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Resumen

A diferencia de los productos generados por el metabolismo primario, la diversidad
de metabolitos secundarios en la naturaleza es muy amplia. Estas sustancias han
sido estudiadas y utilizadas con éxito durante muchos afios por sus propiedades
farmacoldgicas y su interés industrial, principalmente aquéllas producidas por el
grupo de las actinobacterias, como es el caso de los antibioticos. Actualmente, es
necesario realizar la busqueda de nuevos antibiéticos, ya que algunos de estos
presentan toxicidad y los microorganismos patdégenos han desarrollado resistencia
contra muchos de los que se utilizan en medicina. Para llevar a cabo el
descubrimiento y anadlisis de nuevas moléculas con actividad antibidtica en
ocasiones es necesario hacer uso de hospederos heterdlogos, ya que muchos
microorganismos presentan dificultades de crecimiento en condiciones de
laboratorio, o los metabolitos de interés se producen en concentraciones muy bajas
para su estudio. Se han disefiado cepas especiales para la expresion heterdloga de
metabolitos secundarios, eliminando las vias de sintesis para la produccion de los
metabolitos enddgenos del hospedero para evitar la competencia por los
precursores, y para obtener perfiles cromatograficos mas sencillos. Sin embargo,
los hospederos mas importantes hasta ahora disponibles para este fin son
propiedad de las instituciones donde se crearon y la obtencién de los mismos esta
limitada y sujeta a una serie de convenios que limitan su empleo. En este trabajo se
utilizé a Streptomyces venezuelae como modelo para la obtencién de un hospedero
para expresion heteréloga que sea propiedad de la UNAM. Se eligié a S. venezuelae
por sus ventajas de crecimiento y de manipulacion genética que presenta frente a
otras actinobacterias. Haciendo uso de la técnica de PCR- targeting se bloqued la
via de sintesis del cloranfenicol en dicha cepa. Al hacer una comparacion de S.
venezuelae WT y de la mutante obtenida se demostrd que la interrupcion de la via

de sintesis afecto la capacidad antibidtica de la cepa, pero no afect6 su crecimiento.
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Abstract

Unlike products generated by primary metabolism, the diversity of secondary
metabolites in nature is wider. These substances have been studied and used
successfully for many years for their pharmacological properties and industrial
interest, mainly those produced by the group of actinobacteria, as the case of
antibiotics. Currently it is necessary to search for new antibiotics, since many of
these present toxicity and pathogenic microorganisms have developed resistance
against many of those used in medicine. In order to carry out the discovery and
analysis of new molecules with antibiotic activity, it is sometimes necessary the use
of heterologous hosts, since many microorganisms present growth difficulties under
laboratory conditions, or the metabolites of interest are produced in very low
concentrations for their study. Some strains have been designed for the
heterologous expression of secondary metabolites, blocking the synthesis pathways
for the production of endogenous metabolites to avoid competition by precursors,
and to obtain simpler chromatographic profiles. However, the most important hosts
available for this purpose are property of the institutions where they were created
and are limited and subject to agreements that limit their use. In this work,
Streptomyces venezuelae was used as a model to obtain a host for heterologous
expression of secondary metabolites property of UNAM. S. venezuelae was chosen
for its growth and genetic manipulation advantages over other actinobacteria. Using
PCR-targeting technique the chloramphenicol synthesis pathway in this strain was
blocked. When comparing S. venezuelae WT and the obtained mutant, it was shown
that the interruption of the synthesis pathway affected the antibiotic capacity of the

strain, but did not affect its growth.
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Introduccién

Los metabolitos secundarios son moléculas producidas principalmente por plantas,
bacterias y hongos que derivan del metabolismo primario y que son sintetizadas
Gnicamente bajo ciertas circunstancias. Estas moléculas son utilizadas entre
organismos de la misma o de diferentes especies como sefiales de comunicacion
qguimica para interactuar con su medio ambiente dentro de los ecosistemas. Por
ejemplo, pueden sintetizarse como defensa contra depredadores, parasitos u otros
organismos que crecen alrededor para evitar la competencia por los recursos u otras
situaciones que causen algun tipo de estrés y que representen un riesgo para el

organismo que los produce (Demain y Fang, 2000; Tracanna et al., 2017).

A diferencia de los productos generados mediante el metabolismo primario, la
diversidad de metabolitos secundarios en la naturaleza es muy amplia. Suelen ser
moléculas de bajo peso molecular y presentan multiples funciones, razén por la cual
al metabolismo secundario se le conoce también como metabolismo especializado.
Estas sustancias han sido estudiadas y aprovechadas con éxito desde hace muchos
afos por sus propiedades de interés farmacolégico e industrial, como es el caso de
los antibioticos. La importancia en la salud humana de estos compuestos ha sido tal
gue desde su uso la expectativa de vida de nuestra especie ha aumentado

considerablemente (Demain y Fang, 2000; Demain y Sanchez, 2009).

Las bacterias son una fuente muy rica de produccion de antibiéticos. Dentro de este
dominio se encuentran las actinobacterias, donde se ubica el género Streptomyces,
el género con mayor niumero de especies entre las actinobacterias (Shepherd et al.,
2010). Estas son bacterias Gram-positivas, formadoras de micelio, con un alto
contenido de guanina y citosina (GC) en su genoma. Han sido aislados
principalmente de suelos y son responsables de la produccion de mas del 75% de
los antibidticos de interés industrial, por ejemplo, la estreptomicina y las tetraciclinas
(Baltz, 2008; Demain y Fang, 2000; Enany, 2018).

A partir de estas bacterias se han logrado aislar mas de 8 000 moléculas bioactivas

(Enany, 2018), sin embargo, es necesaria la busqueda de nuevas moléculas con



bioactividad, ya que los microorganismos patégenos han desarrollado resistencia
contra muchas de las que se utilizan en la actualidad, o presentan toxicidad
(Sanchez y Demain, 2015).

Para realizar la busqueda de estos principios bioactivos novedosos recientemente
se han aislado estos microorganismos a partir de fuentes no convencionales, por
ejemplo, sedimentos marinos, cuevas, géiseres, plantas, etc. (Demain et al., 2019;
Sanchez y Demain, 2015). También se ha utilizado, como alternativa, la mineria
gendmica para buscar cllsteres cripticos para la produccibn de metabolitos
secundarios en los genomas de los estreptomicetos que ya conocemos (Challis,
2008; Lee et al., 2020).

La mineria gendémica consiste en el andlisis de secuencias para el descubrimiento
de productos naturales (Challis, 2008). Para ello, se utilizan una serie de programas
de cdmputo que han sido disefiados para predecir las rutas metabdlicas para la
sintesis de metabolitos secundarios, a partir de los genes codificadores presentes
en los genomas. La disponibilidad de los genomas completos de algunos
estreptomicetos y su analisis a través de la mineria gendémica, nos han ensefiado
que estos microorganismos producen muchos mas metabolitos secundarios de los
gue se pensaba. Lo cual indica que los estreptomicetos contindan siendo una fuente
muy rica para el descubrimiento de moléculas de interés (Lee et al., 2020).
Adicionalmente, hemos aprendido que los genes requeridos para la regulacion,
biosintesis y transporte de estos metabolitos secundarios se encuentran, por lo
general, dentro de clUsteres en el genoma del organismo que los produce (Baltz,
2008; Gomez-Escribano y Bibb, 2012).

A pesar de esto, caracterizar los metabolitos secundarios desconocidos predichos
mediante mineria gendémica puede no ser sencillo, ya que hay especies que son
muy dificiles de crecer en condiciones de laboratorio, de manipular genéticamente,
0 puede suceder que los metabolitos de interés se sinteticen en concentraciones
muy bajas para su estudio (Baltz, 2008; Kim et al., 2015). Una solucion a este tipo
de problemas consiste en realizar expresion heteréloga en hospederos mas
manipulables genéticamente y cultivables, ya que estandarizar las condiciones para
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un Optimo crecimiento y la obtencién de los productos en su hospedero original
puede requerir mucho tiempo de investigacion y experimentacion (Gomez-
Escribano y Bibb, 2012; Kim et al., 2015).

2. Antecedentes

La expresion heter6loga consiste en expresar genes de un organismo en otro
diferente, y esto tiene mejores resultados si se realiza en hospederos disefiados
especialmente para este fin. Para realizar dicha expresion, las técnicas mas
utilizadas consisten en clonar el clister o los genes de interés en un vector
adecuado, seleccionar un hospedero filogenéticamente cercano al microorganismo
productor e introducir el cllster o los genes de interés al mismo, para luego crecer
a la cepa recombinante en condiciones apropiadas y posteriormente se puede
analizar la expresion del producto (Gomez-Escribano y Bibb, 2012).

Recientemente se ha buscado crear hospederos para realizar expresion heterdloga
a partir de diferentes especies de Streptomyces (Baltz, 2010). Estas bacterias
funcionan como buenos hospederos para sintetizar de manera mas eficiente
metabolitos de interés de microorganismos relacionados filogenéticamente entre si,
como pueden ser otras especies del mismo género u otras actinobacterias. Otros
microorganismos modelo como Escherichia coli no son recomendables para este
fin, ya que las proteinas expresadas pueden presentar problemas de solubilidad, de
modificaciones postraduccionales, o la bacteria puede no sintetizar los precursores
necesarios para llevar a cabo la via de sintesis de ciertos metabolitos como
policétidos, péptidos no ribosomales, bacteriocinas, terpenoides, derivados de la via
del &cido shikimico y aminoglucdsidos, entre otros productos naturales. Sin
embargo, una desventaja que presentan los sistemas de expresion heterdloga es
gue la sintesis del metabolito de interés a la vez compite por los precursores para
la sintesis de los metabolitos enddgenos del hospedero (Gémez-Escribano y Bibb,
2012; Komatsu et al., 2013, Moore et al., 2017).



Para evitar esta competencia por los precursores y también para poder determinar
la produccion del metabolito exdgeno de manera mas clara, se han disefiado cepas
especiales para la expresion heterdloga de clusteres, eliminando los clisteres para
la produccion de los metabolitos endégenos del hospedero (Gomez-Escribano y
Bibb, 2012; Myronovski et al., 2018).

Por ejemplo, en 2011, Gémez-Escribano y Bibb crearon la cepa M1154 (y otros
derivados) de S. coelicolor a partir de la cepa M145. Para evitar la competencia por
fuentes de carbono y nitrégeno necesarias para la produccién de metabolitos
secundarios del hospedero, se elimind la via de sintesis de 4 metabolitos con
actividad antibiética producidos por S. coelicolor, la actinorrodina, la undecil-
prodigiosina, el CPK (policétido tipo 1) y el CDA (antibiotico dependiente de calcio).
Ademas, se introdujeron mutaciones puntuales en los genes rpoB y rpsL, los cuales
codifican para la subunidad beta de la ARN polimerasa y la proteina ribosomal S12,
respectivamente. Esta Ultima técnica mencionada es conocida como ingenieria del
ribosoma, y se ha observado que al introducir este tipo de mutaciones puede ser
posible potenciar de manera importante la produccion de algunos metabolitos en
Streptomyces (Liu et al., datos no publicados).

La mutante M1154 de S. coelicolor logré sobre-expresar metabolitos enddégenos de
manera significativa, lo cual se demostré al reintroducir e inducir la expresion de los
genes necesarios para la produccion de actinorrodina a la cepa. También logré
sobre-expresar metabolitos exégenos, lo cual se demostré al introducir los cllsteres
para la biosintesis del cloranfenicol de S. venezuelae y la congocidina de S.
ambofaciens. Por lo tanto, las ventajas que brinda la construccion de hospederos
no solamente se limitan a la expresion de clisteres de organismos que no se logran
cultivar en el laboratorio, sino que ademas se pueden obtener mayores
concentraciones de algunos compuestos de interés que normalmente se sintetizan
en cantidades bajas en su hospedero natural, lo cual facilita su caracterizacién
quimica (Gomez-Escribano y Bibb, 2011; Komatsu et al., 2010; Myronovski et al.,
2018).



Otra de las ventajas de eliminar clisteres enddégenos de hospederos para expresion
heter6loga es que se ha observado que estas cepas presentan perfiles
cromatograficos mas simples de sus metabolitos enddgenos, lo cual puede facilitar
la identificacion y caracterizacion de nuevos compuestos (Gomez-Escribano y Bibb,
2011 Myronovski et al., 2018).

También se ha buscado disefiar hospederos a partir de S. avermitilis, ya que esta
cepa presenta ciertas ventajas durante la produccion de metabolitos secundarios a
nivel industrial, en comparacion a otras cepas modelo como S. coelicolor, por
ejemplo, una mayor tolerancia a situaciones de estrés como altas temperaturas y
condiciones hipertonicas (Komatsu et al., 2010; Komatsu et al., 2013). Otros
hospederos han sido disefiados a partir de S. albus por sus ventajas de crecimiento

y de manipulacion genética (Myronovski et al., 2018).

S. venezuelae WT (ATCC 10712) también se ha utilizado como modelo para realizar
expresion heterdloga, ya que al igual que las cepas antes mencionadas, presenta
ciertas ventajas frente a otras actinobacterias. Por ejemplo, su rapido crecimiento,
su capacidad de esporular en medio liquido y presentar poca agregacion en el
mismo, lo cual es una ventaja durante la produccion de compuestos de interés en
un biorreactor, ya que la formacién de un micelio denso afecta la oxigenacién de los
cultivos, lo cual es una desventaja que presentan muchas otras especies de
estreptomicetos. Ademas, su manipulacién genética resulta mas sencilla en
comparacién a otras especies, ya que presenta una alta tasa de transformacién por
electroporaciéon y de conjugacién con E. coli, un modelo ampliamente utilizado en
diferentes técnicas de biologia molecular. Adicionalmente, su genoma, que mide
mas de 8 000 kilobases, se encuentra publico y existe una biblioteca de césmidos
asi como de plasmidos integrativos disponibles (Kim et al., 20015, Moore et al.,
2017, Tschowri, 2016). Su ciclo de vida, como el del resto de los estreptomicetos,
consiste en la germinacion de una espora, formacion de un micelio vegetativo,
formacion de un micelio aéreo y finalmente la esporulacion, que presenta un
fenotipo azul-verdoso, y que permite que el ciclo se repita (Kim et al., 20015;
Tschowri, 2016).



Otra cepa de S. venezuelae que ha sido utilizada para realizar expresion heterologa,
por presentar ventajas de crecimiento, es la ATCC 15439, en la cual se han logrado
producir policétidos, hibridos de policétidos y péptidos no ribosomales, asi como

aminoglucésidos (Kim et al., 2015).

En 2006, a partir de S. venezuelae ATCC 15439 se cre6 la cepa DHS2001, en la
cual se bloqued la via de sintesis de un metabolito producido a través de un sistema
PKSI (policétido sintasa tipo ), la picromicina, esto tras la eliminacion de los genes
pikA en S. venezuelae ATCC 15439. DHS2001 fue utilizada con éxito para la
produccién heteréloga de compuestos sintetizados mediante policétidos sintasas,
como la tilactona, precursor para la sintesis de la tilosina, un antibiético de uso
veterinario para el tratamiento de neumonia y otras enfermedades. Dicha mutante
fue capaz de producir 0.5 mg/l de tilactona tras 4 dias de cultivo, lo cual es una
mayor concentracion en comparacion a la cantidad sintetizada por su hospedero
nativo, S. fradiae, y por otros estreptomicetos utizados como hospederos

heterdlogos (Jung et al., 2006).

Actualmente, se sabe que la cepa ISP5230 (ATCC 10712, WT) es capaz de crecer
mas rapido que la cepa ATCC 15439, de modo que se ha buscado disefiar

hospederos utilizando este modelo (Fan et al., 2012, Yin et al., 2016).

En 2012, Fan y colaboradores crearon una mutante a partir de S. venezuelae
ISP5230 (ATCC 10712, WT) ala cual se le delet6 gran parte del clister que contiene
los genes para la biosintesis de la jadomicina, una aglicona producida bajo
condiciones de estrés. En 2016, Yin y colaboradores probaron esta cepa,
denominada WVR2006, como hospedero para la expresion heterdloga de una
oxitetraciclina, un antibiotico de alto espectro utilizado en veterinaria y acuicultura
como aditivo en los alimentos. Dado las ventajas de crecimiento de S. venezuelae
reportaron que este hospedero logré producir en 48 h la cantidad del metabolito

producido durante 8 dias en su hospedero natural, S. rimosus.

La cepa de S. venezuelae ISP5230 (ATCC 10712, WT) también ha sido utilizada
para expresar de manera heteréloga el clister de la nosocomicina Az (NOA2)



producido de manera natural por S. ghanaensis. En 2014, Lapatniuk y
colaboradores expresaron heter6logamente este cllster en diferentes hospederos.
Para expresar este fosfo-glicolipido perteneciente a la familia de las moenomicinas,
que tienen la capacidad de inhibir enzimas que participan en la formacion de la
pared bacteriana de algunos microorganismos, utilizaron las cepas M145, M1152 y
M1154 de S. coelicolor, S. albus, S. thermospinosisporus, y S. venezuelae (WT). En
este trabajo, observaron que S. venezuelae presenté un 6ptimo crecimiento en las
condiciones de produccion de la nosocomicina y una elevada actividad antibiética
usando ensayos de difusion en disco. Sin embargo, esto no fue debido a una sobre
produccion de nosocomicina sino a la co-expresion del cloranfenicol, de acuerdo a

los resultados obtenidos por HPLC-MS.

El cloranfenicol es un metabolito secundario producido y excretado por ciertas
actinobacterias como S. venezuelae bajo ciertas condiciones, por ejemplo, cuando
se empiezan a agotar los nutrientes en su medio, o bajo situaciones de estrés. Esta
molécula pertenece a los fenicoles, y presenta actividad bacteriostatica contra
bacterias Gram-positivas y Gram-negativas, es decir, no produce la muerte de estas
bacterias, pero si impide su proliferacion, ya que inhibe la sintesis proteica
uniéndose a la subunidad 50S ribosomal (Fernandez-Martinez et al., 2014; He et
al., 2001).

La sintesis del cloranfenicol comienza por la via metabdlica del shikimato o del &cido
shikimico, donde se forma el anillo aromatico que lo compone (Figura 1). Esta via
se encuentra principalmente en bacterias y plantas y es responsable de la sintesis
de aminoacidos aromaticos como la fenilalanina, la tirosina y el tript6fano, ademas
de otros compuestos. A partir del acido shikimico se forma el acido corismico, y a
partir de éste se da la reaccion inicial de la sintesis del cloranfenicol. Para ello, este
precursor se convierte en acido 4-amino-4-deoxicorismico (ADC) por la accién de
un complejo enzimético formado por la asociacion de los productos de los genes
pabA y pabB. Luego el ADC forma acido 4-amino 4-desoxiprefénico y éste produce
el acido p-aminofenilpiravico. Este udltimo intermediario se convierte en p-

aminofenilalanina (PAPA) que sirve como precursor para la formacion de p-



aminofenilserina (PAPS). Finalmente, PAPS es convertido en p-nitrofenilserinol, y
éste es utilizado para la formacion del producto final, el cloranfenicol (He et al.,
2001).
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Figura 1. Sintesis del cloranfenicol a partir de la via del acido shikimico. (Tomada de: He et
al., 2001).

En un estudio realizado por He y colaboradores en 2001, se analizaron regiones en
el cromosoma de S. venezuelae adyacentes a pabAB (CmIB). Mediante un analisis
bioinformético por BLAST se buscaron similitudes entre ORFs adyacentes a pabAB
y secuencias de aminodacidos contenidas en la base de datos GenBank. De esta
forma, se determind que los productos de tres genes que se encuentran rio abajo
de pabAB, cmlE, cmID y cmIC, se asemejan a proteinas que participan en la via de
sintesis del 4cido shikimico, y que la secuencia de cmlF, que también se encuentra
rio abajo, muestra similitud con proteinas de membrana involucradas en el exporte

del cloranfenicol en otros microorganismos como Rhodococcus fascians y S.



lividans (He et al., 2001). Rio arriba de pabAB, fueron identificados otros genes
relacionados a la via de sintesis del cloranfenicol. Dentro de ellos, cmIP mostré
similitud con una péptido sintetasa no ribosomal monomodular, cmll mostro similitud
con un casete de union a ATP de un transportador tipo ABC, cmlJ mostré similitud
con una ceto-reductasa de cadena corta, cmlK con una coenzima A ligasa y cmiH,
gue a pesar de que no se logré relacionar con el producto para el cual codifica
mediante BLAST, por ensayos de mutagénesis se demostré que cumple un papel

importante en la biosintesis de este antibiotico (Figura 2) (He et al., 2001).
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Figura 2. Marcos abiertos de lectura (ORFs) adyacentes a pabAB. En el recuadro morado
se sefialan los genes cuyo producto esta relacionado con proteinas que participan en la via
del acido shikimico, mientras que, en el rojo, aquéllos cuyo producto esta relacionado con

la sintesis o transporte del cloranfenicol. (Tomado y modificado de: He et al., 2001).

Dicho grupo de investigacién obtuvo mutantes de algunos de los genes contenidos
dentro de ese cluster, y observaron que en el caso de cmlP, al ser interrumpido con
un casete de resistencia a ampicilina la cepa ya no era capaz de producir p-
aminofenilalanina (PAPA) ni cloranfenicol. De la misma manera, demostraron que
al interrumpir el gen cmlH la cepa no era capaz de producir cloranfenicol en

condiciones en donde la cepa tipo silvestre lo sintetizaba (He et al., 2001).



3. Justificacion

Para la produccion industrial de metabolitos secundarios es conveniente el uso de
hospederos heterélogos. Los hospederos mas importantes hasta ahora disponibles
para este fin son propiedad de las instituciones donde se crearon y la obtencién de
estos esta limitada y sujeta a una serie de convenios que limitan su empleo. El
desarrollo de nuevos hospederos para la expresion de metabolitos secundarios con
actividad farmacolégica potencial, que sean propiedad de la UNAM y que
eventualmente puedan formar parte de paquetes tecnoldgicos para ser ofrecidos a
la industria, representa un reto interesante por resolver. En este trabajo se utilizara
a S. venezuelae como modelo por las ventajas de crecimiento que presenta frente

a otras Actinobacterias.

4. Hipotesis

El blogueo de la sintesis del cloranfenicol en Streptomyces venezuelae facilitara la
identificacion de metabolitos secundarios expresados heter6logamente en esta

cepa.

5. Objetivos
General:

Desarrollar una cepa hospedera que eventualmente pueda ser utilizada como
vehiculo de expresion de clusteres novedosos para la produccion de metabolitos
secundarios de interés farmacéutico o industrial utilizando a Streptomyces

venezuelae.

Particulares:

Corroborar la produccion de cloranfenicol en la cepa ATCC 10712 (WT) de S.
venezuelae
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Caracterizar la tasa de crecimiento y produccién de antibiético en S. venezuelae
ATCC 10712

Bloquear la via de sintesis de cloranfenicol en la cepa mencionada

Caracterizar la tasa de crecimiento y produccion de antibiético de la mutante
obtenida

Realizar expresion heterdloga en la mutante obtenida

6. Metodologia a seguir
6.1 Material Biologico

La construccidn del hospedero se realizara a partir de la cepa ATCC 10712 (WT) de
S. venezuelae. Un diagrama general para el disefio, construccion y evaluacion del

mismo se encuentra en la seccién de apéndice (Diagrama Al).

Para las pruebas de bioautografia y antibiosis se utilizar4 a Micrococcus luteus, la
cepa K12 de E. coli (WT) y a Bacillus subtilis.

La cepa de E. coli DH5a serd empleada para mantener el cosmido pAH91 que
contiene el cluster para la sintesis de cloranfenicol de S. venezuelae, el cual nos fue
donado por el doctor Juan Pablo Gomez Escribano del John Innes Centre, Norwich,
Inglaterra.

Se utilizara la cepa JM109 de E. coli para la proliferacion del plasmido plJ778, del
cual se va a obtener el casete de resistencia a espectinomicina que sera utilizado
para interrumpir los genes de interés en S. venezuelae y como marcador de
seleccion en la cepa modificada. Para otros fines de la obtencion de la mutante se
utilizara la cepa de E. coli BW25113/plJ790 y la cepa no metilante de E. coli
ET12567/pUZ8002.

Una lista mas detallada de las cepas utilizadas en este trabajo y sus

especificaciones se muestra a continuacion (Tabla 1).

Tabla 1. Cepas utilizadas durante la realizacion de este trabajo.
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Cepas Genotipo Resistencia Referencia

B. subtilis Silvestre 1B, UNAM

M. luteus Silvestre 1B, UNAM

E. coli K12 Silvestre 1IB, UNAM

E. coli DH5a/ pAH91 Contiene el césmido con los genes para Apramicina y Gbomez-

la sintesis del cloranfenicol ampicilina Escribano,

John Innes
Centre

E. coli IM109/ plJ778

Contiene el plasmido de donde se obtuvo
el casete de resistencia a espectinomicina

Espectinocimina
y estreptomicina

Este trabajo

E. coli BW25113/ plJ790

BW25113 no consume arabinosa, plJ790
contiene el sistema de recombinacion A
RED el cual se induce con arabinosa

t, sensible a temperaturas mayores a
30°C

Cloranfenicol

Gust et al.,
2002

E. coli BW25113/ plJ790/
pAHO1

BW25113 no consume arabinosa, plJ790
contiene el sistema de recombinacion A
RED el cual se induce con arabinosa,
pAH91 contiene los genes necesarios
para llevar a cabo la sintesis del
cloranfenicol

t, sensible a temperaturas mayores a
30°C

Cloranfenicol,
apramicina y
ampicilina

Este trabajo

E. coli BW25113/ plJ790/
pAH91/ cmiIH:: aadA

BW25113 no consume arabinosa, plJ790
contiene el sistema de recombinacién A
RED el cual se induce con arabinosa,
contiene el cdsmido pAH91 con el gen
cmlH interrumpido

t, sensible a temperaturas mayores a
30°C
Sensible a &cido nalidixico (20 pg/ ml)

Cloranfenicol,
apramicina,
ampicilina 'y
estreptomicina

Este trabajo

E. coli ET12567/ pUZ8002

Cepa no metilante que permite la
conjugacién con S. venezuelae

Kanamicina y
cloranfenicol

Gust et al.,
2002

E. coli ET12567/ puZ8002 Cepa no metilante que permite la Kanamicina, Este trabajo
pAH91/ cmiIH:: aadA conjugacioén con S. venezuelae y que cloranfenicol,
contiene el cdsmido pAH91 con el gen ampicilina,
cmlH interrumpido apramicina
estreptomicina
E. coli ET12567/ puZ8002/ | Cepa no metilante que permite la Apramicina, Jiménez R, IIB

plJ6902

conjugacioén con S. venezuelae, plJ6902,
vector de clonacion

kanamicina y
cloranfenicol

UNAM

E. coli ET12567/ pUZ8002/
p1J6902/ alkA

Cepa no metilante que permite la
conjugacioén con S. venezuelae, plJ6902,
vector de clonacién con capacidad de
expresar un alquilresorcinol

Apramicina,
kanamicina y
cloranfenicol

Jiménez R, IIB
UNAM
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S. cerevisiae

Silvestre

1B, UNAM

S. venezuelae ATCC 10712

Silvestre

1B, UNAM

S. venezuelae ATCC Cepa silvestre transformada con un Apramicina Este trabajo
10712/ plJ6902 vector de clonacion
S. venezuelae ATCC Cepa silvestre transformada con el vector | Apramicina Este trabajo

10712/ plI6902/ alkA

de clonacion con el gen necesario para la
sintesis de un alquilresorcinol

S. venezuelae AcmlH

Cepa no productora de cloranfenicol

Espectinomicina

Este trabajo

S. venezuelae AcmlH/
plJ6902

Cepa no productora de cloranfenicol
transformada con un vector de clonacion

Apramicina y
espectinomicina

Este trabajo

S. venezuelae AcmlH/
plJ6902/ alkA

Cepa no productora de cloranfenicol
transformada con el vector de clonacion

Apramicina y
espectinomicina

Este trabajo

con el gen necesario para la sintesis de
un alquilresorcinol

6.2 Obtencion y titulacion de preparaciones densas de esporas de la cepa silvestre
(WT) de S. venezuelae

Para obtener y aislar esporas de S. venezuelae ATCC 10712 (WT) se inocularon
200 pl de un stock de esporas en 20 ml de H20 Milli-Q estéril, para a partir de esa
dilucion inocular 20 cajas de Petri de forma confluente en medio MYM (Maltose-
Yeast Extract medium) suplementado con elementos traza R2 (1 ml por caja). Las
cuales se incubaron durante 3 dias a 29°C. En este medio S. venezuelae es capaz

de diferenciarse en micelio aéreo y posteriormente esporular.

Una vez que la cepa esporulo se agregaron a cada caja 5 ml de solucién salina
isotonica (SSI) al 0.85 % y con ayuda de un asa bacterioldgica se raspo la superficie
para separar las esporas del micelio. Se recuperaron los 5 ml de SSI al 0.85% de
cada caja en tubos estériles y se homogeniz6 por vortex para liberar las esporas del
micelio. La SSl al 0.85 % con las esporas se pasé a través de una trampa de algodén
y se recupero en otro tubo. Los filtros se enjuagaron con 5 ml de SSI al 0.85% para
poder recuperar la mayor cantidad de esporas. El filtrado se centrifugé a 1 295 x g
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durante 10 min a 4°C (Heraeus Megafuge 16R Centrifuge, Thermo Scientific). Se
descarto el sobrenadante y se resuspendid la pastilla en 35 ml de SSI al 0.85% para
centrifugar una vez mas a 1 295 x g durante 10 min a 4°C. Se descarté nuevamente
el sobrenadante, se realizé un lavado més para eliminar los restos del medio,
centrifugando y descartando el sobrenadante de la misma manera, se resuspendié
el paquete de esporas en 3 ml de glicerol al 20% (diluido en H20 destilada) y
finalmente, se realizaron alicuotas de las mismas para almacenarlas a -80°C para

Su posterior uso.

Para llevar a cabo su titulacion, del stock resultante de la cosecha de esporas se
tomaron 10 pl (se realizd por triplicado) y se transfirieron a un tubo de 1.5 ml con
990 pl de H20 Milli-Q para obtener una dilucién de 102. Se mezcl6 esta dilucion en
vortex y se transfirieron 100 pl de esta dilucién a otro tubo con 900 pl de H20 Milli-
Q para obtener una diluciéon de 10-3. Y este procedimiento se repitié hasta obtener
una dilucién de 10-1°. Posteriormente cada dilucién se inoculé en medio MYM sélido

y se incubaron a 29°C. Pasadas 48 h se llevd a cabo el conteo de las UFC obtenidas

por mly pl.

6.3 Extraccion de compuestos producidos por S. venezuelae en medio Gl

Se inocularon 4 matraces bafleados con 500 esporas por cada matraz en 50 ml de
medio liquido GI durante 6 dias a 29°C en agitacion constante. En dicho medio de
cultivo se ha reportado que la cepa de cepa de S. venezuelae WT produce
cloranfenicol en cantidades detectables (Chatterjee y Vining, 1982). Posterior a eso
se realiz6 la extraccion de compuestos tanto de la biomasa como del sobrenadante.
Para esto, pasados los 6 dias se coloco todo el cultivo en tubos de 50 ml, los cuales
fueron centrifugados a 2 800 x g durante 5 min (Heraeus Megafuge 16R Centrifuge,
Thermo Scientific) separando asi el sobrenadante de la biomasa. La biomasa se
colocé en un frasco de boca ancha para ser macerada con la ayuda del pistilo de
un mortero, y el sobrenadante se filtr6 para eliminar los restos de biomasa y se
colocd en un matraz. Una vez que se separo la biomasa y el sobrenadante se realizo
la extraccion de compuestos con acetato de etilo (CHs-COO-CH,-CHjs) utilizando el
rotavapor Buchi R-215.
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6.4 Busqueda de cloranfenicol en los compuestos extraidos de S. venezuelae por

cromatografia de capa fina

Para detectar la presencia del cloranfenicol en los extractos de biomasa y
sobrenadante se realizd una cromatografia en capa fina (TLC). Esta técnica permite
separar moléculas contenidas en una mezcla con base en su polaridad utilizando
una fase estacionaria y una fase movil. De acuerdo a las caracteristicas no polares
de la molécula de cloranfenicol (Lorian, 2005), como fase estacionaria se utilizé una
placa de silice gel 60F2s4 con base de aluminio (Merck-Millipore), y como fase movil,
tras evaluar diferentes condiciones de separacién, se eligié una solucién de 9.6 ml
de diclorometano (CH,Cl;) y 0.4 ml de metanol (CH3OH), (96:4). A la placa de silice
se le aplicaron 5 pl (8.4 mg/ml) de extracto de biomasa, 5 pl (5.6 mg/ml) de extracto
de sobrenadante y se utilizaron 5 pl (1 mg/ml) de cloranfenicol-C0378 (Sigma) como
control. Posteriormente, se expuso la placa a 254 nm con una lampara de UV
(UVGL-55 Hand-held UV lamp) para detectar la presencia de los compuestos

extraidos.

6.5 Evaluacion de la actividad bacteriostatica de los extractos de S. venezuelae

contra bacterias Gram-positivas y Gram-negativas

Para probar la actividad de los extractos contra bacterias Gram-positivas por
bioautografia, se inoculdé a M. luteus en medio TSB (Tryptone Soya Broth) sélido
durante 48 h. Para tener un estandar de la concentracibn de microorganismos
contenidos en cada una de las pruebas se preparo la solucion 0.5 McFarland que
equivale a un patrén de turbidez de 1.5 x 108 células de E. coli por mI® si se lee a
0.08-0.10 de absorbancia a 625 nm. Pasadas las 48 h se realizé una cromatografia
en capa fina de los extractos de biomasa y sobrenadante de S. venezuelae
utilizando cloranfenicol (Sigma) como control positivo. Esta placa de TLC se coloco
en una caja Petri de vidrio. Se prepard una suspension de soluciéon salinay M. luteus
equivalente a la turbidez de McFarland (+/- 0.005). Se agregd 1 ml de esta solucion
en 80 ml de medio sélido TSB y se vertié sobre la caja de Petri con la placa de TLC.

Se incubd a 37°C y se observo la actividad de los extractos y el control a las 48 h.
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Para probar la actividad de los extractos contra bacterias Gram-negativas, se
inocul6 a E. coli cepa K12 en medio LB sdlido durante 24 h. Pasadas las 24 h se
realizod una cromatografia en capa fina de los extractos de biomasa y sobrenadante
utilizando cloranfenicol (Sigma) como control, se colocé la placa de TLC en una caja
Petri de vidrio y se prepard una suspension de solucion salina y E. coli equivalente
a la turbidez de McFarland (+/- 0.005). Se agreg6 1 ml de esta solucion en 80 ml de
medio sélido LB y se vertio sobre la caja de Petri con la TLC. Se incub6 a 37°Cy
después de 24 h se realizd una tincion vital con KOH 0.01% + 0.1% de azul de
metileno para observar la actividad de los extractos y el control. Esta solucion
mantiene una coloracion azul cuando se inhibe el crecimiento bacteriano, y
desaparece en donde si hay presencia bacteriana ya que puede ser metabolizada

por E. coli.

6.6 Analisis de la produccién de antibidtico por S. venezuelae WT en medio Gl

mediante pruebas de antibiosis

Utilizando un asa bacteriol6gica a partir del stock de esporas de S. venezuelae
ATCC 10712 (WT) se estriaron placas con medio Gl y se incubaron a 29° C. Una
vez que se observé que la cepa presentd un éptimo crecimiento bajo estas
condiciones se realizé el mismo procedimiento estriando a E. coli K12, M. luteus,
Saccharomyces cerevisiae y B. subtilis a partir de gliceroles e incubando
nuevamente a 29° C. Dado su 6ptimo crecimiento bajo las condiciones mencionadas
se eligio a B. subtilis y a E. coli K12 para llevar a cabo las pruebas de antibiosis

contra bacterias Gram-positivas y Gram-negativas.

Las pruebas de antibiosis se realizaron estriando a S. venezuelae en medio Gl, se
incubo a 29° C durante 72 h y pasadas las 72 h en esa misma placa se estri6 a B.
subtilis (Gram-positivo) y a E. coli K12 (Gram-negativo). Las placas se continuaron
incubando a 29° C y pasadas 48 h se evalud la inhibicion del crecimiento de B.
subtilis y de E. coli K12.

6.7 Cinética de crecimiento de S. venezuelae WT en medio Gl
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Para determinar la tasa de crecimiento de S. venezuelae ATCC 10712 (WT) en
medio GlI, primero se realizé un pre-inéculo de la cepa en 50 ml de medio MYM. Se
inocularon 1 pl de esporas (2x108 UFC por pl) por matraz, y se incub6 en agitacion
constante a 29 °C durante 48 h. Pasadas las 48 h, se sacaron 3 matraces y de cada
matraz bafleado se apartaron 10 ml en un tubo Falcon para determinar la biomasa

presente.

El contenido del resto de los matraces se centrifugd a 12 000 x g durante 10 minutos
y se descarto el sobrenadante. Las pastillas se resuspendieron en 20 ml de SSI al
0.85% cada una y nuevamente se centrifugaron a 12 000 x g durante 10 minutos.
Se descartd nuevamente el sobrenadante, se realizo un lavado mas con SSl al 0.85
%, centrifugando y descartando el sobrenadante de la misma manera; finalmente,

las pastillas se resuspendieron en 5 ml de SSI.

Del pre-indculo resuspendido en SSI (0.095 mg/ml de biomasa) se tomo6 1 ml para
inocular en medio GI (1 ml por cada 50 ml de medio) y se incub6 a 29° C en agitacion
constante. Pasadas 24, 48, 72, 96, 120 y 168 h de incubacion se sacaron 3 matraces
bafleados por cada tiempo, y de cada matraz se apartaron 10 ml en un tubo Falcon

para determinar la biomasa presente.

Para llevar a cabo la determinacién de la biomasa se utilizé papel filtro Whatman
del nimero 1. Se enumeraron los filtros y se metieron en una estufa para eliminar
la humedad presente en ellos. Una vez que no presentaron humedad y sus pesos
fueron constantes, los 10 ml de cada muestra se filtraron al vacio utilizando estos
filtros, los cuales posteriormente se metieron a la estufa para eliminar la humedad
hasta que sus pesos fueron constantes. Finalmente se determind la relacion de los

pesos con y sin biomasa, y la relacion de mg peso seco/ ml.

6.8 Analisis de la produccion de cloranfenicol por S. venezuelae WT en medio Gl
mediante UPLC-MS

De la cinética de crecimiento de S. venezuelae ATCC 10712 (WT) en medio Gl

(punto 6.7) se apartaron 40 ml de las 48 y 120 h (por triplicado). Se separo la
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biomasa del sobrenadante de cada muestra por filtracién y ya que se obtuvieron los
sobrenadantes libres de biomasa se llevé a cabo la extraccion de sus compuestos
con acetato de etilo utilizando el rotavapor Buchi R-215. Una vez que se obtuvieron
los compuestos fueron analizados por UPLC-MS (Ultra performance liquid
chromatography- mass spectrometer) por la doctora Silvia Ivonne Mora del Instituto
de Investigaciones Biomédicas. Se busco detectar la produccidn de cloranfenicol en
la cepa con una masa aproximada de 321.004 g/mol. Se utilizé cloranfenicol-C0378

(Sigma) como estandar.

6.9 Disenfio de oligonucledtidos para la interrupcion de los genes cmlH y cmll, cmllH,

cmlP y cmlA

Para llevar a cabo la interrupcion de los genes blanco, y con ello la via de sintesis
del cloranfenicol, se utilizé la técnica de PCR-targeting reportada por Gust et al., en
2002. Un diagrama general de la estrategia experimental con los pasos a seguir se

encuentra en la seccion de apéndice (Diagrama A2).

Esta técnica fue desarrollada para reemplazar genes mediante recombinacion
utilizando un casete de resistencia a un determinado antibidtico. Para este fin se
disefiaron dos pares de oligonucleétidos diferentes, de 59 y 58 nucleétidos cada
par, ya que se buscé realizar dos mutantes. En una de ellas se buscoé interrumpir el
gen cmiH (1.179 kb), el cual se ha demostrado que tras su interrupcion se bloquea
por completo la sintesis del cloranfenicol. En la segunda mutante se busco
interrumpir el gen cmlH con el mismo fin, y los genes cmll, cmIP y cmlA (5.685 kb)

para evitar la sintesis de otros intermediarios.

Los pares de oligonucleotidos fueron disefiados con base en lo sugerido en el
manual creado por Gust y colaboradores (Figura 3), presentando homologia hacia

los genes blanco, asi como a un casete de resistencia a espectinomicina.
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39 nt en la cadena con sentido finalizando 39 nt en la cadena antisentido finalizando en

en el coddn de inicio del gen a interrumpir el codén de terminacién del gen a interrumpir
Iﬁ NNNN .. ATG = = TGA .... NNNN
————— Gen a mterrumplr =
+ 20 nt en la cadena con sentido a partir ‘l’
del coddn de inicio del gen a interrumpir .20 nt: 5 ATT CCG GGG ATC CGT CGA CC 3

& +19nt5 TGT AGG CTG GAGCTGCTTC 3

4

ACT

+ 19 nt en la cadena antisentido a partir del
codon de terminacion del gen a interrumpir

Figura 3. Disefio de oligonucleétidos para llevar a cabo interrupciones génicas en

Streptomyces mediante PCR-targeting. (Tomado y modificado de: Gust et al., 2002).

Oligonucleétidos cmIH

5'CGTCCGCGGTGGCGCCGGAAGAGGTCGGTCAACAGGTCAATTCCGGGGAT
CCGTCGACC3'y

5'CCAGGTCGAGTTCGGCTGGGGCACGACGGTGACCCGATGTGTAGGCTGGA
GCTGCTTC3

Oligonucleétidos cmll, cmlIH, cmIP, cmlA

5'CGGATCGCCGCGCCCLCGGLCCGCGGGCGTCGCGTCGCTCAATTCCGGGGA
TCCGTCGACCS3'y
5’AGAGCCCGCAAAGGGAAGTGAAGGAAGGGGTGGGCCATGTGTAGGCTGGA
GCTGCTTC3'

6.10 Obtencion del cosmido pAH91
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La interrupcién de los genes de interés se llevéd a cabo sobre el césmido pAH9L1. El
cual contiene genes de resistencia a ampicilina (funcional para E. coli), genes de
resistencia a apramicina (funcional para E. coli y para Streptomyces) y el cluster con

los genes necesarios para la sintesis del cloranfenicol.

El cosmido se extrajo a partir de E. coli DH5a mediante la técnica de lisis alcalina,
gue consiste en desnaturalizar el ADN de alto peso molecular presente en una
muestra, lo cual a su vez nos permite obtener ADN de bajo peso molecular como
cosmidos y plasmidos. Posteriormente, se visualizo en un gel de agarosa al 0.8 %.
Estos geles actian como un tamiz molecular que nos permite separar moléculas
cargadas en funcion de su tamafio bajo la influencia de un campo eléctrico, de modo

gue para visualizar el césmido se le aplicaron 90 V durante 1 h.

6.11 Generacién de células electrocompetentes de Escherichia coli BW25113/
plJ790

Se generaron células electrocompetentes libres de iones de E. coli
BW25113/plJ790. Esta cepa de E. coli no consume arabinosa y contiene el plasmido
plJ790, el cual contiene genes de resistencia a cloranfenicol, un sistema de
recombinacién A RED bajo el control de un promotor que se induce con arabinosa
(pBAD) y es sensible a la temperatura, impidiendo su replicacion a temperaturas

mayores a 30° C (Figura 4).
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Figura 4. Plasmido plJ790. P araBAD (promotor inducible con L-arabinosa), araC, gam, bet,
exo: sistema de recombinacion A RED. cat: gen de resistencia a cloranfenicol. repA101ts:
replicacion sensible a temperatura. oriR101: origen de replicacion. (Tomado y modificado
de: Gust et al., 2002).

Se inocularon 10 pl de un stock de dichas células en 200 ml de medio YeNB liquido
con 25 pg/ ml de cloranfenicol y se incubd a 30°C en agitacion constante durante
24 h. Pasadas las 24 h se tomaron 10 ml de este preindculo y se inocularon en 200
ml de medio YeNB liquido con 25 pg/ ml de cloranfenicol. Posteriormente, se incubd
a 30°C hasta alcanzar una densidad 6ptica de 0.5 a 600 nm de longitud. Una vez
alcanzada la densidad 6ptica se centrifugaron los 200 ml de este medio a 12 000 x
g durante 15 min a 4°C, se descart6 el sobrenadante y se realizé un lavado de la
pastilla con agua Milli-Q fria. Se volvid a centrifugar de la misma manera y se
descarto el sobrenadante. Se realizé un lavado mas, se descart6 el sobrenadante y

finalmente se resuspendid la pastilla en 1 ml de glicerol al 10%.

6. 12 Transformacion de E. coli BW25113/ plJ790 con el cosmido pAH91

Ya que se obtuvieron las células electrocompetentes de E. coli BW25113/plJ790 se
llevé a cabo su transformacion por choque térmico con el c6smido pAH91, para
sobre él llevar a cabo el reemplazo de los genes de interés.

Para esto se agreg6 en un tubo Eppendorf 50 pl de las células electrocompetentes
y 3 ul del cosmido puro (1 234.4 ng/ ul) El contenido se transfirié a una celda para
electroporar fria y se le aplic6é un voltaje de 1250 V durante 5 milisegundos.
Inmediatamente se agrego a la celda 900 pl de medio de cultivo SOC frio. Se
homogeniz6é el contenido y se transfiri6 nuevamente al tubo Eppendorf para
incubarse a 30° C en agitacion constante durante 1 h. Transcurrido el tiempo de
incubacion se realizaron diluciones con medio SOC y se plaquearon en medio LB
con ampicilina (100 pg/ ml) y apramicina (50 pg/ ml) como antibioticos de seleccion.

Finalmente, se incubd a 30° C durante 24 h.
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6.13 Generacion de células electrocompetentes de E. coli BW25113/ plJ790/pAH91

Las colonias de E. coli BW25113/plJ790 que fueron capaces de crecer en presencia
de ampicilina y apramicina se picaron en medio YeNB con 25 pg/ ml de
cloranfenicol, 100 pg/ ml de ampicilina y 50 pg/ ml de apramicina, y se incubaron a
30°C durante 24 h para realizar células electrocompetentes siguiendo la misma
metodologia mencionada en el apartado 6.11. Agregando arabinosa 10 mM
mientras el cultivo alcanza una densidad éptica de 0.5 a 600 nm de longitud para

inducir el sistema de recombinaciéon A RED.

6.14 Generacion de células electrocompetentes de E. coli JM109 y su

transformacién con el plasmido plJ778

Para llevar a cabo el reemplazo de los genes de interés se utilizd un casete de
resistencia a espectinomicina (aadA), el cual esta contenido en el plasmido plJ778,
flanqueado por los sitios de restriccion Hindlll y EcoRI. A su vez, aadA confiere

resistencia a estreptomicina (Figura 5).
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Figura 5. Pladsmido plJ778. aadA: gen de resistencia a estreptomicina y espectinomicina.
oriT: origen de transferencia. Sitios FRT: permiten la eliminacién de aadA tras su insercion.

Sitios de restriccién: EcoRl y Hindlll. (Tomado y modificado de: Gust et al., 2002).

Para llevar a cabo la propagacion de este plasmido y obtener el casete (aadA) se
generaron células electrocompetentes, libres de iones, de E. coli JIM109 inoculando
10 pl de un stock de estas células en 200 ml de medio YeNB liquido que
posteriormente se incub6 a 37° C en agitacion durante 24 h. Pasadas las 24 h se
tomaron 10 ml de este preindculo y se inocularon en 200 ml de medio YeNB liquido
que posteriormente se incubd a 37° C en agitacion constante hasta alcanzar una
densidad optica de 0.5 a 600 nm de longitud. Una vez que se alcanzoé la densidad
Optica se centrifugaron los 200 ml de este medio a 12 000 x g durante 15 min a 4°C,
se descart6 el sobrenadante y se realizé un lavado de la pastilla con agua Milli-Q
fria. Se volvié a centrifugar de la misma manera y se descartd nuevamente el
sobrenadante. Se realiz6 un lavado més, y una vez que se descarto6 el sobrenadante

se resuspendio la pastilla en 1 ml de glicerol al 10%.

Ya que se obtuvieron las células electrocompetentes de E. coli IM109 se llevo a
cabo su transformacion por choque térmico con el plasmido plJ778. Para esto se
agrego6 en un tubo Eppendorf 50 pl de las células electrocompetentes y 2 ul del
plasmido puro. El contenido se transfiri6 en una celda para electroporar fria y se
aplicé un voltaje de 1250 V durante 5 milisegundos. Inmediatamente se agregoé a la
celda 900 ul de medio de cultivo SOC frio. Se homogeniz6 el contenido y se
transfiri6 nuevamente al tubo Eppendorf para incubarse a 37° C en agitacion
constante durante 1 h. Transcurrido el tiempo de incubacion se realizaron diluciones
con medio SOC, se plaguearon en medio LB con estreptomicina (30 pg/ ml) como

antibiotico de seleccién y se incubaron a 37° C durante 24 h.
6.15 Obtencion del casete de resistencia a espectinomicina

Una vez que se obtuvieron colonias aisladas que fueron capaces de crecer en

presencia de estreptomicina se picaron en 5 ml de medio LB con estreptomicina (30
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pg/ ml) y se incubaron a 37° C durante 16 h. Pasadas las 16 h a partir de este pre
indculo se llevo a cabo la extraccion del plasmido mediante lisis alcalina y una
digestion del mismo con las enzimas de restriccion EcoRI y Hindlll para obtener el
casete de resistencia a espectinomicina. Posteriormente, se analizé el resultado de
la reaccion en un gel de agarosa al 0.8%, aplicando 90 V durante 1 h. Una vez que
se obtuvo una banda correspondiente al peso molecular esperado para el casete de
resistencia, la banda se cort6 y se purifico utilizando el kit Wizard SV Gel and PCR

Clean-Up System de Promega.

6.16 Extension del casete de resistencia a espectinomicina

Una vez que se obtuvo el casete de resistencia a espectinomicina se llevo a cabo
su extension por PCR aplicando un gradiente de temperatura y utilizando la enzima
Phusion High Fidelity DNA Polymerase de Thermo Scientific. Esto significa que al
casete se le agreg6 a sus extremos nucleétidos que flanquean a los genes de
interés que se busco interrumpir. Para esto se disefiaron un par de oligonucleétidos
(oligos disefiados en el punto 6.9), los cuales es importante que no presenten

homologia por ninguna otra region del genoma, ni formen dimeros entre si.

La reaccién de PCR se visualizé en un gel de agarosa al 0.8 % al cual se le aplicaron
90 V durante 1 h. Cuando se obtuvieron los amplicones correspondientes al peso
molecular esperado para los casetes extendidos para interrumpir los genes cmiH y
cmll, cmlH cmlIP y cmlA se purificaron de banda utilizando el kit Wizard SV Gel and

PCR Clean-Up System de Promega.

6.17 Interrupcion de los genes cmlH y cmll, cmlH cmIP y cmlA en E. coli BW25113/
plJ790/ pAHI91

Los casetes extendidos puros se transformaron por choque térmico en las células
electrocompetentes de E. coli BW25113/ plJ790/ pAH91 siguiendo la misma
metodologia mencionada en el punto 6. 14. Utilizando ampicilina (100 pg/ ml),
apramicina (50 pug/ ml) y estreptomicina (50 pg/ ml) como antibiéticos de seleccion.
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A las colonias obtenidas capaces de crecer en ampicilina, apramicina y
estreptomicina se les realiz6 un segundo pase, y aquellas colonias que volvieron a
crecer en presencia de los antibidticos de seleccion se evaluaron por PCR de
colonia utilizando la enzima Phire plant direct PCR kit de Thermo Scientific y un par
de oligonucleotidos de confirmacion, disefiados aproximadamente 100 pares de

bases rio arriba y rio abajo del sitio de recombinacién (Figura 6).

Oligo 5" -3’

- 100 nt + Sitio de recombinacidn
NNNNNNNNNNNNN 100 nt +
aadA NNNNNNNNN

Oligo 3" -5’

Figura 6. Disefio de oligonucledtidos para confirmar la interrupcion del gen de interés con

el casete de resistencia aadA.

Los productos de PCR se visualizaron en un gel de agarosa 0.8% al que se le
aplicaron 90 V durante 60 min. Se descartaron los falsos positivos y ya que se
obtuvo un amplicon con el peso molecular esperado para la mutante se llevo a cabo

la extraccion del cosmido a partir de esa colonia.

En este punto se descartd la mutante cmll, cmIH, cmIP y cmlA al no obtenerse el
amplicdn esperado en las pruebas de PCR, y se continu6 trabajando Unicamente

con la colonia transformada con el casete extendido para interrumpir el gen cmiH
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que mostrd el peso molecular esperado. Dicha colonia se picé en 5 ml de medio
YeNB con ampicilina (100 pug/ ml), apramicina (50 pg/ ml), estreptomicina (50 pg/
ml) y se incubd a 37° C durante 16 h. Pasadas las 16 h a partir de este pre in6culo

se llevd a cabo su extracciéon mediante lisis alcalina.

Ya que se extrajo el césmido puro, se repitio el PCR utilizando la enzima Phire plant
direct PCR kit de Thermo Scientific y los oligonucleétidos de confirmacion. Una vez
obtenido el amplicdn con el peso molecular esperado para la mutante, se purifico
de banda utilizando el kit Wizard SV Gel and PCR Clean-Up System de Promega
para corroborar mediante secuenciacién el reemplazo del gen de interés con el
casete de resistencia a espectinocimicina. La secuenciacion del amplicén se realizé
en la unidad de secuenciacion del Instituto de Investigaciones Biomédicas de la

UNAM por la doctora Patricia de la Torre.
6.18 Generacién de células electrocompetentes de E. coli ET12567/ (pUZ8002)

Se generaron células electrocompetentes, libres de iones de E. coli ET12567/
(pUZB002). Esta cepa contiene genes de resistencia a kanamicina y cloranfenicol,
y no metila su ADN, lo cual permite que se pueda llevar a cabo la conjugacién con
cepas de Streptomyces, que cuentan con sistemas de restriccion para ADN
metilado. Se realiz6 la misma metodologia mencionada en el punto 6. 14, utilizando

kanamicina (50 pg/ ml) y cloranfenicol (25 pg/ ml) como antibiéticos de seleccién.

6.19 Transformacion de E. coli ET12567/ (pUZ8002) con el cosmido pAH91/
cmlH:: aadA

Ya gue se corroboré mediante secuenciacion la interrupcion del gen cmlH en el
césmido pAH91/ cmlH:: aadA se transformé en las células electrocompetentes de
E. coli ET12567 (pUZ8002), siguiendo la misma metodologia mencionada en el
punto 6. 14. Utilizando ampicilina (100 pg/ ml), apramicina (50 pg/ ml), kanamicina
(50 pg/ ml), cloranfenicol (25 pg/ ml) y espectinomicina (50 pug/ ml) como antibiéticos

de seleccion.

6.20 Conjugacion de E. coli ET12567/ (pUzZ8002)/ pAH91/ cmlIH:: aadA con S.
venezuelae WT
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Ya que se obtuvieron colonias capaces de crecer en ampicilina, apramicina,
kanamicina, cloranfenicol y espectinomicina se picaron en 5 ml de medio LB
utilizando los mismos antibiéticos de seleccion y se incubé a 37° C en agitacion
constante durante 24 h para realizar su conjugacion con esporas de S. venezuelae
WT.

Pasadas las 24 h, el pre inGculo se inocul6 en un matraz bafleado de 500 ml con 50
ml de medio LB con ampicilina (100 pg/ ml), apramicina (50 pug/ ml), kanamicina (50
pg/ ml), cloranfenicol (25 pg/ ml) y espectinomicina (50 pug/ ml) como antibiéticos de
seleccidn, y se incub6 a 37° C en agitacion constante hasta alcanzar una densidad
Optica de 0.5 a 600 nm de longitud. Una vez que se alcanzé la densidad Optica, se
centrifugaron los 50 ml de medio a 6 800 x g durante 10 min a 4° C, se descarto el
sobrenadante y se realizdé un lavado de la pastilla con medio LB frio. Se volvio a
centrifugar de la misma manera y se descartd6 nuevamente el sobrenadante. Se
realizd un lavado mas con medio LB frio, se centrifugd y se descartdé el
sobrenadante. El pellet obtenido se resuspendié en 500 ul de medio LB frio y se

transfirio a un tubo Eppendorf.

En otro tubo Eppendorf se agregd 1 ul de esporas de S. venezuelae WT y 500 pl de
medio 2XYT. Posteriormente, se mezcld el contenido de ambos tubos y se
homogenizo por vortex. Se centrifug6 a 6 800 x g durante 30 segundos y se descarto

el sobrenadante con la punta de una pipeta.

Al pellet, que contenia aun aproximadamente 100 pl de medio, se le agregaron 900
ul de H20 Milli-Q estéril para obtener una dilucién 1x101, se homogenizé por vortex
y se transfirieron 100 pl de esta dilucion en un tubo Eppendorf con 900 pl de H20
Milli-Q estéril para obtener una dilucién 1x10-2. Se homogenizé por vortex y se repitio
el mismo procedimiento hasta obtener una dilucién 1x10°. Finalmente, las

diluciones se plaguearon en medio GS+ 60 mM de CaClz y se incubaron a 29° C.

Después de 12 h de haber plaqueado en medio GS+ 60 mM de CaClz se agreg6 a
cada placa 1 ml de H20 Milli-Q estéril con acido nalidixico (20 pg/ ml) para evitar la
proliferacion de E. coli ET12567/ (pUzZ8002)/ pAH91/ cmlH:: aadA, vy
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espectinomicina (500 pg/ ml) para seleccionar las colonias de S. venezuelae
resistentes a espectinomicina. Una vez agregados los antibiéticos de seleccion se

continud incubando a 29° C.

6.21 Confirmacion de la interrupcion del gen cmIH en S. venezuelae por PCR de

colonia

Ya que se obtuvieron colonias capaces de crecer en presencia de acido nalidixico
y espectinomicina se plaquearon en medio MYM utilizando los mismos antibiéticos
de seleccion y se incubaron a 29°C. A las colonias que crecieron se les realiz6 un
segundo pase inoculando en medio MYM con los mismos antibidticos de seleccién
y en medio MYM con &cido nalidixico (20 pg/ ml), espectinomicina (500 pg/ ml),
ampicilina (100 pg/ ml) y apramicina (50 pug/ ml). Posteriormente se incubaron a 29°
C. A las colonias que volvieron a crecer en medio MYM con acido nalidixico y
espectinomicina se les realizd un tercer pase inoculando en medio MYM con los
mismos antibiéticos de seleccion y en medio MYM con acido nalidixico (20 pg/ ml),
espectinomicina (500 pg/ ml), ampicilina (100 pg/ ml) y apramicina (50 pug/ ml).
Posteriormente, se incubaron a 29° C, y a las colonias que volvieron a crecer en
medio MYM con acido nalidixico y espectinomicina se les realiz6 un cuarto pase
inoculando en medio MYM con los mismos antibiéticos de seleccién y en medio
MYM con acido nalidixico (20 pg/ ml), espectinomicina (500 pg/ ml), ampicilina (100
pg/ ml) y apramicina (50 pg/ ml). Posteriormente, se incubaron a 29° C.

Finalmente, las colonias que fueron capaces de crecer en medio con
espectinomicina y acido nalidixico, pero no en medio con espectinomicina, acido
nalidixico, ampicilina y apramicina se evaluaron por PCR de colonia utilizando la
enzima Phire plant direct PCR kit de Thermo Scientific y el par de oligonucleétidos

de confirmacion utilizados en el punto 6.17.

Los productos de PCR se visualizaron en un gel de agarosa 0.8% al que se le
aplicaron 90 V durante 60 min. Se descartaron los falsos positivos y las colonias en
las que se obtuvo el amplicon con el peso molecular esperado para la mutante se

replaguearon en medio MYM con acido nalidixico (20 pg/ ml) y espectinomicina (500
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pg/ ml), y en medio MYM con &cido nalidixico (20 pug/ ml), espectinomicina (500 pg/
ml), ampicilina (100 pg/ ml) y apramicina (50 pg/ ml). Posteriormente se incubaron
a29°C.

6. 22 Extraccion de ADN gendémico de S. venezuelae

Aquellas colonias que nuevamente fueron capaces de crecer en medio con
espectinomicina y acido nalidixico, pero no en medio con espectinomicina, acido
nalidixico, ampicilina y apramicina se inocularon en 50 ml de medio liquido MYM
con &cido nalidixico (20 pg/ ml) y espectinomicina (500 pg/ ml) en matraces
bafleados, y se incubaron a 29° C en agitacion constante durante 24 h para realizar

la extraccion de su ADN gendmico.

Pasadas las 24 h se centrifug6 el contenido de los matraces a 11 000 x g durante
15 min, se descartd el sobrenadante y se realizaron dos lavados de las pastillas
obtenidas con SSI 0.85%. Centrifugando y descartando el sobrenadante de la
misma manera. Las pastillas obtenidas se inocularon nuevamente en 50 ml de
medio liquido MYM con acido nalidixico (20 pg/ ml) y espectinomicina (500 pg/ ml)
en matraces bafleados. Adicionando glicina 0.5% para desestabilizar las estructuras
alfa hélice de la pared celular de S. venezuelae. Posteriormente se incubaron a 29°C

en agitacion constante durante 24 h.

Transcurrido el tiempo de incubacion, se centrifugdé cada matraz durante 15 min a
11 000 x g, se descarto el sobrenadante, y se realizaron dos lavados de las pastillas
obtenidas con 20 ml de sacarosa al 10.3% cada uno, centrifugando y descartando
el sobrenadante de la misma manera. Las pastillas obtenidas se resuspendieron en
buffer P (5 ml por cada 50 ml de medio inicial), 5 mg de lisozima y se incub6 a 37°

C hasta obtener protoplastos.

Una vez que se obtuvieron protoplastos de S. venezuelae se centrifugd a 4 500 x g
durante 20 min a 4° C, se descartaron los sobrenadantes y se realiz6 un lavado de
las pastillas obtenidas con 20 ml de sacarosa al 10.3%, centrifugando y descartando

el sobrenadante de la misma manera. A las pastillas se les agregd 5 ml de sacarosa
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10.3%, 200 pl de EDTA 500 mM pH 8 y 4 ml de solucién SDS 10 %, se mezclé por
inversion y se les adicion6 15 ml de NaCl 6 M. Se mezclo nuevamente por inversion
y se incub6 durante 30 min a 4° C. Transcurrido el tiempo de incubacion se
centrifug6 a 12 000 x g durante 30 min a 4° C. Los sobrenadantes se transfirieron a
un tubo limpio, se les agregd un volumen de isopropanol y se incubaron a

temperatura ambiente durante 15 min.

Transcurridos los 15 min se centrifug6 a 12 000 x g durante 15 min y se descartaron
los sobrenadantes. Se agregd 1 volumen de etanol al 70% y se les aplicé vortex
para despegar las pastillas. Se centrifugd a 12 000 x g durante 10 minutos, se
descartaron los sobrenadantes y una vez que el etanol se evaporo por completo de
las muestras, las pastillas se resuspendieron en 200 ul de H20 Milli-Q estéril.
Finalmente, a cada muestra se le agreg6 1.2 ml de Tris HCI 10 mM pH 8 y 1 ul de
RNAsa, y se incubaron a 37° C durante 1 h.

Transcurrido el tiempo de incubacion las muestras se visualizaron en un gel de

agarosa 0.8% al cual se le aplicaron 90 V durante 60 min.

Se llevo a cabo el mismo procedimiento para extraer el ADN gendémico de S.
venezuelae ATCC 10712 (WT) que fue utilizado como control, en ausencia de acido

nalidixico y espectinomicina.

6.23 Confirmacion de la interrupcion del gen cmiH en S. venezuelae por PCR y

secuenciacion

Tras obtener el ADN gendémico de las muestras se realiz6 nuevamente el PCR
utilizando la enzima Phire plant direct PCR kit de Thermo Scientific y los

oligonucledtidos de confirmacion utilizados en el punto 6.17.

Una vez obtenido el amplicon con el peso molecular esperado para la mutante se
purific6 de banda utilizando el kit Wizard SV Gel and PCR Clean-Up System de
Promega para corroborar mediante secuenciacion el reemplazo del gen de interés

con el casete de resistencia a espectinocimicina. La secuenciacion del amplicon
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nuevamente se realizd6 en la unidad de secuenciacion del Instituto de

Investigaciones Biomédicas de la UNAM por la doctora Patricia de la Torre.

6.24 Obtencion vy titulacion de preparaciones densas de esporas de S. venezuelae
AcmlIH

Una vez que los resultados de la secuenciacién confirmaron el reemplazo del gen
cmlH con el casete de resistencia a espectinomicina se generaron esporas de la
cepa S. venezuelae AcmlH siguiendo la misma metodologia mencionada en el punto

6. 2. Adicionando espectinomicina (500 pg/ ml) como antibiético de seleccion.
6.25 Cinética de crecimiento de S. venezuelae AcmIH en medio Gl

Para determinar la tasa de crecimiento de S. venezuelae AcmIH en medio Gl se

llevé a cabo la misma metodologia mencionada en el punto 6.7.

6.26 Analisis de la produccion de cloranfenicol por S. venezuelae AcmlH en medio
Gl mediante UPLC-MS

Para analizar la capacidad de produccioén de cloranfenicol en S. venezuelae AcmlIH

se llevo a cabo la misma metodologia mencionada en el punto 6.8.

6.27 Analisis de la produccion de antibi6tico por S. venezuelae AcmlH en medio Gl
mediante pruebas de antibiosis

Con la finalidad de observar el impacto en cuanto a la produccion de antibiotico tras
la interrupcion del gen cmlH en S. venezuelae en medio Gl se llevé a cabo la misma

metodologia mencionada en el punto 6.6.

6.28 Transformacion de E. coli ET12567/ (pUZ8002) con el plasmido plJ6902 y
plJ6902/alkA

Para probar la cepa S. venezuelae AcmlH y a S. venezuelae WT como hospederos
para expresion heterologa, se llevd a cabo la transformacion de las células

electrocompetentes de E. coli ET12567/ (pUZ8002) con el vector de clonacion
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plJ6902 y con la construccién plJ6902/alkA realizada por el M. en C. Jiménez R. del
Instituto de Investigaciones Biomédicas de la UNAM, siguiendo la misma
metodologia mencionada en el punto 6. 14. Utilizando apramicina (50 pg/ ml),
kanamicina (50 pg/ ml) y cloranfenicol (25 pug/ ml) como antibiéticos de seleccién.
Tanto plJ6902 como la construccion plJ6902/alkA presentan genes de resistencia
a apramicina. La construccion plJ6902/alkA ha sido utilizada para la sintesis de un

alquilresorcinol con propiedades antioxidantes expresado por alkA.

6.29 Conjugacion de los pladsmidos plJ6902 y plJ6902/alkA con S. venezuelae WT
y con S. venezuelae AcmlH

Una vez que se obtuvieron colonias capaces de crecer en apramicina, kanamicina
y cloranfenicol se picaron en 5 ml de medio LB utilizando los mismos antibiéticos de
seleccion y se incubd a 37° C en agitacién constante durante 24 h para realizar su
conjugacion con esporas de S. venezuelae WT y con esporas de S. venezuelae
AcmlH. Se llevo a cabo la misma metodologia descrita en el punto 6.20. Utilizando
apramicina (50 pg/ ml), kanamicina (50 pug/ ml) y cloranfenicol (25 pug/ ml) como

antibioticos de seleccion.

Después de 12 horas de haber plagueado en medio GS+ 60 mM de CaClz se agrego
a cada placa 1 ml de H20 Milli-Q estéril con &cido nalidixico (20 pg/ ml) y apramicina
(50 pg/ ml) para seleccionar las colonias de S. venezuelae WT y S. venezuelae

AcmlH resistentes a apramicina, y se continu6 incubando a 29° C.

6.30 Confirmacién de la insercion de los plasmidos plJ6902 y plJ6902/alkA en S.

venezuelae WT y en S. venezuelae AcmlIH por PCR de colonia

Ya que se obtuvieron colonias capaces de crecer en presencia de acido nalidixico
y apramicina se plaquearon en medio MYM utilizando los mismos antibidticos de
selecciodn, y se incubaron a 29°C. Aquellas colonias que crecieron nuevamente en
presencia de acido nalidixico y apramicina se evaluaron por PCR de colonia

utilizando la enzima Phire plant direct PCR kit de Thermo Scientific y un par de
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oligonucledtidos que fueron disefiados para unirse al plasmido plJ6902 por el M. en

C. Jiménez R.

Los productos de PCR se visualizaron en un gel de agarosa 0.8% al que se le
aplicaron 90 V durante 60 min. Se descartaron los falsos positivos y las colonias en
las que se obtuvo el amplicon con el peso molecular esperado se replaquearon en

medio MYM con apramicina (50 pg/ ml). Posteriormente se incubaron a 29° C.

6.31 Confirmacion de la expresion del gen alkA en S. venezuelae WT y en S.
venezuelae AcmlIH por TLC

Aquellas colonias en las que se obtuvo el amplicon con el peso molecular esperado
para la insercion de plJ6902/alkA se evaluaron por TLC para corroborar la expresion

del gen alkA en S. venezuelae WT y en S. venezuelae AcmlH.

Para esto se picaron las colonias por cuadruplicado en 50 ml de medio MYM y se
incubaron a 29° C en agitacion constante utilizando matraces bafleados. 48 h
después de haber inoculado se sacaron 2 matraces de cada colonia y se
centrifugaron a 18 000 x g durante 12 min para separar la biomasa del
sobrenadante. Al resto de los matraces se les agregd 10 pl de thiostrepton (50
pg/ml) para inducir la expresion de alkA y se incubaron nuevamente a 29° C. 120 h
después de haber sido inoculados se sacaron 2 matraces de cada colonia y se
centrifugaron a 18 000 x g durante 12 min para separar la biomasa del

sobrenadante.

A partir de las biomasas obtenidas se realizé la extraccion de compuestos mediante
sonicaciéon (5 minutos de tiempo efectivo por muestra) utilizando acetato de etilo.
Finalmente, los extractos fueron analizados mediante TLC utilizando como fase
movil una solucion con diclorometano y acetato de etilo (9:1), y como fase
estacionaria una placa de silice a la cual se le aplicaron 15 pl de cada extracto de
biomasa. Las placas fueron reveladas con la solucion Fast Blue B y Folin Ciocalteau

para detectar la expresion de alkA en las muestras.
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6.32 Andlisis bioinformatico para la prediccion de clisteres de metabolitos

secundarios en S. venezuelae WT

Con la finalidad de conocer la variedad de metabolitos secundarios producidos por
S. venezuelae y visualizar nuevas vias de sintesis por bloquear en S. venezuelae
AcmlH a futuro, se utilizd el enfoque de la mineria gendmica. El analisis
bioinforméatico se realiz6 introduciendo el genoma de S. venezuelae ATCC10712 al
programa AntiSmash. Este programa permite predecir los clisteres potenciales

para la produccion de metabolitos secundarios en un genoma.

7. Resultados

7.1 Produccion de cloranfenicol por S. venezuelae en medio Gl

Para asegurar que S. venezuelae ATCC 10712 (WT) produce cloranfenicol bajo las
condiciones de cultivo establecidas, se analizaron extractos de biomasa y de
sobrenadante mediante cromatografia en capa fina (TLC) y por bioautografia. En la
figura 7 se puede observar en la TLC la presencia de un compuesto en el
sobrenadante (S) que se comporta de la misma manera que el control
(Cloranfenicol-C0378, Sigma) en cuanto a polaridad (Fig. 7A 'y 7C), y en la
bioautografia se demuestra que este compuesto también se comporta como el
control (C) en cuanto a su actividad contra bacterias Gram-positivas como M. luteus
y Gram-negativas como E. coli (Fig. 7B y 3D). De manera minima también se puede
observar en la biomasa (B) la presencia de un compuesto que se comporta de la
misma manera que el control en las pruebas de TLC, lo cual podria deberse a una
separaciéon no total de ambas fases, ya que los datos reportados indican que el

cloranfenicol una vez que es producido es expulsado de la célula.
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A)

C.

D.

Figura 7. Presencia y actividad de los compuestos extraidos de S. venezuelae. A)

Cromatografia en capa fina de los compuestos presentes en biomasa y sobrenadante. B)
Bioautografia contra M. luteus C) Cromatografia en capa fina de los compuestos presentes
en biomasa y sobrenadante. D) Bioautografia y tincién vital contra E. coli K12 (WT). C:
cloranfenicol- C0378, Sigma (1 mg/ml), B: Biomasa (8.4 mg/ml), S: sobrenadante (5.6
mg/ml).

Para determinar de manera certera que el compuesto que se comporta como el
control en cuanto a polaridad y actividad realmente es cloranfenicol, los extractos
de sobrenadante se analizaron por UPLC-MS. Lo cual demostré la presencia del
cloranfenicol tanto a las 48 h de crecimiento como a las 120 h en medio GI, con una
masa aproximada de 321.0079 g/mol, como se puede observar en el cromatograma

de la figura 8.
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Figura 8. Deteccion de cloranfenicol en S. venezuelae WT. A y C) Estandar, cloranfenicol-
C0378, Sigma. B) Extracto de sobrenadante a las 48 h. D) Extracto de sobrenadante a las
120 h.

7.2 Determinacion de la tasa de crecimiento de S. venezuelae ATCC 10712 (WT)

en medio Gl

Para conocer la tasa de crecimiento de S. venezuelae ATCC 10712 (WT) en medio
Gl se inocularon matraces con 1 pl de esporas (2x108 esporas por pl), en 50 ml de

medio, y se obtuvo la biomasa a diferentes tiempos para determinar el peso seco.
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En la figura 9 se observa una gréfica que representa la cinética de crecimiento de
S. venezuelae, en el eje de las X se indican las horas a las cuales se tomaron las

muestras y en el eje de las Y los miligramos de peso seco generados por mililitro de
cultivo.
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Figura 9. Cinética de crecimiento de S. venezuelae WT alas 0, 24, 48, 72, 96, 120 y 168 h
de incubacion.

7. 3 Produccién de antibiotico por S. venezuelae ATCC 10712 (WT) en medio Gl

Para evaluar la actividad de S. venezuelae ATCC 10712 (WT) contra bacterias
Gram-positivas y Gram-negativas en medio Gl se realizd una prueba de antibiosis
frente a B. subtilis y E. coli. Se eligieron estas cepas ya que ambas fueron capaces
de crecer en dicho medio, a diferencia de M. luteus y S. cerevisiae, como se muestra
en la figura 10A. Los resultados de esta prueba demostraron que S. venezuelae WT

inhibe el crecimiento de ambos microorganismos, como se muestra en la figura 10B.
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Figura 10. Ensayo de antibiosis de S. venezuelae WT. Al) B. subtilis creciendo en medio
Gl, A2) Crecimiento nulo de S. cerevisiae en medio Gl, A3) E. coli creciendo en medio Gl,
A4) Crecimiento nulo de M. luteus en medio Gl. B) Inhibicion del crecimiento de B. subtilis
(B1) y E. coli (B3) por S. venezuelae en medio Gl.

7.4 Purificaciéon del césmido pAH91 y del plasmido plJ778

El c6smido (pAH91) sobre el cual se llevo a cabo el reemplazo de los genes blanco
para interrumpir la via de sintesis de cloranfenicol se purificé mediante la técnica de
lisis alcalina a partir de E. coli DH5a (Fig. 11A). La interrupcién de los genes blanco
se llevo a cabo con un casete de resistencia a espectinomicina contenido en el
plasmido plJ778. El plasmido plJ778 de igual manera fue purificado mediante la
técnica de lisis alcalina a partir de E. coli IM109. El cual se puede observar en la
figura 11 (B), con un peso molecular de 4377 pb.
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Figura 11. A) Gel de agarosa al 0.8% cargado con 3 pl del césmido pAH91 (1 234.4 ng/ pl).
B) Gel de agarosa al 0.8% cargado con 5 pl del plasmido plJ778 (80 ng/ ul). MPM: marcador

de peso molecular de 1 kb (Thermo Scientific).

7.5 Obtencion y extension del casete de resistencia a espectinomicina

El casete de resistencia a espectinomicina se obtuvo mediante digestion del
plasmido plJ778 con las enzimas de restriccion EcoRI y Hindlll. En la figura 12 (A)
se puede observar la obtencion de dos bandas en un gel de agarosa, siendo la
banda correspondiente a 1425 pb la esperada para el casete de resistencia a

espectinomicina, de modo que se purificd a partir de la misma (Fig. 12B).
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Figura 12. A) Gel de agarosa al 0.8% cargado con 5 pl (80 ng/ ul) de la digestion de plJ778
con las enzimas EcoRI y Hindlll. B) Gel de agarosa al 0.8% cargado con 5 pul (50 ng/ ul) del
casete de resistencia a espectinomicina purificado de banda (1425 pb). MPM: marcador de

peso molecular de 1 kb (Thermo Scientific).

Posteriormente, se llevo a cabo la extension del casete por PCR, agregando a sus
extremos nucledtidos que flanquean a los genes de interés, para de esta manera
interrumpirlos mediante recombinacién homéloga. Una vez que se obtuvieron los
amplicones con el peso molecular esperado para los casetes extendidos, se

purificaron de banda (resultados no mostrados).

7.6 Evaluacion por PCR de las colonias de E. coli BW25113/ plJ790/ pAH91

transformadas con los casetes extendidos

Los casetes extendidos se transformaron en las células electrocompetentes de E.
coli BW25113/ plJ790/ pAH91 y se plaquearon en medio LB con ampicilina,
apramicina y estreptomicina como antibioticos de seleccién. Dicha cepa

previamente estuvo en presencia de arabinosa 10 mM para inducir la expresion del

40



sistema de recombinacion, E. coli BW25113 presenta la particularidad de no

consumir arabinosa.

Las colonias obtenidas se evaluaron por PCR de colonia utilizando los
oligonucledtidos de confirmacion, disefiados aproximadamente 100 pares de bases
rio arriba y rio abajo del sitio de recombinacion. La figura 13 muestra la reaccién de
PCR en un gel de agarosa, donde se puede observar que se obtuvo el amplicén con
el peso molecular esperado (1652 pb) para la interrupcion de cmlH con el casete de
resistencia a espectinomicina en una de las colonias. De modo que se realizo la
extraccion del cosmido a partir de la colonia en la cual se obtuvo el amplicon con el
peso molecular esperado y se evalué nuevamente por PCR utilizando el par de
oligonucledtidos de confirmacién. En la figura 13 (B) se puede observar que

nuevamente se obtuvo el amplicén esperado de 1652 pb.
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Figura 13. A) Gel de agarosa al 0.8 % cargado con 10 ul (80 ng/ pl) de la reaccion de PCR
para evaluar las colonias de E. coli BW25113/ plJ790/ pAH91/ casetes extendidos con los
oligonucledtidos de confirmacion. Amplicén esperado para la mutante cmlH: 1652 pb. B)
Gel de agarosa al 0.8% cargado con 10 pl (50 ng/ ul) de la reaccion de PCR para evaluar

el cosmido extraido a partir de la colonia 3 cmlIH con los oligonucleétidos de confirmacion.
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Amplicén esperado para el control (pAH91): 1413 pb. Amplicon esperado para la mutante
cmlH: 1652 pb. MPM: marcador de peso molecular de 1 kb (Thermo Scientific).

7.7 Obtencion de transformantes resistentes a espectinomicina de S. venezuelae

El reemplazo del gen cmlH con el casete de resistencia a espectinomicina se
corrobor6 mediante secuenciacion. Posteriormente, la cepa de E. coli ET12567/
(pUZ8002)/ pAH91/ cmlH:: aadA, es decir, aquella en la que se obtuvo el coésmido
mutado, se conjugol con esporas de S. venezuelae WT. Para este fin se utilizaron
diferentes medios de cultivo, siendo el medio GS con CaClz en el que se obtuvieron
colonias, que posteriormente fueron plagueadas en medio MYM. Se obtuvieron 16
colonias de S. venezuelae resistentes a espectinomicina y sensibles a amplicina y
a apramicina, lo que sugiere que se llevo a cabo la doble recombinacion deseada
(Fig. 14 A).

A su vez, se llevo a cabo la confirmacion por PCR de la interrupcion del gen cmliH
con el casete de resistencia a espectinomicina en las colonias obtenidas. La
reaccion de PCR se corrié en un gel de agarosa, en el cual se pudo observar que
en 15 de las 16 colonias se obtuvo el amplicon con el peso molecular esperado para

la interrupcion de cmlH en S. venezuelae (Fig. 14 B).
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Figura 14. Conjugacion de E. coli ET12567/ (pUz8002)/ pAH91/ cmlIH:: aadA con S.
venezuelae. A) Seleccion de transformantes por resistencia a espectinomicina. Al. Medio
MYM con ampicilina, apramicina, acido nalidixico y espectinomicina. A2. Medio MYM con
acido nalidixico y espectinomicina. B) Gel de agarosa al 0.8% cargado con 10 pl (50 ng/ ul)
de las reacciones de PCR para evaluar con los oligonucle6tidos de confirmacién las
colonias obtenidas. Amplicén esperado para el control: 1413 pb. Amplicon esperado para
la mutante cmlH: 1652 pb. MPM: marcador de peso molecular de 1 kb (Thermo Scientific).
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Se realizé la extraccién de ADN gendmico de 4 de las 15 colonias, de las cuales se
obtuvo Unicamente de 2 de ellas como se muestra en la figura 15 (A), y se evaluaron
nuevamente por PCR utilizando el par de oligonucleétidos de confirmaciéon. En la
figura 15 (B) se puede observar que nuevamente se obtuvo el amplicon esperado
de 1652 pb para la interrupcibn de cmlH con el casete de resistencia a
espectinomicina en S. venezuelae. Los amplicones fueron purificados de banda

(Fig. 15 C) para corroborar mediante secuenciacion la interrupcion de cmlH.
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Figura 15. A) Gel de agarosa al 0.8 % cargado con 5 pl (50 ng/ pul) de la extraccién de ADN
gendémico de 4 de las 15 colonias que mostraron el amplicbn con el peso molecular
esperado para la interrupcién de cmlH con el casete de resistencia a espectinomicina en S.
venezuelae y de S. venezuelae WT. B) Gel de agarosa al 0.8 % cargado con 10 pul (80 ng/
ul) de la reaccion de PCR para evaluar el ADN gendmico extraido a partir de las colonias 3
y 4 con los oligonucleétidos de confirmacion. Amplicén esperado para el control (ADN
gendmico de S. venezuelae WT): 1413 pb. Amplicén esperado para la mutante cmlH: 1652
pb. C) Gel de agarosa al 0.8 % cargado con 5 pl (50 ng/ ul) de los amplicones esperados
para la mutante cmlH y para S. venezuelae WT purificados de banda. MPM: marcador de

peso molecular de 1 kb (Thermo Scientific).

7.8 Determinacion de la tasa de crecimiento de S. venezuelae AcmlH en medio Gl
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Ya que se corroboroé la interrupcion del gen de interés con el casete de resistencia
a espectinomicina, para conocer la tasa de crecimiento de S. venezuelae AcmlH en
medio Gl se inocularon matraces con 1 pl de esporas (2x108 esporas por pl) en 50
ml de medio y se obtuvo la biomasa a diferentes tiempos para determinar el peso
seco. En la figura 16 se observa una grafica que representa la cinética de
crecimiento de S. venezuelae AcmlIH, en el eje de las X se indican las horas a las
cuales se tomaron las muestras y en el eje de las Y los miligramos de peso seco

generados por mililitro de cultivo.
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Figura 16. Cinética de crecimiento de S. venezuelae AcmlIH a las 0, 24, 48, 72, 96, 120 y

168 h de incubacion.

7.9 Comparacion de la tasa de crecimiento de S. venezuelae ATCC 10712 (WT) y

S. venezuelae AcmlH en medio Gl

Una vez que se evaluo la tasa de crecimiento de ambas cepas se llevo a cabo una

comparacion de estas para observar el efecto de la interrupcion del gen cmlH sobre
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el crecimiento de S. venezuelae. Los resultados de este andlisis sugieren que no se

afectdé de manera significativa el crecimiento de la mutante obtenida (Fig. 17).
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Figura 17. A) Comparacion de la cinética de crecimiento de S. venezuelae WT y S.
venezuelae AcmlH a las 0, 24, 48, 72, 96, 120, y 140 h de incubacion.

7. 10 Produccién de antibidtico de S. venezuelae AcmlH en medio Gl

Para evaluar la actividad de S. venezuelae AcmlH contra bacterias Gram-positivas
y Gram-negativas en medio Gl se realiz6 una prueba de antibiosis frente a B. subtilis
y E. coli, los resultados de esta prueba demostraron que S. venezuelae AcmlH no

inhibe el crecimiento de estos microorganismos, como se muestra en la figura 18.
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Figura 18. Ensayo de antibiosis de S. venezuelae en medio GI. A) S. venezuelae WT contra
B. subtilis (1) y E. coli (2). B) S. venezuelae AcmIH contra B. subtilis (1) y E. coli (2).

7. 11 Produccién de cloranfenicol por S. venezuelae AcmIH en medio Gl

Para corroborar que la pérdida de la actividad antibiética de la mutante AcmlIH se
debe a que realiz6 de manera exitosa el bloqueo de la via de sintesis de
cloranfenicol, se establecieron las mismas condiciones de cultivo que para la cepa
WT, y de la cinética de crecimiento a las 48 y 120 h se separ6 biomasa del
sobrenadante, para a partir de los sobrenadantes realizar la extraccion de
compuestos y analizarlos por UPLC-MS. Los resultados de este analisis indican que
el cloranfenicol no es producido por la cepa a las 48 h y tampoco a las 120 h tras la

interrupcion del gen cmlIH (Fig. 19).
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Figura 19. Deteccion de cloranfenicol en S. venezuelae AcmiH. A) y C) Estandar,
cloranfenicol- C0378, Sigma. B) Extracto de sobrenadante a las 48 h. D) Extracto de
sobrenadante a las 120 h.

7.12 S. venezuelae WT y S. venezuelae AcmIH como hospederos para expresion

heterdloga

Para evaluar a ambas cepas como hospederos para realizar expresion heterdloga
se trabaj6 con la construccion plJ6902/alkA, que presenta resistencia a apramicina

como antibiotico de seleccion, y que ha sido utilizada para la expresion de un
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alquilresorcinol con propiedades antioxidantes. La construccion se inserto al ser
conjugada con esporas de S. venezuelae WT y con esporas de S. venezuelae
AcmlH utilizando medio GS con CaClz. De dicha conjugacion se obtuvieron 28
colonias de S. venezuelae WT (Fig. 20 A1) y 10 colonias de S. venezuelae AcmlH
(Fig. 20 A2) resistentes a apramicina. Las colonias obtenidas se plaquearon en

medio MYM como se puede observar en la figura 20 (A).
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Figura 20. Conjugacion de plJ6902/ alkA con S. venezuelae WT y con S. venezuelae
AcmlH. A) Seleccién de transformantes por resistencia a apramicina en medio MYM. Al. S.
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venezuelae WT. A2. S. venezuelae AcmlH. B) Gel de agarosa al 0.8% cargado con 10 pl
(80 ng/ pl) de las reacciones de PCR para corroborar con los oligonucledtidos de
confirmacion la presencia de alkA en las transformantes resistentes a apramicina en medio
MYM. En el primer carril del gel se colocé el marcador de peso molecular de 1 kb (Thermo
Scientific). En el segundo carril se colocé como control positivo la cepa M1152/ alkA, los
siguientes 4 carriles corresponden a las colonias que fueron elegidas para llevar a cabo la
confirmacién, 2 de la cepa WT y 2 de la mutante AcmlH, luego se encuentra el plasmido
plJ6902 sin el inserto como control negativo, y en el pendltimo carril plJ6902/ alkA como
control positivo. Amplicén esperado para el control sin insercion de alkA: 340 pb. Amplicén

esperado para la insercion de alkA: 1362 pb.

De las colonias obtenidas se eligieron a dos de cada cepa (D y E) para confirmar la
presencia de alkA por PCR de colonia, utilizando un par de oligonucleétidos que se
unen al plasmido plJ6902. Los productos de PCR se muestran en un gel de agarosa
en la figura 20 (B). Los resultados de la reaccion confirmaron que 3 de las 4 colonias
elegidas (2 colonias WT y 1 colonia AcmlH) incorporaron el plasmido con el gen
alkA.

Posteriormente, las colonias en las que se obtuvo el amplicon con el peso molecular
esperado para la insercion de plJ6902/alkA se crecieron en medio MYM con y sin
thiostrepton, que actia como inductor del promotor que permite la expresion de
alkA, y se llevé a cabo la extraccion de sus compuestos a partir de la biomasa para
evaluar por TLC la expresion del gen alkA en S. venezuelae WT y en S. venezuelae
AcmlH. En la figura 21 se muestran las pruebas de TLC reveladas con la solucién
Fast Blue B para la deteccién de fenoles (Fig. 21 A), y con Folin Ciocalteau para la
deteccién de moléculas con actividad antioxidante (Fig. 21 B). En ninguna de las

muestras se logro detectar la expresion de alkA.
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Figura 21. Andlisis de la expresion de alkA por TLC. A) TLC revelada con Fast Blue B. B)
TLC revelada con Folin Ciocalteau. 1, Floroglucinol utilizado como control positivo, 2 y 3
corresponden a S. venezuelae WT (D) sin y tras la induccion de alkA, respectivamente, 4 y
5 corresponden a S. venezuelae WT (E) siny tras la induccion, 6y 7 a S. venezuelae AcmlIH

(D) siny tras la induccion, 8y 9 a S. venezuelae AcmlIH (E) sin y tras la induccién.

7.13 Analisis bioinformatico de los clisteres para la produccién de metabolitos

secundarios por S. venezuelae WT

Finalmente, se llevd a cabo un analisis bioinformatico de los cllsteres para la
produccién de metabolitos secundarios de S. venezuelae WT utilizando el programa
anti-SMASH. Los resultados del analisis bioinformatico sugieren que el genoma de
S. venezuelae contiene 30 clusteres para la produccién de metabolitos secundarios

como se muestra en la figura 22.
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Identified secondary mefabolite regions using siriciness “relaxed”

NZ_CP029197.1 (Streptomyces venezuelae ATCC 10712)
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Figura 22. Clusteres potenciales para la produccion de metabolitos secundarios contenidos
en el genoma de S. venezuelae (ATCC 10712) con base en el andlisis bioinformatico
realizado en el programa anti-SMASH el dia 25/05/20.

8. Discusién

Las actinobacterias, donde se ubica el género Streptomyces, son un grupo de
microorganismos de los cuales se ha logrado obtener la gran mayoria de las
moléculas con actividad antibiética que utilizamos en la actualidad. Sin embargo, es
necesaria la busqueda de moléculas bioactivas novedosas que nos generen algin
beneficio (Demain y Sanchez, 2009, Sanchez y Demain, 2015). Esto representa un
reto importante al que nos enfrentamos hoy en dia debido a la creciente aparicion
de cepas resistentes o multi-resistentes. Para la busqueda de estos compuestos
recientemente se ha realizado el aislamiento de dichos microorganismos a partir de
fuentes no convencionales (Demain et al., 2019). También se ha hecho uso de

herramientas como la mineria gendmica para identificar clusteres de interés en los
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genomas de las actinobacterias que ya se encuentran secuenciadas (Challis, 2008,
Lee et al., 2020).

Al momento de identificar compuestos novedosos, una de las limitaciones para su
caracterizacion es que los microorganismos a partir de los cuales se obtienen
generalmente no se logran cultivar facilmente en condiciones de laboratorio, o es
necesario establecer condiciones especificas para la produccion de estas
moléculas, y muchas veces los metabolitos de interés se sintetizan en
concentraciones muy bajas. Una solucion a este tipo de limitaciones consiste en
realizar expresion heter6loga en organismos genéticamente mas manipulables y
cultivables, por lo que actualmente se han disefiado cepas especialmente para este
fin a partir de algunos estreptomicetos como S. coelicolor, S. lividans y S. avermitilis,
eliminando vias de sintesis de los metabolitos secundarios que producen (Baltz,
2008; Gomez-Escribano y Bibb, 2012; Kim et al., 2015).

S. venezuelae también se ha utilizado recientemente como hospedero para realizar
expresion heter6loga de moenomicinas, policétidos, hibridos de policétidos,
péptidos no ribosomales, aminoglucésidos, entre otras moléculas, por sus ventajas
de crecimiento y de manipulacion genética que presenta frente a otros
microorganismos (Kim et al., 2015, Moore et al., 2017, Tschowri, 2016). Sin
embargo, también se ha observado que una de las desventajas de utilizar como
hospedero a S. venezuelae, y especificamente a la cepa ATCC 10712, es que la
sintesis de metabolitos enddégenos de esta bacteria, como el cloranfenicol, en
ocasiones perjudica la caracterizacion de metabolitos expresados heterélogamente
(Lapatniuk et al., 2014). Es por esto, que en este trabajo hemos creado un
hospedero en el cual se bloqued la sintesis del cloranfenicol a partir de dicha cepa,
interrumpiendo genes que por ensayos de mutagénesis se ha demostrado que
cumplen un papel fundamental durante la biosintesis del antibiético (He et al., 2001).
Esto, con el objetivo de que eventualmente pueda ser utilizado como vehiculo de
expresion de clusteres novedosos para la produccion de metabolitos secundarios

de interés farmacéutico o industrial, esperando a su vez tener una mayor produccion
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de metabolitos secundarios expresados de manera heterdloga, como lo reportado
para S. venezuelae WVR2006 (Yin et al., 2016).

De modo que, primero que nada, se determind la capacidad de produccion de
cloranfenicol en nuestra cepa, ya que los estreptomicetos presentan cromosomas
lineales con una gran inestabilidad y pérdida constante de segmentos
cromosomales a los extremos, o rearreglos de los mismos (Volff y Altenbuchner,
1998). Para evaluar la produccion de este metabolito en S. venezuelae ATCC 10712
(WT), se reprodujeron las condiciones de cultivo establecidas por Chatterjee y
Vining (1982), es decir, medio de cultivo Gl, en el cual se ha reportado que la cepa
de S. venezuelae WT produce cloranfenicol en cantidades detectables. Posterior a
eso, se realizd la extraccibn de compuestos producidos en los cultivos y se

analizaron por cromatografia en capa fina (TLC) y por bioautografia.

La técnica de TLC permite separar moléculas contenidas en una mezcla con base
en su polaridad. Los compuestos presentan diferentes afinidades hacia las fases
gue se utilizan y eso determina la velocidad a la cual migran. Al hacer uso de esta
técnica se pudo observar la presencia de un compuesto en los extractos del
sobrenadante, a los 6 dias de crecimiento, que se comporta de la misma manera
gue el cloranfenicol control en cuanto a polaridad, lo cual concuerda con lo ya
reportado acerca de que este metabolito secundario una vez que es producido es

expulsado por el microorganismo (Fernandez-Martinez et al., 2014).

A su vez, las pruebas de bioautografia para evaluar la actividad de los extractos
obtenidos de S. venezuelae WT mostraron un mismo comportamiento que el
cloranfenicol control. Es decir, el compuesto que en el sobrenadante presenté una
misma polaridad que el control, también presento la misma actividad, ya que ambos
inhibieron el crecimiento tanto de M. luteus como de E. coli. Con base en lo anterior
podemos decir con mayor certeza que el compuesto presente en el sobrenadante
es cloranfenicol, lo cual posteriormente se corroboré por UPLC- MS, una técnica
altamente sensible que combina las capacidades de separacion de la cromatografia
liguida con la capacidad de andlisis de la espectrometria de masas en una mezcla
de compuestos. Tras analizar los extractos de sobrenadante, se detecto la
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presencia del metabolito con una masa aproximada de 321.0079 g/mol tanto a las

48 h de crecimiento, como a las 120 h, siendo mayor su produccion a las 120 h.

Chatterjee y Vining (1982) reportaron que la sintesis de este metabolito es un
proceso asociado directamente al crecimiento de S. venezuelae cuando se crece
en un medio de cultivo en la que la fuente de carbono no es restrictiva. Es decir, la
produccion de cloranfenicol se ve favorecida durante la fase exponencial y
disminuye una vez alcanzada la fase estacionaria. Por lo que mencionan, que para
obtener grandes cantidades del metabolito es necesario prolongar esta fase. Por
ejemplo, en un medio de cultivo en la que la fuente de carbono no es restrictiva,
como la glucosa, es necesario utilizar una fuente de nitrogeno que limite el

crecimiento del microorganismo, como la isoleucina.

En este trabajo, al llevar a cabo la caracterizacion de la tasa de crecimiento de la
cepa en medio Gl se obtuvo una curva de crecimiento con base en los miligramos
por mililitro de biomasa generada, en la que se observé que S. venezuelae a las 48
y 120 h continda aun en fase exponencial. De modo que los resultados obtenidos
sobre la produccion de cloranfenicol van de acuerdo con lo reportado por Chatterjee
y Vining (1982).

A su vez, se evaluo la capacidad antibiética de la cepa contra bacterias Gram-
positivas y Gram-negativas en medio Gl mediante pruebas de antibiosis, estriando
a S. venezuelae junto con B. subtilis y E. coli. Se eligieron a estas cepas para
realizar el ensayo ya que el medio Gl es un medio restrictivo, sin embargo, ambas
cepas fueron capaces de crecer en el a 29°C. Los resultados de esta prueba
indicaron que S. venezuelae logré inhibir el crecimiento de ambos microorganismos.
El comportamiento de B. subtilis al crecerse junto con S. venezuelae se reporto
previamente por Liu y colaboradores (Liu et al; 2018), quienes llevaron a cabo
ensayos de competencia entre bacterias, en donde se demostré que B. subtilis
genera una respuesta movil cuando se crece en medio agar junto con S. venezuelae
para evitarlo, siendo el cloranfenicol el agente inductor de esta respuesta

quimiotactica en concentraciones subinhibitorias. También se reportd que al igual
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que el cloranfenicol, otros antibidticos dirigidos hacia el ribosoma de igual manera

tienen la capacidad de inducir una respuesta de motilidad.

Para llevar a cabo el bloqueo de la via de sintesis del cloranfenicol, se utilizé la
técnica de PCR-targeting adaptada para Streptomyces por Gust y colaboradores en
2002. Se ha reportado que haciendo uso de esta técnica es posible obtener una
mayor eficiencia para interrumpir genes de interés en comparacion a otras técnicas,
y basicamente consiste en interrumpirr genes mediante recombinacion homéloga
con un casete de resistencia a un determinado antibiotico (Gust et al., 2002). Para
este fin se utilizé el plasmido plJ778 creado por Gust y colaboradores, del cual se
obtuvo un casete de resistencia a espectinomicina para llevar a cabo la interrupcion
de los genes blanco. También se utilizdé el césmido pAH91 creado por el doctor
GOmez-Escribano y colaboradores a partir del vector SuperCos 1 (datos no
publicados), que contiene el clister con los genes necesarios para la sintesis de
cloranfenicol. Los cosmidos son vectores que pueden contener hasta 42 kb de ADN
y que facilitan el aislamiento de fragmentos especificos y su manipulacién genética

in vitro. (Fernandez-Martinez et al., 2014).

De modo que se buscd realizar dos mutantes sobre el césmido pAH91, en una de
estas mutantes se buscé interrumpir el gen cmlH, y en la otra los genes cmll, cmlH,
cmlP y cmlA. Se eligieron estos genes ya que en el caso de cmlH y cmIP, He y
colaboradores en 2001 demostraron que al ser interrumpidos con un casete de
resistencia a ampicilina, la cepa de S. venezuelae WT ya no es capaz de producir

p-aminofenilalanina (PAPA), ni cloranfenicol.

El desarrollo de la técnica de PCR-targeting se baso6 en el descubrimiento de que
los intercambios alélicos en el cromosoma de E. coli se pueden lograr mediante
recombinacion con un marcador seleccionable flanqueado en ambos extremos por
extensiones de nucledétidos homoélogos a la region deseada del cromosoma cuando
las proteinas Redo (ex0), Redp (bet) y Redy (gam) del fago A estan presentes
(Datsenko y Wanner, 2000). Se sabe que muchos bacteriéfagos, o fagos, codifican
sus propios sistemas de recombinacion homologa, y se ha observado que el sistema
A RED promueve una alta tasa de recombinacion cuando se trabaja con ADN lineal

56



(Datsenko y Wanner, 2000; Gust et al., 2002). De modo que una vez que se obtuvo
el casete de resistencia a espectinomicina a partir de plJ778 se llevo a cabo su
extension, agregando a sus extremos regiones homoélogas a los genes de interés

para interrumpir la via de sintesis de cloranfenicol en S. venezuelae.

Los genes necesarios para la sintesis de las proteinas Gam (y), Bet (B) y Exo (exo)
fueron clonados en un plasmido de bajo numero de copias, plJ790 (Gust et al.,
2002), por lo que una vez que se obtuvieron los casetes de resistencia a
espectinomicina extendidos se transformaron en E. coli BW25113/ plJ790/ pAH91.
Una vez que se obtuvieron colonias capaces de crecer en presencia del antibiético

de seleccién se evaluaron por PCR.

El PCR de una de las colonias transformadas con el casete extendido para
interrumpir el gen cmlH mostré6 el peso molecular esperado del amplicén. La
mutante cmll, cmlH, cmIP y cmlA se descartdé en este punto al no obtenerse el
amplicdn esperado en las pruebas de PCR, y se continu6 trabajando Unicamente
con la colonia transformada con el casete extendido para interrumpir cmlH que
mostré el peso molecular esperado. Los resultados de la secuenciacion de dicho
amplicon confirmaron que se llevo a cabo la recombinacion esperada, es decir, se
interrumpié el gen cmlH con el casete de resistencia a espectinomicina en el
césmido pAH91.

El casete de resistencia a espectinomicina ademas contiene un origen de
transferencia (oriTrkz2) que permite realizar la conjugacion del césmido AcmlIH con
Streptomyces. El césmido pAH91 no tiene la capacidad de replicarse en
Streptomyces ya que fue creado a partir de SuperCos 1 (Gomez-Escribano et al.,
datos no publicados), sin embargo, se espera que durante la conjugacion se lleve a
cabo una doble recombinacion entre el cosmido y el ADN genomico de S.

venezuelae para realizar el reemplazo genético.

El medio de cultivo utilizado para llevar a cabo la conjugacién en S. coelicolor es
agar MS+ 10mM de MgClz, y el antibi6tico de seleccion se aplica 16 h después de
haber plaqueado en dicho medio, bajo esas condiciones se especula obtener un
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10% de frecuencia de exconjugantes que llevaron a cabo la doble recombinacion
esperada (Gust et al., 2002). Sin embargo, en el caso de S. venezuelae no se
obtuvieron exconjugantes al utilizar agar MS+ 10mM de MgCl.. Ademas, ya que se
ha reportado que el crecimiento de esta cepa es mas rapido en comparacion a otros
estreptomicetos (Kim et al., 2015), el antibi6tico de seleccion se aplico a las 12 h
tras haber plaqueado y no a las 16 h como esta establecido para S. coelicolor. El
antibiotico de seleccion utilizado fue espectinomicina 500 pg/ ml, previo a esto se
realizaron pruebas de resistencia a espectinomicina 500 pg/ mly 1000 pug/ mlen S.
venezuelae, las cuales demostraron que la cepa no es capaz de crecer en ninguna

de las dos condiciones (datos no mostrados).

Al no obtener exconjugantes en el medio de cultivo agar MS+ 10mM de MgCl2 se
decidio probar agar MS+ 10mM de CaClzya que, en un estudio realizado por Wang
y Jin en 2014, se demostrdé que la presencia de iones de Ca?* puede llegar a
incrementar la frecuencia de conjugaciéon de 1 000 a 10 000 veces en comparacion
a en ausencia de los mismos, y puede llegar a incrementar la frecuencia de
conjugacion de 10 a 100 veces en comparacion a cuando se utilizan iones de Mg?*.
Bajo estas condiciones tampoco se obtuvieron exconjugantes de S. venezuelae

(datos no mostrados).

En ese mismo reporte se probé la frecuencia de conjugacién de S. venezuelae al
utilizar medio de cultivo GS+ 60mM de CaCl. (Wang y Jin, 2014), de modo que
decidimos utilizar las mismas condiciones de cultivo. Bajo estas condiciones
logramos obtener exconjugantes, de las cuales, en su mayoria correspondieron a
falsos positivos. Sin embargo, por resistencia a espectinomicina 500 pug/ ml se
seleccionaron 16 colonias que posiblemente podrian haber llevado a cabo la
interrupcion del gen cmlH en el genoma de S. venezuelae. Estas colonias fueron
capaces de crecer en medio con espectinomicina y acido nalidixico, pero no en
medio con espectinomicina, acido nalidixico, ampicilina y apramicina, estos ultimos
son los marcadores de seleccion presentes en el cosmido, lo que sugiere que se

llevd a cabo la doble recombinacion deseada.
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Dichas colonias se corroboraron mediante PCR de colonia, en donde 15 de las 16
mostraron el peso molecular esperado del amplicén para la mutante cmlH. Se
eligieron a dos de ellas para analizarlas nuevamente mediante PCR utilizando ADN
gendmico purificado; el PCR nuevamente mostro el peso molecular esperado del
amplicon. Finalmente, la secuenciacion de dichos amplicones confirmé que el gen
cmlH fue interrumpido con el casete de resistencia a espectinomicina en S.

venezuelae.

Una vez que se obtuvo la mutante, de la misma manera que para la cepa WT, se
llevé a cabo la determinacion de su tasa de crecimiento en medio GI. Al hacer una
comparacion de la cinética de crecimiento de la cepa WT y de la mutante se pudo
observar que la interrupcion del gen cmlH en S. venezuelae no afecto el crecimiento
de la mutante en dicho medio de cultivo, lo cual es importante ya que una de las
ventajas que presenta S. venezuelae frente a otras actinobacterias y una de las
razones por las que se propone como hospedero para realizar expresion heterdloga
es su rapido crecimiento (Fan et al., 2012, Yin et al., 2016). Sin embargo, seria
necesario evaluar a la cepa AcmlH en distintos medios de produccion, ya que se ha
reportado que durante el desarrollo de algunos hospederos el crecimiento de los
mismos puede llegar a verse ser afectado, en comparacion a la cepa parental
(Goémez-Escribano y Bibb, 2011).

La actividad antimicrobiana que presenta S. venezuelae generalmente se atribuye
a la sintesis del cloranfenicol (Fernandez-Martinez et al., 2014; He et al., 2001,
Lapatniuk et al., 2014). Sin embargo, también se ha observado durante el desarrollo
de cepas hospederas, que al eliminar una via de sintesis de un metabolito
secundario en ocasiones se puede estimular la produccién de otros (Gomez-
Escribano y Bibb, 2011). De modo que para evaluar la actividad de S. venezuelae
AcmlH en medio Gl se estrié a la mutante junto con B. subtilis y E. coli, de la misma
manera en que se realiz6 para la cepa WT. Al hacer una comparacion de ambas
cepas se observd que la mutante cmlH perdioé su actividad antibidtica frente a B.

subtilis y E. coli.
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Para corroborar que la pérdida de la actividad antibiética de la mutante AcmIH en
medio Gl se debia a que se habia realizado de manera exitosa el bloqueo de la via
de sintesis de cloranfenicol se establecieron las mismas condiciones de cultivo que
para la cepa WT, y de la cinética de crecimiento a las 48 y 120 h se separ6 biomasa
del sobrenadante, para que a partir de los sobrenadantes se realizara la extracciéon
de compuestos y se analizaran por UPLC-MS, lo cual indic6 que el cloranfenicol no
es producido por la cepa a las 48 h, y tampoco a las 120 h, como se esperaba tras

la interrupcion del gen cmlH.

Posteriormente, tanto S. venezuelae AcmlH, como S. venezuelae WT, se evaluaron
como hospederos para realizar expresion heteréloga. Para este fin, se decidio
expresar un alquilresorcinol que es producido por un microorganismo endoéfito del
género Actinoplanes, sp. TFC3, que al igual que los estreptomicetos se encuentra
dentro del filo de las Actinobacterias, perteneciente a las PKSIII (policétidos sintasas
tipo Ill), y que se ha demostrado que presenta actividad antioxidante. Esto se
demostro tras su expresion al clonar el gen que codifica para dicha molécula, alkA,
en el plasmido plJ6902. La construccion plJ6902/alkA fue conjugada y expresada
en el hospedero de S. coelicolor M1152. La expresion de alkA en este sistema fue

regulada por thiostrepton (Jiménez R., datos no publicados).

De modo que para evaluar la expresion heterdloga de alkA en S. venezuelae WT y
en S. venezuelae AcmlH se utilizé dicha construccién, la cual se conjugd con
esporas de las cepas antes mencionadas. La seleccién de transformantes se realizé
por resistencia a apramicina y por PCR de colonia, obteniéndose colonias positivas
tanto para S. venezuelae WT como para S. venezuelae AcmlH, por lo que se realiz6

un cultivo de cada cepa en medio MYM en presencia y en ausencia de thiostrepton.

A partir de las biomasas se realiz0 la extraccion de sus compuestos, los cuales
fueron analizados mediante un método colorimétrico para la deteccion de
alquilresorcinoles y su capacidad antioxidante por cromatografia en capa fina
(Blainski et al., 2013; Jiménez R, datos no publicados; Segura et al., 2009; Tluscik
et al., 1981). Sin embargo, no se observod la expresion de alkA en los extractos a
pesar de haber llevado a cabo el mismo método de deteccion utilizado cuando se
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expresé en M1152 por el M. en C. Jiménez R. del Instituto de Investigaciones
Biomédicas de la UNAM.

En el trabajo antes mencionado, a partir de la cepa M1152 con la construccion
plJ6902/alkA se realizé un pre-indculo en medio TSB-YEME, y posteriormente se
incubé en medio GYM antes de llevar a cabo la extraccion de los compuestos
producidos, ya que estas fueron las condiciones utilizadas durante los ensayos de
expresion heterdloga realizados por Gomez-Escribano y Bibb en 2011. A diferencia
de este trabajo, las cepas S. venezuelae WT y S. venezuelae AcmlH fueron
incubadas en medio MYM antes de llevar a cabo la extraccion de los compuestos,
sin haber realizado un pre-inéculo previo, se realizé de esta manera debido a que
es el medio de cultivo de rutina en el que se ha observado que ambas cepas crecen
y esporulan adecuadamente (Shepherd et al., 2010). Se ha reportado que los
medios de cultivo utilizados y la fase de crecimiento de las cepas puede influir
durante la sintesis de los metabolitos secundarios (Gémez-Escribano y Bibb, 2011;
Kieser et al; 2000), esta podria ser la razon por la cual no se detecto la expresion
de alkA en S. venezuelae WT y en S. venezuelae AcmlH. Por lo que seria necesario
probar otras condiciones de expresion y deteccion para ser evaluarlos como
hospederos, por ejemplo, aquellas establecidas por Gomez Escribano y Bibb en
2011.

Adicionalmente, se realiz6 un analisis bioinformatico introduciendo el genoma de S.
venezuelae ATCC10712 al programa AntiSmash, el cual fue desarrollado para
predecir clusteres potenciales para la produccion de metabolitos secundarios como
policétidos, péptidos no ribosomales, terpenos, aminoglucésidos, lantibiéticos,
bacteriocinas, betalactamicos, butirolactonas, entre otras moléculas, dentro de un
genoma bacteriano o fungico (Medema et al., 2011). Los resultados del analisis
sugieren gque el genoma de S. venezuelae contiene 30 clusteres para la produccion
de metabolitos secundarios. De los cuales, 10 regiones genémicas mostraron un
100% de similitud con clusteres contenidos en la base de datos, las cuales codifican
para moléculas como la ectoina, geosmina, cloranfenicol, moléculas de tipo

alquilresorcinol, entre otras. El resto de las regiones gendmicas identificadas como
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clusteres potenciales presentan un menor porcentaje de similitud con otros clUsteres

contenidos en la base de datos de AntiSmash.

Durante el desarrollo de cepas hospederas se ha demostrado que al deletar més de
una via de sintesis es posible obtener cantidades mayores de metabolitos
expresados de manera heter6loga, asi como perfiles cromatogréaficos méas limpios,
lo cual puede facilitar la identificacion y caracterizacion de nuevos compuestos
(Gomez-Escribano y Bibb, 2011; Myronovski et al., 2018;). Por lo que haciendo uso
de los datos obtenidos en el programa AntiSmash, conociendo la variedad de
metabolitos secundarios producidos por S. venezuelae y su localizacion en el
genoma, se pueden visualizar nuevas vias de sintesis por interrumpir en S.
venezuelae AcmlH para el mejoramiento de la cepa como hospedero para la sintesis

de metabolitos secundarios expresados de manera heterdloga.

9. Conclusiones

Tras corroborar las condiciones y la capacidad de produccién del cloranfenicol en
S. venezuelae ATCC 10712 se llevaron a cabo ensayos de mutagénesis dirigida y
recombinacién homéloga que permitieron obtener la cepa AcmlH no productora de

cloranfenicol en medio Gl.

La interrupcion del gen cmlH provocé la pérdida de la actividad antibiética de la
mutante y no afecto la tasa de crecimiento de S. venezuelae bajo las condiciones
de produccién del cloranfenicol.

La cepa AcmlIH no logré ser evaluada como sistema de expresion heterdloga para
la molécula de alquilresorcinol expresada por alkA, por lo que seria necesario probar
otras condiciones de expresion y deteccion, u otra molécula, para evaluar a la cepa

como hospedero.
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10. Perspectivas

Expresar y detectar el producto del gen alkA en S. venezuelae WT y S. venezuelae
AcmlH.

Cuantificar y comparar la produccion del alquilresorcinol producido por alkA entre
ambas cepas.

Evaluar a la mutante AcmIH como sistema de expresion de otros metabolitos.

Interrumpir otras vias de produccion de metabolitos secundarios en la mutante
AcmlH.
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12. Apéndice

Medios de cultivo

Medio MYM (Maltose- Yeast Extract-
venezuelae

Para 1000 ml:

Maltosa

Extracto de levadura
Extracto de malta
50/50

Agregar 0.002 volumenes de elementos
Elementos traza:

ZnCl2

FeCls- 6 H20

CuCl2- 2 H20

MnClz2- 4 H20
Na2B40O7- 10 H20
(NH4)6M07024- 4 H20

Malt Extract), para esporulaciéon de S.

49
49
109
H20 destilada, H20 de la llave

traza R2 (Para 35 ml agregar 70 pl)

40 mg
200 mg
10 mg
10 mg
10 mg
10 mg

Disolver en 100 ml de H20 destilada para tener una concentracion final 10X y

esterilizar por filtracion

Ajustar pH 7.3 y esterilizar en autoclave

Medio Gl (Glucosa 3%- Isoleucina 0.75%- Sales basales), para produccién de

cloranfenicol en S. venezuelae
Para 1000 ml;
Sales basales:

MgSOa- 7 H20
KH2PQO4
K2HPOs4

NacCl

CaClz

0.2¢
45¢
10549
90 mg
90 mg
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ZnS0Oa4- 7 H20 4 mg

FeSOas- 7 H20 9mg

CuSOg« 5H,0 0.18 mg
MnSO4 0.03 mg
HsBO3 0.02 mg
(NH4)6M07024- 4 H20 0.02 mg
Isoleucina 750

Disolver en H20 destilada

Glucosa 15 % 10 ml por cada 50 ml de medio

La solucién de sales e isolecuina y la glucosa se esterilizan por separado para evitar
la reaccion de Maillard

Medio LB (Luria Bertani), para crecimiento de E. coli

Para 100 mi:
Extracto de levadura 05¢g
Triptona 1049
NacCl 05¢g
Agar 159

Ajustar pH 7.2 y esterilizar en autoclave

Medio TSB (Tryptic Soy Broth), para crecimiento de M. luteus

Para 100 ml:
Caldo de soya tripticasa 05¢g
Agar 159

Medio YeNB, para células electrocompetentes y crecimiento de E. coli
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Para 100 ml:

Extracto de levadura 0.75¢
Caldo nutritivo 0.8¢g

Medio SOC, para fines de transformacion

Para 100 ml:
Extracto de levadura 05¢g
Triptona 20g
NacCl 05¢g
KCI 0.018 g
MgSOa- 7 H20 0.246 g
Glucosa 20 mM

Medio GS (Gause's Synthetic Agar), para fines de conjugacion

Para 1000 ml:

Almidén soluble 20¢
NacCl 05¢g
FeSOa4 0.01g
KNO3 1.0g
K2HPO4 05¢g
MgSO4 05¢g
Agar 159

Ajustar pH 7.3 y esterilizar en autoclave

Agregar CaCl2 60 mM

Soluciones

Glicerol 20 %, para cosecha de esporas
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Para 100 ml:

Glicerol 20 ml

Disolver en H20 destilada y esterilizar en autoclave

Solucion salina 0.85 %, para cosecha de esporas, pruebas de bioautografia,
cinéticas de crecimiento y extraccién de ADN gendmico

Para 100 ml:
NacCl 0.85¢

Disolver en H20 destilada y esterilizar en autoclave

Solucién 0.5 McFarland (solucién estandar, equivalente a 1.5x108 células por ml3)

Para 100 ml:
Acido sulftirico 0.18 M 99.5 ml
Cloruro de bario 0.048 M 0.5 ml

Glicerol 10 %, para células electrocompetentes
Para 100 mi:

Glicerol 10 ml

Disolver en H20 destilada y esterilizar en autoclave

CaClz 2.5 M, para fines de conjugacion
Para 10 mi:

CaClz 27749

Disolver en H20 destilada y esterilizar por filtracion
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Glicina 10 %, para extraccion de ADN gendmico
Para 100 mi:

Glicina 10g

Disolver en H20 destilada y esterilizar en autoclave

Sacarosa 10.3 %, para extraccion de ADN gendémico
Para 100 mi:
Sacarosa 10.3 g

Disolver en H20 destilada y esterilizar en autoclave

Buffer P, para extraccion de ADN gendémico

Para 1000 ml:
Sacarosa 103 g
K2S0O4 0.25¢g
MgClz- 6 H20 2029
Elementos traza 2ml
H20 destilada 800 ml

Hacer alicuotas de 80 ml y esterilizar en autoclave

Antes de utilizar una alicuota de buffer P afadir:

KH2PO40.5% 1ml
CaClz- 2 H20 3.68% 10 mi
Amortiguador TES pH 7.2 5.73% 10 ml

SDS (dodecilsulfato sédico) 10 %, para extraccion de ADN genémico
Para 100 ml:
SDS 10g
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Disolver en H20 destilada y esterilizar en autoclave

NaCl 6 M, para extraccion de ADN gendmico
Para 100 ml:
NaCl 35.06 g

Disolver en H20 destilada y esterilizar en autoclave

Etanol 70 %, para extraccion de ADN gendmico
Para 100 mi:
Etanol 70 mi

Disolver en H20 destilada

Solucién Fast Blue B, para deteccién de AlkA

Fast blue B (0.5 %) 0.25¢g
Acido acético 2.5 ml
H20 destilada 47.5 mi

Almacenar en frasco &mbar a 4° C

Folin Ciocalteau, para deteccion de AIKA

Spray |: 20% Na2COs acuoso, dejar secar
Spray IlI: Dilucidn 1:3 Folin Ciocalteau en H20 destilada
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Diagrama Al. Estrategia experimental para el disefio y construccién de un hospedero para
expresion heterdloga de clusteres de metabolitos secundarios a partir de S. venezuelae
ATCC 10712.

S, venezuelae ATCC 10712 (WT)
v

Corroborar y determinar las condiciones para la sintesis de cloranfenicol

v v

Determinar su tasa de crecimiento Determinar su capacidad antibiética

v

Interrumpir la via de sintesis de cloranfenicol

mediante PCR- targeting

v

Corroborar la interrupcidon de la via de

sintesis en la mutante obtenida

v v

Determinar su tasa de crecimiento Determinar su capacidad antibiética

| |
v
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Diagrama A2. Estrategia experimental para interrumpir la via de sintesis de cloranfenicol
por PCR-targeting en S. venezuelae.

E. coli JM109 + plJ778
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7 |
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apramicina, ampicilina y por PCR de colonia
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\
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\

Seleccion de transformantes de S. venezuelae por resistencia
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por PCR y secuenciacion
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