran variedad de enzimas del metabolismo central y un sinfin de

genomas, las posibilidades son muy amplias.

En el presente proyecto, adaptamos EvoMining al estudio de un grupo de enzimas
que utilizan tRNA (tRUEs) en un conjunto de genomas representativos del filo
Actinobacteria. A continuacién prestamos los resultados del enfoque de este
analisis.
5.1 Adaptacion de EvoMining al analisis de las tRUEs en Actinobacteria

La adaptacion de EvoMining al estudio de las enzimas que utilizan tRNA (tRUES)
consistié en la construcciéon de las bases de datos iniciales (CE-DB, G-DB, BGC-
DB y antiSMASH-DB) con las secuencias correspondientes (Tabla 5). En las

siguientes secciones, se explica detalladamente la obtencion de los datos.
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Tabla 5. Bases de datos iniciales del analisis EvoMining enfocado a tRUEs en Actinobacteria

Base de datos Naturaleza de las Numero de Formato de las
EvoMining secuencias secuencias secuencias
CE-DB tRUEs del metabol?smo 254 ngt? Qe

central de bacterias aminoacidos
Genomas completos
G-DB de bacterias del filo 1244 GenBank
Actinobacteria
Anotacion funcional de G-DB Predicciones de
antiSMASH-DB con el programa de mineria 1244 BGCs de NPs
gendmica antiSMASH* GenBank
BGCs de NPs N BGCs de NPs
BGCs-DB depositados en MIBIG 1294 GenBank

* = https://antismash.secondarymetabolites.org/
¥ = http://mibig.secondarymetabolites.org/repository.html

5.1.1. Construccion de la base de datos CE-DB centrada en tRUEs
La CE-DB es posiblemente la base de datos mas importante de un andlisis tipo
EvoMining. Esta base de datos debe contener las enzimas del metabolismo
central de las cuales se identificardn sus expansiones enzimaticas que estén
ubicadas en un contexto gendmico asociado a biosintesis de NPs. Por lo tanto,
cuidar la calidad de la informacién que depositemos en ella es crucial. En nuestro
caso, la construccién de CE-DB consistio en estrategias diferentes de busqueda y

en la clasificacion por familias de las enzimas tRUESs recopiladas.

La primera estrategia de busqueda de tRUEs que probamos consistio en la
revision de diversas bases de datos de proteinas disponibles en linea como NCBI-
protein, UniProt, SwissProt, BioCyc, KEGG, PANTHER y GeneOntology. Sin
embargo, observamos que estas plataformas contenian informacion incompleta,
sesgada a ciertos organismos modelo (que no incluian actinobacterias) y/o las

secuencias no estaban clasificadas de acuerdo a nuestros intereses. Por lo tanto,
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seguimos una segunda estrategia basada en la identificacién de palabras clave
(TRNA’, t-RNA’, ‘transfer RNA’, ‘transfer-RNA’, ‘transfer ribonucleic acid’) en 4 de
los genomas mejor anotados y mas representativos de las actinobacterias:
Streptomyces coelicolor A3(2) (Scoe), Saccharopolyspora erythraea NRRL 2338
(Sery), Mycobacterium tuberculosis H37Rv (Mtub) y Corynebacterium glutamicum
R (Cglu). Por medio de esta estrategia, logramos identificar un total de 213 tRUEs
(Scoe =71, Sery =57, Mtub = 42 y Cglu = 43). Adicionalmente, complementamos
esta base de datos con enzimas tRUEs reportadas en la literatura cuya anotacion
no coincidia con nuestras palabras clave utilizadas en la busqueda ‘manual’ (e.g.
MprF, L/F transferasa, FemXAB) pero que si fungian como tRUEs. Mediante esta
estrategia de revision bibliografica pasamos de 213 a un total de 254 tRUEs. Cabe
mencionar que algunas de estas enzimas adicionadas pertenecian a otros
géneros de bacterias, algunas incluso fuera del filo Actinobacteria. La intencién de
incluir enzimas tRUEs de otros géneros fue llevar a cabo un andlisis EvoMining
mas amplio y relativamente mas completo de estas enzimas. La profunda revision
bibliografica también fue util para verificar que las tRUEs identificadas realmente
pertenecian al metabolismo central de bacterias. Posterior a esta curacién manual

de los datos, procedimos a descargar las 254 secuencias.

El siguiente paso para construir nuestra CE-DB, fue la clasificacion por familias de
las 254 tRUEs recopiladas. Para esto, utilizamos la herramienta BLASTClust
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Web/Newsltr/Spring04/blastlab.html), la cual forma
clusteres de secuencias proteinicas o nucleotidicas que cumplen con ciertos

rangos de similitud asignados por el usuario. De esta manera, todas las tRUEs de
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una misma familia, e.g. las Ala-tRNA sintetasas, quedan agrupadas en un mismo
cluster. Con esta metodologia, nuestra CE-DB adaptada a tRUEs quedd
clasificada en 78 familias, las cuales a su vez pertenecen a 10 rutas del

metabolismo central de bacterias (Tabla 6).

Tabla 6. Clasificacion por familias de las tRUEs y ruta metabdlica central al que pertenecen

NUumero de
Familias enzimaticas Ruta metabdlica central secuencias
por familia

Arginil-tRNA sintetasa Biosintesis de aminoacil-tRNAs 5
Cisteinil-tRNA sintetasa Biosintesis de aminoacil-tRNAs 6
Glutaminil-tRNA sintetasa Biosintesis de aminoacil-tRNAs 2
Glutamil-tRNA sintetasa Biosintesis de aminoacil-tRNAs 5
Isoleucil-tRNA sintetasa Biosintesis de aminoacil-tRNAs 4
Leucil-tRNA sintetasa Biosintesis de aminoacil-tRNAs 4
Lisil-tRNA sintetasa Biosintesis de aminoacil-tRNAs 6
Metionil-tRNA sintetasa Biosintesis de aminoacil-tRNAs 4
Triptofanil-tRNA sintetasa Biosintesis de aminoacil-tRNAs 6
Tirosil-tRNA sintetasa Biosintesis de aminoacil-tRNAs 4
Valil-tRNA sintetasa Biosintesis de aminoacil-tRNAs 4
Glutamil-tRNA sintetasa no-discriminante Biosintesis de aminoacil-tRNAs 2

Alanil-tRNA sintetasa Biosintesis de aminoacil-tRNAs 5
Asparaginil-tRNA sintetasa Biosintesis de aminoacil-tRNAs 2
Aspartil-tRNA sintetasa Biosintesis de aminoacil-tRNAs 4
Glicil-tRNA sintetasa Biosintesis de aminoacil-tRNAs 4
Histidil-tRNA sintetasa Biosintesis de aminoacil-tRNAs 4
Lisil-tRNA sintetasa integral de membrana Biosintesis de aminoacil-tRNAs 2
Aspartil-tRNA sintetasa no-discriminante Biosintesis de aminoacil-tRNAs 2
Fenilalanil-tRNA sintetasa subunidad A Biosintesis de aminoacil-tRNAs 4
Fenilalanil-tRNA sintetasa subunidad B Biosintesis de aminoacil-tRNAs 4
Prolil-tRNA sintetasa Biosintesis de aminoacil-tRNAs 6
Seril-tRNA sintetasa Biosintesis de aminoacil-tRNAs 4
Treonil-tRNA sintetasa Biosintesis de aminoacil-tRNAs 6
Pirrolisil-tRNA sintetasa Biosintesis de aminoacil-tRNAs 2

(o))

Metionil-tRNA formiltransferasa Biosintesis de aminoacil-tRNAs

Aspartil/glutamil-tRNA amidotransferasa subunidad A Biosintesis de aminoacil-tRNAs 6
Aspartil/glutamil-tRNA amidotransferasa subunidad B Biosintesis de aminoacil-tRNAs 4
Aspartil/glutamil-tRNA amidotransferasa subunidad C Biosintesis de aminoacil-tRNAs 4
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Glutamil-tRNA amidotransferasa Biosintesis de aminoacil-tRNAs 2

Selenocisteinil-tRNA sintetasa (SelA)
Sep-tRNACYys -tRNA sintetasa
Sep-tRNASec -tRNA sintetasa
O-fosfoseril-tRNACYys sintetasa

Biosintesis de aminoacil-tRNAs
Biosintesis de aminoacil-tRNAs
Biosintesis de aminoacil-tRNAs
Biosintesis de aminoacil-tRNAs

N W NN

L-seril-tRNASec seleno transferasa Biosintesis de aminoacil-tRNAs
Aminotransferasa dependiente de piridoxal-fosfato Biosintesis de aminoacil-tRNAs

= e

N

O-fosfoseril-tRNASec cinasa Biosintesis de aminoacil-tRNAs

FemA Sintesis de pared celular 3
FemAB Sintesis de pared celular 2
FemB Sintesis de pared celular 2
FemX Sintesis de pared celular 5
FemY Sintesis de pared celular 1
MurM Sintesis de pared celular 2
MurN Sintesis de pared celular 2
Epr Sintesis de pared celular 1
Lif (factor de inmunidad a lisostafina) Sintesis de pared celular 1
VanK Sintesis de pared celular 1
Sub-Familia: MprF

Alanil-diacilglicerol sintetasa Aminoacilacion de lipidos 1
Alanil-fosfatidilglicerol sintetasa Aminoacilacién de lipidos 6
Lisil-fosfatidilglicerol sintetasa Aminoacilacién de lipidos 11
RAK-fosfatidilglicerol sintetasa Aminoacilacién de lipidos 2
MprF1 Aminoacilacién de lipidos 1
MprF2 Aminoacilacion de lipidos 1

Leucil/fenilalanil-tRNA transferasa
R transferasa

Degradacion de proteinas
Degradacion de proteinas

Glutamil-tRNA reductasa

Biosintesis de porfirina

Peptidil-tRNA hidrolasa

Sintesis de proteinas

Proteina ribosomal 50s L19
Factor de elongacion P
Ribonucleasa PH

Sintesis de proteinas
Sintesis de proteinas
Sintesis de proteinas
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Queuina-tRNA ribosiltransferasa Biosintesis de tRNA-queuosina 1

S-adenosilmetionina-tRNA ribosiltransferasa isomerasa  Biosintesis de tRNA-queuosina 1

Amidasa Amidacion de péptidos 5

D-tirosil-tRNA deaciclasa Catabolismo de aminoacidos 4

tRNA/rRNA-metiltransferasa Procesamiento del tRNA 5

tRNA-pseudouridina sintasa A Procesamiento del tRNA 4
tRNA-pseudouridina sintasa B Procesamiento del tRNA 3

tRNAlle-lisidina sintasa Procesamiento del tRNA 3

tRNA-adenosina deaminasa Procesamiento del tRNA 1

tRNA-dihidrouridina sintasa Procesamiento del tRNA 3

tRNA-modificacion GTPasa Procesamiento del tRNA 1

tRNA-guaninaN1 metiltransferasa Procesamiento del tRNA 4
tRNA-guaninaN7 metiltransferasa Procesamiento del tRNA 4

tRNA-2-metiltio-N6-dimetilaliladenosina sintasa Procesamiento del tRNA 4

tRNA-adenina-5(8) N1-metiltransferasa Procesamiento del tRNA 1

tRNA-delta-2-isopentenilpirofosfato transferasa Procesamiento del tRNA 2

tRNA-dimetilaliltransferasa Procesamiento del tRNA 2

tRNA-especifico-2 tiouridilase Procesamiento del tRNA 4

Total 254
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Una vez que clasificamos nuestras tRUEs por familias y ruta metabdlica central, se
modificaron los encabezados de cada una de las secuencias con tales datos. Este
paso es importante, ya que EvoMining solo reconocera aquellas secuencias que

cumplan con tal formato (ver seccion 4.2.1 de Métodos).

5.1.2. Construccién de la base de datos G-DB
Las bacterias del filo Actinobacteria son los organismos mas reconocidos en
cuanto a produccion de NPs. Por tal razon, construimos nuestra G-DB con los
genomas mas representativos y mejor ensamblados de este filo disponibles en la

base de datos NCBI.

Al momento de construir nuestra G-DB, la base de datos NCBI contenia ~1600
genomas de Actinobacteria, sin embargo elegimos solo aquellos que cumplieran
con un criterio de calidad de ensamblado establecido. Este criterio de calidad lo
determinamos en base al menor nimero de contigs pero mayor tamafio entre dos
genomas de la misma especie. Con este filtro logramos rescatar 1244 genomas
(Tabla 7). EI género mas sobrerrepresentado fue Streptomyces (367 cepas),
seguido de Corynebacterium (100), Mycobacterium (90), Bifidobacterium (63),
Actinomyces (49), Nocardia (31), Microbacterium (25), Rhodococcus (25),

Gordonia (23) y Amycolatopsis (20).
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Tabla 7. Composicién de la G-DB

Numero de cepas

Género(s) por género
Streptomyces 367
Corynebacterium 100
Mycobacterium 90
Bifidobacterium 63
Actinomyces 49
Nocardia 31
Microbacterium, Rhodococcus 25
Gordonia 23
Amycolatopsis 20
Arthrobacter, Nocardiopsis 16
Frankia 13
Nocardioides 12
Clavibacter, Micromonospora, Propionibacterium 11
Kitasatospora, Saccharomonospora 10
Streptacidiphilus 9
Actinoplanes, Brevibacterium, Cellulomonas, Kocuria, Mobiluncus 8
Pseudonocardia 7
Atopobium, Rothia, Saccharothrix 6
Actinobaculum, Actinomadura, Brachybacterium, Candidatus, 5
Leucobacter, Micrococcus, Saccharopolyspora, Salinispora

Actinoalloteichus, Actinopolyspora, Collinsella, Knoellia, Leifsonia, 4
Nesterenkonia

Actinokineospora, Dietzia, Geodermatophilaceae, Glycomyces, Kutzneria, 3
Lechevalieria, Lentzea, Microbispora, Olsenella, Slackia,

Streptosporangium, Tetrasphaera

Aeromicrobium, Agrococcus, Agromyces, Arcanobacterium, 2

Arsenicicoccus, Blastococcus, Chloroflexus, Dermabacter, Dermacoccus,
Enterorhabdus, Intrasporangium, Janibacter, Jonesia, Kribbella,
Marmoricola, Mobilicoccus, Modestobacter, Nakamurella, Nonomuraea,
Rathayibacter, Rubrobacter, Sciscionella, Segniliparus, Serinicoccus,
Thermobifida, Thermocrispum, Tropheryma, Trueperella, Tsukamurella,
Varibaculum
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Acaricomes, Acidimicrobium, Acidothermus, Actinobacteria, 1
Actinocatenispora, Actinomycetospora, Actinopolymorpha, Actinospica,
Actinosynnema, Actinotignum, Adlercreutzia, Aestuariimicrobium, Agreia,
Alloactinosynnema, Allokutzneria, Alloscardovia, Amycolicicoccus,
Anaerolinea, Austwickia, Beutenbergia, Caldilinea, Catelliglobosispora,
Catenulispora, Catenuloplanes, Cellulosimicrobium, Cellvibrio,
Citricoccus, Conexibacter, Coriobacteriaceae, Coriobacterium,
Corynebacteriales, Cryobacterium, Cryocola, Cryptobacterium,
Cryptosporangium, Dactylosporangium, Dehalococcoides,
Dehalogenimonas, Demetria, Dermatophilus, Eggerthella, Enorma,
Frigoribacterium, Gardnerella, Geodermatophilus, Glaciibacter,
Gordonibacter, Granulicoccus, Gryllotalpicola, Gulosibacter,
Haloglycomyces, Herbiconiux, Humibacter, llumatobacter,
Intrasporangiaceae, Isoptericola, Jiangella, Kibdelosporangium,
Kineococcus, Kineosphaera, Kineosporia, Ktedonobacter, Kytococcus,
Longispora, Luteipulveratus, Lysinimicrobium, Microlunatus,
Microtetraspora, Mycetocola, Nitrolancea, Nocardioidaceae, Oerskovia,
Ornithinimicrobium, Oscillochloris, Paraoerskovia, Parascardovia,
Phycicoccus, Pilimelia, Pimelobacter, Prauserella, Promicromonospora,
Propionimicrobium, Pseudoclavibacter, Renibacterium, Roseiflexus,
Ruania, Salinibacterium, Sanguibacter, Scardovia, Senegalimassilia,
Sinomonas, Sphaerobacter, Sporichthya, Stackebrandtia,
Streptomonospora, Terrabacter, Terracoccus, Thermobispora,
Thermogemmatispora, Thermomicrobium, Thermomonospora, Timonella,
Tomitella, Verrucosispora, Williamsia, Xylanimonas, Yaniella

5.1.3. Construccién de la base de datos antiSMASH-DB
antiSMASH es la herramienta de mineria genémica convencional de NPs mas
reconocida a nivel mundial. Este programa analiza el contenido de BGCs de NPs
de un genoma bacteriano comparandolo contra una base de datos que contiene
todas las firmas conservadas de las principales clases de NPs conocidos hasta la
fecha. Anotar los genomas actinobacterianos de nuestra G-DB con antiSMASH
nos sirve como ‘control positivo’ para las predicciones de BGCs de EvoMining. Por
lo tanto, nuestra base de datos antiSMASH-DB se construyé con cada uno de los
archivos resultantes (concatenado de BGCs detectados, formato GenBank) de un

analisis tipo antiSMASH de cada uno de los 1244 genomas de G-DB.
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5.1.4. Construccion de la base de datos BGCs-DB

La construccién de la base de datos BGCs-DB consistié en la recopilacion de los

BGCs (formato GenBank) depositados en el repositorio MIBIG. Al mes de agosto

de 2016, esta base de datos contenia 1294 BGCs pertenecientes a 26 clases, o

combinaciones de clases conocidas de NPs (Tabla 8).

Tabla 8. Clases de BGCs del repositorio MIBIG

Clases de BGC dNeuénég)s Ejemplos de NPs de cada clase de BGC
Clases unicas de BGCs
Policétidos 328 ciclohexamida, aflatoxina, avermectina
NRPs 209 CDA, valinomicina, daptomicina, lipstatina
RiPPs 178 nisina A, microbiosporicina, goadsporina
Otros 141 anfotericina, acido clavulénico, arsenopolicétidos
Sacaridos 123 apramicina, kanamicina, estreptomicina
Terpenos 72 geosmina, grixazona, hopeno, diazepinomicina
Alcaloides 21 scitonemina, violaceina, fumigaclavina C
Nucleosidos 1 tunicamicina
Clases de BGCs hibridos
NRP / Policétido 149 undecilprodigiosina, rapamicina, lancacidina
Policétido / Sacérido 25 nistatina, clorotricina, arixantomicina
Policétido / Terpeno 10 fumagillina, 4cido micofendlico, piripiropeno A
NRP / Otro 5 pacidamicina, fengycina, napsamicina
NRP / Policétido / Sacarido 6 estreptolidigina, talisomicina, zorbamicina
Alcaloide / Terpeno 4 xiamicina, ambiguina, lolitrem
NRP / Sacérido 4 hassalidinas, ristomicina A, brabantamida
Alcaloide / NRP 3 fumitremorgina, malbrancheamida
Otro / Policétido / Sacarido 3 pactamicina, SF2575, simociclinona
Otro / Sacérido 3 clorobiocina, coumermicina Al, novobiocina
Sacarido / Terpeno 3 fenalinolactona, astaxantina didesoxiglicésido
Alcaloide / NRP / Policétido 1 cilindrospermopsina
Alcaloide / NRP / Terpeno 1 notoamida/stefacidin
Alcaloide / Policétido 1 anatoxina
NRP / Otro / Policétido 1 zeamina
NRP / RiPP 1 feganomicina
NRP / Terpeno 1 telecidina B
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Cabe mencionar que durante la revision de la literatura cuando buscamos las
tRUEs, encontramos varios reportes recientes de BGCs que no estaban
registrados en el repositorio MIBIG. Por lo tanto, complementamos nuestra BGCs-
DB con 4 BGCs adicionales que pertenecen a 4 casos de rutas biosintéticas que
contienen enzimas tRUEs: valanimicina (componente azoxy), albonoursina,
micociclosina y pulcherrimina (ciclodipéptidos). En total, BGC-DB estuvo

conformada por 1298 BGCs de NPs conocidos.
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5.2.Analisis cuantitativo de EvoMining enfocado a tRUEs

5.2.1. Expansiones enzimaticas de las familias tRUEs
El primer resultado preliminar de EvoMining es una tabla que indica el numero de
tRUEs homologas detectadas en las actinobacterias (BLASTp de CE-DB contra G-
DB), donde las columnas representan las 78 familias de tRUEs y las filas los 1244
genomas (Fig. 21). Los colores del encabezado de las columnas, representan las
10 rutas del metabolismo central al que pertenecen las familias de tRUEs. Anélogo
a un mapa de calor, en esta tabla se resaltan en color rojo todas aquellas familias
de tRUEs expandidas en los genomas, es decir, genomas que contienen un
namero de homologos aberrante en comparacién con el resto de los genomas.
EvoMining determina estas expansiones enzimaticas calculando el promedio (X)
mas una desviacion estandar (o) del numero total de homodlogos detectados por
familia, es decir, X + o de cada columna. Este resultado representa un nimero
‘normalizado’ de homologos por familia, de modo que si un genoma rebasa el
numero ‘normal’ de homodlogos de una familia de tRUEs, se considera que esa

familia estd expandida, y la celda se marca en color rojo.
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Figura 21. Muestra del mapa de calor representa las familias de tRUEs con expansiones enzimaticas
en Actinobacteria. Esta tabla indica el nimero de homélogos de tRUEs (columnas) en cada genoma (filas).
Las celdas de color rojo representan las familias de tRUEs expandidas en los genomas correspondientes con
base al resultado del célculo heuristico (Ver texto) por cada familia de tRUEs.
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En nuestro andlisis, encontramos que 71 de las 78 familias de tRUEs analizadas
contenian expansiones enzimaticas en al menos 2 genomas de Actinobacteria
(Tabla 9). Las 7 familias de tRUEs en las que no se detectaron expansiones
fueron: pirrolisil-tRNA sintetasa, sep-tRNA®S-tRNA sintetasa, sep-tRNASe-tRNA
sintetasa, O-fosfoseril-tRNA®YS sintetasa, O-fosfoseril-tRNASe¢ cinasa, R-
transferasa y aspartil/glutamil-tRNA amidotransferasa subunidad C. Cabe resaltar
que no se detectaron expansiones enziméticas en las primeras 6 familias de
tRUEs antes mencionadas debido a que tampoco se encontraron sus homologos
en los genomas analizados. Al no haber homdlogos, no hay expansiones. El
hecho de no encontrar homélogos de estas familias de tRUEs particularmente en
los genomas de actinobacterias se debe probablemente a la naturaleza de las
secuencias de referencia que se usaron para el andlisis, las cuales provenian de
organismos ajenos al filo Actinobacteria. Ademas, las familias pirrolisil-tRNA
sintetasa, sep-tRNAYS-tRNA sintetasa, sep-tRNASec-tRNA sintetasa, O-fosfoseril-
tRNACSYs sintetasa y O-fosfoseril-tRNASe¢ cinasa estan funcionalmente involucradas
en la biosintesis depirrolisil-tRNAs y selenocisteinil-tRNAs, moléculas altamente
conservadas en archeas (Sauerwald, y otros, 2005; Rother & Krzycki, 2010) mas
no en actinobacterias, lo cual también podria explicar su ausencia en nuestro
conjunto de genomas. Lo mismo ocurrié con la enzima R-transferasa, involucrada
en la degradacion dirigida de proteinas, cuyas secuencias de referencia provenian
de dos bacterias del filo Proteobacteria. En el caso de la enzima aspartil/glutamil-
tRNA amidotransferasa subunidad C, la cual si esta presente en Actinobacteria,
hay homologos pero sin expansiones. Sin embargo, las subunidades Ay B de esta

misma enzima si presentan expansiones enzimaticas en algunos genomas.
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Tabla 9. Nomero de homdlogos y familias de tRUEs expandidas detectadas por EvoMining

NUm. de Desviacién

homdélogos Promedio estandar del Vallor‘ Nim. de
totales ﬂiln?glrg' g: ndim. de estaci;rs;co genomas
Familias de tRUEs detectados totale% homologos detgrminar con tRUEs
en G-DB (X de cada totales expansion expandld_as
(> de cada columna) (o de cada X + o) (celdas rojas)
columna) columna)
Glutaminil-tRNA sintetasa 1112 0.8939 0.7716 1.6655 605
Glutamil-tRNA sintetasa 1746 1.4035 0.5053 1.9089 502
Triptofanil-tRNA sintetasa 1739 1.3979 0.5412 1.9391 488
Queuina-tRNA ribosiltransferasa 491 0.3947 0.5004 0.8951 485
Arginil-tRNA sintetasa 1691 1.3593 0.5279 1.8872 432
Metionil-tRNA formiltransferasa 1579 1.2693 0.4853 1.7546 345
tRNA-adenosina deaminasa 324 0.2605 0.4391 0.6995 324
S-adenosimetionina tRIA 322 0.2588 0.4436 0.7025 319
L-seril-tRNASec seleno transferasa 315 0.2532 0.4514 0.7046 307
Selenocisteinil-tRNA sintetasa 313 0.2516 0.4451 0.6967 307
MprF1 406 0.3264 0.6697 0.9961 296
Treonil-tRNA sintetasa 1527 1.2275 0.4436 1.6711 281
Metionil-tRNA sintetasa 1557 1.2516 0.5646 1.8162 273
Valil-tRNA sintetasa 2750 2.2106 0.5128 2.7234 260
RAK-fosfatidilglicerol sintetasa 313 0.2516 0.5278 0.7794 260
Prolil-tRNA sintetasa 2162 1.7379 0.8253 2.5632 252
Asparaginil-tRNA sintetasa 271 0.2178 0.4573 0.6752 247
Alanil-tRNA sintetasa 1465 1.1777 0.4571 1.6348 222
FemX 752 0.6045 0.8582 1.4627 221
Alanil-fosfatidilglicerol sintetasa 915 0.7355 0.9381 1.6737 220
FemY 710 0.5707 0.856 1.4267 215
VanK 698 0.5611 0.853 1.4141 214
Glutamil-tRNA amidotransferasa 5800 4.6624 3.2595 7.9219 201
Lisil-fosfatidilglicerol sintetasa 1405 1.1294 1.1232 2.2526 168
Aspartil-tRNA sintetasa 1405 1.1294 0.359 1.4884 165
Amidasa 5240 4.2122 3.1493 7.3615 162
r"T:Z'::S’;'ﬁas'”tetasa integral de 1251 1.0056 1.0989 2.1045 145
Lisil-tRNA sintetasa 2551 2.0506 1.1043 3.1549 145
Isoleucil-tRNA sintetasa 2616 2.1029 0.4272 2.5301 140
Leucil/fenilalanil-tRNA transferasa 137 0.1101 0.3233 0.4334 134
Aspartil-tRNA sintetasa no- 1350 1.0852 0.312 1.3972 116

discriminante

MprF2 490 0.3939 0.6884 1.0823 114

Glutamil-tRNA sintetasa no-

S 110 0.0884 0.3162 0.4046 99
discriminante
Seril-tRNA sintetasa 1342 1.0788 0.3237 1.4025 99
Alanil-diacilglicerol sintetasa 504 0.4051 0.6328 1.038 83
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Aminotransferasa dependiente de

piridoxal-fosfato 1880 1.5113 0.7313 2.2426 82
FemA 97 0.078 0.3581 0.4361 68
Cisteinil-tRNA sintetasa 2305 1.8529 0.5122 2.3651 66
FemAB 85 0.0683 0.3394 0.4077 58
FemB 59 0.0474 0.2895 0.337 39
Epr 59 0.0474 0.295 0.3425 38
tRNA-modificacién GTPasa 541 0.4349 0.5893 1.0242 38
Lif 56 0.045 0.2913 0.3363 35
g?rﬁ@iél?aﬁgtr:%s’?r?a sintasa 1911 1.5362 0.5697 21058 82
MurN 49 0.0394 0.2736 0.313 31
Tirosil-tRNA sintetasa 1257 1.0105 0.1857 1.1962 29
Leucil-tRNA sintetasa 1260 1.0129 0.1789 1.1918 27
MurM 26 0.0209 0.1431 0.164 27
Glutamil-tRNA reductasa 1124 0.9035 0.3547 1.2583 22
Peptidil-tRNA hidrolasa 2037 1.6375 0.5378 2.1752 22
Histidil-tRNA sintetasa 872 0.701 0.4935 1.1945 21
tRNA/rRNA-metiltransferasa 3041 2.4445 0.7489 3.1935 18
Fenilalanil-tRNA sintetasa sub A 1253 1.0072 0.1234 1.1307 14
tRNA-delta-2-isopentenilpirofosfato

tansiorasa P P 1240 0.9968 0.1268 1.1236 9

tRNA-dimetilaliltransferasa 1240 0.9968 0.1268 1.1236 9

Fenilalanil-tRNA sintetasa sub B 1204 0.9678 0.2098 1.1776 8

tRNA-dihidrouridina sintasa 1191 0.9574 0.2282 1.1856 8

tﬁgﬁ;gﬁg}[‘;:‘:;g(s) N1- 1197 0.9622 0.2108 1.173 6

D-tirosil-tRNA deaciclasa 1080 0.8682 0.3478 1.216 5

Factor de elongacion P 1244 1 0.0802 1.0802 5

tRNA-guaninaN1 metiltransferasa 1234 0.992 0.1132 1.1051 4

Glicil-tRNA sintetasa 1186 0.9534 0.2221 1.1754 3

tRNA-guaninaN7 metiltransferasa 1089 0.8754 0.3352 1.2106 3

tRNAlle-lisidina sintasa 1133 0.9108 0.2908 1.2015 3

tRNA-pseudouridina sintasa B 1228 0.9871 0.1262 1.1133 3

tRNA-especifico-2 tiouridilase 1158 0.9309 0.26 1.1909 3

Adotransterasa subunidad B 1234 0082 01058 10978 :

Proteina ribosomal 50s L19 1238 0.9952 0.0801 1.0753 2

Ribonucleasa PH 1209 0.9719 0.1702 1.1421 2

tRNA-pseudouridina sintasa A 1223 0.9831 0.135 1.1181 2

Aidotransferasa subunidad C 986 0.7926 04056 11982 0

O-fosfoseril-tRNACYys sintetasa 0 0 0 0 0

O-fosfoseril-tRNASec cinasa 0 0 0 0 0

Pirrolisil-tRNA sintetasa 0 0 0 0 0

Sep-tRNACYys -tRNA sintetasa 0 0 0 0 0

Sep-tRNASec -tRNA sintetasa 0 0 0 0 0

R transferasa 0 0 0 0 0
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De estos resultados preliminares, surgieron preguntas como: ¢,cuél es la familia de
tRUEs con el mayor numero de expansiones en los genomas de Actinobacteria?
¢ Y, cudl tiene el menor? ¢ Existe alguna relacion entre el numero de homdélogos
totales de una familia y el nimero de expansiones en los genomas? Para
responder estas dudas, Unicamente ordenamos los datos y extrajimos la

informacion.

Tabla 10. Comparacién de las tRUEs con el mayor y menor nimero de homélogos, promedio X,
desviacién estandar o, valor estadistico (X + o) y nUmero de genomas con expansiones enzimaticas

Caracteristica Familia de tRUEs (valor)
Mayor num. de homoélogos Glutamil-tRNA amidotransferasa (5800)
Mayor X del nim. de homdlogos Glutamil-tRNA amidotransferasa (4.6624)
Mayor ¢ del nim. de homoélogos Glutamil-tRNA amidotransferasa (3.2595)
Mayor (X + o) de expansion Glutamil-tRNA amidotransferasa (7.9219)
Mayor nim. de expansiones en los genomas  Glutaminil-tRNA sintetasa (605)
Menor nim. de homélogos MurM (26)
Menor X del niim. de homdlogos MurM (0.0209)
Menor o del nim. de homoélogos Proteina ribosomal 50s L19 (0.08)
Menor (X + o) de expansion MurM (0.164)
Proteina ribosomal 50s L19 (2)
Menor nim. de expansiones en los genomas fgﬁgg;ﬁgﬁﬁirgilggt;?nngega:a sub B (é))
Ribonucleasa PH (2)

Como podemos observar en la Tabla 10, la familia de tRUEs con el mayor nUmero
de expansiones enzimaticas fue la glutaminil-tRNA sintetasa, cuya funcién en el
metabolismo central es la unién del aminoacido glutamina (GIn) con su tRNAG
cognado. El nimero de homodlogos de esta familia de tRUEs en los genomas fue
de 1112, con un numero ‘normal’ de 1 homédlogo por genoma. Sin embargo, estos
valores son relativamente bajos al compararlos con la familia Glutamil-tRNA

amidotransferasa, la familia con el mayor numero de homaologos detectados (5800)
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y mayor numero ‘normal’ de homélogos por genoma (4-5). Este comportamiento
de los datos es similar al comparar otros pares de enzimas, lo cual nos podria
indicar que no necesariamente existe una relacion directa entre el nimero de
homologos de una familia de enzimas con el nimero de expansiones enzimaticas.
En otras palabras, no podemos asumir que si una familia tiene un alto nimero de
homélogos sera directamente proporcional al nimero de expansiones enzimaticas.
Ocurre de manera similar con el otro extremo de los datos, es decir, con las
familias de tRUEs con el menor nimero de homdlogos, menor promedio y menor
namero de expansiones enzimaticas.

Regresando a la tuberia bioinformética, EvoMining procedi6é comparar las 71
familias de tRUEs con expansiones enzimaticas detectadas contra la base de
datos BGCs-DB para determinar posibles eventos de reclutamiento de tRUEsS
expandidas en rutas de biosintesis de NPs. A continuacion, los resultados.

5.2.2 Eventos de reclutamiento de tRUEs en biosintesis de NPs

El siguiente conjunto de resultados preliminares del analisis EvoMining, es una
tabla que muestra una relacion de homologia entre familias de tRUEs con
expansiones enzimaticas y genes pertenecientes a un BGC de NPs (BLASTp de la
base de datos interna FEExp-DB contra BGCs-DB). Por lo tanto, esta tabla
representa las familias de tRUEs expandidas que han sido reclutadas en BGCs de
NPs. En nuestro analisis, EvoMining encontré que 47 de las 71 familias de tRUEs
expandidas contenian enzimas homadlogas al menos a un gen dentro de un BGC
de la base de datos BGCs-NPs (Tabla 11). En esta ocasion, la familia con el
mayor numero de tRUEs homologas dentro de BGCs de NPs fue Leucil/fenilalanil-

tRNA transferasa.
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Tabla 11. Familias tRUEs expandidas que estan reclutadas por BGCs de NPs.

NUm. de
BGCs que
- . reclutan Clases de los BGCs que
Familias de tRUEs EC.nam. homologos reclutan tRUEs expandidas
de tRUEs
expandidas
Leucil/fenilalanil-tRNA transferasa 2.3.26 958 Varios
Asp/Glu-tRNA amidotransferasa sub A 6.3.5.- 479 Varios
Queuina-tRNA ribosiltransferasa * 2.4.2.29 158 Varios
Amidasa 3514 68 Varios
Lisil-tRNA sintetasa 6.1.1.6 53 Varios
Lisil-fosfatidilglicerol sintetasa 23.23 51 Varios
Lisil-tRNA sintetasa integral de membrana 6.1.1.6 51 Varios
RAK-fosfatidilglicerol sintetasa * 2.3.2.- 50 Varios
Alanil-diacilglicerol sintetasa * 2.3.2.- 50 Varios
Glutamil-tRNA amidotransferasa 6.3.5.- 37 Varios
balhimycin,
chloroeremomycin,
Peptidil-tRNA hidrolasa 3.1.1.29 10 enterobactin, mirubactin,
ristocetin, ristomycin_A,
vanchrobactin, vancomycin,
vulnibactin, thiolutin
BE-7585A, steffimycin,
coelichelin, heterobactin,
Metionil-tRNA sintetasa 2.1.2.9 9 _scabichelin,
lipopolysaccharide,
oxazolomycin, rhizopodins,
albachelin
lasalocid, cystomanamides,
Alanil-tRNA sintetasa 6.1.1.7 9 pristinamycin, paenilamicin,
zwittermycin_A, kosinostatin
calicheamicin, quartromicin,
Aminotransferasa dependiente de macrotetrolide, SF2575,
- P * 2.6.1.- 9 pyoverdine, ustiloxin_B,
piridoxal-fosfato (PLP) X .
lipopolysaccharide,
O-antigen
vicenistatin, friulimicin,
Asparaginil-tRNA sintetasa * 6.3.5.6 8 skyllamycin, nikkomycin,

streptolydigin, tallysomycin,
ustilagic_acid

Triptofanil-tRNA sintetasa

2-deoxystreptamine,
* 6.1.1.2 6 gentamicin, sisomicin,
dynemicin, indolmycin

2-amino-4-methoxy-trans-3-
butenoic_acid,

Prolil-tRNA sintetasa 6.1.1.15 5 . . .
echinocandin_B, pyoverdine,
bactobolin, pneumocandin
guadinomine, streptolydigin,
Aspartil-tRNA sintetasa * 6.1.1.12 5 tallysomycin, thuggacin,

ustilagic acid
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guadinomine, streptolydigin,
Aspartil-tRNA sintetasa no-discriminante * 6.1.1.12 5 tallysomycin, thuggacin,
ustilagic_acid

A40926, arginomycin,

Arginil-tRNA sintetasa 6.1.1.19 4 dynemicin
tRNA/rRNA-metiltransferasa 2.1.1.- 4 avHamyane_dAgrik;]eme_Dl,
MprF1 232. 3 guadir_lomine, _tallysom_ycin,
kalimantacin/batumin
Treonil-tRNA sintetasa * 6.1.1.3 3 borrelidin, oxazolomycin
ValilRNA sintetasa * 6119 3 m“p'{ﬁigrm;ﬁﬁg:ys'”’
Alanil-fosfatidilglicerol sintetasa * 23.2.11 3 gui‘:ﬁﬁ}gﬁ:&ﬁgﬁgmﬁcm’
Isoleucil-tRNA sintetasa * 6.1.1.5 3 mum{ﬁg%;ﬁgg:ysm’
Leucil-tRNA sintetasa * 6.1.1.4 3 mupltrr?igrr:],emggllysm,
Glutaminil-tRNA sintetasa * 6.3.5.7 2 aculeximycin, oviedomycin
Glutamil-tRNA sintetasa * 6.1.1.17 2 aculeximycin, oviedomycin
MprF-2 232 2 (alimaniasmbatimin
Glutamil-tRNA sintetasa no-discriminante * 6.1.1.17 2 aculeximycin, oviedomycin
Seril-tRNA sintetasa * 6.1.1.11 2 diaphorin, valanimycin
Glutamil-tRNA reductasa * 1.2.1.70 2 heme_D1
FemX * 2.3.2.16 1 A47934
FemY * 2.3.2.- 1 A47934
VanK * 2.3.2.- 1 A47934
FemA * 2.3.2.17 1 A47934
FemAB * 2.3.2.- 1 A47934
Tirosil-tRNA sintetasa * 6.1.1.1 1 tyrocidine
Fenilalanil-tRNA sintetasa subunidad A * 6.1.1.20 1 streptomycin
Fenilalanil-tRNA sintetasa subunidad B * 6.1.1.20 1 streptomycin
tRNA-dihidrouridina sintasa 1.3.1.- 1 capsular_polysaccharide
tRNA-especifico-2 tiouridilase 2.8.1.132 1 albonoursin
tRNA-guaninaN7 metiltransferasa 2.1.1.33 1 pactamycin
Asp/Glu-tRNA amidotransferasa sub B * 6.3.5.- 1 ET-743
Ribonucleasa PH 2.7.7.56 1 bottromycin_A2

*Familias de tRUEs de las que se construy6 su filogenia en el presente trabajo

Sin embargo, cuando observamos estos resultados nos parecié sorprendente que
algunas de las familias de tRUEs tuvieran un gran numero de eventos de

reclutamiento en BGCs, como fue el caso de Leucil/fenilalanil-tRNA transferasa
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(958), Asp/Glu-tRNA amidotransferasa sub A (479), Queuina-tRNA
ribosiltransferasa (158), Amidasa (68), Lisil-tRNA sintetasa (53), Lisil-
fosfatidilglicerol sintetasa (51), Lisil-tRNA sintetasa integral de membrana (51),
RAK-fosfatidilglicerol sintetasa (50), Alanil-diacilglicerol sintetasa (50) y Glutamil-
tRNA amidotransferasa (37); mientras que las otras 36 familias de tRUEs tenian
eventos de reclutamientos dentro de un rango de 1-10. Para comprender este
fendémeno, analizamos detalladamente los resultados del BLASTp entre la base de
datos interna FEExp-DB (familias de enzimas expandidas) y la BGCs-DB. En
estos archivos encontramos que se habian detectado homélogos anotados como
tRUEs que contenian dominios adicionales al resto de la familia, e.g. detectamos
que un par de homodlogos de la familia Leucil/fenilalanil-tRNA transferasa
contenian un dominio de adenilacion (A). Particularmente este dominio A es una
de las firmas conservadas para detectar una de las clases mas abundantes de
BGCs, que son las NRPSs. Al revisar nuevamente la Tabla 8, pudimos observar
que hay al menos 381 BGCs (NRPs e hibridos) que pudieron haber alineado con
estas enzimas que contienen el dominio A. Por lo tanto, la prediccién de este gran
namero de reclutamientos es un resultado falso-positivo, ya que no representan

idbneamente a la familia analizada.

Dejando a un lado estos falsos-positivos, nos enfocamos a analizar el resto de los
datos. Especificamente, surgio la duda si existia una correlacion entre los eventos
de expansiones enzimaticas (detectados en el paso anterior) y los eventos de
reclutamiento en BGCs de NPs. Para esto, tomamos los datos de las Tablas 9 y

11 para crear un gréfico de correlacion en escala logaritmica (logiwo) (Fig. 22).
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|7 Eventos de reclutamientos en BGCs [l Eventos de expansiones enzimaticas

Glutaminil-tRNA sintetasa
Glutamil-tRNA sintetasa
Triptofanil-tRNA sintetasa
Queuina-tRNA ribosiltransferasa
Arginil-tRNA sintetasa

MprF1

Treonil-tRNA sintetasa
Metionil-tRNA sintetasa
RAK-fosfatidilglicerol sintetasa
Valil-tRNA sintetasa

Prolil-tRNA sintetasa
Asparaginil-tRNA sintetasa
Alanil-tRNA sintetasa

FemX

Alanil-fosfatidilglicerol sintetasa
FemY

VanK

Glutamil-tRNA amidotransferasa
Asp/Glu-tRNA amidotransferasa sub A
Lisil-fosfatidilglicerol sintetasa
Aspartil-tRNA sintetasa

Amidasa

Lisil-tRNA sintetasa

Lisil-tRNA sintetasa integral de membrana
Isoleucil-tRNA sintetasa
Leucil/fenilalanil-tRNA transferasa
Aspartil-tRNA sintetasa no-discriminante
MprF2

Glutamil-tRNA sintetasa no-discriminante
Seril-tRNA sintetasa
Alanil-diacilglicerol sintetasa
Aminotransferasa dependiente de PLP
FemA

FemAB

TirosiltRNA sintetasa

Leucil-tRNA sintetasa

Glutamil-tRNA reductasa

Peptidil-tRNA hidrolasa
tRNA/TRNA-metiltransferasa
FenilalaniltRNA sintetasa subunidad A
FenilalaniltRNA sintetasa subunidad B
tRNA-dihidrouridina sintasa
tRNA-especifico-2 tiouridilase
tRNA-guaninaN7 metiltransferasa
Asp/Glu-tRNA amidotransferasa sub B
Ribonucleasa PH

Figura 22. Comportamiento de los eventos de expansion de las tRUEs y sus reclutamientos en BGCs
de NPs. Los valores de los eventos de expansiones enzimaticas (azules) representan el nimero de genomas
con la correspondiente familia de tRUEs expandida, mientras que los valores de los eventos de reclutamiento
(verdes) representan los BGCs que contienen homologos de las tRUEs expandidas. En ambos casos, los

valores fueron ajustados a una escala logaritmica (log1o).
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En esta figura podemos visualizar el comportamiento de los datos de expansion y
reclutamiento. Es evidente que no existe una relacién directamente proporcional
entre los eventos de expansiones enzimaticas (azules) y los eventos de
reclutamiento en BGCs (verdes). El numero de clases Unicas de BGCs que
conocemos actualmente es relativamente escaso (1294 en MIBIG) en
comparacion con lo que seguramente existe en la naturaleza. Es de esperarse que
solo unas cuantas familias expandidas puedan ser asociadas a los pocos BGCs
que se conocen. Para poder asignar una correlacibn a todas las familias
expandidas, necesitariamos el repertorio completo de BGCs existentes en la
Naturaleza, lo cual es imposible hoy en dia. Por lo tanto, entre mas enriquezcamos
nuestras bases de datos de BGCs con clases nuevas, podriamos detectar un

mayor nimero de reclutamientos y a su vez, nuevos metabolitos.

Este razonamiento conllevd a no perder de vista a las otras 25 familias de tRUEs
expandidas a las que no fue posible asignar una relacion con la base de datos
BGCs-DB (Tabla 12). Resulta ilogico aceptar que algunas de las familias con el
mayor numero de eventos de expansion, e.g. Metionil-tRNA formiltransferasa
(345), tRNA-adenosina deaminasa (324), o Cisteinil-tRNA sintetasa (66), no tienen
reclutamientos en BGCs. Sin duda, el andlisis funcional profundo de estas familias
no reclutadas es de suma importancia, ya que podriamos desenmascarar
funciones ocultas de las enzimas expandidas. Sin embargo, este andlisis queda

como una perspectiva del presente proyecto.
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Tabla 12. Familias de tRUEs expandidas que no fueron asociadas a algin BGCs

Familia de tRUEs Eventos- ’de
expansion

Metionil-tRNA formiltransferasa 345
tRNA-adenosina deaminasa 324
S-adenosilmetionina-tRNA ribosiltransferasa isomerasa 319
L-seril-tRNASec seleno transferasa 307
Selenocisteinil-tRNA sintetasa 307
Cisteinil-tRNA sintetasa 66
FemB 39
Epr 38
tRNA-modificacién GTPasa 38
Lif 35
tRNA-2-metiltio-N6-dimetilaliladenosina sintasa 32
MurN 31
MurM 27
Histidil-tRNA sintetasa 21
tRNA-delta-2-isopentenilpirofosfato transferasa 9
tRNA-dimetilaliltransferasa 9
tRNA-adenina-5(8) N1-metiltransferasa 6
D-tirosil-tRNA deaciclasa 5
Factor de elongacion P 5
tRNA-guaninaN1 metiltransferasa 4
Glicil-tRNA sintetasa 3
tRNAlle-lisidina sintasa 3
tRNA-pseudouridina sintasa B 3
Proteina ribosomal 50s L19 2
tRNA-pseudouridina sintasa A 2
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5.3 Andlisis cualitativo de EvoMining enfocado a tRUEs

5.3.1 Reconstrucciones filogenéticas de las familias tRUEs reclutadas en
BGCs de NPs

Los ultimos pasos de la tuberia bioinformatica de EvoMining es la reconstruccion

filogenética y anotacion funcional de las familias de enzimas en las que se

detectaron tanto eventos de expansion enzimatica como reclutamientos en BGCs

de NPs. Para fines del presente proyecto, elegimos construir la filogenia de 29 de

las 46 familias de tRUEs con eventos de reclutamiento en BGCs que habiamos

detectado (Apéndice).

Las filogenias que reconstruye EvoMining simbolizan la historia evolutiva de cada
una de las familias de enzimas, donde cada rama representa un homadlogo de las
tRUEs que se usaron como referencia. Por lo tanto, el nUmero total de ramas en
un arbol es igual al niumero de homologos de dicha familia detectados en los
genomas mas el niumero de hits rescatados de la base de datos MIBIG. La
topologia general del tipo de arboles que reconstruye EvoMining se caracteriza por
la presencia de un clado visiblemente divergente, el cual representa las
expansiones enzimaticas de la familia en cuestion. Idealmente, el clado divergente
deberia contener todos los posibles homologos de la familia de tRUEs patrticular
asociados con BGCs de NPs. De acuerdo a la anotacién funcional que EvoMining
realiza sobre estos arboles (predicciones detectadas por EvoMining en color
verde, predicciones detectadas por EvoMining y antiSMASH color cian y los hits
homologos encontrados en la base de datos MIBIG en color azul), esperariamos

ver ramas en color azul, cian y verde.
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Una rama en color azul dentro del clado divergente, nos indica que todo ese clado
podria estar asociado a biosintesis de NPs, es decir, que los homdlogos que se
encuentran en ese clado tienen historias evolutivas parecidas y dado que la rama
azul estd asociada a BGCs (hit rescatado de MIBIiG, homologo a la familia de
tRUEs particular) es probable que los demas también. Las ramas en color cian,
predicciones de EvoMining pero que también detecta antiSMASH, funcionan como
otro control positivo del clado divergente, ya que representan homélogos de la
familia de tRUEs particular que fueron detectados en la anotacion previa de los
genomas con antiSMASH, lo cual nos indica que este tipo de homdlogos si
podrian estar asociados a biosintesis de NPs. Por lo tanto, si una rama de color
verde (prediccion de EvoMining) se localiza dentro del clado divergente y esta
cercana a ramas azules y cian, es altamente probable que ese homdlogo sea
parte de una ruta biosintética. Las ramas verdes representan las posibles nuevas

rutas biosintéticas que detecta EvoMining.

La topologia de las 29 filogenias de tRUEs reconstruidas fue muy variable, sin
embargo todas contienen el clado divergente caracteristico de las familias de
enzimas expandidas con una anotaciéon funcional también diversa. Debido a la
magnitud del elevado niumero de homdlogos con que se reconstruyeron algunas
filogenias, la cuantificacion exacta de las predicciones propias de cada familia fue
complicada. Por lo cual, inicamente realizamos una estimacion representativa del

nuamero de predicciones de BGCs (Tabla 13).
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Tabla 13. Caracteristicas generales de la anotacién funcional de los clados divergentes de las
reconstrucciones filogenéticas de las tRUEs

Familias enzimaticas

Estimacion del
ndamero de ramas
marcadas como
predicciones de

Estimacion del
ndamero de ramas
marcadas como
predicciones de

Estimacion del

namero de

ramas marcadas
como hits con

EvoMining antiSMASH MIBiG
Aminotransferasa dependiente de PLP ++++ ++++ +++
Asp/glu-tRNA amidotransferasa sub. B + ++ +
Asparaginil-tRNA sintetasa + ++ +++
Aspartil-tRNA sintetasa + ++ +++
Aspartil-tRNA sintetasa no-discriminante + ++ +++
Fenilalanil-tRNA sintetasa subunidad A + ++ +
Fenilalanil-tRNA sintetasa subunidad B + +++ +
Glutamil-tRNA sintetasa +++ +++ ++
Glutamil-tRNA sintetasa no-discriminante + + ++
Glutaminil-tRNA sintetasa +++ ++++ ++
Isoleucil-tRNA sintetasa ++ ++ ++
Leucil-tRNA sintetasa + ++ ++
Seril-tRNA sintetasa ++++ +++ ++
Tirosil-tRNA sintetasa ++++ +++ +
Treonil-tRNA sintetasa ++++ ++ ++
Triptofanil-tRNA sintetasa 4+ ++++ 4+
Valil-tRNA sintetasa + ++
FemA + + +
FemAB + + +
FemX ++++ +++ +
FemY ++++ +++ +
VanK ++++ +++ +
Alanil-diacilglicerol sintetasa + ++ FH+++
Alanil-fosfatidilglicerol sintetasa + ++ ++
RAK-fosfatidilglicerol sintetasa ++ ++ +H+++
MprF1 ++ ++ ++
MprF2 ++ ++ ++
Glutamil-tRNA reductasa ++++ +t++ +
Queuina-tRNA ribosiltransferasa ++ +++ ++++++
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Posterior a este andlisis semi-cuantitativo, nos dimos a la tarea de analizar el
contexto gendmico de la mayoria de las predicciones de EvoMining (homdélogos
divergentes en color verde) de nuestras filogenias. Para esto, EvoMining cuenta
con un subprograma integrado en su interfaz grafica el cual arroja una imagen con
el contexto genomico de cualquier homologo(s) que el usuario seleccione,
respetando la escala del tamafio de los genes, su orientacion y la estructura
general del gen, ademés de indicar el organismo al que pertenece. Dado que
estos contextos gendmicos se muestran anotados, el usuario puede determinar si
los homologos seleccionados realmente pertenecen a una ruta biosintética de
acuerdo a la anotacion de los genes de la vecindad gendmica (el usuario requiere

ciertos conocimientos previos para realizar estas estimaciones manuales).

Dentro de estos contextos gendmicos analizados, logramos detectar diversos
BGCs que muy seguramente codifican para nuevas clases de NPs, ya que la
anotacion de sus genes y su combinacién son muy peculiares y no fueron
detectados por antiSMASH. Estos resultados conllevan a concluir preliminarmente
que las tRUEs son enzimas altamente probables en BGCs, mas de lo que
previamente imaginamos, y que podrian ser buenas pautas para herramientas de

mineria gendémica convencionales.

Adicional a este analisis in sillico de las familias de tRUEs, llevamos a cabo la
caracterizacion experimental de un BGCs que contiene una tRUE predicho por
EvoMining en un trabajo anterior (Trabajo de tesis de doctorado, Pablo Cruz
Morales, 2013). Lo mas interesante de haber elegido este cluster para nuestros

experimentos es que es un BGC nunca antes visto y que se detectd en dos de las
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cepas modelo de laboratorio mas estudiadas y minadas: S. coelicolor A3 (2) y S.
lividans 66 (Fig. 23). Este BGC se derivd de la reconstruccion de la historia
evolutiva de la familia FemXAB en actinobacterias. La tRUE presente en este
cluster es la O-seril-isobutilhidroxilamina sintasa, una enzima previamente
reportada en el cluster biosintético de la valanimicina, la cual se presume ser la
responsable de la estructura base del grupo azoxy de este compuesto (Grag, Ma,
Hoyt, & Parry, 2002). Por tal raz6n, nombramos a este cllster: azoxy-BGC. A

continuacion, se describe a detalle la caracterizacion de este BGC.

S. coelicolor
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Figura 23. Estructura del azoxy-BGC detectado en S. coelicolor y S. lividans
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5.4 Expresion del azoxy-BGC

5.4.1 Propuesta bioinformatica
Un analisis tipo EvoMining de la familia FemXAB, revelé un nuevo BGC codificado
en los genomas de las cepas modelo S. lividans y S. coelicolor, dos de los
organismos mas estudiados y minados por expertos alrededor del mundo. Hasta la
fecha, se sabe que cada uno de estos organismos contiene 27 BGCs de NPs
detectados con antiSMASH y 63-68 BGCs putativos detectados por ClusterFinder
(complemento de antiSMASH). Sin embargo, EvoMining detecté un nuevo cluster
biosintético que contiene una enzima de la familia de tRUEs FemXAB. Este
hallazgo certifica el poder de prediccion que tiene EvoMining, al ser capaz de
desenmascarar BGCs ocultos, incluso en genomas de organismos que han sido
examinados profundamente. La anotacion funcional de los genes codificados en
este cluster biosintético (Tabla 8) sugiere que el producto final es un compuesto
con un grupo funcional azoxy. Esta hipotesis surge de haber identificado la enzima
isobutilhidroxilamina sintasa (VImA) dentro del cluster, la cual es considerada
como una enzima esencial para la formacién del grupo azoxy (R —N* = N* —R’)
de la valanimicina (Grag, Qian, Alemany, Moran, & Parry, 2008) (Fig. 24). Este
grupo funcional es una entidad quimica rara en la naturaleza, lo cual nos desperté

el interés por caracterizar el azoxy-BGC detectado en S. coelicolor y S. lividans.

VImA

)\/H /—\ o )\/H i ‘::> : |

N\OH o /\ —_— N\o/l\ _NH, T:J:N
RNA )" NH; L s ¥

0 OH COOH

Figura 24. Mecanismo de reaccion de VImA correspondiente a la ruta de la valanimicina. VImA es una
enzima dependiente de tRNA que lleva a cabo la reaccion clave para formar el esqueleto de la valanimicina.
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La anotacion funcional del azoxy-BGCs de S. coelicolor y S. lividans se realizo

usando dos programas distintos. El primero fue el servidor RAST (Rapid

Annotations using Subsystems Technology), uno de los mejores anotadores para

genomas bacterianos basado en el sistema SEED (Aziz, y otros, The RAST

Server: rapid annotations using subsystems technology, 2008). Y el segundo fue

Phyre2, basado en el reconocimiento de proteinas homélogas o anélogas en base

a su plegamiento (Kelley, Mezulis, Yates, Wass, & Sternberg, 2015). La anotacién

con ambos programas es bastante similar, con algunas excepciones (Tabla 14).

Tabla 14. Anotacion del azoxy-BGC con RAST y Phyre2

Gen-ID por organismo

Anotacion con RAST

Anotacion con Phyre2

SCO SLI
SCO01277 SLI1558 Proteina hipotética Colageno simple tipo 1
SC01278 SLI1559 Proteina de unién a ATP/GTP Cinasa
SCO01279 SLI1560 Metiltransferasa dependiente de SAM Metiltransferasa dependiente de SAM
SC01280 SLI1561 Diacilglicerol O-acil transferasa Tirocidina sintetasa 3
SC01281 SLI1562 Oxidoreductasa dependiente de FAD Dimetilglicina deshidrogenasa
SCO01282 SLI1563 Oxidoreductasa Oxidoreductasa
SCO01283 SLI1564 Ciclasa deshidratasa Ciclasa deshidratasa
SC01284 SLI1565 Ornitina aminotransferasa Aminotransferasa
SCO01285 SLI1567 Cetoreductasa Cetoreductasa // Probable NRPS
SC01286 SLI1568 Amino N-hidrolasa Oxidoreductasa
SC01287 SLI1569  O-seril-isobutilhidroxilamina sintasa L-alanil-fosfatidilglicerol sintasa
SC01288 SLI1570 Proteina integral de membrana Fosfatidilinositol 3-cinasa (Vps34)
SC01289 SLI1571 Regulador transcripcional Proteina reguladora de la fam GntR
SC01290 SLI1572 Alcalina fosfatasa Alcalina fosfatasa D
SC01291 SLI1573 Proteina hipotética Factor de procesividad de la DNApol
SC01292 SLI1574 Proteina hipotética Proteina hipotética
SC01293 SLI1575 Acetiltransferasa (GNAT) Lisina acetil-transferasa
SC01294 SLI1576 Cistationa gama-sintasa O-succinilhomoserina sulfidrilasa
SC01295 SLI1577 Regulador transcripcional fam AsnC Proteina reguladora - responde a Leu
SCO01296 SLI1578 Proteina hipotética Lipoproteina

* SCO = S. coelicolor A3 (2); SLI = S. lividans 66
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De acuerdo a esta anotacion y al antecedente que teniamos de la ruta biosintética
de la valanimicina, surgié una propuesta de la posible estructura del metabolito
producido por el azoxy-BGC. Esta prediccion involucra la accion de los genes
Sli1561-Sli1569 los cuales podrian estar produciendo la molécula que se muestra
en la figura 25. La naturaleza de esta molécula es interesante debido al grupo
funcional azoxy que contiene, lo cual inspir6 el disefio experimental para elucidar

la molécula producida por este cluster biosintético detectado por EvoMining.
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Figura 25. Prediccion de la posible estructura del producto final del azoxy-BGC
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5.4.2. Caracterizacion experimental del azoxy-BGC
La estrategia general de experimentacion dirigida para la expresion del azoxy-
BGC consistio en la construccion de mutantes del cluster, un andlisis comparativo
de fenotipo entre cepas mutantes y silvestres bajo diferentes condiciones de
crecimiento, analisis cromatograficos (HPLC) y un analisis de expresion de genes

(RT-PCR).

Construccion de mutantes

La mayoria de las bacterias no son transformables con DNA linear debido a la
presencia de exonucleasas recBCD intracelulares que degradan el DNA linear.
Existen varios métodos que han logrado la recombinacion homoéloga de E.coli
sobre fragmentos de unos cientos pares de bases usando el sistema de
recombinacion del bacteriéfago A (sistema A-Red) (Poteete, 2001; Court, Sawitzke,
& Thomason, 2002). Sin embargo, cuando se trata de manipular todo un cluster
biosintético (10 — 30kb) de Streptomyces, no es tan simple. Afortunadamente,
Gust y colaboradores crearon una version adaptada del sistema A-Red para
manipular exitosamente BGCs de Streptomyces (Gust, Kieser, & Chater, 2002).
Esta estrategia consiste en reemplazar DNA de un inserto de un césmido de S.
coelicolor secuenciado (los cuales pueden consultarse de
http://strepdb.streptomyces.org.uk/) por un marcador de seleccion (gen de
resistencia a antibiéticos) que ha sido generado por PCR con oligonucleétidos que
contienen brazos homoélogos de 39 nucleétidos. El casete de disrupcion incluye el
sitio oriT, el cual permite la conjugacion intergénica mediada por RP4, para

insertar el DNA de césmido de E. coli a S. coelicolor. Para evadir la potente
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restriccion por metilacion de Streptomyces, se emplea E. coli ET12567, una cepa
con metilacion deficiente. Los vectores que contienen oriT, son maoviles in trans en
E. coli por el plasmido pUZ8002. Los marcadores de seleccion que se usan en los
casetes deben funcionar tanto para E. coli como para Streptomyces, en nuestro

caso usamos kanamicina y apramicina.

Usando este sistema construimos dos mutantes del azoxy-BGC distintas en S.
lividans 66 y S. coelicolor M1154. La primera de S. lividans 66 fue sobre la enzima
isobutilhidrosxilamina sintasa (Sli66A1569) y en la segunda, mutamos del gen
Slil561 al Slil570 del cluster (Sli66Acluster). En el caso de S. coelicolor,
trabajamos con la cepa M1154 (ScoM1154), una mutante derivada de la cepa
M145 que contiene deleciones en los clusteres biosintéticos de la actinorrodina
(act), prodiginina (red), CPK (cpk) y CDA (cda) para reducir el potencial
competitivo del suministro de carbono y nitrdgeno, asi como mutaciones puntuales
en los genes rpoB ([C128T]) y rpsL ([A262G]) para incrementar pleiotropicamente
la produccion de NPs (Gomez-Escribano & Bibb, 2011). En este fondo genético,
mutamos su enzima O-seril-isobutilhidroxilamina sintasa (M1154A1287) y del gen
Scol280 al Scol288 (M1154Acluster). Una vez que las mutantes fueron
confirmadas por PCR, se almacend un stock de esporas para posteriores

experimentos.

Analisis comparativo entre el fenotipo de mutantes vs silvestres
Los streptomycetes son organismos con una capacidad de adaptacion
sorprendente, equipados con la maquinaria metabdlica necesaria para aprovechar

diferentes fuentes de carbono y nitrégeno. De acuerdo al tipo de sustrato que
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adquieren del medio en que crecen, estas bacterias activan diferentes rutas
metabolicas tanto para llevar a cabo sus funciones vitales como para la produccion
de NPs. Por tal razon, realizamos un analisis comparativo de fenotipos entre
nuestras cepas silvestres y mutantes de Sli66 y ScoM1154, en medios de cultivo
ricos en nutrientes (YEME, R2YE, TSB, 2XYT, SFM) y medios con composicion
minima (MM, SMM, SMMS, NMMP). En estos ultimos, afiadimos la variable del
fésforo (un medio de cultivo sin fosforo (0%) y otro con fésforo KH2POa4, 0.5%), un
mineral que actia como inductor de metabolismo especializado. Lo que
esperabamos ver en estas comparaciones era un cambio morfolégico, e.g.
pigmentacién, esporulacién, etcétera, entre cepas silvestres y mutantes que
pudiera estar asociado a su fisiologia afectada por la presencia/ausencia del

azoxy-BGC.

SLIBE wt SLIBS wt

M1154 wt
M1154 wt
SLIB6 wt SLIBE wt

M1154 wt M1154 wt

Figura 26. Diferencias fenotipicas entre mutantes y silvestres creciendo en medios ricos en
nutrientes.En estas placas se inocul6 el mismo nimero de esporas por gota (~100,000). El tiempo de
crecimiento al momento de las fotografias fue de 4 dias, creciendo a una temperatura de 30°C. YEME=Yeast
Extract-Malt Extract; R2YE= R2 Yeast Extract; TSB= Tryptic Soy Broth (mas agar); 2XYT= Yeast Extract
Tryptone; SFM= Soya Flour Manitol.

108



En el caso de los experimentos de fenotipo en placas de medios ricos en
nutrientes, no observamos grandes cambios morfoldgicos entre cepas silvestres y
mutantes, es decir, entre Sli66wt (silvestre) vs Sli66A1569 y Sli66Acluster
(mutantes) (mitad superior de las placas, Fig. 26) ni entre M1154wt (silvestre) vs
M1154A1287 y M1154Acluster (mutantes) (mitad inferior de las placas, Fig. 26).
Sin embargo, comparando entre placas de distintos medios, si se pueden apreciar
diferencias en el tiempo de esporulacion, pigmentacién y modo de dispersion de
las esporas. Estas diferencias se deben principalmente al tipo de fuentes de
carbono y nitrégeno, asi como minerales presentes en cada tipo de medio.
Generalmente, estos medios se utilizan para propagacion de esporas del género
Streptomyces. Otra diferencia que podemos observar es que algunas cepas de
Sli66, tanto silvestres como mutantes, tienen pigmentos rojos que no estan
presentes en las cepas de ScoM1154. Esto se debe a que, como mencionamos
anteriormente, ScoM1154 wt es una cepa a la que le fueron mutados los BGCs de
actinorrodina (act), prodiginina (red), CPK (cpk) y CDA (cda), lo cual esta
afectando la produccién de este pigmento desde un principio y no por efecto de la

mutacion en el azoxy-BGC.

De todos los medios probados, donde se observaron mayores diferencias
fenotipicas entre silvestres y mutantes, fueron los medios SMM y SMMS sin
fésforo. Ambos medios se caracterizan por tener una composicion minima de
nutrientes, pero suficiente para que crezcan las bacterias. Cuando los
streptomycetes crecen en este tipo de medios, se ven obligados a activar de

manera temprana su metabolismo especializado en respuesta al estrés
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ocasionado por la deficiencia de nutrientes, lo cual convierte a estos medios en
predilectos para la produccion de NPs. La diferencia fenotipica mas clara que
observamos en este estudio fueron cambios en la pigmentacién y diferencias en el

tiempo de esporulacion comparando cepas silvestres y mutantes (Fig. 27).

Streptomyces lividans 66
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Figura 27. Diferencias fenotipicas entre mutantes y silvestres creciendo en medios minimos. Esta figura
muestra el monitoreo de 5 dias de crecimiento de las cepas analizadas (de arriba hacia abajo, indicado por los
triangulos de la derecha). Las fotografias fueron tomadas tanto en fondo claro como oscuro (parte superior e
inferior de cada panel, respectivamente). Se inocularon 100mil, 10mil, mil, cien y diez esporas por linea (de
izg. a der.) Las diferencias mas visibles entre silvestres y mutantes son la pigmentacion y la esporulacion.
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En el caso de Sli66, podemos observar que la pigmentacién en color rojo aparece
antes en las cepas mutantes que en las silvestres. Este efecto puede deberse a
que los genes mutados podrian estar involucrados en una red de regulacion que
se ve afectada por la interrupcion del azoxy-BGC. Por otro lado, en las cepas
ScoM1154 no observamos este cambio de pigmentacion, dado que este fondo
genético contiene las mutaciones (act, red, cpk y cda) que impiden la produccién
de los pigmentos azul y rojo. En este caso, observamos que la esporulacion ocurre
mas temprano en las cepas mutantes que las silvestres. La esporulacién es la
tltima etapa del ciclo celular de los streptomycetes, lo cual indica la culminacion
de su desarrollo (Barka, y otros, 2015). Esto quiere decir que, al haberse agotado
los nutrientes disponibles a su alrededor, el microorganismo asegura su
descendencia produciendo esporas. Una etapa antes, justo en el momento en que
los nutrientes se vuelven escasos, debié haber activado su metabolismo
especializado para el aprovechamiento maximo de sustratos del medio (Barka, y

otros, 2015).

En base a estos resultados, determinamos que los medios de cultivo SMM, SMM —
P (sin fosforo), SMMS y SMMS —P (sin fosforo) eran los indicados para realizar los
préximos experimentos de expresion del azoxy-BGC. Hicimos fermentaciones de
las 6 cepas (mutantes y silvestres) en los medios seleccionados producir biomasa
y extraer los metabolitos derivados de esta fermentacion. El cultivo producto de la
fermentacién (medio sin células), se utilizé para los analisis cromatograficos por

HPLC para tratar de identificar el metabolito asociado al azoxy-BGC. Mientras que
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la biomasa obtenida fue usada para aislar RNA total, el cual se usé para un

analisis de expresion por medio de RT-PCR.

Analisis de HPLC de los extractos de fermentacion

Debido a que no conocemos la estructura exacta de la molécula que tratamos de
identificar, no existia un método de separacion cromatografica dirigido para
nuestra molécula. Por lo tanto, nuestros experimentos de HPLC fueron
necesariamente exploratorios. Basandonos en la prediccién de la molécula guiada
por la anotacion de los genes del cluster (Seccion 5.4.1), se plante6 que la mejor
estrategia para separar el metabolito azoxy del extracto de fermentacién era usar
el método de fase reversa con una columna C-18 (ZORBAX ®). C-18 es una
columna de silica ideal para separar metabolitos de naturaleza peptidica. Ademas,
usamos un cromatégrafo de HPLC Agilent con arreglo de diodos que nos permitio
obtener lecturas a 4 longitudes de onda distintas 210, 230, 254 y 280 nm.
Analizamos alrededor de 72 extractos de fermentaciones: 6 cepas (Sli6éwt,
ScoM1154wt y mutantes), 3 tiempos (24, 48 y 72 h) y 4 medios (SMM y SMMS,
con y sin fosfatos). En estos cromatogramas esperabamos ver picos diferenciales
entre cepas silvestres (pico alto) y mutantes (pico nulo o bajo), los cuales serian
recolectados y posteriormente analizados mediante cromatografia de masas. Sin
embargo, de todas nuestras muestras analizadas, solo observamos un pico
diferencial en la muestra de la fermentacion de ScoM1154 en medio SMMS sin
fésforo a una longitud de onda de 210nm (Fig. 28). Antes de enviar esta fraccion a
cromatografia de masas, realizamos el andlisis de RT-PCR de algunos genes del

azoxy-BGCs para saber si el cluster habia sido inducido.
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Figura 28. Cromatogramas de HPLC con picos diferenciales entre cepas mutantes y silvestres. Este
conjunto de cromatogramas representa las muestras de Sli66 y ScoM1154 crecidas en medio SMMS —P a las
72h de fermentacion. Unicamente pudimos identificar un pico diferencial (marcado con la flecha roja) entre

todos los cromatogramas, el cual estaba presente en la muestra de la cepa silvestre, pero ausente en las
mutantes.
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Analisis de RT-PCR del azoxy-BGC

De las 72 fermentaciones que teniamos, seleccionamos sélo un conjunto de
muestras que correspondian al tiempo 72 h, de las cepas silvestres crecidas en
los 4 medios. Extrajimos RNA de dichas muestras (protocolo que tuvimos que
estandarizar para garantizar la calidad del RNA para el RT-PCR) y se probo la
expresion de 4 genes: Scol278 y Scol289 (genes fuera del cluster), Scol1286 y
Sco01287 (genes dentro del cluster). De acuerdo a la condicion de crecimiento de
cada cepa (medio de cultivo) y su fondo genético (ScoM1154 o SIi66),
esperdbamos ver distintos patrones de expresion de los genes seleccionados. Por
un lado, si el cluster estaba apagado en cierta condicién, esperabamos ver que los
genes fuera del cluster mantuvieran su expresion. Por otro lado, si el cllster
estaba activo, esperdbamos ver los cuatro genes expresados. Otro caso posible
era que ninguno de los 4 genes estuviera expresado porque quizas los limites del
cluster que habiamos identificado eran incorrectos, y por lo tanto, los genes que
consideramos como ajenos al cluster tampoco se expresarian si el cllster estaba

apagado.

Los resultados de este analisis muestran que en ninguna de las condiciones de
crecimiento probadas se expresan los genes dentro o fuera del cluster (Fig. 29).
Todo indica que bajo estas condiciones de crecimiento que probamos, el azoxy-
BGC no se esta induciendo a pesar de los cambios observados en su morfologia
entre mutantes y silvestres, y de haber observado un pico diferencial en los

analisis de HPLC. Este pico podria ser algin otro metabolito ajeno al azoxy-BGC.
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Figura 29. RT-PCR de los genes Scol278 y Scol1287 de las cepas silvestres Sli66 y ScoM1154
creciendo en diferentes medios de cultivo. Las bandas que se ven en los geles corresponden al gen hrdB,
un gen constitutivo usado como control positivo de la reaccién de RT-PCR. El control negativo certifica que no
hay presencia de DNA gendmico en las muestras de RNA, ya que en estas reacciones, se suprimio la
reaccion de cDNA. Unicamente se muestran estas dos fotos representativas del anélisis de RT-PCR, el resto
de las reacciones se veian similares.

Tratando de entender por qué no se expresaban ni los genes fuera del cluster, nos
dimos a la tarea de volver a analizar los limites del azoxy-BGC. Para esto
empleamos CORASON (CORe Analysis of Syntenic Orthologs to prioritize Natural

Product-BGCs), una herramienta visual que detecta los genes core de un cluster
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conservados en un conjunto de genomas dado (en nuestro caso actinobacterias),

ordenandolos filogenéticamente en base al grado de conservacion del claster

(Selem-Moijica, N, Unpublished). El resultado de este analisis revel6 que el azoxy-

BGC estaba conservado en otros Streptomyces, incluyendo a tres cepas

ambientales del laboratorio identificadas como S. rochei 36, 71 y 48, y que los

limites del cluster que consideramos para realizar nuestros experimentos estaban

errados (Fig. 30).
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Figura 30. Analisis de conservacion del azoxy-BGC en actinobacterias usando CORASON. Las estrellas
rojas resaltan el azoxy-BGC de S. lividans y S. coelicolor, Las estrellas azules los cllsteres de las cepas

ambientales S. rochei CC36, CC48 y CC71.



Haber encontrado el azoxy-BGC conservado en nuestras cepas ambientales S.
rochei, resultd muy interesante ya que recientemente se reporto el aislamiento de
un compuesto denominado azoxyalqueno producido por el organismo S. rochei
7434AN4 (Kunitake, Hiramatsu, Kinashi, & Arakawa, 2015). En este articulo,
Gnicamente se reporta la estrategia que permitié la produccion del metabolito asi
como su estructura quimica y las reacciones probables que dan lugar al
compuesto (Fig. 31), mas no se reportan los genes involucrados en la biosintesis
del mismo. Por lo que pudimos observar en la serie de reacciones propuestas por
los autores, encontramos cierta relacion con las funciones de los genes de nuestro

azoxy-BGC.

Como perspectivas a esta parte del proyecto, queda reproducir la estrategia
experimental que siguieron los autores del articulo del azoxyalqueno (mutaciones
dirigidas, TLC, HPLC -usando una columna COSMOSIL-, ESI-CID-MS/MS vy

NMR).
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Capitulo VI. Conclusiones y perspectivas

6.1. Conclusiones

A pesar de sus grandes ventajas, la mineria gendmica convencional de NPs tiene
enormes limitaciones para la prediccion de nuevas clases de BGCs. Encontrar
metabolitos con quimica nueva es de gran importancia hoy en dia, debido al
creciente aumento de patdgenos resistentes a antibidticos, lo cual se ha
convertido en una amenaza para el sistema de salud global. La implementacion de
nuevas estrategias de mineria gendémica es imprescindible en el campo de la
investigacion en NPs como fuentes potenciales para la produccién de farmacos

eficientes.

El presente proyecto de tesis sirvi6 para demostrar dos cosas importantes. En
primer lugar, que es posible encontrar nuevas rutas de biosintesis de NPs
mediante andlisis evolutivos de familias pertenecientes al metabolismo central
usando la herramienta EvoMining. Y en segundo lugar, que particularmente las
enzimas que utilizan tRNA (tRUEs) —enzimas que habian sido asociadas
Gnicamente con rutas centrales como la sintesis de proteinas, peptidoglicanos y
porfirinas, aminoacilacién de lipidos y degradacién de proteinas- también pueden
ser elementos importantes dentro de rutas de biosintesis de NPs y conducir al

descubrimiento de nuevas clases de BGCs.

En este andlisis tipo EvoMining enfocado a tRUES, descubrimos también que las
Actinobacterias tienen grandes tesoros ocultos en forma de BGCs en sus

genomas. A pesar de que algunas bacterias de este filo han sido exploradas
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ampliamente por expertos alrededor del mundo, como es el caso de S. coelicolor y
S. lividans, aun es posible encontrar nuevos BGCs (azoxy-BGC) usando

estrategias como EvoMining.

EvoMining es una herramienta versatil que puede adaptarse al estudio de un sinfin
de combinaciones de bases de datos (rutas centrales, genomas, BGCs), lo cual la
posiciona como una de las estrategias con un gran potencial para la prediccion de
nuevos BGCs de NPs. El creciente aumento de genomas disponibles, rutas
biosintéticas de NPs caracterizadas y mejores herramientas de anotacion, las
posibilidades son infinitas. Basta con construir bases de datos (CE-DB, G-DB y
BGCs-DB) de buena calidad y EvoMining hara el resto. Teniendo todas esas
predicciones, es mucho mas sencillo priorizar y disefiar experimentos para aislar

nuevos metabolitos.

Los clusteres biosintéticos cripticos predichos por EvoMining son realmente
interesantes por el tipo de enzimas que los conforman, la estructura peculiar que
pueden tener y la posible novedad quimica estructural de su molécula producto.
Sin embargo, plantear la estrategia para expresar BGCs cripticos es uno de los
mayores retos, ya que las posibilidades de encontrar las condiciones de expresion
ideales son realmente bajas en condiciones de laboratorio. El organismo productor
contiene estos clusteres biosintéticos codificados en su genoma por razones muy
especificas y responden a estimulos muy especificos. Hoy en dia, se conocen
relativamente pocas maneras de inducir BGCs cripticos. Nosotros probamos con
la construccién de mutantes del azoxy-cluster, crecimiento de las cepas en

diferentes fuentes nutritivas, incluso variando la composicion de fésforo —uno de
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los pocos inductores del metabolismo especializado conocido en bacterias-. Sin
embargo, el azoxy-cluster parece estar respondiendo a otro tipo de estimulos que

no fuimos capaces de identificar en el presente proyecto de tesis.

6.2. Perspectivas

Durante la realizacion del presente proyecto, surgieron diversas perspectivas al

momento de analizar nuestros resultados, entre ellas:

a. Optimizar los pardmetros de la identificacion de homologos para evitar en la
medida de lo posible los falsos-positivos.

b. No descartar las familias de enzimas expandidas que no fue posible asociar
a genes de BGCs conocidos y curados (Tabla 12). Es muy probable que
estemos perdiendo valiosa informacion.

c. Extender el analisis tipo EvoMining centrado a las familias de tRUEs hacia
otros filos bacterianos, e.g. Cyanobacteria o Proteobacteria, u otros
dominios e.g. Archaea.

d. Examinar detalladamente las predicciones encontradas con EvoMining y
priorizar un par de casos para su validacién experimental.

e. Reproducir los experimentos que se llevaron a cabo para la expresion del
compuesto azoxyalqueno. Es probable que nuestro azoxy-BGCs sea
responsable de una molécula del mismo tipo.

f. Mejorar el modo de ejecucion y visualizacion de resultados de EvoMining,
de manera que cualquier persona en cualquier lugar del mundo sea capaz

de aplicar esta tecnologia a sus datos.
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Apéndice. Reconstrucciones filogenéticas de tRUEs expandidas y

reclutadas por BGCs de NPs.

Aminotransferasadependiente de PLP Asp/glu-tRNA amidotransferasa sub. B

Aspartil-tRNA sintetasa

o SNy

Aspartil-tRNA sintetasa no-discriminante Fenilalanil-tRNAsintetasa sub. A
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Fenilalanil-tRNAsintetasa sub. B

Glutamil-tRNA sintetasa no-discriminante Glutaminil-tRNAsintetasa

Isoleucil-tRNA sintetasa Leucil-tRNA sintetasa
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Seril-tRNA sintetasa

Treonil-tRNA sintetasa

Valil-tRNA sintetasa
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