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RESUMEN (en espafiol)

El nataxazol es producido por Streptomyces sp. Tii6176, cepa aislada de muestras de
suelo obtenidas en Mata da Silva (Brasil) y descrita en 2009 por Sommer y colaboradores.
Presenta actividad citotoxica frente a varias lineas celulares tumorales humanas (ej.: AGS).
Por el contrario, no presenta actividad antibidtica, antivirica ni antifangica. El nataxazol es un
metabolito secundario perteneciente a la familia de los benzoxazoles presentando en su
estructura dos motivos benzoxazol.

El primer objetivo de este trabajo fue la caracterizacién de la ruta de biosintesis del
nataxazol. Para ello, primero se secuencid6 en genoma de Streptomyces sp Ti6176. La
secuenciacion del genoma permitid la identificacion de 38 potenciales agrupamientos génicos
para la biosintesis de metabolitos secundarios. La semejanza de algunos genes del cluster 3
con genes implicados en la biosintesis del benzoxazol calcimicina permitié identificar dicho
cluster como el mas probable para la biosintesis de nataxazol. El cluster 3 esta constituido por
21 genes que codifican para 12 proteinas estructurales, 4 proteinas reguladoras, 4 proteinas
posiblemente implicadas en el transporte del compuesto y una proteina hipotética de funcion
desconocida.

La inactivacion génica de natPK por interrupcién génica permitié confirmar al cluster 3
como el encargado de la biosintesis de nataxazol debido al no ser capaz el mutante obtenido
de producir nataxazol. Ademas, permitié identificar un derivado hidroxilado del nataxazol y la
presencia de otro benzoxazol, UK-1, que aumenta ligeramente su produccién en el mutante. El
nataxazol hidroxilado no mejora la actividad bioldgica del nataxazol. La expresién heteréloga de
natPK en S. albus J1074 confirmd su funciébn como el encargado de sintetizar el primer
precursor, acido 6-metilsalicilico. La inactivacion de natAN por reemplazamiento génico
permitié confirmar su funcién como uno de los genes implicados en la biosintesis del segundo
precursor, acido 3-hidroxiantranilico, compuesto derivado del corismato. También, mostré su
implicacion en la biosintesis del benzoxazol UK-1. La inactivacion de natAN permitié el
aumento de la produccion del sideréforo enterobactina y de su precursor el &cido 2,3-
dihidroxibenzoico, también derivado del corismato. Esto mostr6 la relacion de la ruta de
biosintesis de nataxazol con la ruta de biosintesis de enterobactina a través de un precursor
comun. La inactivacion de la salicilato sintasa del cluster 25 en la cepa AnatAN permitié
confirmar la combinacion de genes del cluster 3 y del cluster 25, productor de compuesto
semejante al zincoforo coelibactina, para dar lugar al benzoxazol UK-1.

La expresion heteréloga del cluster completo confirmé que el cluster no producia nataxazol
sino el benzoxazol AJI9561, compuesto semejante al nataxazol pero que carece de un grupo
metilo en el grupo carboxilo libre. Los ensayos de bioactividad de AJI9561 mostraron su
actividad antibiodtica por lo que la metilacion que da lugar a nataxazol es probablemente un
mecanismo de resistencia a AJI9561 en Streptomyces sp. TU6176.

Finalmente, otro de los objetivos de este trabajo fue la mejora de produccién de nataxazol. La
sobreexpresion de los cuatro reguladores del cluster 3, natR1, natR2, natR3 y natR4, permitié
confirmar que NatR1 y NatR4 son reguladores positivos capaces de aumentar la produccién en
1’3y 1'7 veces. Por otro lado, la inactivacién de natR3, codifica para un regulador negativo,
permitié un aumento de la produccién de nataxazol en 2'3 veces.
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RESUMEN (en Inglés)

Nataxazole is produced by Streptomyces sp. Tl 6176 that was isolated from soil samples
collected in Mata da Silva (Brasil) and described by Sommer et al. in 2009. It has cytotoxic
activity against different tumour cell lines as AGS, however, it does not have antibiotic, antiviral
and antifungal activity. Nataxazole is a secondary metabolite belonging to the benzoxazole
family and present two benzoxazole motifs.

The first important aim in this work was the characterization of nataxazole biosynthesis
pathway. To achieve this goal, we sequenced the genome of Streptomyces sp. Tu 6176. The
genome sequence analysis allowed the identification of 38 putative secondary metabolites
biosynthesis gene clusters. The similarity of some genes of cluster 3 with genes involved in the
calcimycin biosynthesis pathway allowed identifying cluster 3 as the most probable for
nataxazole biosynthesis. Cluster 3 is composed of 21 genes that codify for 12 structural
proteins, 4 regulator proteins, 4 transporter proteins and an unknown protein.

The inactivation of natPK by gene disruption confirmed cluster 3 as the nataxazole
biosynthesis gene cluster since the mutant strain was unable to produced nataxazole. Also this
mutant allowed identifying novel benzoxazole 5-hydroxynataxazole which does not have
biological activity, and another benzoxazole, UK-1, which slightly increases its production in this
mutant. The heterologous expression of natPK in S. albus J1074 demonstrated that NatPK
produced the first nataxazole precursor 6-MSA. The inactivation of natAN by gene replacement
confirmed its function in the biosynthesis of second nataxazole precursor 3-hydroxyanthranilic
acid, derived from chorismate. This experiment also demonstrated that natAN is involved in UK-
1 biosynthesis and showed the increment of siderophore enterobactin production and its
precursor 2,3-dihydroxybenzoic acid that is also a derivative chorismate. In addition, this
experiment showed the crosstalk between nataxazole biosynthesis cluster and enterobactin
biosynthesis cluster through common precursor chorismate. The inactivation of the salicylate
synthase of cluster 25 in mutant AnatAN demonstrated that this gene is involved in UK-1
biosynthesis. Expression of the salicylate synthase gene in S. albus J1074 demonstrated that it
produces salicylic acid.

The heterologous expression of nataxazole biosynthesis gene cluster showed that this
cluster produces the AJI9561 which is a nataxazole intermediary. Biological activity experiments
demonstrated that AJI9561 has antibiotic activity and the methylation for producing nataxazole
is a plausible resistance mechanism.

Finally, the last aim was the increment production of nataxazole. The overexpression of the four
regulator genes of cluster 3, natR1, natR2, natR3 and natR4, allowed confirming that NatR1
and NatR4 are positive regulatory proteins able to increase nataxazole production 1'3- and 1'7-
fold, respectively. On other hand, the inactivaction of natR3, codifying a negative regulatory
protein, allowed an increment of nataxazole production 2'3-fold.

SR. PRESIDENTE DE LA COMISION ACADEMICA DEL PROGRAMA DE DOCTORADO EN Investigacion en
Céancer
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El término cancer se acufié por primera vez en la antigua Grecia refiriéndose a ¢l
como xapkivol (karkinos), o traducido literalmente, cangrejo. Los médicos griegos
denominaron asi a la enfermedad debido a la apariencia de cangrejo que mostraban las
venas que rodeaban a los 6érganos afectados por tumores, tal y como relata Ricardo Soca

en su libro “La fascinante historia de las palabras™ (Soca, 2012).

La realidad del cancer es que es una enfermedad que afecta a los seres humanos
desde la antigiiedad hasta nuestros dias. Es tal su incidencia en la poblacion mundial
que los ultimos datos publicados por la OMS (Organizaciéon Mundial de la Salud) nos
muestran que en el afio 2012 se llegaron a diagnosticar 14’1 millones de nuevos casos y
murieron alrededor de 8’2 millones de personas de cancer. Por lo que dicha
organizacién estima que, hoy en dia, conviven con la enfermedad alrededor de 32°6
millones de personas que han sido diagnosticadas

(http://globocan.iarc.fr/Pages/fact sheets cancer.aspx). Por ello, la propia OMS ha

introducido al cancer en su programa “Plan de Accion Global para la Prevencion y el
Control de las Enfermedades No Transmisibles 2013-2030” con el objetivo de reducir

las muertes prematuras por cancer en un 25%.

1.1 El cancer y su desarrollo
En las personas sanas, al igual que en el resto de organismos pluricelulares, la
proliferacion de las células que conforman sus tejidos y drganos se encuentran reguladas
por dos procesos principalmente, el ciclo celular y la apoptosis. Mientras que en
personas afectadas por algin tipo de neoplasia las células tumorales han perdido los
sistemas de regulacion por lo que dichas células proliferan incontroladamente y son

inmortales (Lewin, 2004; Murray et al., 2010).

El ciclo celular de una célula se encuentra dividido en cuatro fases (Fig. 1): fase
G1, donde se produce la sintesis de proteinas y ARN preparando a la célula para la
sintesis de ADN; fase S, en la que se produce la replicacion del ADN comenzando por

la formacién de muescas producidas por la ADN topoisomerasa tipo I que permite el
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desenrollado del ADN y la unién de la ADN polimerasa; fase G2, en la cual la célula se
prepara para entrar en la mitosis, y fase M o mitosis, donde las cromatidas hermanas se
separan para dar lugar a dos células iguales. En condiciones normales tanto en la fase
G1 como en la fase G2 hay puntos de control mediados por quinasas (CDK) (Lewin,

2004; Murray et al., 2010).

Figura 1. Ciclo celular

(http://www fisicanet.com.ar/biologia/informacion genetica/ap1/ciclo_celular02.jpg)

La apoptosis o muerte celular programada es otro de los sistemas de control
celular. En ¢l se eliminan aquellas células que son defectuosas o se encuentran dafiadas
siendo este proceso mediado por caspasas. Ambos procesos en los tejidos sanos se
encuentran coordinados entre si para mantener el nimero de células del tejido u 6rgano.
Sin embargo, las células tumorales han sufrido mutaciones puntuales que les han
otorgado la capacidad de eludir estos controles convirtiéndose en células inmortales y

con una alta proliferacion (Lewin, 2004; Murray et al., 2010).

Para la aparicion de la primera célula tumoral debe producirse una serie de
mutaciones puntuales que den lugar a una célula capaz de saltarse los citados
mecanismos de control. Eso puede darse por factores genéticos y/o ambientales. Esta

primera célula tumoral comienza a dividirse incontroladamente formando agregados de
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células tumorales (Fig. 2). Estas células cancerosas se caracterizan por una seria de
cambios fenotipicos: pierden la morfologia de las células del tejido que las rodean,
presentan una tasa metabolica elevada y adquieren, eventualmente, la capacidad de
diseminarse por el organismo a través de los vasos sanguineos, proceso denominado

metastasis (Griffiths et al., 2002; Lewin, 2004; Murray et al., 2010).

Figura 2. Proceso de formacion de un tumor.
(http://www.monografias.com/trabajos65/cancer/cancer image004.jpg)

1.2 Diagndstico

En el céncer, al igual que en otras enfermedades, para aumentar las probabilidades
de éxito del tratamiento, el diagnostico ha de ser precoz. En las primeras fases de la
formacion del cancer, los pacientes son asintomaticos (OMS) o en algunos casos,
aparecen sintomas comunes con otras enfermedades, como puede ser el caso de la fatiga
que aparece en la gripe y en personas que sufren depresion (Akechi et al., 1999;
AECC). El historial clinico junto con los antecedentes familiares puede ayudar al

facultativo para dirigir las pruebas diagnosticas mas adecuadas.

Las pruebas de diagnostico que se utilizan para la diagnosis del cancer se pueden

clasificar en tres grupos:
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a. Pruebas analiticas
b. Pruebas de imagen

c. Estudio de tejidos

Las pruebas analiticas son las pruebas de laboratorio donde se analizan los
diferentes liquidos o exudados corporales (sangre, orina, heces, exudado nasofaringeo,
etc.). La mas habitual es el andlisis de sangre. En el hemograma durante el recuento
celular se pueden observar leucopenia (descenso de leucocitos) que es sintomatica en
muchas neoplasias o la aparicion de linfoblastos (precursores de los linfocitos) lo cual
puede indicar la existencia de una leucemia linfocitica aguda. En el suero sanguineo,
también se encuentran marcadores tumorales como la alfafetoproteina (AFP) la cual es
marcador del cancer hepatico. Los niveles de los marcadores tumorales se determinan a
partir de muestras serologicas tanto en sangre como en orina u otros liquidos corporales

(cefalorraquideo, pleural, etc.) (American Cancer Society).

Las pruebas de imagen las podemos clasificar en dos grupos principales: las
invasivas y las no invasivas (son la mayoria). Dentro de las no invasivas encontramos la
radiografia, tomografia, resonancia magnética, la gammagrafia (se administra un
radiofarmaco al paciente y a través de detectores de imagen denominados
gammacamaras detectan la imagen de los 6rganos o tejidos a los que se ha unido el
radiofarmaco) y ecografia. En las técnicas invasivas se encuentra principalmente la

endoscopia, siendo una de las més conocidas la colonoscopia.

Los estudios de tejidos son técnicas invasivas por lo que su uso se realiza tras
haber realizado las pruebas analiticas y las de imagen y asi poder obtener un diagnostico
de certeza. Dentro de éstas pruebas la mas habitual es la biopsia la cual se basa en la

toma de trozo del tejido tumoral para realizar luego un analisis citologico (AECC).

Después de la localizacion y el diagnostico del tumor comienza la fase del

tratamiento.
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1.3 Tratamiento: Quimioterapia antitumoral

En la actualidad el tratamiento frente al cancer se aborda desde cuatro frentes de
forma individual o combinada: la cirugia (extirpacion del tumor), la radioterapia
(utilizacion de compuestos radiactivos frente a las células cancerosas), inmunoterapia
(utilizaciéon de anticuerpos monoclonales frente a dianas propias de las células
antitumorales) y quimioterapia antitumoral (uso de compuestos con actividad

citotoxica o citoestatica).

Los compuestos quimioterapicos se llevan utilizando desde la antigiiedad.
Discorides (40-90 d. C.) recopil6 una lista de hierbas y plantas que se usaban para el
tratamiento frente a carcinomas (Papac, 2001). Sin embargo, la identificacion de un
compuesto como citotoxico se realizd en la Segunda Guerra Mundial cuando la
utilizacion del gas mostaza como arma quimica permitié ver que los soldados expuestos
presentaban un menor nimero de leucocitos. Més tarde se comenz6 a usar frente a
linfomas (DeVita, 1978). A partir de este momento, la identificacién y caracterizacion
de compuestos con actividad antitumoral incremento significativamente (Awada et al.,

2004).

Los fArmacos quimioterapicos existentes en la actualidad se pueden dividir en tres

categorias principalmente:
a. Farmacos citotoxicos, que a su vez se pueden subdividir en cuatro grupos:

o Compuestos alquilantes y derivados. Actian formando enlaces
covalentes con el ADN e impiden su replicacion.

e Antimetabolitos. Interrumpen o bloquean una o varias vias
metabolicas de sintesis de ADN.

e Derivados de plantas. Compuestos extraidos de las plantas
(alcaloides, taxanos, camptotecinas, etc.). La mayoria afectan a la

formacion del huso mitotico.
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e Antibidticos citotoxicos. Compuestos de origen bacteriano que
impiden la division de células de mamiferos.
b. Hormonas, usadas frente a tumores derivados de tejidos sensibles a ellas.
c. Otros farmacos: no encajan dentro de ninguna de las otras dos categorias.
En este grupo se encuentran los nuevos compuestos que atacan dianas

especificas relacionadas con el tumor (Rang et al., 2008).

Gracias a esta gran variedad de compuestos y a la combinaciéon con los otros
tratamientos anteriormente citados ha habido un gran avance en el tratamiento contra el
cancer. Sin embargo, los efectos secundarios derivados de la quimioterapia debidos a
que estos compuestos, en muchas ocasiones éstos no actiian frente a dianas especificas
de las células tumorales y pueden atacar también a células normales, junto a la aparicion
de resistencias de las células a estos farmacos, llevan a la blisqueda de nuevos
compuestos quimioterapicos (Sporn, 1996; Balis, 2002; Rang et al, 2008). Sin
embargo, pocas nuevas estructuras quimicas han sido descubiertas en los ltimos afnos

(Bérdy, 2012).

1.4 Actinomicetos

Los compuestos empleados en la quimioterapia referidos en el apartado anterior
se pueden dividir en dos tipos: compuestos de sintesis quimica y compuestos de origen
natural. Los compuestos de origen natural son aquellos producidos por organismos
como plantas, bacterias, hongos, etc. Dentro de estos organismos capaces de producir
compuestos con actividad antitumoral se encuentran las bacterias del grupo
actinomicetos (Olano et al, 2009a y 2009b). Estas bacterias, pertenecientes al filo
Actinobacteria, se caracterizan por ser Gram positivas y tener un alto contenido en
guanina y citosina (G+C) que pueden superar el 70% en algunos casos como el género

Streptomyces (Ventura et al., 2007).

Los actinomicetos son un grupo de bacterias filamentosas que forma hifas

multinucleadas parecidas a la de los hongos. Tienen un ciclo de vida complejo (Fig. 3)
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cuya primera etapa comienza con la germinacién de una espora dando lugar al micelio
substrato. Cuando los nutrientes del medio descienden se inicia la formacion del micelio
aéreo y se activa el metabolismo secundario. En la zona apical de las hifas que
conforman el micelio aéreo la pared comienza a engrosar y las hifas se tabican dando
lugar a cadenas de esporas. Finalmente, las esporas se dispersan y, cuando las
condiciones ambientales son favorables, germinan volviendo a dar comienzo al ciclo.

(Sambrook et al., 1989; Ventura et al., 2007).

Figura 3. Ciclo de vida de los actinomicetos.

Este grupo de organismos se encuentra ampliamente distribuido tanto en
ecosistemas terrestres como en ecosistemas acuaticos. Son importantes para los suelos
donde se encargan de la biodegradacion y la formacion del humus, la descomposicion y
reciclaje de los polimeros de plantas, animales y hongos muertos a través de la
secrecion de enzimas extracelulares (Olano ef al., 2011). Ademas producen una gran
variedad de metabolitos secundarios. Algunos de estos metabolitos secundarios
presentan un interés biotecnolégico debido a sus actividades antibidtica, antifiingica,
antitumoral, inmunosupresora, neuroprotectora, etc. Es tal su importancia que los

actinomicetos producen el 45% de los metabolitos secundarios bioactivos que se han
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descubierto en microorganismos. Dentro de este orden, el mayor productor de
metabolitos secundarios bioactivos es el género Streptomyces que produce hasta un 76%
(Bérdy, 2005). Metabolitos secundarios obtenidos de diversos Streptomyces spp. con
actividad antitumoral se estdn utilizando hoy en dia como quimioterapéuticos en la
lucha contra el cancer: daunomicina y derivados, doxorrubicina, mitramicina,

bleomicinas A, y By, entre otros (Cragg et al., 1999) (Fig. 4).

Figura 4. Distintos compuestos de uso farmacologico y origen natural producidos por
Streptomyces spp.

Sin embargo, tras un aumento exponencial desde los afios 40s del descubrimiento
de compuestos bioactivos derivados de actinomicetos, principalmente de Streptomyces
spp., en los ultimos afios se ha visto un descenso del numero de nuevos compuestos
encontrados (Bérdy, 2012), a pesar de que se siguen necesitando nuevos compuestos

para hacer frente a la aparicion de resistencias y de nuevas enfermedades infecciosas y

tumores (Ochiy Hosaka, 2013).
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1.5 Identificacion y caracterizacion de nuevos compuestos

bioactivos: Metodologia clasica versus Mineria genomica

Desde los afios 70s la tasa de descubrimiento de nuevos compuestos bioactivos ha
ido descendiendo progresivamente (Ochi y Hosaka, 2013). La necesidad de compuestos
nuevos y mejorados ha dado lugar a que los métodos clasicos de busqueda sean
insuficientes y haya sido necesario buscar alternativas. En la actualidad, podemos seguir
distintas estrategias (Fig. 5) para la identificacion y caracterizacion de nuevos

compuestos bioactivos y sus agrupaciones génicas (clusters) (Olano et al., 2011):

Figura 5. Esquema de las distintas estrategias para el aislamiento y caracterizacion de
un agrupamiento génico. (Dibujo modificado de Olano et al., 2011)

I.  Identificacion de genes de resistencia: Esta estrategia implica el clonaje en
un hospedador sensible de los genes de resistencia del cluster provocando que
el huésped adquiera resistencia al compuesto bioactivo.

II.  Aproximaciones basadas en la homologia genética: Este método se puede
enfocar desde dos vias:

a. PCR con oligonucleodtidos (primers) degenerados: para amplificar

fragmentos de ADN usando primers degenerados disefiados a
partir de secuencias proteicas conservadas ya conocidas.

b. Hibridacién de ADN con sondas homoélogas o heterdlogas: En el

caso del uso de sondas homologas es necesario haber aislado

previamente un gen implicado en la biosintesis para la
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III.

IV.

VL

localizacion y aislamiento del cluster. También se pueden utilizar
como sondas homologas los productos de PCR obtenidos a partir
de los primers degenerados.
En el caso de las sondas heterdlogas se usan como sondas genes
implicados en rutas de biosintesis de metabolitos secundarios
conocidos y relacionados para localizar nuevos agrupamientos
génicos.
Clonaje mutacional: Esta estrategia conlleva la inactivacion de alguno de los
genes implicados en la biosintesis del metabolito secundario.
Expresion del agrupamiento génico: Para poder expresar el cluster es
necesario introducir fragmentos de ADN que contengan los genes implicados
en la biosintesis del metabolito en un hospedador heterdlogo y detectar la
produccion del compuesto, o alguno de sus intermediarios, en dicho
hospedador.
Deteccion de actividades enzimaticas: Algunos clusters pueden ser
identificados por actividades enzimaticas especificas. La bibliografia muestra
algunos ejemplos como es el caso de la biosintesis de la rifamicina donde a
través de una secuencia parcial aminoacidica se construyeron cebadores
(primers) para clonar el gen de la 4cido 3-amino-5-hidroxibenzoico (AHBA)
sintasa implicado en la formacion de AHBA (Kim et al, 1998). En
estreptomicetos gran parte de los clusters de biosintesis de metabolitos
secundarios estan asociados a dos familias de enzimas: las policétido sintasas
(PKSs) y las sintetasas de péptidos no ribosomales (NRPSs).
Mineria genémica: Implica la secuenciacion del genoma del organismo de
interés y la prediccion e identificacion de los distintos clusters con la

utilizacidn de herramientas bioinformaticas.
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1.5.1 Actividades enzimaticas: PKSs y NRPSs

Los metabolitos secundarios presentan una gran variedad de estructuras quimicas
(Jenke-Kodama et al., 2006) lo cual se debe a la gran diversidad de familias enzimaticas
implicadas. Una de las grandes familias de productos naturales son los policétidos
catalizados por PKSs. La arquitectura de los policétidos va a depender de la clase de

PKS involucrada en su biosintesis (Jenke-Kodama ez al., 2006).

Las PKSs catalizan la condensacion tipo Claisen de precursores acil-CoA (Olano
et al.,2010). El esqueleto de los policétidos va a ser generado mediante la incorporacion
sucesiva de diferentes precursores incorporados por la PKS que de este modo va
alargando la cadena. Cada uno de estos precursores va a ser introducido por un médulo
que esta formado por diferentes dominios activos. El médulo de una PKS normalmente
presenta tres dominios esenciales: cetosintasa (KS), aciltransferasa (AT) y proteina
transportadora de acilos (ACP). Un dominio adicional, tioesterasa (TE), se localiza
generalmente en el ultimo moédulo de elongacion. Ademas, cada modulo puede tener
dominios auxiliares como son el cetoreductasa (KR), dehidratasa (DH) y enoilreductasa
(ER) (Schwarzer y Marahiel, 2001). Cada médulo cargara, condesara y modificara una

molécula de acil-CoA para formar el esqueleto del policetidico.
Se han descrito en la bibliografia tres tipos principales de PKSs:

e PKS tipo I: enzimas multifuncionales, no iterativas y formadas por varios
modulos. Cada mddulo se encargara de catalizar un ciclo de condensacion
y elongacion de la cadena del policétido.

e PKS tipo II: formadas por enzimas individuales que generan un unico
modulo iterativo y que dan lugar a policétidos aromaticos.

e PKS tipo III: también conocidas como chalcon sintasas. Son enzimas

homodiméricas e iterativas.

Algunos policétidos aromaticos no son sintetizados por PKS tipo II sino por un

tipo especial de PKS tipo I conocido como PKS tipo I iterativas (Shen, 2003). Estas
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PKS tipo I iterativas se han descrito principalmente, en hongos, sin embargo, también se
pueden encontrar en estreptomicetos como es el caso de ChIBl de Streptomyces
antibioticus DSM 40725. El producto de esta PKS es acido 6-metilsalicilico y esta

implicada en la ruta de biosintesis del antibidtico clorotricina (Shao et al., 2006).

Otra de las grandes familias de productos naturales son los péptidos no
ribosomales sintetizados por enzimas multimodulares denominadas sintetasas de
péptidos no ribosomales (NRPSs). Cada moddulo tiene la capacidad de cargar un
aminoacido para la elongacion de la cadena peptidica. Al igual que las PKSs, los
modulos de las NRPSs presentan unos dominios esenciales. El dominio que selecciona
el amino acido especifico a cargar es el de adenilacion (A), el dominio al que se une el
aminoacido es la proteina transportadora de péptidos (PCP) y finalmente el dominio de
condensacion (C) que cataliza la formacion de los enlaces peptidicos (Schwarzer y

Marahiel, 2001).

1.5.2 Mineria genomica

La entrada de la microbiologia en la era de la gendémica en 1995 con la
secuenciacion del primer genoma bacteriano, produjo una revolucion en la genética y
bioquimica de la biosintesis de los compuestos naturales (Corre y Challis, 2009; Loman
et al., 2012). En la 0ltima década, la mejora de la secuenciacion de genomas y la
reduccion de los costes ha permitido que hoy en dia haya disponibles 5613 genomas
bacterianos de los cuales 781 pertenecen a actinobacterias y de ellos 216 sean genomas
de Streptomyces spp. (Olano et al., 2014b; NCBI). Ademés de la mejora de las técnicas
de secuenciacion, también ha mejorado la anotacion bioinformatica de genomas y las
herramientas de busqueda y analisis de clusters de biosintesis (Olano ef al., 2014b) lo

que permite realizar comparaciones entre los distintos genomas.

Si en el apartado anterior se describia el enfoque cldsico para la identificacion,
clonaje y caracterizacion del agrupamiento génico implicado en la biosintesis de un

metabolito secundario conocido, ese enfoque cambia con la secuenciacion de genomas.
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Con la secuenciacion, se ha revelado que las especies de estreptomicetos presentan
multiples agrupaciones de genes con el potencial de sintetizar 20 o més metabolitos
secundarios (Ochi y Hosaka, 2013). Sin embargo, muchos de estos clusters localizados
a través de la secuenciacion son cripticos (se desconoce a priori el metabolito que
determinan) o bien ademads se encuentran silenciados en condiciones de laboratorio. De
forma que hay que identificar el producto natural siguiendo otras estrategias, resumidas

en el siguiente esquema (Fig. 6) (Corre y Challis, 2009):

Escaneado (busqueda) en el genoma ‘ | Proyectos de secuenciacion de genomas

N P

Herramientas bioinformaticas: Prediccion de las
posibles funciones de los genes biosintéticos

L !

Identificacion de condiciones propicias para la expresion de los genes
RT-PCR, microarrays o northern blot

4 L Y

Prediccion de la estructura | Prediccion de los substratos ‘ ‘ No expresion de los genes
parcial del metabolito secundario

Intermediarios
\\ biosintéticos

Manipulacién genética de
reguladores y regiones
promotoras

Manipulacién genética:
Expresion heterodloga, inactivacion de

genes, etc.

Identificacion del metabolito secundario

Figura 6. Estrategias para el descubrimiento de nuevos compuestos naturales a través
de la mineria gendémica. (Dibujo modificado de Corre y Challis, 2009)

A parte de utilizar la metodologia clasica y la mineria gendémica por separado
para la identificacion de nuevos metabolitos secundarios con potencial actividad
biologica, también se pueden combinar ambos métodos para identificar nuevos

compuestos bioactivos y caracterizar los clusters involucrados en su biosintesis.

1.6 Compuestos antitumorales: Los Benzoxazoles

Como se ha ido describiendo en los apartados anteriores, existe una necesidad de

nuevos compuestos con actividad antitumoral y otras actividades bioldgicas. Una
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familia de compuestos con gran interés farmacoldgico por su amplio espectro de

actividades bioldgicas son los benzoxazoles (Gautam et al., 2012).

Esta familia de compuestos presenta una estructura quimica particular formada

por la uniéon de un anillo benceno y un anillo ozaxol (Fig. 7) denominado domino

>

Figura 7. Motivo benzoxazol. a) anillo benceno. b) anillo oxazol.

benzoxazol.

Los compuestos de la familia de los benzoxazoles pueden presentar dos origenes:

e Origen sintético: Tradicionalmente, se basa en la condensacion de 2-
aminofenol con 4cido benzoico o derivados. Aunque, hoy en dia, también
se utiliza la salicilaldoxima a través de la reaccion de Beckmann (Thomas
et al., 2009). Los benzoxazoles de origen sintético abarcan una amplio
espectro de actividades biologicas: antidepresivo (Wang et al., 2014),
antifingicos y antituberculosos (Arisoy et al., 2013), antiparasitarios
(Tipparaju et al., 2008), inhibidores de la transcriptasa reversa del virus
HIV-1 (Akbay et al., 2003) y antitumorales (Abdelgawad et al., 2013).

e Origen natural: Estdn descritos menos benzoxazoles que de origen

sintético: A33853, UK-1, calcimicina, AJI9561, nataxazol y caboxamicina

(Fig. 8).

1.6.1 Benzoxazoles de origen natural

Los benzoxazoles de origen natural, aparte de compartir el domino benzoxazol,
también comparten el hecho de que todos son producidos por diferentes cepas del

género Streptomyces.
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Figura 8. Benzoxazoles de origen natural conocidos. (a) A33853, (b) UK-1, (c)
AJI19561, (d) caboxamicina, (e) calcimicina y (f) nataxazol.

1.6.1.1 A33853

A33853 fue uno de los primeros benzoxazoles en ser descritos (Fig. 8a). Se trata
de un metabolito secundario producido por la cepa Streptomyces sp. NRRL 12068,
aislada en una muestra de suelo de Alaska, y junto con el cual se identifico también un

derivado denominado tetraacetil A33853 (Michel et al., 1984).

Al A33853 se le realizaron distintas pruebas de actividad biologica viéndose que
presentaba actividad antibacteriana (Tabla 1). En experimentos in vitro, se observo su
actividad antivirica frente al virus de la polio III, del herpes tipo I y frente a diferentes
cepas de la gripe, sin embargo, in vivo esa actividad no fue reproducible. Lo mismo
ocurrid con su actividad antiparasitaria observada en experimentos in vitro pero no

reproducible en modelos animales (Michel et al., 1984).
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Tabla 1. Actividad antibacteriana de A33853 (Michel et al., 1984)

Organismo MIC (pg/ml)
Staphylococcus aureus 3055* 2,0
Staphylococcus aureus 3074** 2,0
Streptococcus agalatidiae 19F 6,25
Mycoplasma gallisepticum 29C 1,56
Mycoplasma hyopneumoniae 55B <0,78
Mycoplasma hyorninis 29E 1,56
Mycoplasma synoviae 40? 1,56
Aeromonas liquefaciens 44B 3,12
Bordetella bronchiseptica 17D >50
Echerichia coli 19B >50
Pasteuralla multocida (bovina) 17E 1,56
Pasteuralla multocida (pavo) 60A 6,25
Pseudomonas sp. 61B >50
Salmonella dublin 30F >50
Salmonella typhosa SA12*** 2,0

* sensible a benzilpenicilina, aislado clinico
** resitente a benzilpenicilina, aislado clinico
*** aislado clinico

El A33853 fue sintetizado quimicamente junto con algunos derivados por
Tipparaju y colaboradores en busca de algin compuesto que tuviera mas actividad
frente al protozoo Leshmania donovani. El compuesto mas activo fue el original,

A33853 (Tipparaju et al., 2008).

1.6.1.2 UK-1

El benzoxazol UK-1 (Fig. 8b) es producido por Streptomyces sp. 517-02. cepa
aislada de muestras de suelo tomadas en la Universidad Ciudad de Osaka en Japon

(Ueki et al., 1993).

Su estructura quimica se caracteriza por tener dos dominios benzoxazol
convirtiéndose en el primer bis-benzoxazol de origen natural descrito. Shibata y
colaboradores durante la elucidacion estructural del UK-1 propusieron que dos partes
del UK-1 podian estar relacionadas con el acido 3-hidroxiantranilico (3-HAA) y la

tercera con el acido salicilico (Shibata ez al, 1993). Basandose en esta hipotesis, DeLuca
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y Kerwin utilizaron como precursor el 3-HAA para la sintesis quimica del UK-1

(DeLuca y Kerwin, 1997).

El UK-1 no presentan actividad antibacteriana ni antifingica, sin embargo,
presenta actividad citotoxica frente a diversas lineas celulares tumorales como B16,
HeLa y la linea control P388 (Ueki ef al., 1993). Mas adelante se estudi6 frente a mas

lineas celulares demostrando que tenia una amplia actividad citotoxica (Tabla 2).

Tabla 2. Citotoxidad del UK-1 frente a distintas lineas celulares (Kumar et al., 2002)

Linea celular 1Cs¢ (M) Linea celular  1Cso (uM)
MCF-7 1,6 SK-N-AS 24
HT-29 65 SK-N-D7 0,17
HL60 0,32 SK-N-F1 7
PC-3 0,4 SK-N-MC 1,1
MDA-231 0,5 SK-N-SH 7
BT-20 0,17 CHP-212 12
DU145 0,2 IMR-32 0,06
SKBR3 0,1 NGP 0,02
A549 1,9

Del UK-1 y diversos derivados sintéticos se han hecho multiples estudios para
poder averiguar cudl es su mecanismo de accidn como compuestos citotoxicos (Kumar
et al., 2002; McKee y Kerwin, 2008). Los primeros estudios realizados mostraron una
alta afinidad del UK-1 por el cation divalente de magnesio (Mg™?) y por otros cationes
divalentes como calcio (Ca*™), cobalto (Co™), niquel (Ni?) y zinc (Zn"?) (Kumar et al.,
2002; Wang et al., 2004), comportandose como un ionéforo. En pruebas de
citotoxicidad del UK-1 frente a las lineas celulares MCF-7 y A549 se observé que en las
muestras a las que se les afiadia cloruro de cobre (CuCly) junto al UK-1 aumentaba la
citotoxicidad (CuCl, no presenta por si solo actividad citotoxica). Se comprobd que la
afinidad del UK-1 por los iones Cu? era mayor que por los iones Mg™ (McKee y

Kerwin, 2008).
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Experimentos paralelos del UK-1 frente a la ADN topoisomerasa tipo II
(implicada en el desenrollamiento del ADN durante la replicacion) llevaron a sugerir
que el UK-1 formaba un complejo con el Mg™, la topoisomerasa y el ADN inhibiendo
la accion de la enzima durante el tiempo que estd formado el complejo (Wang et al.,

2004).

1.6.1.2.1 ADN topoisomerasas tipo 11

Para entender la sugerencia realizada por Wang y colaboradores primero hemos

de saber qué tipo de enzimas son las ADN topoisomerasas tipo II.

Las ADN topoisomerasas son enzimas que se encuentran involucradas en el
maquinaria de replicacion celular. Su funciéon recae en la introducciéon de roturas (o
muescas) en una, o en ambas, de las cadenas de la doble hélice que comienza a
desenrollarse, por accion de la helicasa, lo que permite el proceso de desenrollado. Esto
se debe a que estas muescas alivian la tension de torsion que se produce durante el
desenrollamiento del ADN. Las roturas son rdpidamente reparadas sin gasto energético
(Murray et al., 2010). Ademas, las topoisomerasas tienen la capacidad de desenrollar el

ADN superenrollado, estructura que se puede encontrar en moléculas de ADN circular.

Las ADN topoisomerasas estan clasificadas en dos grandes clases: las ADN
topoisomerasas tipo 1 y las ADN topoisomerasas tipo II. Tanto en procariotas como en
eucariotas podemos encontrar los dos tipos. Las topoisomerasas tipo I acttian haciendo
una muesca en una de las hebras del ADN. Las topoisomerasas tipo II actiian haciendo
la rotura en ambas hebras. Tanto en eucariotas como en procariotas hay principalmente
dos tipos de ADN topoisomerasas tipo II: IIA (topo IIA) y IIB (topo IIB). Se
caracterizan por ser enzimas multiméricas y ATP dependientes (Lewin, 2004; Forterre
et al., 2007). Se encuentra ampliamente descrito en la bibliografia que para el dominio
ATPasa que se encuentra en las topo IIA es necesario el uso de cationes divalentes
(esencialmente Mg ™) y ademas es necesario que la topo IIA tenga un sitio activo para la

union de cationes divalentes durante la formacion de la muesca (Lee ef al., 2012).
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1.6.1.3 Calcimicina

La calcimicina es producida por Streptomyces chartreusis NRRL 3881. Se trata
del benzoxazol natural més complejo estructuralmente conocido hasta la fecha. Fue
descubierto en 1972 y desde entonces ha sido ampliamente estudiado. El primer nombre
que recibi6 estd molécula fue el de A23187. Durante la década de los 70s se publicaron
multiples articulos sobre el A23187 y sus propiedades como iondéforo de cationes
divalentes con los que puede formar complejos diméricos para el transporte de éstos a

través de la membrana celular (Abbott ez al., 1979).

Su estructura quimica consiste en tres unidades: a-cetopirrol, un motivo
benzoxazol y un anillo espiroquetal (Zmijewski, 1980). Estudios realizados utilizando
compuestos marcados con °C apuntaban que la biosintesis del motivo benzoxazol tenia
como precursor una molécula de 4cido 3-hidroxiantranilico (3-HAA) (David y
Emadzadeh, 1982). Estudios posteriores sugirieron que el precursor 3-HAA podria
obtenerse por la via de la degradacion del triptéfano (David y Kergomard, 1982). Al
adicionar 4cido antranilico en los medios de cultivo se observd la inhibicion de la
produccion de calcimicina y la aparicion de un derivado denominado cezomicina (Fig.

9b) que también poseia la capacidad de quelar cationes divalentes (David y Kergomard,

1982).
(a) HaC, C (b)
‘978 9
o u||'|_1||; /55 > JH N |u|||_||r> 5 o—@
%
/>J 8] " /9[
HaCHN N

0 OH

Figura 9. (a) Calcimicina. (b) Cezomicina, precursor de calcimicina.

En 2011 se identifico y caracterizd la agrupacion génica encargada de la
biosintesis de calcimicina, el cual presenta una tamafio de 64 kb (Wu et al., 2011). En ¢él

se describe como el motivo benzoxazol tiene como precursor 3-HAA formado por la
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accion de los productos de cuatro genes: calBl, calB2, calB3 y calB4 (Wu et al., 2011).
El 3-HAA se formaria siguiendo la ruta de biosintesis del sikimato (Knaggs, 1999). Se
partiria de una molécula de eritrosa 4-fosfato la cual, por la accion inicial de la aldolasa
CalB4 (3-deoxi-D-arabino-heptulosonato 7-fosfato sintasa) y otras reacciones
posteriores de la ruta del sikimato, daria lugar a corismato. El corismato seria
modificado por CalB1 (antranilato sintasa) hasta 2-amino-2-deoxiisocorismato (ADIC).
ADIC se modificaria para dar 4cido trans-2,3-dihiro-3-hidorxiantranilico (DHHA) por
CalB2 (isocoriamatasa) y, finalmente, CalB3 (2,3-dihidroxibenzoato 2,3-dehidrogenasa)
terminaria el proceso introduciendo un doble enlace final para dar el 4cido 3-

hidroxiantranilico (Wu et al., 2011).

La formacion final del dominio benzoxazol se produciria por el ataque de una
molécula de 3-HAA a la estructura policetonica condensada por una PKS tipo I
multimodular (CalA1-CalA5) dando lugar al heterociclo que conformarda el motivo
benzoxazol (Fig. 10). Durante la caracterizacion de esta ruta de biosintesis se vio que la

cezomicina era un precursor de la calcimicina.
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Figura 10. Ataque de 3-HAA a la estructura policetonica para formar el motivo benzoxazol de
la calcimicina (Wu et al., 2011).
La calcimicina presenta diversas actividades biologicas. Inhibe el crecimiento de
bacterias Gram positivas y hongos e inhibe a la ATPasa y desacopla la desfosoforilacion
oxidativa en las células de mamiferos. También induce la apoptosis en cultivos celulares

activando sefiales intracelulares (Wu et al., 2011).
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1.6.1.4 AJI9561

Otro de los benzoxazoles de origen natural es AJI9561 (Fig.8c), un bis-
benzoxazol producido por Streptomyces sp. AJ9561, estreptomiceto aislado de una
muestra de suelo de la prefectura de Chiba en Japon por la empresa farmacéutica
japonesa Ajinimoto Pharmaceutical Co. No se sabe mucho sobre este benzoxazol a
excepcion de que presenta actividad citotoxica frente a diversas lineas celulares (Sato et

al., 2001).

1.6.1.5 Caboxamicina

La caboxamicina es el benzoxazol de origen natural més simple conocido
(Fig.8d). El productor de la caboxamicina es la cepa Streptomyces sp. NTK 937 la cual
fue aislada de la de los fondos marinos préximos a las costas orientales de las Islas
Canarias (Hohmann et al., 2009). El genoma de Streptomyces sp. NTK 937 fue
secuenciado (Olano et al., 2014a) por secuenciacion de ADN a tiempo real a través de
la plataforma PacBio RS II, obteniéndose un genoma de alrededor de 7’5 Mb. A
continuacion, se utilizd la herramienta bioinforméatica de prediccion de clusters
implicados en la biosintesis de metabolitos secundarios antiSMASH 2.0 (Blin et al.,
2013) obteniendo como resultado un total de 35 agrupaciones génicas de biosintesis de

metabolitos secundarios potenciales (Olano et al., 2014a).

La caboxamicina se ha propuesto que deriva de acido 3-hidroxiantranilico y &cido

salicilico, ambos producidos a partir de corismato (Hohmann ef al., 2009).

Finalmente, la caboxamicina presenta una actividad bioldgica variada siendo
activa frente a bacterias Gram positivas y frente a levaduras. Su actividad citotoxica fue
analizada frente a diferentes lineas celulares mostrando una inhibicion del crecimiento

moderada (Tabla 3).
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Tabla 3. Actividad citotoxica de caboxamicina
Linea celular 1Gso (ug/ml) TGI (pug/ml)

AGS 75 >10
Hep G2 74 >10
MCF-7 73 >10

1.6.1.6 Nataxazol

Streptomyces sp. Tl 6176 es una cepa aislada de una muestra de suelo de la region
de Natal en la provincia de Rio Grande do Norte en Brasil. La secuenciacion parcial del
ARN ribosémico (rARN) 16S muestra una similitud de un 97°6% con Streptomyces

coelicolor DSM 40144 (Sommer et al., 2008).

Durante la fermentacion de Streptomyces sp. Tii 6176 se vio que producia un
compuesto con un espectro particular (Fig. 11). Tras su purificacion y caracterizacion
por NMR se le agrupo dentro de la familia de los benzoxazoles y se le denomino

nataxazol (Fig.8f).
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Figura 11. Espectro en UV-visible de nataxazol (Sommer ef al., 2009)
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El nataxazol, al igual que el UK-1 y AJI9561, presenta dos dominios benzoxazol

por lo que perteneceria a los bis-benzoxazoles (Fig. 8).

Se estudié su actividad citotdoxica comparandola con la actividad citotoxica del
UK-1 (Tabla 4) viéndose que el nataxazol presenta una mayor actividad citotoxica

frente a las lineas celulares ensayadas. A continuacion, se realizé un anélisis del ciclo
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celular y reveld que el nataxazol provoca una acumulacion de células en la fase S del
ciclo (Sommer et al., 2008). Sin embargo, no se ha observado que presente actividad
antibacteriana, antivirica o antifungica (frente levaduras y hongos filamentosos)

(Sommer et al., 2008).

Tabla 4. Actividad citotoxica de nataxazol y UK-1 (Sommer et al., 2008)

Li lul Nataxazol UK-1

mnea cewar 1 Gs (ug/ml) TGI (ng/ml) IGso (ng/ml) TGI (ug/ml)
AGS 0,4 2,5 0,8 1,9
Hep G2 0,06 0,4 0,085 3,5
MCF-7 0,68 1,7 0,65 2,4

Tras comprobar que de los benzoxazoles de origen natural como el nataxazol
presentan, en general, una mejor actividad antitumoral que aquellos de origen sintético
derivados del UK-1, se hace interesante el estudio de su via de biosintesis y la

posibilidad de obtener nuevos derivados con una actividad antitumoral mejorada.
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1.7 Objetivos

En el presente trabajo vamos a estudiar la biosintesis del benzoxazol citotoxico

nataxazol. Para ello nos hemos planteado los siguientes objetivos:

I. Identificacion del agrupamiento génico a través de mineria gendmica.

II. Caracterizacion del agrupamiento génico y de la ruta de biosintesis a través del
estudio de los genes estructurales y de los precursores biosintéticos de nataxazol.

1. Mejora de la produccion del nataxazol en el organismo productor Streptomyces
sp. Tii 6176 a partir de la identificacion y caracterizacion de los genes
reguladores.

IV. Obtencion de nuevos derivados que puedan mejorar la actividad biologica, en

especial la citotoxica, de nataxazol.
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2.1 Microorganismos
A continuacién en la tabla 5, se muestran los microorganismos que se han

utilizado a lo largo de este trabajo:

Tabla 5. Microorganismos utilizados

Organismo Cepa Genotipo Referencia

Escherichia coli DHI10B F, mcrA, A(mrr-hsdRMS-, mcrBC) Invitrogen
#80dlacZAM 15, AlacX74, deoR,
recAl, endAl, araD139, A(ara,
lew)7697, galU, galK, )7, rpsL (St

), nupG
Escherichia coli ET12567 damli3::Tn9, dem6, hsdM, hsdR, Kieser et al.,
(pUB307) recF143, zjj201::Tnl0, galK2, 2000

galT22, aral4, lacYl, xyl5, leuB6,
thil, tonA31, rpsL136, hisG4, tsx78,
mtli, glnV44, F

Escherichia coli LE392MP F,el4, (McrdA ) A(mcrC-mrr) Epicentre
(Tet®), hsdR514, supE44, supF58,
lacYl, o A(laclZY)6, galK?2, galT?22,
metBI, trpR55, A~

Saccharomyces cerevisiae V101.6-48 MAT alpha, his3-D200, trp1-D1, Yamanaka et
ura3-52, lys2, ade2-101, met14, al, 2014
psi+cir?
Streptomyces sp. Ti 6176 Productor de nataxazol Sommer et
al., 2008
Streptomyces sp. NTK 937 Productor de caboxamicina Hohmann et
al., 2009
Streptomyces albus J1074 ilv-1, sal-2 RM- Chatery
Wilde, 1980
Streptomyces argillaceus  ATCC Productor de mitramicina Coleccion
12956 americana de

cultivos tipo

Streptomyces lividans JT46 Bld", Arg", rec’ Tsaiy Chen
1987
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2.2 Métodos microbioldgicos
Los métodos microbiolégicos utilizados para el cultivo de las distintas cepas son

principalmente los descritos por Sambrook et al. (2001) y Hopwood et al. (1985).

2.2.1 Medios de cultivo.

Los medios de cultivos utilizados durante el presente trabajo fueron autoclavados
para su esterilizacion a 121°C durante 20 minutos a 1 atmosfera de presion. Los medios
de cultivo se describiran en su version de caldo (liquido), excepto aquellos que se hayan
usado exclusivamente en sélido. Para obtener esos mismos medios en forma solida se
procedi6 a afiadirle un 2% de agar. Todos los medios de cultivo se prepararon con agua

destilada, a no ser que se indique lo contrario.

2.2.1.1 Medios de cultivo para el crecimiento de E. coli y levaduras
e Medio 2xTY (Sambrook et al., 2001): En forma so6lida se utilizd para
seleccionar clones que contuvieran el ADN plasmidico deseado. En forma
liquida se us6 para obtener masa de las cepas de E. coli DHI0B y
ET12567 y asi poder extraer el ADN plasmidico introducido.
o Composicion: Triptona (16 g/l), extracto de levadura (10 g/l) y
NaCl (5 g/).

e Medio Luria Broth (LB) (Epicentre): Medio liquido utilizado para

obtener masa de E. coli DHI0B para extraer el ADN plasmidico
destinado a la secuenciacion. En forma solida (LA) se uso para la
obtencion de la genoteca utilizando la cepa E. coli LE392MP.
o Composicion: Bacto-Triptona (10 g/l), Bacto-extracto de levadura
(5 g/l) y NaCl1 (10 g/l). pH 7

e Medio SuperBroth (SB) (Atlas, 2010): Tanto en liquido como en solido

se usO para clonar el cluster de nataxazol usando la cepa E. coli
LE392MP.
o Composicion: Triptona (32-35 g/1), extracto de levadura (20 g/l) y
NaCl (5 g/l).pH 7-7’5.
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e Medio Agar Saboureaud (Sigma-Aldrich): Medio so6lido utilizado para

en crecimiento de levaduras durante la realizacion de los bioensayos.
o Composicion: Glucosa (dextrosa) (40 g/I), peptona micologica (10
g/l)y Agar (15 g/l). pH 5°6.
e Medio YPD (Sigma-Aldrich): Medio liquido para el crecimiento de
levaduras.
o Composicion: Glucosa (20 g/l), extracto de levadura (10 g/l),
peptona (10 g/l) y adenina (100 mg/1).

e Medio YNB/sorbitol (Kouprina y Larinov, 2008): Medio sélido utilizado

para el crecimiento de levaduras.
o Composicion: Base de nitrogeno de levadura sin aminoacidos (170
mg/l), medio sintético suplementado sin triptofano (190 mg/l), 1 M

sorbitol, 100 mg/1 adenina (20 g/l) y agar (20 g/1).

2.2.1.2  Medios de cultivo para el crecimiento de Streptomyces spp.

e Medio TSB (Trytone Soya Broth, Merck): Medio de cultivo comercial
utilizado para la obtenciéon de masa de Streptomyces spp. con el
objetivo de poder obtener ADN cromosémico o poder inocular los
diferentes medios de interés.

o Medio TSA %: Al medio TSB se le adiciona un 1 % de agar

para poder realizar los ensayos de actividad biologica de los
distintos compuestos ya que asi pueden difundir de una manera
mas eficaz.

e Medio A (MA) (Fernandez ef al., 1998): Medio solido utilizado para

la esporulacion de Streptomyces sp. Ti 6176, Streptomyces sp. NTK
937 y S. albus J1074 y para el proceso de conjugacion de las tres

cepas.
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@)

e Medio

Composicion: MOPS (21 g/l), Glucosa (5 g/l), Extracto de
levadura (0’5 g/1), extracto de carne (0’5 g/l), casaaminoacidos
(1 g/). pH: 7 (ajustar con KOH). Agar (22 g/I).

YEME 17% (Kieser et al., 2000, modificado): Medio liquido

utilizad

o para obtener protoplastos de Streptomyces spp. La

modificacion consiste en una reduccidon de la concentracidon de

sacaros

@)

a del 34% al 17%.

Composicion: Glucosa (10 g/l), extracto de levadura (3 g/),
extracto de Malta (3 g/1), bactopeptona (5 g/1) y sacarosa (170
g/l). Tras autoclavar se suplementa con glicina 20% (25 mV/1) y

MgClL, 1M (5 ml/1).

e Medio

R5A (Fernandez et al., 1998): Medio utilizado para la

produccion de los metabolitos secundarios y la purificacion.

@)

Composicion: Sacarosa (103 g/1), MOPS (21 g/1), glucosa (10
g/l), casaaminoacidos (0’1 g/l), extracto de levadura (5 g/l),
K»SO4 (0,25 g/1), MgCl,.6H,0 (10,12 g/1), oligoelementos (2
ml) [Composicion: ZnClL, (0,04 g/l), FeCl;.6H,O (0,2 g/l),
CuCl-2H,0, MnCl,-4H,O (0,01 g/I), Na;B4O7-10 H,O (0,01
g/l), (NH4)¢Mo07024.4H,0O (0,01 g/1)]. pH 6’8 (ajustar con

KOH). Para obtener su forma sélida se anade 25 g/1 de agar.

e Medio

RS (Kieser et al., 2000): Medio solido utilizado para regenerar

protoplastos de Streptomyces spp.

@)

Composicion:  Sacarosa (103 g/l), KySOs (0,25 g/,
MgCl,.6H,0 (10,12 g/1), glucosa (10 g/1), casaminoacidos (0,1
g/l), extracto de levadura (5 g/l), TES (5,73g/1), 2 ml de una
solucion de oligoelementos [los mismo del R5A], y 25 g/l de
agar. Tras autoclavar, se suplementa con 10 ml/l1 de KH,POj4
0,5%, 4ml/l de CaCL.2H,O 5M, 15ml/l de L-prolina 20% y

7ml/1 de NaOH 1M.
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e Medio SNA 0’5%: Es un medio utilizado para afiadir una sobrecapa

conteniendo los antibidticos de seleccion al medio de cultivo donde se
estéa realizando la conjugacion.
o Composicion: Caldo Nutritivo (8 g/l). Agar (5 g/l)
e Medio GHSA (Alfredo F. Brafia, no publicado): Este medio se utilizo
siempre solido. Se utiliz6 para la purificacion de nataxazol.
o Composicion: MOPS (21 g/l), glucosa (10 g/l), extracto de
levadura (0’5 g/1), MgSO4.7H,0O (0,6 g/l), harina de soja (10
g/1), oligoelementos (2ml) [los mismo del RSA]. pH 6°75.

e Medio definido (MD) (Vior et al, 2014): Este medio siempre se

utiliz6 liquido y fue modificado eliminando alguno de los metales que
lo componen para la obtencion de los metabolitos enterobactina y UK-
1.

o Composicion general: MOPS (21 g/1), glucosa (10 g/l),
asparagina (2 g/l), MgS04.7H,O (0,6 g/l), MOPS (21 g/l);
glucosa (10 g/l); KoHPO4 (3,5 g/1), MgSO4-7H,0 (0,6 g/l);
MnCl-4H,0 (5 mg/l), ZnSO4-H>0 (1 mg/l), CaCl, (Img/l). pH

6’8. Suplementar tras el autoclavado con FeSO4 (Smg/ml)

2.2.2 Condiciones de cultivo
Las cepas de E. coli DH10B y ET12567 (pUB307) se cultivaron en los medios
2xTY so6lido o LA a 37°C obteniéndose colonias aisladas a las 24 horas. Para obtener
masa se partié de colonias aisladas y se incub6 a 37°C 12 horas en agitaciéon de 200

rpm. En todos los casos afiadiendo el o los antibidticos de seleccion necesarios.

La cepa de E. coli LE392MP para la obtencion de la genoteca de Streptomyces sp.
T 6176 se cultivo en medio LA a 30°C durante 24 horas para obtener los clones
aislados y posteriormente en LB durante 12 horas a 30°C en agitacion a 250 rpm para

obtener masa y aislar los cosmidos correspondientes. Para clonar el cluster del
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nataxazol y poder introducirlo en Streptomyces spp. en el plasmido pEBZ333 (Eberz et
al., 2007) se cultivé en SB a 30°C durante 36 horas. Para obtener masa se cultivo a 30°C
en agitacion a 250 rpm durante 12 horas. En ambos casos se adicioné el o los

antibidticos de seleccidn necesarios.

Las cepas de Streptomyces spp. se sembraron en MA para obtener esporas
incubéndolas a 30°C durante 7 dias. Partiendo de las esporas se cultivaron en TSB
durante el tiempo indicado en la Tabla 6 a 30°C con una agitacion de 250 rpm para
extraer el ADN cromosémico o para obtener pre-inoculo para posteriores
propagaciones.

Tabla 6. Tiempo de incubacion en TSB de las distintas cepas de Streptomyces spp.
Cepa de Streptomyces spp. Tiempo de incubacion

Streptomyces sp. Tii 6176 12-16 horas
Streptomyces sp. NTK 937 48 horas
S. albus J1074 24 horas

2.2.3 Condiciones de conservacion
Para la conservacion de células de E. coli, se procedid a centrifugar 1’5 ml de
cultivo, se elimind todo el sobrenadante, a continuacion se afiadié 100 pl 2xTY liquido

y se termind de resuspender en 1 ml de glicerol al 50%. La suspension se conservo a -

20°C.

Para la conservacion de esporas Streptomyces spp. recogidas de un medio solido,
se resuspendieron en 1 ml de glicerol al 50% y se conservaron a -20°C. Para la
conservacion del micelio de Streptomyces sp. Tii 6176, de un cultivo crecido en TSB
durante 12 horas a 30°C a 250 rpm, se centrifugd 5 ml, se elimind el sobrenadante y
posteriormente se lavo 2 veces con sacarosa al 10°3%. Finalmente, se resuspendio en 5

ml de sacarosa 10°3%. La suspension de micelio se guard6 a -20°C.
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2.3 Antibioticos
Los antibidticos utilizados para la seleccion de los diferentes clones tanto de E.

coli como de Streptomyces spp. fueron los mostrados en la tabla 7:

Tabla 7. Antibioticos utilizados durante este trabajo.
Concentracion Concentracion final

Antibiotico Solventes en stock (mg/ml) (ug/ml)
Acido nalidixico NaOH 0°5N 25 25
(Roche)

Ampicilina Agua destilada 100 100
(Roche)

Apramacina* Agua destilada 200 100/25
(Sigma)

Cloranfenicol Etanol 100% 50 25
(Sigma)

Eritromicina Metanol 100% 200 200
(AppliChem)

Higromicina PBS 50 200
(Roche)

Kanamicina Agua destilada 50 50
(Roche)

Tetraciclina Etanol 70% 25 10
(Sigma)

Tioestreptona DMSO 25 25
(Sigma)

*La concentracion de apramicina en E. coli es de 100 pg/ml mientras que para
Streptomyces spp. es de 25 png/ml

2.4 Enzimas
Las enzimas de restriccion, la fosfatasa alcalina, la ADN ligasa del fago T4, las
diferentes polimerasas (pfx, Taq, Klenow, Herculasa) y lisozima utilizadas fueron
suministradas por Amershan Pharmacia, Takara, Invitrogen, Promega, Fermentas y
Roche.
La solucién de ARNasa (Sigma) se prepard a una concentracion final de 10 mg/ml

en Tris-HC1 10 mM (pH 7,5) y NaCl 15 mM, calentando a 90°C durante 15 minutos y
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permitiendo que se enfriara lentamente a temperatura ambiente. La solucion se conservo
a-20°C.
2.5 Vectores
A continuacion se presentara una relacion de plasmidos utilizados a lo largo de

este trabajo (Tabla 8):

Tabla 8. Vectores utilizados a lo largo de este trabajo

Vector T?E::;l 0 Resistencia Huésped Referencia
A. Gonzilez
pAGe-1 5'12 Ampicilina E. coli (datos no
publicados)
pCR®- 3'5 Kanamicina E. coli Invitrogen
blunt
Levaduras/E. Yamanaka ef al
pCAPO1 9°01 Kanamicina coli/Streptomyces 2014 N
spp.
pCXJ18 5’8 Ampicilina Levaduras/E. coli  Chen, 1996
pEBZ333 13' Apramlcma / E. coli/Streptomyces Eberz et al., 2007
Cloranfenicol spp.
pEFBAoriT 5'42 Apramicina / E. coli Horna et al., 2011
Ampicilina

. L E. coli / Streptomyces Menéndez et al.,
pEMA4T 8'7 Ampicilina Spp. 2006

. Ampicilina / E. coli / Streptomyces Sun et al.,
pHZI358 107 Tioestreptona spp. 2009

. .. E. coli / Streptomyces Bierman et al.,
p0J260 3'5 Apramicina Spp. 1992

. .. E. coli / Streptomyces Bierman et al.,
pSET152 5'5 Apramicina Spp. 1992
pSL1180 3'42 Ampicilina E. coli Amersham
pWEI1S 8'13 Ampicilina / E. coli Stratagene

Kanamicina
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2.6 Aislamiento de ADN
Los métodos para la obtencion del ADN, tanto plasmidico en E. coli como
cromosoémico de Streptomyces spp., se basaron en los descritos por Sambrook et al.

(2001) y Kieser et al. (2000).

2.6.1 Minipreparaciones de ADN plasmidico en E. coli.
Para la obtencion de ADN plasmidico de E. coli se realiz6 a través del método de
lisis alcalina descrito por Bimboin et al (1979) con algunas modificaciones. Las

soluciones y productos utilizados fueron los enumerados a continuacion:

a. Solucion I: 50 mM glucosa, 50 mM Tris-HCI pH 8 y 10 mM EDTA.
b. Solucion II: 1% SDS y 0,2 N de NaOH.

c. Solucion III: Acetato potasico SM y acido acético glaciar hasta pH 8.
d. Isopropanol

e. Etanol 70%

f.  TE: Tris-HC1 10 mM, EDTA 1 mM pH 8

2.6.2 Obtencion de ADN plasmidico para secuenciacion.
Para la obtencion de ADN de plasmidos recombinantes que se habian obtenido de
E. coli DHI10B, se cultivé durante toda una noche 5 ml de células en 2xTY o LB.
Seguidamente, se extrajo y se purifico el ADN plasmidico utilizando el Kit comercial

“StrataPrep Plasmid Miniprep Kit” (Stratagene).

Para la obtencion de los césmidos de E. coli LE392MP se realiz6 una
minipreparacion descrita en el apartado anterior con algunas modificaciones. Para ello

se utilizaron las siguientes soluciones:

a. Solucion I: 50 mM glucosa, 50 mM Tris-HCI pH 8 y 10 mM EDTA.
b. Solucion II: 1% SDS y 0,2 N de NaOH.

c. Solucion III: Acetato potasico SM y acido acético glaciar hasta pH 8.
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d. Fenol-(Cloroformo-Isoamilico) (1:1)

e. Cloroformo

f. Isopropanol

g. Etanol 70%

h. TE: Tris-HC1 10 mM, EDTA 1 mM pH 8

2.6.3 Obtencion de ADN cromosomico de Streptomyces spp.

Para la obtencion ADN cromosémico de las distintas cepas de Streptomyces spp.
se siguid el método descrito por Hopwood et al. (1985) con algunas modificaciones en
el procedimiento, de tal forma que el ADN obtenido no solo estuviera poco
fragmentado sino que también estuviera altamente limpio. De esta manera, el ADN
cromosdémico nos sirve para realizar la PCR, Southern Blot, obtencion de genotecas y
secuenciacion del genoma completo. A continuacion, se describird el protocolo y sus

modificaciones.

Tras haber crecido Streptomyces spp. se centrifuga el cultivo para eliminar el
caldo. Se lava el micelio tres veces con sacarosa 10°3%. Al finalizar el altimo lavado, se
elimina el sobrenadante para seguidamente resuspender el micelio en 5 ml de SET
Buffer obteniendo una solucidon homogénea. A continuacion, se anade 100 ul de
lisozima [50 mg/ml] y se incuba durante una hora a 37°C con una agitacion leve.
Posteriormente se anade 140 pl de proteinasa K [20 mg/ml] y 600 ul de SDS 10%
incubandolo sin agitacion durante 2 horas a 55°C. Tras este periodo se anade 200 pul de
NaCl 5SM y 20 ml de H,O MiliQ estéril mezclandolo todo cuidadosamente. A
continuacion se anade un volumen de fenolicloroformo (25 ml). Se mezcla por
inversion hasta obtener una solucion homogénea de color blanco. Se centrifuga a 7000
rpm durante 10 minutos a 10°C y se recoge la fase superior pipeteando con un tip de un
mililitro con la punta cortada para evitar la rotura del ADN por cizalla. A continuacion,
se le anade 200 pl de ARNasa [5 mg/ml] incubadndose durante una hora a 37°C sin
agitacion. Terminado el periodo de incubacion, se le vuelve a anadir un volumen de

fenol:cloroformo y se centrifuga. Tras la centrifugacion, se recoge la fase superior y se
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le afiade un volumen de cloroformo-isoamilico. Los lavados se repiten dos veces

sustituyendo en el Gltimo lavado el cloroformo-isoamilico por cloroformo.

Para precipitar el ADN se afiade 0’6 volumenes de isopropanol mezclando por
inversion la solucion cuidadosamente hasta observar el ovillo de ADN. Con una punta
de pipeta se recoge y se aflade a un eppendorf con 500 pl de etanol absoluto. Se
centrifuga a 11000 rpm durante 2 minutos, se elimina el sobrenadante, se afiade 500 pl
de etanol 70% y se vuelve a centrifugar. Se elimina totalmente el etanol y se deja secar

durante 5 minutos. Finalmente, se afiade el volumen adecuado de TE buffer.

2.7 Manipulacion in vitro del ADN

2.7.1 Digestion enzimatica.
Las digestiones enzimaticas se realizaron utilizando endonucleasas de restriccion
tal y como se describe en Sambrook et al. (2001). Los tampones y las condiciones de la
reaccidn que se siguieron fueron las establecidas por las casas comerciales para cada

enzima.

2.7.2 Generacion de extremos romos.
En ocasiones los extremos obtenidos por digestion enzimatica de diferentes ADNs
para su posterior ligacion no eran compatibles, de modo que se procedi6 a la realizacion
de extremos romos utilizando el fragmento Klenow de la ADN polimerasa tal y como se

describe en Sambrook et al. (1989).

2.7.3 Desfosforilacion de extremos 5’ del ADN.

Para evitar que los vectores utilizados a lo largo de este trabajo se religaran, se
procedié a eliminar los grupos fosfatos de sus extremos 5°. Para ello, se adiciond la
enzima fosfatasa alcalina de intestino de ternera, CIP (New England Biolabs), al ADN
utilizando el tampoén adecuado (Tris-HCl 50mM pH 8, Na2-EDTA 0,ImM) y la
concentracion establecida por la casa comercial (1 unidad de CIP por cada 100 pg de

ADN). Se incub6 durante una hora a 37°C y, finalmente, se purifico el ADN utilizando
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el kit comercial “GFX PCR DNA and Gel Band Purificacion Kit” de Amersham

Biosciences.

2.74 Ligacion de fragmentos de ADN.

Para el proceso de ligacion se siguieron los pasos descritos por Sambrook et al.
(2001). Se utilizo la enzima ligasa de ADN del fago T4 que puede ligar tanto extremos
cohesivos como extremos romos. La proporciéon molar utilizada habitualmente fue de
uno del vector frente al menos cuatro del fragmento a clonar. Se incubd la reaccion a

temperatura ambiente durante un minimo de una hora y un maximo de 20 horas.

2.8 Analisis del ADN

2.8.1 Electroforesis de ADN en geles de agarosa.

Las muestras de ADN para realizacion de la electroforesis en geles de agarosa se
cargaron afiadiéndoles tampon de carga constituido por 100 mM de EDTA, 43%
glicerol y 0,5% azul de bromofenol. El tampdén de carga actia como densificante.
Ademas, habitualmente, se utilizd6 como marcador de peso molecular el ADN del fago
A digerido Pstl con una concentracion de 0’5 pg/ul

Los geles de agarosa utilizados para la electroforesis se hicieron a una
concentracion de 0°7% o 1°5%, segun el tamano del fragmento de ADN. Para la
preparacion de los geles se utilizo, a parte del agar, TAE [1x] (Tris-acetato 40 mM,
EDTA 1 mM). La electroforesis se llevo a cabo en cubetas horizontales que contenian
TAE [1x] a un voltaje de 90 V.

Para la visualizacion de los fragmentos de ADN tras la electroforesis se utilizo
bromuro de etidio a una concentracion de 0’5 pg/ml (Sambrook et al., 2001) y se
observaron con un transiluminador de luz ultravioleta.

Para la observacion del ADN cromosdémico destinado a la realizacion de
genotecas algunos de los parametros fueron variados. Ademas, del ADN del fago A

digerido Pstl, también se utiliz6 el ADN del fago A digerido HindIIl como marcador de
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peso molecular, ambos a la misma concentracion. Los geles de agarosa tuvieron una

concentracion de 0°5% y el voltaje de la electroforesis fue de 30 V.

2.8.2 Purificacion de fragmentos de ADN a partir de geles de agarosa.
Los fragmentos de ADN que presentaban un interés para la realizacion del trabajo,
tras terminar la electroforesis y su visualizacion se recortaron y se purificaron utilizando
el kit comercial “GFX PCR DNA and Gel Band Purificacion Kit” de Amershan

Biosciences.

2.9 Transformacion con ADN plasmidico.

2.9.1 Preparacion de competentes de E. coli y su transformacion.

Para la obtencion de células competentes de E. coli (DH10B y LE392MP) se
parti6 de cultivos en fase exponencial que presentaran una densidad oOptica (OD) de
entre 0’4y 0°6 a 600 nm. La competencia fue inducida siguiendo el método del cloruro
de calcio descrito por Sambrook et al. (2001). La transformacion por choque térmico de
las células para la introduccion del ADN plasmidico se realizé siguiendo los pasos

descritos por Sambrook et al. (2001).

Tras la transformacion, las células se sembraron en 2xTY solido, LA o TSB
solido junto con el antibidtico o los antibidticos de seleccion pertinentes. En los casos
donde el ADN plasmidico contuviera el gen lacZ (codifica una B-galactosidasa), al
medio también se le afiadid6 X-gal [40 pg/ml] e IPTG [12,5 pg/ml] para facilitar la

identificacion de las células transformadas.

2.9.2 Preparacion de electrocompetentes de E. coli y su electroporacion.
Para la obtencion de células electrocompetentes de E. coli ET12567 (pUB307) se
partid6 de cultivos en fase exponencial (preferiblemente con una ODgy de 0°6). La
electrocompetencia fue inducida siguiendo los pasos descritos por MacNeil et al. (1992)

utilizando glicerol al 10% a 4°C.
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La transformacion se realizd con electroporador Micro pulser de BioRad. Las
células transformadas se sembraron en 2xTY solido o LA con los antibioticos de

seleccion.

2.10 Obtencion de una genoteca de Streptomyces sp. Tii 6176.
Para la generacion de la libreria genémica de Streptomyces sp. Tii 6176 utilizo el
cosmido pWEI1S5 (Tabla 8, Fig.12) debido a que es un vector que admite una gran
cantidad de ADN, alrededor de 40 kb. Las cepa de E. coli elegida para la generacion de

la genoteca fue E. coli LE392MP.

Figura 12. Mapa del cosmido pWEILS (Stratagene)

El primer paso fue digerir el vector con la enzima BamHI que posteriormente se
desfosforild con fosfatasa alcalina para evitar el religado del vector; se comprobd por
electroforesis que la digestion habia sido correcta y se purificd el plasmido digerido y
desfosforilado con el kit comercial “GFX PCR DNA and Gel Band Purificacion Kit”
(Amershan Biosciences). A continuacion se digiri6 el ADN cromosomico de
Streptomyces sp. Tl 6176 con el enzima Sau3Al. Esta enzima corta en multiples sitios
dentro del genoma de la bacteria y deja extremos cohesivos compatibles con los
extremos de BamHI. Se intentd obtener fragmentos que tuvieran un tamafo de
alrededor de 40 kb, para ello las digestiones fueron incubada a 37°C entre 30 y 40

segundos.

Seguidamente, se procedid a la ligacion del vector con los fragmentos ADN
cromosomico. Para ello, se utilizd6 una proporcion de vector-fragmento de 1:2

obteniendo un volumen final de la ligacion de 100 pl. La ligacion se dejo durante 20
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horas a temperatura ambiente. Tras la ligacion, se procedié al empaquetamiento in vitro
de las construcciones obtenidas utilizando el kit comercial “MaxPlax™ Lambda
Packaging Extracts” (Epicentre). Los fagos obtenidos se mezclaron con un cultivo de E.
coli LE392MP ODgo de 0’8 para proceder a la infeccion. Se cultivaron en medio LA

con ampicilina, marcador de seleccion del vector, a 37°C durante 24 horas.

El nimero de clones obtenidos debe ser lo suficientemente grande para que el
genoma de la bacteria se encuentre representado. En el caso de la genoteca d
Streptomyces sp. Ti 6176, tras la infeccion, se obtuvieron 1622 clones lo cual
corresponde a una representacion de 7°6 veces del genoma de Streptomyces sp. Tt 6176
(Fig. 13). Se inocularon placas de microtiter de 96 pocillos con 100 pul LB y ampicilina,
en cada pocillo se cultivdo cada clon individualmente. Para su conservacion, a cada
pocillo se le adicion6 100 pl de glicerol 50% y se guardaron las 17 placas microtiter a -

70°C.

Figura 13. Esquema de la obtencion de la genoteca de Streptomyces sp. Tii 6176.
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2.11 Conjugacion de Streptomyces spp.

2.11.1 Conjugacion de micelio de Streptomyces sp. Tii 6176

Para realizar el proceso de conjugacion interespecifica entre las células E. coli
ET12567 (pUB307) y Streptomyces sp. Tii 6176, primero, se procedi6 a obtener micelio
de Streptomyces sp. Tii 6176. Para ello, se inoculd esporas de Streptomyces sp. Tii 6176
en 50 ml de TSB dejandolo crecer a 30°C durante 12 horas a 250 rpm. A continuacion,
se centrifugo el micelio durante 10 minutos a 4400 rpm, se elimind el sobrenadante y se
resuspendié en el mismo volumen de sacarosa 10°3%. Este proceso se repitidé dos veces
mas. Tras la 0ltima centrifugacion se elimino el sobrenadante y se resuspendié el
micelio en sacarosa 10°3% hasta obtener una ODgoo de entre 0°35 — 0’5. Se repartio el
micelio en tubos eppendorf afiadiendo 150 pl de volumen en cada uno de ellos. El

micelio que no fue utilizado inmediatamente para conjugar se guardo a -20°C.

Para el proceso de conjugacion se centrifugd el micelio (150ul) durante 5 minutos
a 11000 rpm para eliminar la sacarosa, se afiadio 1 ml de 2xTY liquido resuspendiendo
el micelio. Se centrifugd 5 minutos a 11000 rpm y se elimind el sobrenadante. Este
proceso de lavado se repitié dos veces. Tras el ultimo lavado, el micelio se resupendid
en 200 pl de 2xTY liquido. Paralelamente se procedi6 a crecer células de E. coli
ET12567 en 10 ml de 2xTY liquido que contenian construcciones derivadas de los
plasmidos pOJ260, pHZ1358 o pSETec para la interrupcion génica, el reemplazamiento
génico y la sobreexpresion génica, respectivamente, hasta obtener el cultivo en fase
exponencial con una ODggo de entre 0’4 y 0°6. Las células de E. coli se centrifugaron 5
minutos a 4400 rpm. Se elimind el sobrenadante y se resuspendieron en 2xTY. Se
volvieron a centrifugar y se repiti6 el proceso de lavado dos veces. Tras los lavados se
resuspendieron las células de E. coli en 800 ul de 2xTY. Finalmente se mezclaron en un
mismo eppendorf los 800 pul de células de E. coli y los 200 pl micelio de Streptomyces
sp. Tl 6176. A continuacion, distribuy6 en 4 placas de MA sin antibidtico y se incubd a
30°C durante un periodo de entre 20 y 22 horas. Finalmente, se anadié 3 ml de medio

SNA 0°5% con los antibidticos acido nalidixico y apramicina necesarios para obtener
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los transconjugantes deseados. La incubacion se realizdé a 30°C durante un periodo de
entre 15 y 20 dias para la obtencion de transconjugantes que hayan sufrido una
interrupcion o reemplazamiento génico y de entre 5 y 7 dias para la sobreexpresion

génica utilizando vectores replicativos o integrativos.

2.11.2 Conjugacion de esporas de S. albus J1074
Para el proceso de conjugacion de S. albus J1074 y E. coli ET12567 (pUB307) se
procedié a crecer durante toda la noche 1’5 ml de células E. coli ET12567 con las
construcciones derivadas de pSETec y pEMA4T. El cultivo se centrifugé durante 5
minutos a 11000 rpm, se eliminé el sobrenadante y se resuspendieron en 2xTY liquido y
se volvio a centrifugar. Se repitieron los lavados dos veces. Tras finalizar los lavados se
resuspendieron las células en 900 ul de 2xTY liquido. Por otro lado, de una suspension

de esporas de S. albus se tomaron 50 pl afiadiéndole 1 ml de 2xTY liquido para

proceder a realizar dos lavados. Tras ello se resuspendieron en 100 pl de 2xTY liquido
y se incubaron a 50°C 10 minutos para estimular la germinacion de las esporas. Para
proceder a la conjugacion se mezclaron la suspension de E. coli con las esporas. Se
sembrd 250 pul de la suspension por placa de medio MA y se incub6 a 30°C durante toda
la noche. Al dia siguiente, se anadi6 al cultivo 3 ml de SNA 0°5% con los antibioticos
acido nalidixico y apramicina o tioestreptona. Se dejé incubando a 30°C entre 5y 7

dias.

2.12 Transformacion de protoplastos de S. albus J1074 y otros

Streptomyces spp.
Los protoplastos de S. albus J1074 'y otros Streptomyces spp. se obtuvieron

siguiendo la técnica descrita por Kieser et al. (2000) con la modificacion de que el

medio de cultivo empleado fue YEME maés 17% sacarosa.

La transformacion de protoplastos se realizé siguiendo los pasos descritos por
Kieser et al. (2000) utilizando polietilenglicol (PEG) 6000 a una concentracion de 0°25
mg/ml. Los protoplastos se cultivaron en medio RS para permitir su regeneracion

cultivandose durante toda una noche a 30°C. Al dia siguiente, se afiadid una sobrecapa
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de SNA 0°5% con el antibiotico de seleccion del plasmido utilizado para transformar los

protoplastos. Finalmente, se incubaron entre 5y 7 dias a 30°C.

2.13 Técnicas de hibridacion de ADN

Durante la realizacion de este trabajo se hizo uso de dos técnicas de hibridacion de

ADN: hibridacion in situ de colonias y Southern blot.

2.13.1 Hibridacion in situ de colonia
Es una técnica rapida de busqueda y seleccion de clones positivos que contengan
un determinado fragmento de ADN. En nuestro caso, se utilizd para el analisis de la

genoteca de Streptomyces sp. Tii 6176.

Primero, las colonias transformadas que se desean analizar y que previamente se
han ordenado en placas de microtiter se cultivan en placas de TSA, haciendo siempre
una réplica de cada placa. Se dejan crecer 24 horas a 30°C para luego transferirlas a una
membrana de nailon siguiendo los pasos descritos por Sambrook et al. (2001). En el
presente trabajo, para la transferencia se utiliz6 membranas de nailon cargadas
positivamente Hybond-N" (Amersham) para facilitar que se una el ADN. A
continuacion, se desnaturalizaron las colonias transferidas para liberar el ADN que se
unira a la membrana. Para ello, se utilizaron las soluciones: SDS 10%, solucion
desnaturalizante (NaOH 0’5M, NaCl 1M) y solucion neutralizante (Tris-HCI 0°5M,
NaCl 3M, pH 7°5). La fijacién de ADN a la membrana se realizé con pulsos cortos de 1

minuto de luz ultravioleta.

Tras fijar el ADN de las colonias a la membrana se procedié a la hibridacion
utilizando una o varias sondas de ADN especificas y marcadas. Las sondas se
obtuvieron mediante la amplificaciéon por PCR del fragmento de ADN correspondiente
al fragmento utilizado para la interrupcion génica de la policétido sintasa (PKS) tipo I
iterativa de Streptomyces sp. Tii 6176 implicada en la biosintesis del acido 6-

metilsalicilico, precursor del nataxazol (Tabla 9). Los oligonucleétidos utilizados para la
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realizacion de la PCR se disenaron utilizando la secuencia del genoma de Streptomyces

sp. Ti 6176.

Tabla 9. Oligonucledtidos utilizados para obtener el fragmento de ADN utilizado como sonda
en la hibridacion in situ de colonia.

Oligonucleodtido Secuencia 5’ - 3’
PKS1Ta TGAATTCGTCCTCGAACAGGCGCCG
PKST1b AAAAAGCTTGGCGACGACCTCGGTGATCG

Para el marcaje de la sonda de ADN se uso el kit comercial “DIG DNA Labeling
and Detection kit” (Roche) el cual utilizada DIG-11-dUTP. La sonda es marcada con
dioxigenina generdndose a partir de una mezcla de hexanucledtidos que actian como
iniciadores de la sintesis utilizando el ADN molde desnaturalizado. Para este proceso se

utiliz6 como enzima el fragmento Klenow de la ADN polimerasa tipo [ de E. coli.

A continuacion, se procedi6 a la hibridacion entre el ADN de la membrana con la
sonda. Para realizar este proceso, primero se incubaron las membranas en solucion de
hibridacion “Rapid hyb buffer” (Amersham-Pharmacia) (5x SSC, N-laurilsarcosina
0,1%, SDS 0,02%, reactivo de bloqueo 1%). Después del periodo de pre-hibridacion de
hora y media a 68°C, se elimina la solucion anterior y se afiade nueva solucion de
hibridacion conteniendo la sonda marcada. La nueva solucién se incuba durante 12
horas a 68°C. Tras concluir la hibridacion, se procede a eliminar la sonda unida
inespecificamente lavando las membranas, primero, con una solucion de baja
astringencia (2xSSC y 0°1% SDS) y, por ultimo, de alta astringencia (0’2xSSCy 0°1%
SDS).

Finalmente, se procede al revelado por colorimetria donde, primero, se afiaden
anticuerpos frente a la dioxigenina unidos a fosfatasa alcalina los cuales se uniran a la
sonda marcada. Para revelar donde se encuentra la sonda unida al ADN se anade el
substrato de la fosfatasa alcalina, nitroazul de tetrazolio (NBT/BCIP) lo que dara lugar

a un precipitado azul intenso.
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2.13.2 Southern blot
Esté técnica estd basada en la descrita por Southern (1975). En este trabajo se ha
utilizado para la identificacion genotipica de los clones recombinantes obtenidos

durante los procesos de interrupcion y reemplazamiento génico.

Se han utilizado sondas obtenidas por PCR y fragmentos generados por digestion
con enzimas de restriccion del ADN recombinante los cuales se separaron por
electroforesis. E1 ADN se transfiri6 desde los geles de agarosa a membranas Hybond-
N, utilizando la variante “en seco” del proceso descrito por Southern (1975), durante
un minimo de 6 horas a temperatura ambiente. Finalmente, el ADN transferido a la
membrana se fijo6 con luz ultravioleta durante 3 minutos. A continuacion, se siguieron
los mismos pasos de marcaje de la sonda, hibridaciéon y revelado descritos en el

apartado anterior. Las sondas utilizadas son las descritas en la tabla 10.

Tabla 10. Oligonucleodtidos y fragmentos de restriccion utilizados para obtener ADN utilizado
como sonda en los Southern blot.

Sondas obtenidas por PCR

Sonda Oligonucledtido Secuencia 5° -3’
PKS1Ta TGAATTCGTCCTCGAACAGGCGCCG
natPK
PKST1b AAAAAGCTTGGCGACGACCTCGGTGATCG
COA1547 TTTAAGCTTGGTGTCCTCGGCGTCGAT
natAN
COA318D AGAATTCGTCACCGGCGAGGGCCGT
RESS-1 TGAACTAGTGGATCGTGGTGCTGGAGA
SS-1
RESS-2 AGTATGCATCAGAGGTCCCAGGTGTTCC
SS SSTUfw AAGGATCCTCCTTCTGGGAGCGGCG
SSTUrv AGAATTCCTCGACCGTGGATCTCGGC
READHL-1 GTCGATATCTGTGGTGGTCGTAGCCGC
REAM-L1
READHL-2 ATAGGATCCAGGCACTGCGCGGTTTCA

Sondas obtenidas por digestion

Sonda Plasmido Gen Digestion Tamaiio
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Apramicina pEFBAorit Cassette de resistencia a EcoRI 1’5Kb
apramicina

Eritromicina pAGE Cassette de resistencia a Kpnl 1’7 kb
eritromicina

2.14 Amplificacion de ADN por PCR

2.14.1 Oligonucledtidos cebadores
Para la obtencion de los oligonucledtidos cebadores que permitirian la
amplificacion de fragmentos especificos de ADN, se utiliz6 la secuencia nucleotidica
obtenida tras la secuenciacion del genoma de Streptomyces sp. Tii 6176 por la empresa
Lifesequencing SL (Valencia). Para la obtencion de unos cebadores Optimos se tuvo en
cuenta la cantidad de G+C, la temperatura de anillamiento, evitar la formacion de
apareamientos intercatenarios entre un mismo cebador o con el otro miembro de la

pareja y, ademas, la formacion de horquillas intracatenarias.

A continuacion, se presenta una tabla con todos los cebadores utilizados en este
trabajo para la obtencion de los distintos mutantes de los genes de la ruta y para la

expresion de dichos genes (Tabla 11).

Tabla 11. Cebadores utilizados en el presente trabajo.

Secuencia < .
Nombre 5 _ 3 Construccion Funcion

Mutantes en los genes estructurales del cluster de nataxazol

REAS-1 TGTGATATCTTGAGGTACGCCTCCTTGA

REAS-2 AAGGATCCATCCTGGACGATCTGGTC Mutante por

pAnatAN reemplazamiento
REAS-3 TGTATGCATTACGGGGGTGTCATGAGG de natAN
REAS-4 TGACTAGTCACGACAACAGGCACGAC

READHL-1 GTCGATATCTGTGGTGGTCGTAGCCGC
Mutante por

READHL-2  ATAGGATCCAGGCACTGCGCGGTTTCA  pAnatAM-L1  féemplazamiento
de natAM, natAC1

tL1
REAMPL-3 GTCATGCATAGCGAGAAGACCAGCTTG yna
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AGGACTAGTGGTTGAGTACCGCCTACT

REAMPL-+4 C
PKS1Ta TGAATTCGTCCTCGAACAGGCGCCG ) »
pAnatPK Disrupcién de
PKS1Th AAAAAGCTTGGCGACGACCTCGGTGAT natPK

CG

Expresion de genes estructurales del cluster de nataxazol

1519fw  AAGGAATTCTAGACCGTTCACCAGGTAGGCG  pnatAM-ACIt ExPreii(’;‘
conjunta ae

pnatAM-L1-Se natAM y

ACPrv AATGATATCTCCGAGCAGGAAGGCTGA natAC]
ATAGGATCCAATT ATT AGGACA i6
PAMACrp GGATCC GCgC CGCCAGGACAC pnatAC1-St Expresmn
conjunta de
PAMACup TGTGAATTCTAGAGTCGGCGGTGTAGACGGT ~PhatAM-L1-Se ”at‘ilcj&?;t“
COA318F TGAATTCTCGGCCGCAAGCACAGCACC Expresion
pnatL2-X conjunta de
COA1126A AAAAAGCTTCTCCCGCGACTGCGCGCG natL2y natX
1525fw AAAGGATCCAGGACGAGGACTGGGACAAG pnatX -,
Expresion de
15251y AGTGAATTCGATGACGGCGATGGGTTC natx
PKSCOMP1 AAGGATCCGTCCCGTTCGTTCCAC 3
Expresion de
pnatPK natPK
PKSCOMP2 CGAATTCCTGTACCTCCAGCCGAAC
Expresion
1524-PKSfw ~ TTAGGATCCGGCACACACGAGGGAGAT pnatL2-pK ~ conuntade
natL2, natX'y
natPK
Expresion heterdloga del cluster 3
NATARI1 TATAACTAGTGCGGCTACATCGCCTACTT Expresion
pNATAR heter6loga del
NATAR2 TATAGGATCCACGAGTACCCGGTGACCA cluster 3
NATAR3  TATAGGATCCACACGACGTCAGTCGGACAC Expresion
pNATAR heter6loga del
NATAR4 TATACTCGAGTCACCATTTCCGATCCTCTC cluster 3
CAGTACCGGGTCGACCGCTTCCGCGGGAAC
mutAMd GCGCAGGGCGCGGGTATGCCCATGTACCTC Expresion
TCAGC PNATAR P o ol
CTCGCTGCGCACCTCCGCGCCGACCGCGCC  AAM clerologa de
mutAMrv  CGGAGCGGCGTGATGGTCGCTTCCTTCAAA cluster 3

TTCCA




MATERIAL Y METODOS [N

Mutantes en los gene reguladores del cluster de nataxazol

RETetR27-1 AGAGGATCCGGCGTCGATGATCTTCTCTG

RETetR27-2 AGAGATATCCTCCCTGGCAATGAGTGAAT Mutante por
pAnatR3 reemplazamiento
RETetR27-3 AGAACTAGTGTGGTCTGGCAGCCCTTC de natR3

RETetR27-4 AGAATGCATGCAGGAGACGGAGTTCTTCC

RESARP29-1 TATAGATCTCTTCGGCTGTCAGGGCT

RESARP29-2 ATAGATATCGTCGGATTCCTGCGAAGAGT Mutante por
pAnatR4 reemplazamiento
RESARP29-3 AAAACTAGTACTGGGGCGCTGTTCCGT de natR4

RESARP29-4 AAAATGCATGGCGGGCGACCTCTTCCT

Expresion de los reguladores de la ruta de nataxazol

SARP04fw ATAGGATCCATCACCTCGGAGTGCGGC .,
Expresion de

pSETeSARP04 4
SARPO4rv  ATAGAATTCACAGTCCGTGAGCACCTTCC orf
LuxR09-2fw  AAAGAATTCACGAGAAGGTGTTCGGCGG »
Expresion de
pnatR1 natR1
LuxR09-2rv AAAGATATCAGAACCAAGGCGGCACGT
TetR14afw ATGAGATCTGCATGGTCGGTTCTGACA »
Expresion de
pnatR2 natR2
TetR14arv ATGGAATTCGGCACTTCAGCCTGTTCC
TetR27fw TAAGAATTCCGTTCGGCTGGAGGTACA »
Expresion de
pnatR3 natR3
TetR27rv TGAGGATCCAGTGTTGACCATGCCTTGC
SARP29fw AAGAGATCTGCGTGCGGTAGAGATTCTG »
pnatR4 Expresion de

SARP29rv AATGAATTCGGAGGCGGGGTAATACTGA natR4

Mutantes en el cluster 25 “coelibactina” y cluster 10 de enterobactina

RESS-1 TGAACTAGTGGATCGTGGTGCTGGAGA
Mutante por
RESS-2 AGTATGCATCAGAGGTCCCAGGTGTTCC pASS reemplazamiento
de cf54_20720
RESS-3 AGTGGATCCTGTGCTGCGTACGGTCAT
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RESS-4 ATAGATATCCGACCTCGACGAGCACAT
COA724 TGAATTCGTACCGCACGGCGACGAT . .,
- Disrupcion de
pAICS-entb of54 12675
COA188C AAAAAGCTTCACGACCCACTCGCCGTC -
Expresion de genes del cluster 25 “coelibactina”
SSTUfw AAGGATCCTCCTTCTGGGAGCGGCG .,
Expresion de
pCoe-8S cf54 20720
SSTUrv AGAATTCCTCGACCGTGGATCTCGGC -
4263M Tfw ATAGGATCCAGGCTGGACCCGTCGCTG Expresion de
pCoe-MT cf54_20690
4263MTrv AAAGAATTCGGCGATGAACGGCACCAC
4258boxifw AAAAGATCTGCAGCACGAGGAGGGGAT Expresion de
pCoe-Oxi cf54_20685
4258boxirv AAAGAATTCGGTGTCGGGGCTTGTCAT
4259P450fw  ATAGGATCCCGCCACCCCTCTCCTCCC Expresién de
pCoe-citp450 cf54_20695
4259P450rv ATAGAATTCTCCACGGGCTGTCGGCAC
Otros cebadores utilizados
ACPsintfw AAAGAATTCCGCCAGATGCCCTGCTCG
nat$S
ACPsintrv AAACAATTGCCCCCACCTCTTCCCCCA
Tsrfw AGTCTAGAAATACTTCATATGCGGGGATC Gen de resistencia
pSETeTc ala tiostreptona
Tsrrv TATCTAGAAACAGAGGCGCTTATCGG
M13fw GTAAAACGACGGCCAG )
Primers
M13rv CAGGAAACAGCTATGAC universales
Aprafw TCATCGGTCAGCTTCTCAACC Cassette de
resistencia a
Aprarv ATGCAGGAAGATCAACGGATCT apramicina
ApraCfw AAGTGCTTGACATTGGGG Cassette de
resistencia a
ApraCrv TCATTCTGTGGGCCGTAC apramicina hacia
fuera
pWE15fw ACCGCATTAAAGCTTATCG Coésmido pWEIS
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pWE15rv GTATCACGAGGCCCTTTC

2.14.2 Condiciones de la reaccion
Las condiciones de la reaccion en cadena de la polimerasa que se siguieron fueron
iguales para todas las reacciones realizadas, manteniendo las condiciones Optimas
recomendadas por la casa comercial de las polimerasas utilizadas. Todas las reacciones
tuvieron un volumen final de 50 ul donde se utilizd6 1 pl de ADN molde con una

concentracion inicial de 400 — 500 ng/uly 2°5 pl de dimetilsulféxido (DMSO).

Para la amplificacion de los fragmentos que daran lugar a las construcciones para
realizar los diferentes mutantes y para las expresiones de los diferentes genes se utilizd
la polimerasa “Herculase II Fusion DNA Polymerase” (Aligent Technologies). Las
condiciones de la reaccién fueron las recomendadas por la casa comercial: dNTPs 0’5
pl de una solucion inicial de 100 mM, 1°25 pl de cada cebador partiendo de una

solucion con una concentracion de 10 uM y finalmente, 1 pl de polimerasa (2 u/ul).

Para la comprobacion de los mutantes resultantes se utilizd la polimerasa
“DreamTaq ADN Polymerase” (Thermo Scientific). Las condiciones de la reaccion
también fueron las recomendadas por la casa comercial para una 6ptima reaccion: 5 pul
de dNTPs a una concentracion de 2 mM, 1 pl de cada cebador partiendo de una

concentracion de 20 uM y 1 ul de polimerasa (1°25 u/ul).

2.14.3 Condiciones del programa de amplificacion
El programa de amplificacion utilizado para la amplificacion de los distintos

fragmentos de ADN es el que a continuacion se muestra:

Fase Temperatura Tiempo

Desnaturalizacion inicial 98°C 5 minutos
Amplificacion: 40 ciclos

Desnaturalizacion 98°C 60 segundos
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Anillamiento* 57°C - 64°C 30 segundos
Extension** 72°C Lo recomendado para cada polimerasa y

para cada tamafio del fragmento.

Extension final** 72°C Lo recomendado para cada polimerasa

*Cada pareja de cebadores disefiados tienen unas temperaturas de anillamiento de entre
57 y 64°C. En cada ocasion se utilizo la temperatura de anillamiento adecuada.

** La Herculase I Fusion DNA Polymerase amplifica 1 kb cada 30 segundos y la
DreamTaq ADN Polymerase amplifica 1 kb por minuto.

2.15 Secuenciacion de ADN

2.15.1 Secuenciacion y analisis del genoma de Streptomyces sp. Tii 6176

La secuenciacion del genoma completo de Streptomyces sp. Tt 6176 fue realizado
por Lifesequencing S.L. (Valencia). El ADN empleado se obtuvo sin apenas
fragmentacion, con una pureza superior a 1’8 en la tasa ADN/proteina y una cantidad
total de 300 ng. La secuenciacion se realizd por pirosecuenciacion a través de la
plataforma “Science-Roche”. Para el ensamblaje de novo se utilizd el programa
bioinformatico “Newbler assembler” version 2.8 (Margulies et al., 2005). La anotacion
de la secuencia fue realizada por el sistema PGAAP (Prokaryotic Genomes Automatic
Annotation Pipeline) (Angiuoli et al., 2008). La secuencia del genoma completo de
Streptomyces sp. T 6176 fue depositada en DDBJ/EMBL/GenBank, nimero de acceso
JFJQO01000000 que esta constituida por las siguientes secuencias: JFJQ01000001 hasta
JFJQO01001265. El analisis de estas secuencias se realizo utilizando el programa de
prediccion de agrupamientos génicos de metabolitos secundarios antiSMASH 2.0 (Blin
et al., 2013) en combinacion con el programa BLAST SEARCH del NCBI (Altschul et
al., 1997).

Por otro lado, para el andlisis de los dominios y modulos que conforman las PKSs
y las NRPSs se utiizo el software online: PKS/NRPS Analysis

(http://nrps.igs.umaryland.edu/nrps/)




MATERIAL Y METODOS RIS

2.15.2 Secuenciacion y analisis de las diferentes construcciones y de los
cosmidos de la genoteca.

La secuenciacion de los extremos de los cosmidos de la genoteca de Streptomyces
sp. Ti 6176 se realizd a través de Macrogen utilizando un secuenciador automatico
capilar. El andlisis de las secuencias obtenidas se realiz utilizando el software
Sequence Scanner v1.0 (Applied Biosystems) y el programa BLAST SEARCH del
NCBI

La secuenciacion de los productos de PCR asi como de las construcciones se
realizaron entre la Unidad de Secuenciacion de la Universidad de Oviedo que utiliza un
secuenciador automatico capilar de ABI PRISM® 3130x1 (Applied Biosystems) y la
empresa Macrogen. El andlisis de las secuencias se realiz6 igual que la de los cosmidos.

El cosmido 6E8 se secuencid a través de la empresa Macrogen obteniendo la
secuencia  completa. La secuencia del cos6E8 fue depositada en

DDBIJ/EMBL/GenBank, nimero de acceso LN713864.

2.16 Obtencion de los mutantes

Para la obtencion de mutantes, se describe en la literatura distintas estrategias a
seguir. En el trabajo que aqui se presenta se siguieron dos estrategias diferentes:
generacion de mutantes por reemplazamiento génico y generacion de mutantes por

interrupcion (o disrupcion: termino derivado del inglés disruption) génica.

2.16.1 Generacion de mutantes por interrupcion génica.

Esta estrategia se basa en interrumpir el gen con un plasmido evitando de este
modo su correcta expresion. Para ello, se amplifica un fragmento interno del gen que se
quiere interrumpir. Este fragmento se clona en un plasmido replicativo en E. coli pero
no en Streptomyces spp. y que presente una marca de seleccion para Streptomyces spp.,
en este caso sera el gen de resistencia al antibidtico apramicina. La construccion
obtenida se transfiere a Streptomyces spp. por el método de conjugacion. Se produce

una recombinacion homologa entre el fragmento de la construccion y el gen, de modo
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que tras la recombinacion, el plasmido queda inserto dentro del genoma interrumpiendo

el gen y evitando su expresion (Fig. 14).

Figura 14. Esquema del proceso de interrupcion-disrupcion génica.
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2.16.1.1 Construccion de plasmidos para interrupcion génica

Para la generacion de estos plasmidos se clonaron directamente en el plasmido
suicida pOJ260 (Tabla 8 y Fig. 14 y 15b) utilizando las dianas HindIIl y EcoRI. Las
construcciones se secuenciaron para verificar que los fragmentos no presentaban errores
en su secuencia y poder obtener los mutantes por disrupcion. A continuacion, se

describen cada una de las diferentes construcciones.

:];l(igdllll
(a) EcoRl (b) /oa
Py ECORI EaoRv
PCR blunt product E{ECOR|
pUC ori lacZ a

pCR-Blunt

(d) S?ﬁsil

M13 ori

ermE

ouc  PEFBAoriT PAGE

bla Hindlll
-BamHI

“Xbal
EcoRV

Spel g

Figura 15. Vectores: a) pCR-Blunt, b) pOJ260, c) pEFBAoriT, d) pAGE,
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BamHI|
EcoR ' EcoRlI (e)

pHZ1358

Figura 15 (continuacion). ¢) pHZ1358

a) Plasmido para la interrupcion de natPK, pAnatPK

Para la interrupcion de la policétido sintasa tipo I iterativa del agrupamiento
génico del nataxazol, se construyd el plasmido pAnatPK (Fig. 16a). Para ello se
amplificé un fragmento interno del gen natPK de 1100 pares de bases (bp) utilizando
los cebadores PKS1ta y PKS1Tb (Tabla 11) y ADN cromosoémico de Streptomyces sp.

T 6176 como molde. De esta forma se obtuvo el mutante AnatPK.

b) Pldsmido para la interrupcién de una isocorismato sintasa, pAICS-entb

Por otro lado, se obtuvo el plasmido pAICS-entb (Fig. 16b) con el fin de
interrumpir la isocorismato sintasa (cf54_12675) del agrupamiento génico 10 el cual
presenta una alta homologia con el cluster de biosintesis de enterobactina descrito en
otros microorganismos incluyendo Streptomyces spp. Dicho plasmido se construyd
amplificando un fragmento interno al gen con los primers COA724 y COA188C

obteniéndose un fragmento de 900 bp. De esta forma se pudo obtener el mutante AICS.
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(a) Hindlll (b) Hindlll

natPK CF54_12675

lacZa

pAnatPK EcoRI

oriT pAICS-entb

lacZo ]

reprY

Figura 16. a) Plasmido pAnatPK y b) Plasmido pAICS-entb.

re ppUC

2.16.2 Generacion de mutantes por reemplazamiento génico.

El reemplazamiento génico se basa en la sustitucion de un fragmento de ADN o
de un gen completo por un fragmento de ADN que le confiera a la cepa recombinante
un fenotipo diferente tal como resistencia a un antibidtico, sintesis de algin aminoécido,
etc. Para que este proceso ocurra primero hay que amplificar dos fragmentos de ADN
adyacentes al fragmento que se desea reemplazar. Estos fragmentos se clonan en un
plasmido flanqueando al fragmento de ADN sustitutivo, en nuestro caso un marcador de
resistencia. A continuacion, se transforma la cepa original con el pldsmido para que
ocurra una doble recombinacion que permita la sustitucion del gen de interés por el

fragmento deseado (Fig. 17).

En el presente trabajo para realizar este proceso se utilizaron varios plasmidos. En
primer lugar, los fragmentos amplificados tienen un tamafio de alrededor de 2000 bp.
En todos los casos, los fragmentos utilizados contienen entre 70 y 100 bp que
corresponden al gen que se desea reemplazar. Tras la amplificacion, se clonaron en el
plasmido comercial pCR-Blunt (Fig. 15) para secuenciar el fragmento. A continuacion,
los fragmentos se clonaron en los plasmidos pEFBAoriT (Fig. 15), en caso de que se
quisiera reemplazar un gen por el gen de resistencia a apramicina, o en el pAGE (Fig.

15), en caso que se deseara utilizar el gen de resistencia a eritromicina.
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Figura 17. Esquema del proceso de reemplazamiento génico realizado en este trabajo.
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Figura 17 (continuacion). Esquema del proceso de reemplazamiento génico realizado en este
trabajo.

En todos los casos, el fragmento que se inserta delante del gen de resistencia se
clono utilizando las dianas Spel-Nsil mientras que el fragmento que se inserta detras del
gen de resistencia se clon6 con las dianas EcoRV-BamHI (o Ndel). Tras obtener estas
construcciones, se digirid el plasmido Spel-EcoRV obteniendo un fragmento de un
tamafio de alrededor 6000 bp que contuviera el gen de resistencia flanqueado por ambos
fragmentos. Este fragmento se introdujo en el plasmido pHZ1358 (Fig. 15) el cual se
digiere primero BamHI y se trata para obtener extremos romos de tal forma que sea
compatible con EcoRV, y posteriormente se digiri6 Xbal para dejar el otro extremo
compatible con Spel. Se utilizo este pladsmido porque presenta una segunda marca de
resistencia (gen de resistencia a tioestreptona) que nos permite saber si ha ocurrido un
sobrecruzamiento o los dos deseados. Esta resistencia desaparece cuando han ocurrido
ambas recombinaciones homologas y se ha producido el reemplazamiento. Tras obtener
la construccion, se procedid a transformar la cepa de E. coli ET12567 (pUB307) a
través de la cual se procedio a realizar la conjugacion para obtener el mutante deseado

en Streptomyces sp. Tu 6176.
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2.16.2.1Construccion de plasmidos para el reemplazamiento génico

a) Plasmido para el reemplazamiento del gen natAN: pAnatAN

Para construir el plasmido pAnatAN (Fig. 18a), y asi poder sustituir la antranilato
sintasa del agrupamiento génico de biosintesis de nataxazol, se amplificaron dos
fragmentos a partir de cos6E8. Para la amplificacion del fragmento REAS-1 con un
tamafio de 2000 bp se utilizaron los cebadores REAS-1 y REAS-2 (Tabla 11). Este
fragmento incluye el gen natAL y parte del gen natP. Mientras que para amplificar el
segundo fragmento denominado REAS-3 de 1843 bp se utilizaron los primers REAS-3
y REAS-4 (Tabla 11). Este fragmento contiene los genes natlS y natDB. En esta
ocasion, como en todos los mutantes de los genes pertenecientes al agrupamiento génico
del nataxazol, se clonaron flanqueando el gen de resistencia a apramicina en el
pEFBAoriT y de ahi, se siguieron los pasos descritos anteriormente para asi obtener la
construccion pAnatAN y finalmente el mutante AnatAN. Este mutante es resistente a

apramicina y tiene delecionado el gen correspondiente a la antranilato sintasa natAN.

b) Plasmido para el reemplazamiento de los genes natAM. natAC1 y natLl:
pAnatAM-L1

Para obtener el plasmido pAnatAM-L1 (Fig. 18b), primero se amplifico un
fragmento de 2139 bp utilizando los oligonucle6tidos READHL-1 y READHL-2 el cual
se clon6 en pEFBAoriT digerido EcoRV-BamHI. Este fragmento contiene el gen natDB
y parte del gen natIS. Por otro lado, para la amplificacion del segundo fragmento con un
tamafio de 1644 bp se utilizaron los oligonucledtidos REAMPL-3 y REAMPL-4
clonandose en la construccion anterior digerida Spel-Nsil. Este fragmento comprende el
gen natS y parte de la region intergénica que se encuentra entre natS y natL2. Tras
clonarse ambos fragmentos en pEFBAoriT se siguieron los pasos anteriormente
descritos para la obtencion del mutante AnatAM-L1 con las orfs natAM, natACI y

natLl] delecionadas.
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c) Plasmido para el reemplazamiento del gen regulador natR3: pAnatR3

El plasmido pAnatR3 (Fig. 18c) se construyd para la obtencion del mutante
AnatR3 siguiendo los mismos pasos que los casos anteriores. En la amplificacion del
fragmento 1 con un tamafio de 2079 bp se utilizaron los cebadores RETetR27-1 y
RETetR27-2, que se clon6 EcoRV-BamHI y comprende todo el gen natT4. Para
amplificar el fragmento 3 se utilizaron RETetR27-3 y RETetR27-4, se clond Spel-Nsil
y corresponde a 2087 bp de natPK que codifica la PKS tipo I iterativa implicada en la

biosintesis de nataxazol.

d) Pladsmido para el reemplazamiento del gen regulador natR4: pAnatR4

El plasmido pAnatR4 (Fig. 18d) se construyé amplificando el primer fragmento
de un tamano de 2102 bp con los cebadores RESARP29-1 y RESARP29-2 el cual
comprende natAC2 y parte del gen orf+I que codifica una sintasa de acidos grasos

poliinsaturados. Para amplificar el fragmento 3 de 2179 bp, el cual contiene el gen

natT4, se utilizaron RESARP29-3 y RESARP29-4.

e) Plasmido para el reemplazamiento génico de cf54 20720 del cluster 25:
pASS

A diferencia de en los cuatro casos anteriores para la construccion del plasmido
PASS (Fig. 18e) el ADN molde utilizado fue el ADN cromosdémico de Streptomyces sp.
Ti6176. El ADN sustitutivo en este caso corresponde al gen de resistencia a
eritromicina en vez de apramicina por lo que se utilizé el vector pAGE. Se clon6 el
primer fragmento Spel-Nsil después de haber amplificado 2053 bp usando los primers
RESS-1 y RESS-2. El segundo fragmento, 2337 bp amplificadas con RESS-3 y RESS-
4, se clond en el pOJ260 digerido EcoRV-BamHI. A continuacion, se subclond un
fragmento Xbal-EcoRV adyacente al gen de resistencia a eritromicina en el vector
pAGE utilizando las mismas dianas. Tras esto, se rescatdé un fragmento Spel-EcoRV y

se prosigui6 de la misma forma que en los casos anteriores para obtener el mutante ASS.
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(d) BamHI/EcoRV
(

bla 2>

oriT

XbaI/Spﬂ

Hindlll
EcoRV

Figura 18. Plasmidos: a) pAnatAS, b) pAAM-L1, c) pAnatR3, d) pAnatR4, e) pASS
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2.17 Expresion de genes

Durante el presente trabajo se ha llevado a cabo la expresion heterdloga o
sobreexpresion de diferentes genes. La sobreexpresion de un gen se basa en la
introduccién de una o varias copias extra de dicho gen en el organismo silvestre
mientras que la expresion heterologa, tal y como describieron Hopwood y colaboradores
en 1985, se basa en la expresion de un gen o de varios genes de una ruta biosintética de
un organismo en otro organismo no productor.

Para ello, se han utilizado tres plasmidos. Uno de ellos es el vector pEM4T (Fig.
19a), un plasmido bifuncional y de alto nimero de copias. Los otros dos plasmidos,
pSETec (Fig. 19d) y pSETeTec (Fig. 19¢), son derivados del vector integrativo

pSET152 (Fig. 19b) y han sido construidos especificamente para este trabajo.

2.17.1 Construccion de los vectores pSETec y pSETeTc
La diferencia existente entre el vector pSET152 y pSETec radica en la presencia
del promotor del gen de resistencia a eritromicina (ermE*p) lo que permite la expresion
de genes bajo el control de un promotor constitutivo. Para clonar dicho promotor en el
plasmido se linearizé pSET152 digiriéndolo con la diana unica Xbal. En este vector se
subclon6 un fragmento con el promotor obtenido del vector pPEM4T con una digestion
Nhel-Xbal, obteniéndose de esta manera pSETec el cual mantiene las mismas dianas

unicas que el vector pSET152.

Con respecto a la construccion del vector pSETeTc se clon6 el gen de resistencia
a tiostreptona en el plasmido pSETec. Para ello, se disefiaron una pareja de cebadores
denominada Tsrfw y Tsrrv (Tabla 11) en cuyos extremos 5’ afiadimos la diana Xbal
para poder realizar una clonacion dirigida. Se utiliz6 como ADN molde pEM4T y el
fragmento de 950 bp obtenido se clon6 en el vector pOJ260 (Fig. 15b). A partir de esta
construccion se obtuvo el fragmento que contiene el gen de resistencia a tiostreptona
con una digestion Xbal que fue posteriormente subclonado en pSETec digerido Nhel,

obteniéndose finalmente pSETeTc.
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Figura 19. Vector: a) pEMA4T, b) pSET152, c) pSETeTc, d) pSETec.

2.17.2 Construccion de plasmidos para la expresion de los diferentes
genes.

En este trabajo tanto para la expresion de un gen en solitario o de varios genes
juntos se siguid siempre la misma estrategia.

Primero, se disefiaron primers que flanqueaban el gen (o el conjunto de genes)
afiadiéndole al extremo 5’ una diana de restriccion para poder realizar la clonacion
dirigida. Normalmente, la diana del cebador disefiado al inicio del gen fue BamHI
mientras que la del cebador disenado al final EcoRI.

A continuacion, se clon6 el fragmento en pEM4T, pSETec y/o pSETeTc, bajo el
control del promotor de gen de resistencia a eritromicina (ermE*p). Seguidamente, se
secuencio el gen para verificar que no hubiera ninglin error en la secuencia que pudiera

impedir la expresion del gen.
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Posteriormente, se introdujo la construccién en la cepa de E. coli ET12567
(pUB307) para, finalmente, proceder a realizar la conjugacion con la cepa de

Streptomyces correspondiente.

2.17.2.1 Construccion de plasmidos para la expresion de genes
pertenecientes al cluster del natazaxol.

En el presente trabajo la mayoria de los genes en solitario o en conjunto
pertenecientes al agrupamiento génico del nataxazol se amplificaron utilizando el

c6ésmido cos6ES el cual contiene todo el agrupamiento génico.

a) Plasmido pnatX

natX es una posible orf que no presenta homologia con ningun gen conocido por
lo que no se le puede asignar una posible funcién. Para poder determinar su funcion se
procedid a su expresion heterdloga en S. albus J1074 y Streptomyces sp. NTK 974. Para
ello, se amplificé por PCR un fragmento de 600 bp con los primers 1525fw y 1525rv y
se clono en el vector pPEM4T digerido BamHI-EcoRI obteniéndose el plasmido pnatX
(Fig. 20a).

b) Plasmido pnatl[.2-X

natL2 codifica una AMP sintetasa-ligasa y se procedio a su expresion heterologa
junto con natX en S. albus J1074 y en Streptomyces sp. NTK937 amplificando un
fragmento de 2511 bp con los cebadores COA1126A y COA318F. A continuacion, se
digiri6 el fragmento BamHI-EcoRI y se clond en el plasmido pEM4T, digerido con los

mismos enzimas, dando lugar al plasmido pnatL2-X (Fig. 20b).

c) Plasmido pnatPK

La PKS tipo I iterativa implicada en la biosintesis de nataxazol, natPK, no solo se
inactivo sino que también se procedid a su expresion heterdloga en S. albus J1074 y a su
sobreexpresion en Streptomyces sp. T 6176. Para su expresion se procedi6 a amplificar
las 6000 bp que conforman el gen con los primers PKSCOMP-1 y PKSCOMP-2

utilizando como ADN molde el ADN cromosdémico. A continuaciéon se digirio el
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producto de la PCR BamHI-EcoRI y se clond en el plasmido pEM4T dando lugar al
plasmido pnatPK (Fig. 20c).

d) Pldsmido pnatl.2-PK

Para la expresion de conjunta de natL2, natX y natPK se amplifico) un fragmento
de 8000 bp que contiene el operdn con los cebadores 1524-PKSfw y PKSCOMP-2. Este
fragmento se digiri6 BamHI- EcoRI y se clono en el plasmido pEMA4T dando lugar al
plasmido pnatL2-PK (Fig. 20d).

(b)

EcoRV. Nhel
BamHl

natlL2
I pPWHM4  pnatL2-X

natPK parcial
..
EcoRl

(d)
Nhel
EcoRV | ':_.-BamHI

iT
0:alrmE*p

tsr
WHM4 natlL2
natX

puUC
pnatL2 -PK

’a natPK

: EcoRlI ECORi

Figura 20. Plasmidos: a) pnatX, b) pnatL2-X, c) pnatPK, d) pnatL2-PK.
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¢) Pldsmido pnatAM-ACIt

Para la complementacion parcial del mutante AnatAM-L1 se realizé la expresion
de los genes natACI (ACP) y natAM (amidohidrolasa). Para ello de amplificaron ambos
genes conjuntamente en un fragmento de 1801 bp utilizando los cebadores 1519fw y
ACPrv. A continuacion, se digirié el producto de la PCR EcoRV-EcoRI y se clond en el
plasmido pSETec obteniendo el plasmido pnatAM-AC]1. Seguidamente, se digirié esta
construccion Nhel y se subclonod el gen de resistencia a tiostreptona dando lugar a la

construccion final pnatAM-ACl1t (Fig.21a).

f) Plasmido pnatAC1-St

Para la complementacion génica parcial del mutante AnatAM-L1, se construyo el
plasmido pnaTACI1-St el cual expresa los genes natS (ACP sintasa tipo III), natLl
(AMP sintetasa y ligasa) y natAC1 (ACP). Se obtuvo un fragmento de 3070 bp tras la
amplificacion con los primers PAMACup y PAMACrp. A continuacion, se digirio el
producto de la PCR BamHI-EcoRI y se clon6 en el plasmido pSETeTc dando lugar al
plasmido pnatAC1-St (Fig. 21b).

g) Pldsmido pnatAM-L1-Se

Para la complementacion génica completa del mutante AnatAM-L1 se procedio a
la expresion conjunta de los genes natAM, natACI1, natLl y natS. En esta ocasion, se
amplific6 un fragmento de 4416 bp, conteniendo los cuatro genes, con los
oligonucledtidos 1519fw y PAMACTtp. Se linearizé el plasmido pSETec con EcoRI y se
digiri6 el fragmento Mfel-EcoRI. Tras la clonacion se obtuvo el plasmido pnaAM-L1-S.
Para finalizar la construccion de pnatAM-L1-Se (Fig. 21c), se digirid el plasmido
anterior Nhel y se subclond el gen de resistencia a eritromicina tras aislarlo del vector

PAGE con una digestion Nhel-AvrIl.
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Figura 21. Plasmidos: a) pnatAM-AC1, b) pnatAC1-St, c) pnatAM-L1-Se.

2.17.2.2 Construccion de plasmidos para la sobreexpresion de
reguladores de la ruta del nataxazol.

a) Plasmido pSETeSARP04

Para la sobreexpresion en Streptomyces sp. Tl 6176 del gen orf-4, que codifica un
regulador transcripcional tipo SARP, se procedio a construir un plasmido denominado
PSETeSARPO04 (Fig. 22a). Para ello, se amplifico por PCR el gen completo utilizando
como ADN molde el céosmido cos6E8 y los cebadores SARPO4fw y SARPO4rv

obteniéndose un fragmento de 1248 bp. El fragmento se digiri6 BamHI-EcoRI y se
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clon6 en el vector pSETec digerido BamHI-EcoRI, obteniéndose el plasmido

pSETeSARPOA4.

b) Plasmido pnatR1

Para la obtencion del plasmido pnatR1 (Fig. 22b), cuyo objetivo es la de
sobreexpresar el gen natRI, que codifica un regulador transcripcional tipo LuxR, en
Streptomyces sp. Tii 6176, se procedido a amplificar el gen completo utilizando como
ADN molde el cos6E8 y los cebadores LuxR09-2fw y LuxR09-2rv, obteniéndose un
fragmento de 3057 bp. En esta ocasion el oligonucledtido LuxR09-2rv lleva como diana
un sitio EcoRV y por lo tanto se digiri6 el vector pSETec EcoRV-EcoRI para la

clonacion del fragmento y obtener el plasmido deseado.

c) Plasmido pnatR2

natR2 codifica un regulador transcripcional de tipo TetR. Para la sobreexpresion
de dicho gen se construy6 el plasmido pnatR2 (Fig. 22¢). Se procedié a amplificar el
gen completo utilizando los cebadores TetR14afw y TetR14arv obteniéndose un
fragmento de 948 bp. En esta ocasion al primer TetR14afw se incorpor6 una diana Bglll
y por lo tanto el fragmento se digiri6 BglII-EcoRI y se clond en el vector pSETec

digerido BamHI-EcoRI obteniéndose asi el plasmido pnatR2.

d) Pldsmido pnatR3

Al igual que en el caso anterior, natR3 codifica para un regulador transcripcional
de tipo TetR. Para la obtencion del plasmido pnatR3 (Fig. 22d) que nos permitird la
sobreexpresion de dicho gen se siguieron los mismos pasos que se han descrito
anteriormente. En esta ocasion los oligonucledtidos utilizados fueron TetR27fw y
TetR27rv obteniéndose un fragmento de 934 bp. El fragmento se digiri6 BamHI-EcoRI

y se clon6 en el vector pSETec.
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Figura 22. Plasmidos: a) pSEteSARPO04, b) pnatR1, c) pnatR2, d) pnatR3, e) pnatR4.
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¢) Plasmido pnatR4

En el caso de natR4, que codifica un regulador transcripcional de tipo SARP,
para su sobreexpresion, al igual que en los casos anteriores, se utilizd el vector
integrativo pSETec que se digiri6 BamHI-EcoRI para clonar un fragmento de 2658 bp
amplificado usando los cebadores SARP29fw y SARP29rv. El cebador SARP29fw
incorpora una diana de restriccion Bglll. El fragmento amplifica se digirié6 BgllI-EcoRI

y se clon6 en pSETec obteniéndose el plasmido pnatR4 (Fig. 22e).

2.17.2.3 Construccion de plasmidos para la sobreexpresion de genes no
pertenecientes al cluster del nataxazol.

Para poder realizar la expresion de genes que se encuentran en otros
agrupamientos génicos se siguidé la misma estrategia que en los genes del cluster de
biosintesis de benzoxazol con la excepcion de que en la amplificacion de estos genes se

usé ADN cromosémico de Steptomyces sp. Tii 6176 como molde.

a) Plasmido pCoe-SS

Se procedi6 a la sobreexpresion de diferentes genes localizados en el
agrupamiento génico cluster 25. Uno de los genes seleccionados fue cf54 20720 que
codifica una salicilato sintasa. Se procedid a obtener una construccion denominada
pCoe-SS (Fig. 23a) para lo cual se amplifico el gen por PCR utilizando los primers
SSTUfw y SSTUrv obteniéndose un fragmento de 1701 bp. El fragmento se digirid
BamHI-EcoRI y se cloné en el vector pEMA4T. El gen cf54 20720 se sobreexpreso en S.
albus J1074.

b) Pldsmido pCoe-citp450

Otro de los genes seleccionados fue ¢f54 20695 que codifica un citocromo P450.
Para ello, se procedi6 a obtener una construcciéon denominada pCoe-citp450 (Fig. 23b).

Se amplifico el gen por PCR utilizando los cebadores 4259P450fw y 4259P450rv

obteniéndose un fragmento de 1371 bp. El fragmento se digiri6 BamHI-EcoRI y se
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clon6 en el vector pSETec. El gen c¢f54 20695 se sobreexpres6 en el productor de

nataxazol Streptomyces sp. Tii 6176.

c) Plasmido pCoe-oxi

Otro de los genes pertenecientes al cluster 25 es cf54_20685 que codifica una
oxidorreductasa. Se construyo el plasmido pCoe-oxi (Fig. 23c) amplificando el gen
completo con los cebadores 4258boxifw y 4258boxirv obteniéndose un fragmento de
2161 bp. El fragmento se digiri6 BglII-EcoRI y se cloné en el vector pSETec digerido

BamHI-EcoRI. Este gen se sobreexpreso tinicamente en el productor de nataxazol.

d) Pldsmido pCoe-MT

En el mismo agrupamiento génico que los genes anteriores se encuentra el gen
cf54_20690 que codifica una metiltransferasa la cual se expresé heterdlogamente en S.
albus J1074. Para poder llevar a cabo este objetivo se construy6 el plasmido pCoe-MT
(Fig. 23d). Para la amplificacién por PCR se utilizaron los primers 4263MTfw y
4263MTrv obteniéndose un fragmento de 992 bp. En este caso el fragmento digerido
BamHI-EcoRI se clon6 en el vector pEM4T digerido BamHI-EcoRI, obteniéndose el

plasmido pCoe-MT.
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Figura 23. Plasmidos: a) pCoe-SS b) pCoe-citp450,
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Figura 23 (continuacion). Plasmidos: ¢) pCoe-oxi, d) pCoe-MT.

2.17.3 Construccion de plasmidos para la expresion del agrupamiento
génico completo del nataxazol.

a) Plasmido BAC-6E8

Para la expresion heterdloga del agrupamiento génico del nataxazol en S. albus
J1074 se utilizo el cosmido cos6ES, que presenta todos los genes implicados en la
biosintesis de nataxazol clonados en pWEILS, y el BAC (Bacterial Artificial
Chormosome) bifuncional (E. coli y Streptomyces spp.) pEBZ333 (Fig. 24a). Para
realizar la construccion se linearizaron ambos plasmidos con Nhel. Se desfosforild
pEBZ333 y la ligacion se realiz6 a 4°C durante toda la noche. A continuacion, se
transformaron células E. coli LE392MP obteniéndose, finalmente, la construccion
BAC-6ES8 (Fig. 24b). Con esta construccion se transformaron protoplastos de S. albus
J1074, S. argillaceus, S. lividans JT46 y el productor del benzoxazol caboxamicina

Streptomyces sp. NTK 937.

b) Plasmido BAC-natT1/AC2

Otro de los plasmidos para la expresion heterdloga del cluster del nataxazol se
construy6 digiriendo cos6E8 Avrll-Nhel obteniéndose un fragmento de 32 kb el cual

contiene todos los genes estructurales y tres de los cuatro reguladores de la ruta (natR2,
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natR3, natR4) mas la orf+1. Este fragmento se clono en pEBZ333 digerido Nhel,
obteniéndose plasmido BAC-natT1/AC2 (Fig. 24b) con el cual se transformaron
protoplastos de S. albus J1074, S. argillaceus, S. lividans JT46 y Streptomyces sp. NTK
937.

Hindlll

_EcoRl
Xhol/EcoRV
;Nhel

(c)

.EcoRl

COS6E8 natT1/AC2

Figura 24. a) pEBZ333, b) BAC-6E8, c) BAC-natT1/AC2.

2.17.3.1 Construccion de plasmido pNATAR a través de la técnica TAR
cloning y del plasmido pNATARAAM.

a) Plasmido pNATAR

Para la expresion heter6loga del agrupamiento génico de nataxazol en S. albus
J1074, S. argillaceus y S. lividans JT46 se procedio a clonar el cluster en el plasmido
integrativo y trifuncional pCAPO1 (Yamanaka et al/, 2014) (Fig. 25a). Para ello, se

siguio la técnica del TAR cloning (Transformation Associated Recombination).
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Para realizar esta técnica primero se disefiaron dos parejas de oligonucleotidos
NATARI-NATAR2 y NATAR3-NATAR4. Con la primera pareja de cebadores se
amplificé por PCR la region inicial del cluster la cual contiene 100 bp de la orf~1 y 900
bp de natRI mientras que con la segunda pareja de cebadores se amplificaron 800 bp de
natR4 mas 200 bp de la region intergénica que le siguen downstream. A continuacion
los fragmentos de PCR se digirieron BamHI y se ligaron entre si dando un fragmento de
2 kb. Este fragmento se reamplificod utilizando los primers NATAR1 y NATAR4 para
obtener mayor cantidad de fragmento. Seguidamente, este fragmento se clon6 en el
plasmido pCAPO1 con las dianas Spel - Xhol dando lugar a un plasmido denominado
pCAPNAT. Este plasmido se digiri6 BamHI para linearizarlo y se introdujo en la
levadura Saccharomyces cerevisiae VL6-48 junto con cos6ES, que contiene la ruta
completa, siguiendo los pasos descritos por Kouprina y Larinov (2008). Se cultivd en
YNB/sorbitol. Las colonias obtenidas debian haber sufrido una recombinacion entre los
fragmentos NATAR1-2 y NATAR3-4 y sus homologos en el cos6E8 dejando al cos6ES
linearizado y sin el cluster de biosintesis de nataxazol y a pCAPNAT circularizado y
con el cluster de biosintesis del nataxazol. A este nuevo plasmido que contiene el cluster

del nataxazol se le denomind pNATAR (Fig. 25b).

Finalmente, las colonias positivas se crecieron en YPD para obtener el plasmido,
para, a continuacion, transformar E. coli DH10B y de ahi obtener suficiente cantidad

para transformar protoplastos de Streptomyces spp.

b) Plasmido pNATARAAM
Por otro lado se construy6 el plasmido pPNATARAAM que deriva de pNATAR al
cual se le ha delecionado natAM y se ha sustituido por el marcador URA3 de 1689 bp
que confiere prototrofia a la pirimidina uracilo en levaduras. Para construir este
plasmido, primero se amplifico el marcador URA3 de pCXJ18 utilizando la pareja de
primes mutAMd y mutAMrv los cuales tienen 40 bp adyacente a natAM. El producto de
PCR se introdujo en Saccharomyces cerevisiae VL6-48/pNATAR siguiendo los mismos

pasos que en el apartado anterior. Se crecid en. Los clones obtenidos en YNB sin
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uracilo son capaces de sintetizar su propio uracilo por lo que han sufrido la
recombinacion esperada reemplazandose natAM por URA3 y obteniéndose asi el
plasmido pNATARAAM (Fig, 25c) que se clond en E. coli DH10B para obtener

suficiente cantidad y finalmente se introdujo en Streptomyces spp.

Xhol
SpeliKpm ?(hol

int*oC31

int*9C3

-Spel

pCAPO1 pNATAR

Figura 25. a) pCAPO1, b) pNATAR y ¢) pPNATARAAM.

2.18 Complementacion de mutantes.

La complementacion de los mutantes se realiz6 de dos formas diferentes:

complementacion quimica y complementacion genética.

La complementacion quimica se realizdé en los mutantes Streptomyces sp. Ti 6176
AnatPK, AnatAN y AnatAN-ASS. En el caso del mutante AnatPK se le afiadi6 al cultivo
un extracto con acido 6-metilsalicilico. Este 6-MSA se obtuvo de la expresion

heterdloga de natPK en S. albus utilizando el plasmido pnatPK. En el caso de mutante
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AnatAN se realizd la complementacion quimica utilizando é4cido 3-hidroxiantranilico
comercial (Sigma-Aldrich), producto final de la reaccion en la que participa la
antranilato sintasa codificad por el gen natAN. Y, finalmente, para el mutante AnatAN-

ASS se adicion¢ al cultivé acido salicilico comercial (Sigma-Aldrich).

La complementacion génica se utilizd para complementar el triple mutante
Sreptomyces sp. Tii 6176 AnatAM-L1. Se utilizaron los plasmidos pnatAM-ACIt,
pnatAC1-St y pnatAM-L1-Se. De igual modo se utilizo el pldsmido pnatPK para

intentar complementar genéticamente el mutante Streptomyces sp. Tii 6176 AnatPK.

2.19 Analisis de compuestos

2.19.1 Produccion y extraccion de nataxazol y otros benzoxazoles.

Para el analisis rutinario de la produccién de nataxazol y otros compuestos de la
familia de los benzoxazoles en las diferentes cepas con las que se ha trabajado se
cultivaron las cepas en medio R5A solido (descrito en el aptdo. 2.2.1.1) en placas de 25
pocillos. A cada pocillo se le adicioné 2 ml de medio cultivo que se incoculd con 2 pl
de esporas de las cepas a analizar. Se cultivd durante 7 dias a 30°C. Tras el periodo de
incubacion, se procedio a obtener un extracto utilizando 2 ml de solvente (acetato de
etilo/1% éacido férmico). La extraccion se dejo en agitacion durante al menos 2 horas. A
continuacion, se recolecto el solvente y se evapord con una centrifuga acoplada a una

bomba de vacio, Speed-back.

2.19.2 Comparacion de produccion entre distintas cepas.

Para comparar las diferencias de produccion entre distintas cepas, en el caso de la
sobreexpresion o inactivacion de los reguladores, primero, se crecieron preinoculos en
matraces de 250 ml con 50 ml de TSB, inoculados con 10 pl de esporas. Se incubaron a
30°C y a 250 rpm de agitacién durante 24 horas. A continuacion, se prepararon tubos
estériles de 5 ml de R5SA liquido con cada cepa igualando la ODggo para que los cultivos

fueran lo mas homogéneos posibles. Se prepararon tres matraces de 250 ml con 50 ml
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de R5A liquido por cada cepa o clon a analizar y se inocularon con 1 ml de cultivo. Se
incubaron durante 7 dias a 30°C en agitacion y se tom6 1 ml de muestra cada 24 horas.
Para obtener los datos de produccion de nataxazol y derivados se realizd una extraccion

con acetato de etilo/1% acido formico tal y como se describe en el apartado anterior.

Para corregir la variabilidad debida al crecimiento se cuantificé el crecimiento y

se corrigio la produccion por el crecimiento.

2.19.2.1 Cuantificacion del crecimiento por peso seco.

Para la cuantificacion del crecimiento durante los experimentos de comparacion
de produccion ésta realiz6 midiendo el peso seco. Para ello, al mismo tiempo que se
tomaba 1 ml de cultivo para cuantificar su produccion, en un tubo eppendorf tarado se
afiadia otro 1 ml del mismo cultivo. A continuacion, se centrifugd para eliminar el
sobrenadante dejando solo el micelio y se lavd 3 veces con agua MiliQ estéril. El
micelio lavado se secd a 80°C durante 3 dias. Se volvié a pesar el tubo eppendorf con el

micelio obteniéndose el valor del peso seco de la muestra.

2.19.3 Analisis por UPLC

Para realizar el andlisis por UPLC de las muestras, primero los extractos
obtenidos se resuspendieron en 60 pl de metanol-DMSO con una proporcion 1:1 de los
cuales se analizaron 10 pl por UPLC. El UPLC utilizado durante la realizacion del
trabajo fue un UPLC Acquity (Waters) con una columna de C18 “Acquity UPLC® BEH
(Ethylene-Bridged Hybrid)” la cual presenta una tamafio de particula de 1’7 um y unas
dimensiones de 2’1 x 100 mm. Durante el andlisis, se aplicé un flujo de 0’5 ml/min a
una temperatura de 35°C de los siguientes eluyentes: el primer minuto el eluyente fue
10% de acetonitrilo y 90% de acido trifluoroacético (TFA); durante los 7 minutos
siguientes va aumentado en un gradiente lineal hasta 100% de acetonitrilo. La deteccion

de los picos en el cromatograma resultante y de los espectros se realizo a una longitud

de onda de 330 nm.
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2.19.4 Analisis por HPLC-MS

Para el andlisis de las masas de los compuestos se realizo por espectrometria de
masas acoplado a HPLC. Se us6 un sistema cromatografico Alliance, con una columna
Symmetry C18 (2’1 x 150 mm), unido a un espectrémetro de masas ZQ4000. Los
solventes utilizados fueron los mismos descritos anteriormente. La elucion se realizéd
manteniendo durante 4 minutos un flujo de 10% acetonitrilo y seguido de un gradiente
lineal hasta llegar al 88% en el minuto 30, a un flujo de 0’25 ml/min. La deteccion de
los picos en el cromatograma se realizé a 330 nm. El analisis de masas se realizo por
ionizacion electrospray en modo positivo con un voltaje de inonizacion de 3kV y un

voltaje de cono 20V.

2.19.5 Purificacion de compuestos

Para la purificacion de nataxazol y otros benzoxazoles se utilizaron diversos
métodos. En el caso del nataxazol y el nataxazol hidroxilado se utiliz6 2 litros de medio
GHSA solido repartidos en 80 placas de Petri con 25 ml de medio cada una. Se
sembraron las placas con 100 pl de un preindculo de Streptomyces sp. Tt 6176 crecido
durante 24 horas a 30°C en agitacion a 250 rpm. El cultivo se incubo durante 7 dias a
30°C. Posteriormente, la extraccion de compuestos se realizé con 500 ml de acetato de
etilo/1% écido formico dejandolo en agitacion durante al menos 2 horas. Seguidamente,
se decant6 el solvente para separarlo del cultivo y se evapord en un rotavapor. A
continuacion, el extracto obtenido se disolvié en 5 ml de DMSO-metanol y se pas6 por
una columna de C18. El material retenido se eluy6 con una mezcla de metanol y 0,05%
TFA en agua. Para fraccionar la muestra se aplicé un gradiente del 0% al 100% de
metanol durante 60 minutos, con un flujo de 10 ml/min, recogiéndose fracciones cada 5
minutos y analizdndolas por UPLC. Las fracciones que contenian el compuesto deseado
se evaporaron en vacio y a continuacion se resuspendieron en un volumen pequefio de
una mezcla DMSO-metanol (1:1). La purificaciéon de los productos se llevd a cabo
mediante HPLC preparativa usando una columna SunFire C18 (10 pum, 10 x 150 mm,

Waters). Los compuestos fueron cromatografiados con mezclas de acetonitrilo o
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metanol y TFA al 0,05% en agua, en condiciones isocraticas optimizadas para cada
compuesto y un flujo de 7 ml/min. Posteriormente se paso por un cartucho de extraccion
de fase solida utilizando una columna C18 “Sep-Pack” (Waters). Finalmente, el
cartucho se lavo con agua y posteriormente con metanol para extraer el compuesto que

finalmente se liofilizo.

Para purificar la caboxamicina, primero se cultivaron 2 litros de R5A solido
repartidas en 80 placas con la cepa silvestre Streptomyces sp. NTK 937. Se sembraron
con 100 pul de un preinéculo crecido en TSB a 30°C y en agitacion a 250 rpm. Se incubd
en la estufa a 30°C durante 7 dias. Los pasos para la extraccion y la purificacion fueron

los mismos que para el nataxazol.

En el caso de la purifiacion del benzoxazol UK-1, el medio de cultivo fue el
medio definido carente de zinc. Se utilizaron 2 litros repartidos en 40 matraces de 250
ml con 50 ml cada uno. Se inoculé con 2 ml de un pre-in6culo en TSB de la cepa
Streptomyces sp. Ti 6176 APKS tras haberlo lavado tres veces con agua MiliQ. A
continuacion se incubd durante 5 dias a 30°C en incubadores con agitacion a 250 rpm.
Tras el periodo de incubacion, se centrifugd el cultivo separando el caldo del
precipitado donde se encontraban las células. Las células se resuspendieron con acetato
de etilo/1% écido férmico mientras que el caldo se pasé directamente por columna de
extraccion. A continuacion, se analizaron por UPLC ambas y se observo que UK-1 se
encontraba integramente en el extracto de células por lo que se procedid a su
purificaciéon a partir de ahi. El método de purificacion fue el mismo que para el

nataxazol.

Para la purificacion del benzoxazol AJ9561, se utiliz6 la cepa Streptomyces sp. Ti
6176 AnatR3 que se cultivé en 2 litros de R5A liquido repartidos en 40 matraces con 50
ml de medio. Cada matraz fue inoculado con 300 pl de un preindculo de TSB crecido
durante 24 horas a 30°C en agitacion obteniendo en cada matraz inoculado una ODgg

inferior a 0’1. Se incub6 durante 24 horas en un incubador con una agitacion de 250
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rpm y a 30°C. Al igual que con el UK-1 se separo el caldo de cultivo de las células y se
observé que el compuesto se encontraba tanto en el caldo como en las células por la que
se realiz6 la extraccion de las células con acetato de etilo/1% acido féormico y se
siguieron los mismos pasos para la purificacion que en los casos anteriores. Mientras
que para la extraccion del compuesto del caldo éste se paso por un cartucho de
extraccion en fase solida C18 (10g). A continuacion, se aplicé un gradiente del 0% al
100% de metanol y 0°05% TFA durante 60 minutos, con un fluyjo de 10 ml/min,
recogiéndose fracciones cada 5 minutos y analizandolas por UPLC. Posteriormente, tras
identificar las fracciones donde se localizaba el compuesto, se procedid a su

purificacion siguiendo los mismos pasos que con los demas compuestos.

Para la extraccion y purificacion de la enterobactina y sus intermediarios, se
cultivé Streptomyces sp. Tii 6176 en 2 litros de medio definido carente de hierro en
matraces de 2 litros con 400 ml cada uno. Se inocularon con 5 ml de un preindculo
crecido en TSB durante 24 horas a 30°C y con una agitacion de 250 rpm. Se incubd
durante 7 dias a 30°C. Al igual que con UK-1 y AJI9561, se separaron el caldo de
cultivo de las células analizando por separado cada una por UPLC y observandose que
los compuestos se encontraban en el caldo. Por lo tanto para su extraccion y

purificacion se siguieron las mismas etapas que en el caso del AJI9561.

2.19.6 Caracterizacion estructural de los compuestos
La elucidaciéon de los derivados del nataxazol fue realizada en la Fundacion
Medina de Granada. El andlisis de espectro de masa se realizé utilizando LC/MS, un
sistema de cromatografia liquida que emplea una columna de Zorbax SB-C8 de 2’1 x 30
mm con un gradiente general de agua-acetonitrilo a una concentracion de 1’3 mM en
TFA y formiato amoénico durante un tiempo de andlisis de 10 minutos. Los datos se

registraron en un espectrometro de masas “Bruker maxis”.

A continuacion, se analizaron por RMN (Resonancia Magnética Nuclear). Los

compuestos se disolvieron 50 pl de DMSO-ds de los cuales se transfirieron 32 al tubo
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de RMN vy se analizaron en un espectrometro “Brucker AVANCE III” de 500 MHz

equipado con una microcriosonda de 1’7 mm a una temperatura de 24°C.

2.20 Bioconversiones

Durante este trabajo se realizaron distintas bioconversiones dandole a la cepa
silvestre o alguna de las cepas mutantes obtenidas diferentes compuestos ya fuesen
precursores como el dcido 3-hidoxiantranilico u otros benzoxazoles como caboxamicina
o AJI9561. Para ello se procedid a preparar un preindculo en TSB el cual se inoculd con
10-50 pl de esporas y se incubd con una agitacion de 250 rpm durante 24 horas a 30°C.
Tras esto, se inocularon los matraces de 250 ml con 50 ml de R5A liquido con 1 ml del
preindculo, igualando la ODgyg si se utilizaban cepas diferentes. Se dejo incubando en
las mismas condiciones que el preindculo durante 24 horas. Tras estas 24 horas se

adicion6 el compuesto cuya concentracion vario segun la bioconversion.

2.21 Analisis de la actividad biologica

2.21.1 Analisis de la actividad antibiotica

Para la determinacioén de la actividad antibidtica se utilizo la técnica de difusion
en disco. La actividad antibidtica de nataxazol y nataxazol hidroxilado fue ensayada
frente a la bacteria Gram negativa E. coli, Gram positiva S. albus, y la actividad
antifungica se ensayo frente a la levadura Candida albicans. En el caso de AJI9561 y
nataxazol también fueron ensayadas las cepas S. lividans JT46, S. argillaceus y
Streptomyces sp. NTK 937. La técnica de siembra utilizada en los tres casos fue la
técnica de sobrefusion donde 25 ml de medio so6lido atemperado (40-45°C) se
inocularon con 100 pl de cultivo (E. coli y Candida albicans) o 50 pl de esporas de
Streptomyces spp. El medio inoculado se sirvid en placas de Petri y se dejo solidificar
(Tabla 12). A continuacion, se depositaron por cada placa tres discos de 5 mm de
didmetro sin compuesto. Seguidamente, a cada disco se le adicioné una concentracion

determinada del compuesto a ensayar. Se incubaron las placas durante 24 horas.
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Tabla 12. Condiciones en las que se hicieron los bioensayos

Especie Medio de cultivo T* de incubacion
Escherichia coli LAY, 37°C
Micrococcus luteus LA % 37°C
Streptomyces spp. TSA 72 30°C
Candida albicans Sabouraud 37°C

2.21.2 Analisis de la actividad citotoxica
Algunos de los compuestos purificados también se probaron frente a diferentes
lineas tumorales (Tabla 13) para testar su actividad citotéxica, y por tanto, su potencial
como compuestos antitumorales. Este proceso se llevo a cabo en la Unidad
Biotecnologica Preparativa de la Universidad de Oviedo donde se utilizd el kit

comercial “Cell Counting Kit-8” siguiendo las indicaciones de la casa comercial.

Tabla 13. Lineas tumorales ensayadas

Nombre Tipo de tumor
A549 Pulmén
MDAMB231 Mamd
HT29 Colon
AGS Gastrico
A2780 Ovario

NIH3T3 Fibroblasto de raton (control)
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3.1 Analisis bioinformatico del genoma de Streptomyces sp.

Tii6176.

El genoma de Streptomyces sp. Ti 6176 presenta un tamafio de 8.820.073
nucledtidos con un contenido en G+C del 72’86 %. A este resultado se lleg6 a través de
la secuenciacion de 512.452 secuencias iniciales de 340’62 nucleotidos cada una. De
esta forma, encontramos el genoma representado en 19’79 veces en 174’55 Mb. A
continuacion, estas secuencias se ensamblaron de novo dando lugar a 1265 contigs. El
tamafio medio de los contigs es de 10.531 bp, siendo el de mayor tamafio de 68’1 kb.
Luego, se realizd un nuevo ensamblaje obteniendo un total de 20 scaffolds. El tamafio
medio es de 1.211.426 bp teniendo 3’5 Mb el scaffold de mayor tamafio. Finalmente, en
la anotacion resultante se identificaron un total de 6.806 secuencias codificantes, un

operén de ARNry 67 locis de ARNt.

3.1.1 Potenciales agrupamientos génicos de biosintesis de metabolitos

secundarios.

Para la busqueda y analisis de potenciales clusters de biosintesis de metabolitos
secundarios en el genoma de Streptomyces sp. Tii 6176 se ha utilizado la herramienta
bioinformatica antiSMASH 2.0. Dicha herramienta predijo 38 potenciales
agrupamientos génicos (Tabla 14). La mayoria de estos clusters (17) estdin compuestos
por proteinas modulares: 1 cluster contiene sintasas de acido grasos poliinsaturados
(PUFA), 10 clusters contienen NRPSs, uno presenta un sistema hibrido PKS-NRPS, 3
clusters corresponden a PKSs tipo I, un cluster contiene una PKS tipo II y un ultimo

cluster presenta una PKS tipo IIL

Tabla 14. Descripcion de los diferentes clusters de biosintesis predichos por la herramienta
bioinformatica.

Cluster | N° GenBank | Tipo Producto predicho Referencia®*
CF54 *
03620-03625 | Terpeno Albaflavenona Bentley et al., 2002
07050-07095 | Sideroforo Desconocido

07305-07410 | PKS tipo I Nataxazol Udwary et al., 2011
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4 07415-07460 | PUFA Desconocido
5 07485-07515 | NRPS Desconocido
6 08595-08645 | Bacteriocina Desconocido
7 08770 Terpeno Geosmina Bentley et al., 2002
8 10925-10955 | Terpeno Hopeno Bentley et al., 2002
9 11885-11915 | Bacteriocina Desconocido
10 12645-12705 | NRPS Enterobactina Liu et al., 1989
11 13990-14130 | Fosfoglicolipido Moenomicina*** Ostash ef al., 2007
12 14140-14185 | Lantipéptido Desconocido
13 14730-14780 | Bacteriocina Desconocido
14 14900-15020 | NRPS Azinomicina B*** Zhao et al., 2008
15 15025 Terpeno Desconocido
16 15055-15110 | NRPS coelichelina-like Bentley et al., 2002
17 15465-15490 | Lantipéptido Desconocido
18 15655-15660 | Terpeno 2-methilisoborneol Bentley et al., 2002
19 16410-16710 | NRPS Desconocido
20 17350-17370 | Butirolactona Desconocido
21 17425-17550 | NRPS-PKS Virginiamicina M*** Pulsawat et al., 2007
Pristinamicina™®** Mast et al., 2011
22 17570-17915 | PKS tipo I Vicenistatina™** Ogasawara et al., 2004
23 18585-18595 | Butirolactona Desconocido
24 19785-19880 | PKS tipo I Desconocido
25 20670-20720 | NRPS Coelibactina Bentley et al., 2002
26 20835-20965 | Aminociclitol Higromicina B GenBank: AJ628642.1
27 21030-21050 | NRPS Desconocido
28 21230-21235 | Melanina Melanina Bentley et al., 2002
29 25565-25595 | Ectoina sintasa 5-Hydroxyectoine Bentley et al., 2002
30 26680-26810 | NRPS Desconocido
31 29075-29100 | NRPS Desconocido
32 29305-29390 | NRPS Desconocido
33 29415-29640 | Terpeno Longestina*** Hayashi et al., 2007
34 29990-30015 | Terpeno Fitoeno-Isorerinateno Bentley et al., 2002
35 30170-30215 | Butirolactona Desconocido
36 33430-33490 | PKS tipo I Posible pigmento
esporal
37 34275-34280 | PKS tipo III THN, flaviolina Bentley et al., 2002
38 34650-34655 | Terpeno Desconocido

*Localizacion basada en analisis por antiSMASH del genoma de Streptomyces sp. Ti

6176, nimero de acceso JFJQ01000000.

** Referencia del agrupamiento génico mas similar al localizado por antiSMASH.
*** Compuesto tipo mas probable en funcion de la homologia del cluster.

AntiSMASH 2.0 no solamente predice los potenciales agrupamientos génicos sino

que también intenta predecir las posibles estructuras de cada uno de ellos. Para ello, se

basa en los precursores utilizados por los mdédulos de carga en PKSs y NRPSs, en las
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modificaciones de las proteinas auxiliares del cluster y en la homologia con otros
clusters ya descritos, algunos de los cuales parecen estar muy conservados. Es el caso,
por ejemplo, del cluster 37 que estaria implicado en la biosintesis de 1,3,6,8 —
tetrahidroxinaftaleno (THN) y su producto de oxidacion flaviolina a partir de una PKS
tipo III. Se puede encontrar en S. coelicolor A3(2), S. avermitilis MA-4680 y S. albus
J1074 (Nett et al., 2009; Craney et al., 2013; Tkeda et al., 2014; Olano et al., 2014b).
Otro agrupamiento génico conservado es el del sider6foro enterobactina (cluster 10) el
cual contiene una NRPS que carga el aminoacido serina uniéndolo al acido 2,3—
hidroxibenzoico. Aunque la enterobactina fue descrita por primera vez en E. coli, se ha
visto que también se produce por actinomicetos. (Fiedler et al, 2001). Otro de los
clusters conservado en Streptomyces sp. Ti 6176 es el del hipotético zincoforo
coelibactina (Fig. 26a) el cual fue descrito en S. coelicolor A3(2) por Bentley y
colaboradores (Bentley et al., 2002; Hesketh et al., 2009).

Figura 26. a) Comparacion antiSMASH 2.0 entre el c/uster de coelibactina de Streptomyces sp.
Tl 6176 y S. coelicolor A3(2). b) Comparacion del cluster de higromicina B de Streptomyces
sp. T 6176 y Streptomyces hygroscopicus subsp. hygroscopicus.

Ademas de los clusters anteriormente mencionados, también encontramos
agrupamientos implicados en la biosintesis de péptidos: 5 clusters de péptidos
ribosomales (3 bacteriocinas y 2 lantipéptidos), un sideroforo de hidroxamato y un
cluster implicado en la biosintesis de ectoina. Se han localizado del mismo modo 8

agrupamientos génicos implicados en la biosintesis de terpenos, algunos muy

conservados como los de albaflavenona y el de geosmina; 3 clusters implicados en la
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biosintesis de butirolactonas, otro posiblemente implicado en la produccion del
fosfoglicolipido moenomicina, otro para melanina y, finalmente, otro para el antibiotico
higromicina B (Fig. 26b). La mayor parte de los genes descritos para el cluster de la
higromicina B (GenBank: AJ628642.1) se encuentran en Streptomyces sp. Tii 6176 el

cual presenta resistencia a dicho antibiotico.

3.1.2 Analisis de la secuencia para la localizacion del potencial cluster

de biosintesis de nataxazol.

Tras analizar el genoma con la anotacion de los genes y la prediccion de los
potenciales agrupamientos génicos implicados en la biosintesis de metabolitos
secundarios se procedi6 a analizar aquellos clusters que pudieran contener los genes

necesarios para la biosintesis de nataxazol y sus precursores (Fig. 27).
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Figura 27. Nataxazol con sus precursores: a) acido 3-hidroxiantranilico y b) acido 6-
metilsalicilico

Primero, estudiando la sintesis del motivo benzoxazol descrita en la bibliografia
se adoptd la hipotesis de Wu y colaboradores para la biosintesis del benzoxazol
calcimicina (Wu et al., 2011) y Shibata y colaboradores para el UK-1 (Shibata et al,

1993). El primer precursor podria ser el acido 3-hidroxiantranilico (3-HAA) (Fig. 27a).
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En la ruta de biosintesis de calcimicina la formacion del 3-HAA sigue la ruta del
sikimato (Knaggs, 1999) (Fig. 28a), de modo que se buscaron, en los diferentes clusters,
genes que codificaran enzimas para la modificacion de corismato, tales como antranilato
sintasas, isocorismatasas y 2,3—dihidroxibenzoato 2,.3—dehidrogenasas. En el cluster 3
se localizaron tres genes adyacentes cuyos productos deducidos presentan similitud con
antranilato sintasas, isocorismatasas y 2,3—dihidroxibenzoato 2,.3—dehidrogenasas de las

rutas de biosintesis de la calcimicina y fenazinas (Schneemann ef al., 2011).
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Figura 28. a) Biosintesis de 3-HAA en la ruta de la calcimicina (Wu et al., 2011) y b)
Biosintesis de 6-MSA por la PKS tipo I iterativa ChIBI en la ruta de biosintesis de la
clorotricina (Shao et al., 2006).

Para biosintesis del segundo precursor nos basamos en la hipotesis de Shibata y
colaboradores (Shibata ef al, 1993) quienes propusieron que el segundo precursor del
UK-1 podria ser el acido salicilico (SA). Sin embargo, en el caso del nataxazol el
motivo derivado del SA se encuentra metilado siendo el compuesto, posiblemente,

acido 6-metilsalicilico (6-MSA) (Fig. 27b). Para localizar los genes implicados en la

biosintesis del 6-MSA se siguieron dos hipdtesis iniciales:
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1°. Una molécula de corismato podria ser modificada por una salicilato
sintasa para dar lugar a SA (Ziebart et al., 2010) y éste, finalmente, se
metilaria por una metiltransferasa.

2°. La segunda opcion implica la accion de una PKS tipo I iterativa que
condensaria una molécula de acetil-coA y tres moléculas de malonil-coA
para dar generar 6-MSA, tal y como se describe en la ruta de biosintesis

de la clorotricina (Shao et al., 2006 y Jia et al., 2006) (Fig. 28b).

En el cluster 3 localizamos una PKS tipo I iterativa (cf54_ 07385) cuyo producto
deducido presenta alta similitud con ChIB1 (% Identidad/Similitud: 50/62) de la ruta de
biosintesis de la clorotricina (Jia et al., 2006). Por otro lado, en el cluster 25 se localiz6
genes que codifican una salicilato sintasa y una metiltransferasa similares a la salicilato
sintasa y la metiltransferasa del cluster de coelibactina en S. coelicolor A3(2) (Bentley

et al., 2002).

3.2 Caracterizacion de cf54 _07385.

Con el objetivo de demostrar si ¢f54 07385, que codifica para una PKS tipo I
iterativa en el agrupamiento génico 3, se encuentra implicada en la biosintesis del 4cido
6-metilsalicilico y a su vez en la biosintesis de nataxazol, se decidid realizar una
interrupcion génica de dicho gen obteniendo asi la cepa mutante Streptomyces sp. Ti
6176 AnatPK (nos referiremos a esta cepa como AnatPK de aqui en adelante). Para ello,
se obtuvo la construccion pAnatPK (aptdo. 2.16.1.1). Tras la construccion de pAnatPK
(clonado en el vector pOJ260) se realiz6 la conjugaciéon de micelio de la cepa
Streptomyces sp. Tl 6176, tal y como se describe en Material y Métodos. Después de un
tiempo de incubacion de 17 dias, se obtuvo un transconjugante con resistencia a
apramicina y con el pldsmido insertado en el cromosoma. Esto se comprob¢ tanto por
Southern blot (Fig. 29a) como por PCR (Fig. 29b y ¢). En la comprobacion por
Southern Blot se digiri6 la cepa silvestre (WT) como la cepa AnatPK con dos enzimas
diferentes, Kpnl y Bglll. En el caso de la digestion Kpnl (calle 1, Fig. 29a) para la cepa

silvestre se espera una banda de 5’3 kb mientras que para AnatPK se esperan dos bandas
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de 6’3 y 3’5 kb, respectivamente. Mientras que en la digestion Bglll (calle 2, Fig. 29a)
se espera una banda de 3’6 kb en la cepa silvestre y para AnatPK se esperan dos bandas
de 4 kb y 500 bp, respectivamente. Por otro lado, La comprobacion por PCR se realizd
utilizando las parejas de primers M13ftw — PCOMP1 (Fig. 29b) y M13rv — PCOMP2
(Fig. 29c¢). Los cebadores M13 anillan dentro del plasmido pOJ260 mientras que los
cebadores PCOMP1 y PCOMP2 (Fig. 29c) anillan fuera de c¢f54 07385, de forma que
en la cepa silvestre no se espera amplificacion debido a que no esta insert6 el plasmido
mientras que en la cepa AnatPK se espera para la pareja M13fw — PCOMP1 una banda

de 2’5 kb y para la pareja M13rv — PCOMP2 una banda de 4 kb.

Figura 29. a) Southern blot del mutante AnatPK. b) PCR de comprobacion del mutante
AnatPK usando los oligonucleétidos M13fw — PCOMPI1. ¢) PCR de comprobaciéon del
mutante AnatPK usando los oligonucleotidos M13rv — PCOMP2.

A continuacion, se procedidé a comprobar la produccion de nataxazol en AnatPK,
siguiéndose para ello los pasos descritos en el aptdo 2.19.1. El extracto obtenido se
analizé por UPLC (aptdo 2.19.3). El andlisis del extracto de AnatPK mostr6 la ausencia
de nataxazol (Fig. 30b) en comparacion con la cepa silvestre donde se observa un pico
de nataxazol (1) con una movilidad de 7°05 min (Fig. 30a). Esto demuestra la

implicacioén de ¢f54 07385 en la biosintesis de nataxazol. A este gen se le denominara

natPK.
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Figura 30. Cromatogramas: a) Cepa silvestre de Streptomyces sp. Tl 6176 donde se observa
nataxazol (1) y los compuestos 2 y 3. b) Cepa mutante Streptomyces sp. Tii 6176 AnatPK donde
se observa la desaparicion de nataxazol y del compuesto 2 y el incremento del compuesto 3. c¢)
Ampliacion del cromatograma (b).

En el mutante AnatPK no solo desaparece nataxazol (1) sino que también
desaparece otro compuesto (2) con una movilidad de 5’7 min, presente en la cepa
silvestre (Fig. 30a) y el cual presenta un espectro ligeramente diferente al de nataxazol
(Fig. 31a y b). Ademas, en la cepa mutante se puede apreciar el incremento de otro
compuesto con un espectro similar al del nataxazol (Fig. 31c) y con una movilidad de

6’8 min (3) (Fig. 30b y c).
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Figura 31. Espectro de absorvancia de: a) compuesto 2, movilidad de 5’7 min. b) nataxazol
(1). ¢) compuesto 3, movilidad de 6’8 min.

Seguidamente, se analizaron los extractos anteriores mediante HPLC-MS. El
compuesto con tiempo de retencion en UPLC de 5’7 min (2) presenta una masa de 417
m/z [M+H]" (Fig. 32a), 16 unidades mas que el nataxazol (Fig. 32b). Mientras que este
mismo andlisis nos permitid ver que el compuesto con tiempo de retencion de 6’8 min

(3) tiene una masa de 387 m/z [M+H]" (Fig. 32c), 14 unidades menos que el nataxazol.

41723 401.23 287.15

(a) (b) (©

11822 M02.21 568.18
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Figura 32. Cromatograma de masas de a) compuesto 2, b) nataxazol (1) y ¢) compuesto 3.

3.2.1 Expresion heterdologa de natPK en S. albus J1074.

Tras demostrar la implicacion de NatPK en la biosintesis del nataxazol, se

procedié a realizar su expresion heterdloga en S. albus J1074 con el objetivo de
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confirmar su implicacion en la biosintesis del 6-MSA. Para ello, se utilizd la

construccion pnatPK (aptdo 2.17.2.1) obtenida a partir del plasmido multicopia pEM4T.

Después de obtener el plasmido, se siguieron los pasos de conjugacion de esporas
de S. albus J1074 (aptdo 2.11.2). Tras la obtencién de colonias transconjugantes, se
analizé la produccion por UPLC observandose la presencia de un compuesto con
tiempo de retencion de 3’68 min, el cual no aparece en el control, S. albus J1074 con el
plasmido pEMAT (Fig. 33a y b). El espectro de absorcion de este compuesto (Fig. 33c)
se compar6 con el descrito por Puel y colaboradores (2005) para 6-MSA viéndose que
los espectros eran idénticos. Finalmente, se analiz6 por HPLC-MS y la masa obtenida,
153 m/z [M+H]" (Fig. 33d), es la misma que la esperada para el 6-MSA. Por lo tanto se

demuestra que NatPK es la encargada de la biosintesis del 6-MSA.
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Figura 33. a) S. albus J1074 + pEMAT. b) S. albus J1074 + pnatPK. ¢) Espectro de absorbancia
de 6-MSA observado en la S. albus J1074 + pnatPK. d) Espectro de masas del compuesto.
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3.2.2 Complementaciéon del mutante AnatPK.

Para recuperar la produccion de nataxazol en el mutante AnatPK se realizaron dos
tipos de complementacion. Primero, se intenté una complementacion genética donde se
introdujo el gen completo bajo el control del promotor constitutivo ermE*p en la cepa
mutante. Para ello se utilizé el mismo plasmido que en la expresion heterdloga, pnatPK.
El resultado de esta estrategia no fue completamente positivo pues aunque se recupero
la produccion de nataxazol en algunas de las colonias seleccionadas ésta era inferior al
de la cepa silvestre. Por otro lado, la mayoria de las colonias analizadas no recuperaban

la produccion de nataxazol.

A continuacion, se procedié a realizar una complementacion quimica. Para ello,
se cultivaron las cepas S. albus J1074/pnatPK y S. albus J1074/pEMAT en R5A sélido
para obtener sus correspondientes extractos. A los extractos se les elimin¢ el solvente y
se resupendieron las muestras en 250 pul de DMSO:metanol. 50 pl se analizaron por
UPLC para observar que el proceso de produccion de 6-MSA habia sido correcto. El
resto de los extractos se utilizd para experimentos de bioconversion usando la cepa
mutante AnatPK. A cultivos de 24 horas de AnatPK crecido en R5A se afiadieron los
extractos correspondientes y tras 48 horas adicionales de incubacion se realizaron
extracciones para ser analizadas por UPLC. El resultado obtenido fue la recuperacion de
la produccion de nataxazol en la cepa AnatPK a la cual se le habia afiadido el extracto
procedente del cultivo S. albus J1074/pnatPK que contiene 6-MSA (Fig. 34b). Por el
contrario en el cultivo al cual se le adiciond el extracto procedente de S. albus

J1074/pEMAT (control) no hubo recuperacion de la produccion de nataxazol (Fig. 34a).

Esto nos confirma que el producto de NatPK, 6-MSA, es uno de los precursores

biosintéticos del nataxazol.
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Figura 34. Cromatogramas donde se observa a) la ausencia de nataxazol en AnatPK y b) la
recuperacion de nataxazol (1) tras anadir 6-MSA.

3.2.3 Caracterizacion estructural y bioactividad del compuesto 2.

Con el objetivo de conocer la estructura del compuesto 2 con movilidad en UPLC
de 5’7 min, se procedid a su purificacion. La purificacion se llevo a cabo tal y como se
describe en el apartado 2.19.5. Tras la purificacion, se liofilizé el compuesto (0’5 mg) y
se envid a la Fundacion Medina (Granada) para su caracterizacion (Datos en Anexo I).
El resultado fue un compuesto igual que el nataxazol pero que presenta un grupo
hidroxilo adicional en la unidad 6-MSA (Fig. 35). A este compuesto se le ha

denominado nataxazol hidroxilado.
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Figura 35. Estructura de nataxazol hidroxilado (2).

Gracias a los ensayos realizados por Sommer y colaboradores (2009) sabemos que
el nataxazol no presenta actividad antibacteriana ni antifingica pero si actividad
citotoxica frente a determinadas lineas celulares tumorales (Tabla 4). Para conocer si el
nataxazol hidroxilado presenta mejor actividad bioldgica que el nataxazol se realizaron
bioensayos de actividad antibacteriana frente a E. coli DH10B (Gram negativa) y S.
albus J1074 (Gram positiva), y de actividad antifingica frente a Candida albicans. Los
resultados mostraron que el nataxazol hidroxilado, al igual que el nataxazol, no presenta

ninguna de estas actividades.

También se realizaron bioensayos para ver su actividad citotoxica frente a
diferentes lineas celulares tumorales (Tabla 12). El resultado mostré que el nataxazol
frente a estas lineas mostraba una actividad moderada al igual que el nataxazol
hidroxilado. En el caso de las lineas MDAMB231, AGS y NIH3T3 donde el nataxazol
presenta mejor actividad, el nataxazol hidroxilado por el contrario muestra menor
actividad (Tabla 15). Podemos decir por lo tanto que el derivado del nataxazol,

nataxazol hidroxilado, no mejora la actividad del nataxazol.

Tabla 15. Actividad citotoxica de nataxazol y nataxazol hidroxilado.

A549 MDAMB231 HT29 AGS A2780 NIH3T3

Nataxazol >10 uM 10 um >10 uM 10,4 uM >10 uM 9,1uM
Nataxazol

Hidroxilado >10 uM >10 uM >10 uM >10 uM >10 uM >10 uM
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3.3 Aislamiento del agrupamiento génico responsable de la

biosintesis del nataxazol.

3.3.1 Construccion de una genoteca a partir de ADN cromosémico.

Con el objetivo de aislar el cluster 3 se procedid a la construccion de una
genoteca. Para ello, se utiliz6 el ADN cromosomico de Streptomyces sp. Ti 6176, el
césmido pWEILS y la cepa de E. coli LE392MP vy se siguieron los pasos descritos en el
apartado 2.10 para su obtencion. Como resultado se obtuvo una genoteca conformada
por un total de 1612 clones que contienen, cada uno de ellos, alrededor de 40 kb de
ADN. De esta forma, el genoma de Streptomyces sp. Tii 6176 se encuentra representado

7’31 veces.

3.3.2 Analisis de la genoteca.

A continuacion, se procedi6é al andlisis de la genoteca para la localizacién de
coésmidos que contuvieran el cluster 3 completo. Primero, se realizo una hibridacion in
situ de colonia utilizando una sonda homologa. En este caso, la sonda elegida fue un
fragmento de natPK de 1’1 kb obtenido a partir de la amplificacién por PCR con los

oligonucledtidos PKS1Ta y PKS1Tb (Tabla 9).

Las 1612 colonias se transfirieron a una membrana de nailon para realizar la
hibridacion. La utilizacion de la sonda natPK dio como resultado 9 colonias positivas:

c0s2A6, cos5B3, cos5B4, cos5G9, cos6ES, cos6H1, cos10H11, cos11D3 y cos17D4.

Con la intenciébn de localizar cual de ellos poseian el agrupamiento génico
completo, se aislaron los cosmidos y se digirieron BamHI para, posteriormente, realizar
dos Southern blot. En el primero de ellos se utiliz6 la sonda natPK utilizada en la
hibridacion in situ (Fig. 36a) donde se pudo observar que los fragmentos BamHI
positivos presentaban tamafnos muy semejantes por lo que posiblemente los cosmidos se

encontraran solapados.
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El segundo Southem blot se realizo utilizando una sonda constituida por un
fragmento de 800 bp de natAN (cf54_07345), localizado en el cluster 3, amplificado por
PCR con los primers COA1547 y COA318D (Tabla 10). En este segundo Southem blot
(Fig. 36b), solamente, cuatro de los nueve cosmidos dieron positivo: cos2A6, cos6ES,

cos6H1 y cos11D3.

Figura 36. a) Southern blot con la sonda de natPK de las 9 colonias positivas en la
hibridacion in situ. b) Southern blot con la sonda natAN de las 9 colonias positivas.
Marcador de tamafio molecular el ADN del fago A digerido con la enzima Pstl.

A continuacion, de estos cuatro cosmidos se secuenciaron sus extremos utilizando
los cebadores pWE15fw y pWE15rv (Tabla 11), los cuales anillan a los lados de la
diana BamHI del vector pWE15, con el objetivo de encuadrar los cosmidos dentro de la

secuencia del genoma del productor de nataxazol.

Se observd que los cuatro cosmidos tienen el agrupamiento génico 3 completo.
Los cos6H1 y cos11D3 contienen la misma region. Por lo tanto, se decidi6 trabajar con
el cosmido cos6E8 ya que presenta el cluster centrado codificando el primer gen
(upstream) que se encuentra una hipotética dehidrogenasa/reductasa a la que se ha
denominado orf-6 y siendo la ultima (downstream) una sintasa de acidos grasos

poliinsaturados a la que se ha denominado orf+1 (Fig. 37).



Figura 37. Agrupamiento génico implicado en la biosintesis de nataxazol.

Sitios de restriccion. A: Avrll; B: BamHI; Bg: Bglll; E: EcoRI; N: Nsil y Nd: Ndel
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Para finalizar, la secuencia completa de este cosmido fue depositada en el

GenBank siendo su nimero de acceso LN7138664.

3.4 Cluster 3: Agrupamiento génico implicado en la ruta de

biosintesis del nataxazol.

Tras haber localizado el cluster completo en el cosmido cos6E8 (Fig. 37), se llevo
a cabo un analisis de los genes que contiene y asi poder realizar una hipotesis de la ruta

de biosintesis de nataxazol.

Mediante la inactivacion de natPK se ha podido demostrar su implicacion en la
ruta de biosintesis de nataxazol, y mediante su expresion heteréloga en S. albus J1074,
sabemos que su producto final es el 6-MSA. El gen natPK codifica una PKS tipo I
iterativa la cual presenta un modulo con cinco dominios (Fig. 38): cetosintasa (KS),
aciltransferasa (AT), tioester hidrolasa (TH), cetoreductasa (KR) y ACP (proteina
transportadora de grupos acilos) de los cuales el dominio TH esta relacionado con la
liberacion de 6-MSA (Moriguchi et al., 2010). Tal como se menciond anteriormente,
NatPK presenta similitud con ChIB1 de la ruta de biosintesis de la clorotricina (Jia et
al., 2006) y con PokM1 (53/62) de la ruta de biosintesis de la poliketomicina (Daum et
al., 2009).

Figura 38. Dominios de la PKS tipo I iterativa NatPK

NatPK cataliza la condensacion de una molécula de acetil-CoA y tres moléculas de
malonil-CoA que dard lugar a 6-MSA (Fig. 39a). En el cluster de biosintesis de

nataxazol se localiza natP (cf54_07330) que codifica para 4’-fosfopanteinil transferasa
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(4’-PPT) que podria estar implicada en la modificacién post-traduccional del dominio
ACP de NatPK. Las PPTs estan implicadas en la union covalente del motivo 4’-PPT del
coenzima A al dominio ACP de PKSs, funcionado este motivo finalmente como
transportador de la cadena policetidica (Lambalot ef al., 1996). Ademas de natP, en el
genoma de Streptomyces sp. Tii 6176 se localizan cuatro genes adicionales que

codifican 4°-PPTs: ¢f54_16675, cf54_17390, cf54 17450y cf54_07455.

El segundo precursor de la biosintesis de nataxazol seria 3-HAA, el cual es
necesario para la formacion del anillo benzoxazol tal como proponen Wu vy
colaboradores (2011) en la biosintesis del benzoxazol calcimina. En el cluster 3, se
localizan cuatro genes relacionados con la biosintesis de 3-HAA: natAL (cf54_07335),
natAN (cf54_07345), natlS (cf54_07350),y natDB (cf54_07355). NatAL corresponde a
una 3-deoxi-D-arabinosa-heptulosonico 7-fosfato sintasa (o aldolasa), encargada de
iniciar la biosintesis de corismato a partir de la eritrosa-4-fosfato en la ruta de
biosintesis del sikimato (Ikeda, 2006). Presenta homologia con EsmA6 (61/71) de la
ruta de la safenamicina (Rui et al., 2012), CalB4 (43/53) de la ruta de biosintesis de la
calcimicina (Wu et al, 2011) y TomC (39/48) de la ruta de biosintesis de la
tomaimicina (Li ez al., 2009). En el genoma se ha localizado una 3-deoxi-D-arabinosa-
heptulosonico 7-fosfato sintasa (cf54_24340) adicional la cual probablemente se

encuentre implicada en la ruta del sikimato del metabolismo primario.

El gen natAN (cf54_07345) codifica para antranilato sintasa que modificaria el
corismato generando 2-amino-2-deoxiisocorismato (ADIC) (Fig. 39b). La antranilato
sintasa del cluster 3 presenta similitud con EsmAS5 (60/70), antranilato sintasa del
cluster de la safenamicina, CalB1 (56/70), implicada en la ruta de biosintesis del
benzoxazol calcimicina y con las antranilato sintasas de la ruta de la tomaimicina,
TomD (46/59) y TomP (36/47). En el genoma de Streptomyces sp. Tii 6176 se han
localizado dos genes que codifican antranilato sintasas adicionales, cf54 24325 y

cf54_24750.



Figura 39. a) Biosintesis de 6-MSA y su activacion. b) Biosintesis de 3-HAA y su activacion. ¢) Ensamblaje de los precursores para dar lugar a nataxazol y
nataxazol hidroxilado.
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Para la biosintesis de 3-HAA, ADIC seria transformado en trans-2,3-dihidro-3-
hidroixantranilato por la isocorismatasa NatIS (CF54 07350). NatIS presenta similitud
con EsmA4 (69/77) y CalB2 (61/68). En el genoma de Streptomyces sp. Tii 6176 se
puede localizar al menos otro gen que codifica una isocorismatasa (cf54 12675) situado
en el cluster 10. A continuacion actuaria NatDB (CF54 07355), 2,3—dihidroxibenzoato
2,3—dehidrogenasa, dando lugar, finalmente, a 3-HAA (Fig. 39b). NatDB presenta
similitud con CalB3 (56/68) que participa en la biosintesis de calcimicina. Al igual que
en el caso de la isocorismatasa, se ha localizado otro gen que codifica una 2,3—

dihidroxibenzoato 2,3—dehidrogenasa en el cluster 10.

En el cluster de nataxazol se localizan dos genes que codifican AMP sintetasas y
ligasas, natLl y natL2. NatLL1 (CF5 _07370) tiene similitud con la 6-MSA adenilasa
EsmD2 (59/73), con la 3-hidroxipicolinico AMP sintetasa y ligasa de Streptomyces
virginiae VisB (55/69) y con la salicilil-AMP ligasa de Streptomyces griseoflavus
Ti4000 SSRG 01316 (60/71). Este tipo de enzimas presentan un dominio de union
AMP formado por los residuos LSGGxTxxxK (de Crécy-Lagard et al., 1997). NatL1
presenta este dominio caracteristico (Fig. 40). Probablemente, NatL1 se encargué de la
formacion del complejo AMP-6-MSA (Fig.39a). Por otro lado, NatL2 (CF5 07380)
presenta similitud con sintetasas de coenzima F390 como la bagremicina sintetasa
FevW (53/67) de Streptomyces sp. WK-5344 (BAM73635.1) o con BagE de
Streptomyces sp. Ti 4128 (53/66) (AGM38213.1). NatL2 se encargaria de formar el
complejo AMP-3HAA (Fig. 39b).

NatLl = --————-- P--LPEPDASDVAFFLLSGGTTALPKLIPRTHDDYVYMS-GRAAAVCELAEDD 240
EsmD2 AAADPSGSASFPAPDPADVAFFLLSGGTTALPKLIPRTHDDYVYMM-RAAVEAIRLTEND 240
Salc-AMP —-——-DPEAGAPFPVLDPSDVAFFLLSGGTTALPKLIPRTHDDYTYQV-RAAGSATALTERD 240
visB 00 ——————- PVALPEPDASDVAFFLLSGGTTALPKMI PRTHDDYAYQT-RITAGICELGEDT 240
Entt  -—7—-—- PSEFAEPDPSDVAFFLLSGGTTALPKLIPRTHDDYLYQA-RTAASVCELTGDD 240
NatL2 DLRD-QYPFGMLAVGREHLATYHESSGTAGEPTASYYTEEDWTDLAERFARKWTGIHPSD 240
BagE DLRD-SYPFGMLGVPRERLASYHESSGSTGNPTPAYFTEAEWTDLADRFVRKTVPLGPQD 240
Feviw DLRD-SYPFGMLGVPRERLASYHESSGSTGNPTPAYFTEAEWTDLADRFVRKTVPLGPED 240

Figura 40. Alineamiento parcial de NatLl y NatL2 frente a otras sintetasas y ligasas
dependientes de AMP: EsmD2 (S. antibioticus), Salc-AMP (SSRG 01316, S. griseoflavus
T14000), VisB (S. virginiae), EntE (Saccharopolyspora spinosa). BagE (Streptomyces sp. Ti
4128), FevW (Streptomyces sp. WK-5344)
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Por otro lado, el agrupamiento génico de biosintesis de nataxazol presenta dos
genes que codifican proteinas con similitud a ACPs, NatAC1 (CF5_07365) y NatAC2
(CF54 _07410), y una similar a B-cetoacil-ACP sintasas, NatS (CF5_07375). NatS
presenta similitud con EsmD1 (50/68), ChlB3 (38/56) y PokM2 (33/53). Este enzima se
encargaria de transferir 6-MSA de AMP-6-MSA a NatACl, liberandose AMP y
formando el complejo NatACI1-6-MSA (Fig. 39a). NatAC1 presenta similitud con
EsmD3 (56/70) y se caracteriza por presentar el dominio tipico ACPs, LGx(H/D)SL
(Marahiel et al, 1997) (Fig. 41). Por otro lado, NatAC2 presenta similitud con
SSRG 01320 (78/87) de S. griseoflavus Tu4000. NatS seria también el encargado de la
activacion de 3-HAA uniéndolo a NatAC2 a través de la forma activada AMP-3HAA,
proceso en el cual se liberarda AMP formédndose el complejo NatAC2-3HAA. De esta

manera, ambos precursores se encontrarian activados y preparados para su

condensacion.
NatACl M-DITAFP---————— TEDELRATVAPVLGLAPERIEPDASLVLLGLSSLEIMRLVSRWR 60
EsmD3 M-—-—-ADE-———— PVSTSDQVRTAVAALIGTAPHDIPGDANLVFLGLGSLDVMRLSSRWR 60
ACP MAGTRAARTVPRTSPLSADELRQE IADVLGVQADTI PGDAHLVHLGLGSLEMMR LATRWR 60
NatAC2 MVKITAEE-——————— AQKWLIDEIAQRLGTDPSQVPPDQYFDELDLDSTAALITIAGEME 60
SSRG MGKVTADE—-——————— VOKWLIEKIAERLGEQPSATIPPGQYFDELDMDSTEALIIAGEME 60

Figura 41. Alineamiento de NatAC1 y NatAC2 frente a otras ACPs: EsmD3 (S. antibioticus),
PP (WP_031508997.1, S. megasporus), SSRG (SSRG_01320, S. griseoflavus Tu4000)

A continuacion, se producird la condensacion de ambos precursores en su forma
activada, NatAC1-6-MSA y NatAC2-3HAA, para formar el primer domino benzoxazol.
Para ello, ocurrird un ataque nucleofilico del grupo amino de 3-HAA hacia el grupo tiol
deNatAC1-6-MSA, liberando NatACl, y dando lugar al intermediario de la ruta
NatAC2-6-metilcaboxamicina (Fig.39¢c). La liberacion de la ACP podria ocurrir de
forma espontanea (Wu et al, 2011) o participar en el proceso NatAM. El gen natAM
(cf54_07360) codifica una amidohidrolasa que presenta similitud con enzimas de otros
Streptomyces spp. como la amidohidrolasa (63/71) de S. megasporus
(WP_031508998.1). Este tipo de enzimas se caracterizan por estar involucradas en la

rotura de enlaces C-N o P-O (Seibert y Raushel, 2005), habiéndose comprobado
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recientemente que pueden intervenir en la rotura de enlaces C-S (Duarte et al., 2011;

Hao et al., 2014).

Seguidamente, la segunda unidad activada NatAC2-3HAA atacaria con su grupo
amino al grupo tiol de NatAC2-6-metilcaboxamicina, liberdndose la ACP.
Posteriormente la segunda ACP podria ser liberada mediante la actividad
amidohidrolasa de NatAM, formando el intermediario AJI9561. Este compuesto es un
benzoxazol conocido y descrito por Sato y colaboradores (2001) y es estructuralmente
muy semejante al nataxazol. AJI9561 se metilaria para dar finalmente nataxazol
(Fig.39c). En el agrupamiento génico 3 no se ha localizado ningun gen que presente
similitud con metiltransferasas (Fig. 37). Sin embargo, natX es un gen con funcion
desconocida y cuyo producto deducido no presenta similitud con ninguna proteina
previamente descrita. Por otro lado, en el cluster de biosintesis de nataxazol tampoco se
ha identificado ningin gen que codifique la posible hidroxilasa necesaria para

transformar nataxazol en nataxazol hidroxilado (Fig. 39c¢).

Observando el agrupamiento génico (Fig. 37) se puede apreciar que a ambos
lados de los genes estructurales nos encontramos genes que codifican proteinas
implicadas en transporte y genes que codifican reguladores transcripcionales. Con
respecto a los genes de transporte se han identificado cuatro posibles genes: nat7TI
(cf54_07310), natT2 (cf54_07315), natT3 y natT4 (cf54_07395). NatT1 y NatT2
presentan similitud con transportadores transmembrana ABC tipo III. Estos
transportadores se caracterizan por presentar un dominio hidrofilico de unién a ATP y
actividad ATPasa y un dominio hidrofébico transmembrana (Méndez y Salas, 2001).
NatT1 y NatT2 pueden formar un sistema de transporte heterodimero con dos dominios
transmembrana y dos dominios de unién a ATP. El software de prediccion de hélices
transmembrana TMHMM Server v2.0 (Krogh et al, 2001) muestra que NatTI

contendria 5 hélices transmembrana mientras que NatT2 presentaria 6 hélices (Fig. 42a

y b).
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Figura 42. a) Grafico de dominios transmembrana de NatTl. b) Grafico de dominios
transmembrana de NatT2.

Por otro lado, NatT3 corresponderia a una proteina transportadora con un dominio
MMPL (Mycobacterial Membrane Protein Large). Este tipo de proteinas pertenecen a
la familia de proteinas transportadoras RND implicadas en la resistencia a drogas, la
nodulacion e incluso, la division celular. Algunas de estos transportadores se encuentran
cerca de clusters de biosintesis de policétidos (Domenech et al., 2005). NatT3
contendria 12 hélices transmembrana (Fig.43a). Los genes natTl, natT2 y natT3 se
transcriben en la misma orientacion (Fig. 37) lo que podria indicar que sus productos
actian conjuntamente en el sistema de transporte. El tltimo transportador codificado
por un gen del cluster 3 es NatT4 (CF54 07395) el cual presenta similitud con

transportadores MFS (Major Facilitator Superfamily) y con transportadores de
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resistencia a drogas de la familia EmrB/QacA (TIGR00711). NatT4 presenta similitud
con Lcz38 del cluster de biosintesis de lactonamicina Z (Zhang et al., 2008) y esta

conformado por 14 hélices transmembrana (Fig. 43b).

Figura 43. a) Grafico de los dominios transmembrana de NatT3. b) Grafico de los
dominios transmembrana de NatT4.

Finalmente, los cuatro genes que codifican reguladores transcripcionales se
encuentran flanqueando al agrupamiento génico. NatR1 (CF54 07305) corresponde a
un regulador de la familia LuxR el cual presenta un dominio HTH (hélice-giro-hélice),
ademas tiene similitud con EsmT2 (46/58) de la ruta de biosintesis de la safenamicina.
A continuacion, encontramos dos reguladores de la familia TetR codificados por los
genes natR2 (cf54_07325) y natR3 (cf54_07390). Este tipo de reguladores en
actinomicetos estan descritos generalmente como represores (Ramos et al., 2005). El

ultimo gen regulador que localizamos en el cluster es natR4 (cf54_07400/cf54_07405)
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el cual codifica un regulador transcripcional de tipo SARP. Presenta homologia con
reguladores AfsR de diferentes actinomicetos y contiene un dominio BTAD (dominio
bacteriano de activacion transcripcional). Ademads, natR4 contiene un codén TTA que
determinaria un nivel superior de regulacion (pleiotrépico) necesario para desencadenar
la biosintesis del nataxazol, a través del gen regulador bld4 que codifica un ARNt-Leu

(Chater y Chandra, 2008).

El agrupamiento génico presente en cos6E8 completo no solo se encuentra en
Streptomyces sp. Tii 6176 sino que también estd presente en Streptomyces sp. PsTaAH-
124, con una similitud de entorno al 99% en casi todos los genes del cluster (Tabla 16).
Ademas, Udwary y colaboradores (2011) han descrito un cluster muy similar en la cepa
Frankia sp. EAN1pec. La comparacion entre el cluster de Streptomyces sp. Ta 6176 y
el cluster FE20 de Frankia sp. EANlpec muestra la gran similitud existente entre
ambos (Fig. 44). Se puede observar que una de las principales diferencias entre ambos
clusters es la ausencia del gen ortélogo a natDB, sin embargo, cuando se analiza el
cluster por separado tanto por antiSMASH como por Blastx, en esa region presenta
homologia con dehidrogenasas tipo NatDB. Por otro lado, Udwary y colaboradores
(2011) proponen una estructura basada en dos anillos aromaéticos, de los cuales ninguno

corresponde a 6-MSA (Fig. 45).

Tabla 16. Comparacion de los productos deducidos a partir de los genes identificados en la
secuencia de cos6ES.

Localizacion
Gen Secuencia Localizacion aa® Funcién Proteina mas similar (%
gendmica cos6ES8 propuesta Identificacién/ Similitud) origen
CF54_

- b ¢ | Dehidrogenasa/ WP _018564658.1 (99/99)
orf-6 NA CEK42805.1 176 reductasa Streptomyces sp. PsTaAH-124
. b . . WP_018564657.1 (99/100)
orf-5 NA CEK42806. 352 | Sarcosina oxidasa Streptomyces sp. PsTaAH-124

WP _018564656.1 (100/100)
orf-4 07280 CEK42807.1 333 | Regulador SARP Streptomyces sp. PsTaAH-124
- Hipotética WP _018564655.1 (98/98)
orf-3 07285 CEK42808.1 139 ciclasa/dehidrasa Streptomyces sp. PsTaAH-124
Ornitina WP _018564654.1 (99/99)
orf-2 07290 CER42809.1 413 aminotransferasa Streptomyces sp. PsTaAH-124
. WP _018564653.1 (99/99)
orf-1 07295 CEK42810.1 385 | Tioester reductasa Streptomyces sp. PsTaAH-124
WP_018564652.1 (99/100)
natR1 07305 CEK42811.1 935 | Regulador LuxR Streptomyces sp. PsTaAH-124
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Franeanl 3551 (40/53), Frankia
sp. EAN1pec
WP _018564651.1 (99/99)
Transportador Streptomyces sp. PsTaAH-124
natll 07310 CER42812.1 1 579 | ABc Francanl 3554 (65/77), Frankia
sp. EAN1pec
WP _018564650.1 (99/99)
Transportador Streptomyces sp. PsTaAH-124
natl2 07315 CER42813.1 1 608 | \pc Francanl 3553 (62/73), Frankia
sp. EAN1pec
WP_018564649.1 (100/100)
b Transportador Streptomyces sp. PsTaAH-124
natl3 NA CERA2814T | 722 1 Vv Francanl 6797 (49/66), Frankia
sp. EAN1pec
WP _018564648.1 (100/100)
natR2 07325 CEK42815.1 198 | Regulador TetR Streptomyces sp. PsTaAH-124
, WP _018564647.1 (98/98)
natP 07330 CEK42816.1 236 | 4’-PPT transferasa Streptomyces sp. PsTaAH-124
o - WP _018564646.1 (99/99)
natAL 07335 CEK42817.1 460 | DHAP® sintasa, Streptomyces sp. PsTaAH-124
WP _018564645.1 (99/99)
. . Streptomyces sp. PsTaAH-124
natAN 07345 CEK42818.1 636 | Antranilato sintasa Francanl 3620 (64/72), Frankia
sp. EAN1pec
WP_018564644.1 (99/100)
. Streptomyces sp. PsTaAH-124
natlS 07350 CEK42819.1 230 | Isocorismatasa Francanl 3619 (70/78) , Frankia
sp. EAN1pec
DHHA WP _018564643.1 (100/100)
natDB 07355 CEK42820.1 274 dehidrogenasa Streptomyces sp. PsTaAH-124
WP _018564642.1 (100/100)
g Streptomyces sp. PsTaAH-124
natAM 07360 CEK42821.1 494 | Amidohidrolase Francanl 3617 (69/80), Frankia
sp. EAN1pec
WP_018564641.1 (99/100)
Streptomyces sp. PsTaAH-124
natACI 07365 CEK42822.1 89 | ACP Franean] 3616 (66/76), Frankia
sp. EAN1pec
. . WP_018564640.1 (99/100)
Sintetasa/ligasa Streptomyces sp. PsTaAH-124
natL1 07370 CEK42823.1 | 539 | dependiente de plomyces sp. .
Franeanl 3615 (71/82), Frankia
AMP
sp. EAN1pec
WP _018564639.1 (100/100)
B-cetoacil-ACP Streptomyces sp. PsTaAH-124
nats 07375 CER42824.1 350 sintasa Franeanl 3614 (80/91), Frankia
sp. EAN1pec
. . WP _018564638.1 (100/100)
Sintctasa/ligasa Streptomyces sp. PsTaAH-124
natl2 07380 CEK42825.1 436 | dependiente de Francanl 3613 (76/84), Frankia
AMP
sp. EAN1pec
natX NAP CEK42826.1 195 | Proteina hipotética | Sin similitud
o WP _018564637.1 (99/99)
Acido 6- Streptomyces sp. PsTaAH-124
natPK 07385 CEK42827.1 1717 rsrilrelglss:hcﬂlco Francanl 3611 (62/70), Frankia
sp. EAN1pec
WP _018564636.1 (100/100)
Streptomyces sp. PsTaAH-124
natR3 07390 CEK42828.1 232 | Regulador TetR Francanl 3552 (60/73), Frankia
sp. EAN1pec
natT4 07395 CEK42829.1 515 | Transportador WP 018564635.1 (100/100)
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EmrB/QacA Streptomyces sp. PsTaAH-124
Franeanl 3555 (63/77), Frankia
sp. EAN1pec
07400 WP_018564634.1 (99/99)
natR4 07405 CEK42830.1 845 | Regulador SARP Streptomyces sp. PsTaAH-124
WP_018564633.1 (100/100)
natAC2 07410 CEK42831.1 88 | ACP Streptomyces sp. PsTaAH-124
orft ] 07415 057 Slzzis'sa dedcidos | \wp 018564632.1 (99/99)
gras Streptomyces sp. PsTaAH-124
poliinsaturados

Finalmente, el agrupamiento génico 3 se encuentra delimitado downstream por la
orf+1 (cf54_07420) perteneciente al cluster 4 de biosintesis de &cidos grasos
poliinsaturados (PUFA). Se ha visto que este tipo de genes en fy-proteobacterias
implicados en la biosintesis de acidos grasos poliinsaturados omega-3 (Valentine y
Valentine, 2004). Por el otro lado (upstream), el primer gen (orf-1, cf54_07295)
codifica una proteina que contiene un dominio tioester reductasa el cual esta presente en
la a-aminoadipato reductasa implicada en la biosintesis de lisina (Ehmann et al., 1999)
aunque también se puede encontrar en algunas NRPSs como MxcG de Stigmatella
aurantiaca (Silakowski et al., 2000). El gen orf-2 (cf54_07290) codifica una ornitina
aminotransferasa y orf-3 (cf54_07285) una hipotética ciclasa/dehidrasa la cual contiene
un dominio de transporte de lipidos (pfam03364) y policétido ciclasa/dehidrasa. A
continuacion, orf-4 (cf54_07280) codifica un regulador trasncripcional de tipo SARP
que presenta similitud con otros reguladores implicados en la biosintesis de metabolitos
secundarios como es el caso de SgvR3 y VmsS implicadas en la biosintesis de
griseoviridina y viridogriseina en S. griseoviridis (Xie et al., 2012). El gen orf-5
codifica una sarcosina oxidasa que podria estar implicada en la produccion de glicina
(Suzuki et al., 1992). El gen orf-6 codifica una hipotética dehidrogenasa de cadena

corta/reductasa la cual contiene dominio de unién a NAD(P) (IPR016040).
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Figura 44. Comparacion entre el cluster del nataxazol de Streptomyces sp. Ti 6176 y el cluster FE20 analogo _en la cepa de Frankia sp. EAN1pec
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Figura 45. Estructura propuesta por Udwary y colaboradores (2011) para el producto del
agrupamiento génico FE20 de Franmkia sp. EANpecl analogo al cluster de biosintesis de
nataxazol.

Las funciones de los ortélogos de Orf-1, Orf-2, Orf-5 en la biosintesis de

diferentes amino acidos indicaria que posiblemente estas proteinas se encuentran

implicadas en el metabolismo primario de Streptomyces sp. Tii 6176.

3.5 Caracterizacion del compuesto 3
Tal y como se ha mostrado anteriormente, Streptomyces sp. Tii 6176 es capaz de
producir un benzoxazol adicional aparte de nataxazol y nataxazol hidroxilado. Este
compuesto (3) con una movilidad de 6’8 min (Fig. 30) presenta una masa de 387 m/z
[M+H]", y fue observado con mas claridad en el mutante AnatPK. Esto nos indica que

su precursor no es 6-MSA.

Hay descritos dos benzoxazoles de origen natural que presentan una masa de 387
m/z [M+H]", AJ19561, producido por Streptomyces sp. AJ9561 (Sato et al., 2001), y
UK-1, producido por Streptomyces sp. 517-02 (Ueki et al., 1993). Estructuralmente,
AJI9561 es muy similar a nataxazol (Fig. 46), presentando ambos una unidad de 6-MSA
y dos unidades de 3-HAA, aunque la segunda carece del grupo metoxilo en el caso de
AJ9561. UK-1 (Fig. 46¢c) es también muy similar al nataxazol estando formado por dos
moléculas de 3-HAA, la segunda metilada, pero careciendo del grupo metilo de 6-MSA.

Esto induce a pensar en el &cido salicilico como posible precursor de UK-1.
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Figura 46. Comparacwn entre las estructuras del a) AJI19561, b) Nataxazol y ¢) UK-1.

En base a todos estos datos y a la hipotesis de Ueki y colaboradores (1993), se
propuso que el compuesto 3 podia ser UK-1 y que su biosintesis se deba a la interaccion
entre dos clusters: el cluster del nataxazol el cual proporciona el 3-HAA y el cluster 25
el cual como se describié anteriormente posee un gen que codifica una salicilato sintasa
(cf54_20720), tinico localizado en el genoma de Streptomyces sp. Tii 6176 con estas

caracteristicas.

3.5.1 Mejora de la produccion del compuesto 3

El principal problema para caracterizar estructuralmente el compuesto 3, es su
escasa produccion tanto por parte de Streptomyces sp. Tii 6176 como por el mutante
AnatPK. Por lo tanto el primer objetivo para caracterizar este compuesto fue mejorar su

produccion.
3.5.1.1 Mejora de la produccion por adicion de posibles precursores.

En primer lugar se procedi6 a realizar experimentos de bioconversion utilizando el
mutante AnatPK al cual se le afiadieron posibles precursores del compuesto 3 para su
bioconversion. El primer precursor utilizado, teniendo en cuenta que el compuesto 3
corresponda a UK-1, fue el 4cido salicilico, y el segundo precursor fue la caboxamicina,
benzoxazol que Hohmann y colaboradores (2009) describieron como parte de otros

benzoxazoles mas complejos como el UK-1 o el nataxazol.
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Para realizar el experimento, se inocularon esporas de AnatPK en un matraz con
TSB que sirvio como preindculo. Se anadid6 1 ml de cultivo a 3 matraces con R5A
liquido durante 4 dias a 30°C en agitacion. Al cuarto dia de cultivo a un matraz se le
afladio acido salicilico con una concentracion final de 2 mM, a otro caboxamicina con
una concentracion final de 4 pg/mly el tercero se utiliz6 como control. Se tom6 1 ml de
muestra a las 24 horas (5° dia de cultivo) para realizar extractos y analizarlos mediante

UPLC.

El andlisis de la bioconversion de acido salicilico (4) mostré un ligero aumento
del compuesto 3 (Fig.47b) y la aparicion de un nuevo compuesto (5) con una movilidad
de 6’02 min y espectro similar al de los benzoxazoles (Fig. 47c). Se analiz6 la muestra
por HPLC-MS vy se obtuvo una masa de 373 m/z [M+H]" lo que corresponderia a 14
unidades menos que el compuesto 3 por lo que podria ser un intermediario del mismo.
Se tomaron muestra en dias sucesivos pero la produccion del compuesto 3 no aumento y

la produccion del compuesto 5 se mantuvo o desaparecio.
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Figura 47. a) Cromatograma de AnatPK, b) Cromatograma de AnatPK mas acido salicilico, ¢)
Espectro de absorcion del compuesto 5 y d) espectro de masas del compuesto 5.
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Por otro lado, el andlisis de la bioconversion de caboxamicina (6) tampoco mostrd
el aumento del compuesto 3 (Fig. 48) pero si la aparicion de dos compuestos nuevos
con espectro muy parecido a la caboxamicina, uno con tiempo de retencion de 4’3 min
(7) y el segundo con tiempo de retencion de 6 min (8). El analisis de la muestra por
HPLC-MS mostré que el primero presenta una masa de 255 m/z [M+H]", una unidad
menos que la caboxamicina, y el segundo de 270 m/z [M+H]" 14 unidades mas que la
caboxamicina lo que podria implicar que ésta habria sido modificada por una

metilacion, probablemente en el grupo carboxilo.

Figura 48. Cromatograma de la bioconversion de la caboxamicina (6). Compuesto con
movilidad de 4’3 min (7), compuesto con movilidad de 6 min (8), compuesto con movilidad de
6’8 min (3).

3.5.1.2 Mejora de la produccion del compuesto 3 por activacion del

cluster 25.

La segunda estrategia para la mejora de la produccion del UK-1 fue intentar aumentar la
expresion de la salicilato sintasa localizada en el cluster 25. El agrupamiento génico 25
(Fig. 49) presenta una alta homologia con el cluster de biosintesis del zincoforo
coelibactina en S. coelicolor A3(2) (Bentley et al., 2002; Hesketh et al., 2009). En base
al cluster de S. coelicolor A3(2) el agrupamiento génico 25 deberia tener un tamafio de
37 kb y estar conformado por 23 genes, sin embargo en la secuencia del genoma de
Streptomyces sp. Tii 6176 muchos de estos genes no se encuentran secuenciados
completamente, apareciendo por lo tanto truncados (Fig. 49). Tanto en el trabajo de

Bentley y colaboradores (2002) como en el de Hesketh y colaboradores (2009) se
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propone una estructura de coelibactina basada en la especificidad de los modulos de
adenilacion de su NRPS, ya que la estructura del compuesto no ha sido determinada. La
coelibactina (Fig. 50) constaria de una molécula de acido salicilico a la cual se le unirian
tres aminodcidos, una treonina y dos cisteinas. Hesketh y colaboradores (2009)
observaron que habia una mayor transcripcion del cluster de coelibactina en
condiciones limitantes de zinc que cuando este metal estaba presente en las
concentraciones habituales en los medios de cultivo utilizados. En base a estos datos y a
la homologia del cluster 25 con el de coelibactina, se decidi6 utilizar un medio definido
(MD) y éste sin zinc (MD-Zn>") para verificar su efecto sobre la produccion del

compuesto 3 y eventualmente la produccion de coelibactina.

CH;
0
R — °
N
<1
OH COOH

Figura 50. Estructura propuesta por Hesketh y colaboradores (2009).

La cepas utilizadas para observar el efecto de zinc fueron Streptomyces sp. Ti
6176 y el mutante AnatPK. Ambas cepas se cultivaron primero en TSB durante 24 horas
a 30°C en agitacion, para generar un preindculo. El preindculo se lavo tres veces con
agua MiliQ estéril al igual que los matraces a utilizar posteriormente para eliminar en su
mayor parte las posibles trazas de zinc que pudieran estar presentes. A continuacion, se
inocularon los medios definidos MD y MD-Zn*" y se siguié el protocolo descrito en el
aptdo 2.19.1 de Material y Métodos. Las muestras obtenidas a lo largo de los 7 dias de
incubacion se extrajeron con acetato de etilo/1%de &cido formico y se analizaron por

UPLC.
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Figura 49. Agrupamiento génico 25 encargado de la biosintesis del zincoforo coelibactina.
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Los resultados obtenidos, en el caso de Streptomyces sp. Tii 6176, muestran que
en MD el nataxazol (1) se produce normalmente mientras que en MD-Zn™ su
produccion se ve notablemente reducida (Fig. 51). En ninguno de los casos, se ve un

"2 se observa la

aumento de la produccion del compuesto 3. Ademas, en MD-Zn
aparicion de 3 compuestos con un espectro similar al del acido salicilico (Fig. S1c, d y
e). Estos compuestos presentan una movilidad de 2°27 (9), 2°36 (10) y 3’3 min (4),
respectivamente (Fig.51c, d y e). El compuesto con movilidad de 3’3 min., presenta el
mismo tiempo de retencion que el 4cido salicilico utilizado en las bioconversiones del
apartado anterior (Fig. 47). Se analizaron por HPLC-MS los tres compuestos
observandose las masas siguientes: 267 m/z [M+H]", 138 m/z [M+H]" y 139 m/z

[M+H]", respectivamente. La masa de 139 m/z [M+H] del compuesto con movilidad de

3’3 min. corresponde a la del dcido salicilico (4) al igual que su movilidad.
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Figura 51. a) Cromatograma de UPLC del extracto obtenido a 5 dias de Streptomyces sp. Ti

6176 en MD, b) Cromatograma de UPLC del extracto obtenido a 5 dias de Streptomyces sp. Ti
6176 en MD-Zn">.
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Figura 51 (continuacion). ¢) Espectro de absorcion del compuesto 9, d) Espectro de absorcion
del compuesto 10, y e) Espectro de absorcion del compuesto 4, acido salicilico.

Los resultados obtenidos respecto a la disminuciéon de nataxazol podian ser
esperables ya que Hesketh y colaboradores (2009) describieron una inhibicién general
de la biosintesis de antibidticos en S. coelicolor A3(2) cuando aumentaba la
transcripcion de la coelibactina (Fig. 52). No obstante y teniendo en cuenta que la
regulacion global del metabolismo secundario en S. coelicolor A3(2) y Streptomyces sp.
Ti 6176 puede diferir considerablemente, el efecto observado podria deberse a que
ambos clusters utilizan como precursor el corismato. De tal forma, al activarse la
salicilato sintasa, ésta podria estar secuestrando corismato para generar acido salicilico,
evitando de este modo que se formase el 3-HAA necesario para la biosintesis de

nataxazol.

Figura 52. Esquema tomado del articulo de Hesketh y colaboradores (2009) donde muestran la
relacion de la coelibactina con otros cluster de biosintesis de antibioticos.
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Con respecto a los resultados obtenidos con AnatPK, cuando esta cepa se cultiva
en MD, no hay un aumento de la produccion del compuesto 3 (Fig. 53a) siendo el perfil
de produccion el previamente observado en R5A (Fig. 47). Sin embargo, cuando
AnatPK se crece en MD-Zn" se observa un aumento de 88’3 veces la produccién del
compuesto 3 (Fig. 53b), observandose los compuestos 9, 10 y 4 (4cido salicilico) que
fueron detectados en los extractos de Streptomyces sp. Tii 6176 (Fig. 51b) aunque, en
este caso, en menores cantidades. También se puede observar el compuesto 5 en muy

pequeiia cantidad.
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Figura 53. a) Cromatograma de UPLC de AnatPK en MD a 5 dias de incubacion y b)
Cromatograma de UPLC de AnatPK en MD-Zn"? a 5 dias de incubacion

3.5.2 Caracterizacion estructural del compuesto 3.

La cepa seleccionada para purificar el compuesto 3 y caracterizar su estructura fue
AnatPK. El compuesto 3 fue purificado de cultivos de AnatPK crecido en MD-Zn"?
durante 5 dias. A continuacion, se siguieron los pasos descritos en el apartado 2.19.5.

Tras su purificacion y liofilizacion, el compuesto se envid a la Fundacidon Medina
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(Granada) para su elucidacion estructural. El resultado obtenido confirmé que el
compuesto 3 con una movilidad de 6’8 min. en UPLC se trata del benzoxazol UK-1

(Fig. 46¢; Anexo I: Fig. 95)
3.5.3 Expresion heterologa de la salicilato sintasa CF54 20720.

Con el objetivo de verificar que el gen que codifica la salicilato sintasa
(CF54_20720) localizada en el cluster 25 es la responsable de la biosintesis de acido
salicilico, se procedid a su expresion heterdloga en S. albus J1074, organismo que
carece de un gen andlogo y que por lo tanto no produce 4cido salicilico ni ningun

compuesto que presente este compuesto en su estructura.

Para realizar esta la expresion heterdloga se genero el plasmido pCoe-SS, en el
cual el gen ¢f54 20720 se sitia bajo el control del promotor constitutivo ermE*p. El
analisis de extractos obtenidos a partir de S. albus J1074/pCoe-SS crecido en R5A
solido mostré la presencia de un compuesto con una movilidad de 3’3 min (Fig. 54)
que no esta presente en el control utilizado (S. albus J1074/pEMAT). La movilidad de
este pico y su espectro coinciden con los del &cido salicilico (4). El andlisis mediante

HPLC-MS confirmé que la masa observada (139 m/z [M+H]") corresponde a 4cido

salicilico.
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Figura 54. a) Cromatograma correspondiente al extracto de S. albus J1074/pEMAT y
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Figura 54 (continuaciéon). b) Cromatograma correspondiente al extracto de S. albus
J1074/pCoe-SS, ambos obtenidos en RSA soélido.

3.6 Caracterizacion de natAN implicado en la biosintesis del

acido 3-hidroxiantranilico.

Para demostrar que natAN, que codifica una antranilato sintasa, participa en la
biosintesis del acido 3-hidroxiantranilico (3-HAA), se realiz6 un reemplazamiento de
dicho gen por el gen de resistencia a apramicina aac3(IV). Para ello, se obtuvo la
construccion pAnatAN (aptdo 2.16.2.1) que se uso para obtener el mutante AnatAN. La
comprobacion de este mutante se realizd6 por PCR utilizando las siguientes parejas de
oligonucledtidos: ASCOMP1-ASCOMP2; ApraCfw—TetR14afw y ApraCrv—1518rv
(Fig. 55). Con la primera pareja de primers se espera ver una diferencia de tamafio entre
el organismo silvestre y el mutante debido a que el tamafio de natAN es de 2’1 kb
mientras que el tamafio esperado para el cassette de resistencia a apramicina es de 1’8
kb (Fig. 55a). Con la segunda y tercera pareja de cebadores se pretendia observar que el
cassette se habia insertado en el lugar correcto (Fig. 55b). Con ambas parejas en la cepa
silvestre no se espera amplificacion porque la cepa no tiene el cassette de resistencia a
apramicina y por tanto los cebadores ApraCfw y ApraCrv no anillan. En la cepa
AnatAN la amplificacion con la pareja ApraCrv—1518rv (calle 1) genera una banda de
1995 bp mientras que con ApraCfw—TetR14afw (calle 2) la banda esperada es de 3036
bp.
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Figura 55. PCR de comprobacion del mutante AnatAN: a) PCR utilizando los primers
ASCOMP1-ASCOMP2 b) PCR de comprobacion utilizando cebadores internos al cassette de
resistencia a la apramicina (ApraCfw y ApraCrv) y cebadores externos a la region implicada en
el reemplazamiento (TetR14fw y 1518rv).

A continuacion, se cultivd AnatAN en R5A sélido para analizar su perfil de
produccion analizando los extractos obtenidos por UPLC. Al observar los
cromatogramas (Fig. 56) podemos observar la ausencia de nataxazol hidroxilado (2) y
de UK-1 (3), y la desaparicién casi completa del nataxazol (1). La presencia de un
minimo residuo de nataxazol se puede deber a la produccion de 3-HAA por parte de
otras antranilato sintasas codificadas por genes exteriores al cluster 3. En este sentido se
han localizada al menos 2 genes que codifican antranilato sintasas: cf54 24325 y
cf54_24750 las cuales no se encuentran incluidas dentro de ninglin agrupamiento de
biosintesis de metabolitos secundarios. El gen cf54 24750 presenta similitud con
antranilato sintasas del metabolismo primario implicadas en la formacion de

fenilalanina y triptofano.

Por otro lado, se observa la apariciéon de un compuesto (11) con una movilidad de
2’26 min y el ligero aumento de otro compuesto (12) con movilidad de 3’7 min (Fig.

56b).
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Figura 56. Cromatograma de UPLC del extracto obtenido de la a) Cepa silvestre de
Streptomyces sp. Tii 6176 y b) Cepa mutante AnatAN.

Los compuestos con movilidades de 2°26 (11) y 3’7 min (12), tienen un espectro
similar al de 6-MSA aunque el maximo de absorcion del 6-MSA es de 307 nm mientras
que el de estos compuestos es de 316 nm (Fig. 57b y c). Al analizar por HPLC-MS estos
dos compuestos se vio que el compuesto 11 presenta una masa de 155 m/z [M+H]", tan
solo dos unidades mayor al 6-MSA, y el compuesto 12 presenta una masa de 670 m/z
[M+H]". En base a estos resultados, se planted la posibilidad de que 6-MSA pudiese
estar siendo usado por otra ruta de biosintesis, ya que no se observa la acumulacion de
éste, 0 bien que pudiesen ser compuestos derivados del corismato que al no ser utilizado

para la biosintesis de 3-HAA esté siendo utilizado en otras rutas de biosintesis.

Durante el andlisis de los agrupamientos génicos implicados en la biosintesis de
metabolitos secundarios, llamé la atencién la presencia de distintos clusters de
biosintesis de ion6foros y su alta conservacion, como es el caso del mencionado cluster
25 (coelibactina) o el cluster 10 (enterobactina). Basdndonos en el experimento de la

mejora de produccion de UK-1, se decidi6 eliminar cada uno de los metales del MD con
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el objetivo de crecer la cepa silvestre en cada nueva version de este medio para verificar
el efecto sobre la produccion de iondforos. Al eliminar FeSO4 de MD (MD-Fe'?), los
resultados de la produccion de la cepa silvestre mostraron que ademés de una
produccion normal de nataxazol (1) aparecian los compuestos 11 y 12, y un compuesto

adicional (13) de espectro similar a los anteriores y con una movilidad de 2’68 min (Fig.

57).
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Figura 57. a) Cromatograma del extracto de Streptomyces sp. Tii 6176 crecida en MD-Fe'. b)
Espectro de absorcion del pico con movilidad 2°26 min (11), ¢) Espectro de absorcion del pico
con movilidad de 3’7 min (12) y d) Espectro de absorcion del pico con movilidad de 2°68 (13).

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos en el mutante AnatAN y los vistos en
MD-Fe™?, se volvi6 a analizar la masa de estos compuestos por HPLC-MS. Los

compuestos 11 y 12, tal como se habia verificado anteriormente, presentan masas de

155 m/z [M+H]" y 465 m/z [M+H]", respectivamente, mientras que el compuesto 13

presenta una masa de 670 m/z [M+H]".




RESULTADOS

3.6.1 Complementacion quimica de la cepa AnatAN.

Con el objetivo de recuperar la produccion de nataxazol en el mutante AnatAN, y
verificar la participacion de NatAN en la biosintesis de 3-HAA se procedié a realizar
una complementacion quimica utilizando 3-HAA comercial a una concentracion de 1

mM.

El resultado de esta bioconversion mostré que la adicion de 3-HAA a AnatAN
conducia a recuperar la produccion de nataxazol (1), nataxazol hidroxilado (2) y UK-1
(3), mientras que al mismo tiempo se observa la desaparicion de los compuestos 11 y 12
(Fig. 58b). Este hecho puede deberse a que la presencia de 3-HAA inhiba el cluster
implicado en la biosintesis de estos compuestos o la produccion de corismato lo que
apoyaria la hipotesis de que los compuestos 11 y 12 sean derivados de corismato y su

aumento en la cepa AnatAN se deba un aumento de corismato libre en la célula.
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Figura 58. a) Cromatograma del extracto de la cepa AnatAN y b) Cromatograma del extracto
de la cepa AnatAN a la que se le ha incorporado 3-HAA 1 mM..
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3.6.2 Caracterizacion de los compuestos 11,12y 13.

Tras los resultados anteriores se decidiod purificar los compuestos 11, 12 y 13 para
caracterizar su estructura. Para la purificacion se siguieron los pasos descritos en el
apartado 2.19.5 y, al igual que con el nataxazol hidroxilado y el UK-1, se enviaron a la

Fundacion Medina para elucidar su estructura.

El resultado de la caracterizacion estructural mostré que el compuesto 11 es acido
2,3-dihidroxibenzoico (Fig. 59a), un derivado del corismato. El compuesto 13
corresponde a un dimero de 2,3-dihidroxi-N-benzoilserina (Fig. 59b), intermediario de
la ruta de biosintesis de enterobactina formado por dos moléculas de acido 2,3-
dihidroxibenzoico unidas cada una a una molécula de serina y unidas entre si por las
serinas. Finalmente, el compuesto 12 corresponde al sider6foro enterobactina (Fig. 59¢)

(Raymond et al, 2003).

o) OH
OH
(a) (b) HN
HO (0] O%
OH OH o) ° o
HO OH

N

OH 0
o) OH

(c) OH

OH [0}

(0] (o) (0]

0]

HO o) |
N N
H H

0]
HO
OH

Figura 59. a) Estructura del compuesto 11, acido 2,3-dihidrobenzoico, b) Estructura del
compuesto 13, dimero de 2,3-dihidroxi-N-benzoilserina y ¢) Estructura del compuesto 12,
enterobactina.
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La enterobactina es un sider6foro ampliamente estudiado. La primera vez que se
caracterizd fue en E. coli (Liu et al, 1989) y seguidamente en otras enterobacterias
(Crosa, 1989) pero, también, se ha descrito su produccion por estreptomicetos (Fiedler
et al., 2001). Al conocer la capacidad de producir enterobactina de Streptomyces sp. Ti
6176, se procedio a analizar exhaustivamente el cluster 10 (Fig. 60) que presentan una
alta similitud con el de enterobactina. Primero, se analizd la NRPS del cluster la cual

mostraba similitud con EntF, NRPS implicada en la biosintesis de enterobactina.

Se utilizd el software PKS/NRPS Analysis (aptdo. 2.15.1) para realizar una
prediccion de los médulos que conforman la NRPS CF54 12650 (Fig. 61). El resultado
obtenido mostré que tanto EntF como CF54 12650 contienen los mismos dominios
iniciales: C (condensacion), A (adenilacion) y PP (PCP, proteina transportadora de
péptidos). El cuarto dominio es desconocido para la NRPS CF54 12650 del cluster 10,
eso puede deberse a que la secuencia de cf54 12650 esta incompleta. Sin embargo, en
ambos casos el domino A es especifico para serina ya que ambos son presentan el

mismo motivo de aminodacidos en su centro activo: DVWHFSLV.
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Figura 60. Agrupamiento génico 10 encargado de la biosintesis del sider6foro enterobactina.
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Figura 61. a) Analisis de la NRPS CF54 12650 del cluster 10. b) Analisis de EntF de E. coli.

Se procedid a inactivar c¢f54 12675, que codifica la isocorismato sintasa
implicada en la biosintesis del acido 2,3-dihidrobenzoico (11), ya que es el compuesto
que se acumula en mayor cantidad en el cromatograma (Fig. 57) y es el primer enzima
encargado de modificar corismato. Para ello, se utilizo el plasmido pAICS-entb (aptdo.
2.16.1.1). El mutante, denominado Streptomyces sp. Tii 6176 AICS-entb (AICS-entb) se
cultivd en MD-Fe*? durante 7 dias, se obtuvo un extracto y se analizé por UPLC. El
analisis de los cromatogramas mostrd la ausencia de 4cido 2,3-dihidrobenzoico (11) y
2,3-dihidroxi-N-benzoilserina (13), observandose no obstante pequefias cantidades de
enterobactina (12) (Fig. 62). Esto puede deberse a la produccion residual de acido 2,3-

dihidrobenzoico por otras rutas de biosintesis como la del cluster 5 que presenta una
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isocorismato sintasa (CF54 07485). Por otro lado, en estas condiciones de cultivo la

cepa silvestre produce nataxazol (Fig. 62a) a diferencia de lo que ocurria en el medio

MD-Zn"2.
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Figura 62. Cromatogramas de UPLC de los extractos crecidos en MD-Fe" de a) Streptomyces
sp. Tii 6176, b) de AICS-entb en MD-Fe™ y ¢) Ampliacién del cromatograma de AICS-entb.
Estos experimentos demuestran que efectivamente el cluster 10 determina la
produccion de enterobactina (12) y de sus intermediarios acido 2,3-dihidrobenzoico (11)
y el dimero de 2,3-dihidroxi-N-benzoilserina (13). Por otro lado, se ha puesto de
manifiesto que si bien la produccion de enterobactina requiere un condicionante

metabolico especifico, ausencia de hierro, su sintesis se puede volver constitutiva
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alterando la produccion de otros metabolitos secundarios, tal como nataxazol, con los

cuales comparte precursores biosintéticos.

3.6.3 Caracterizacion de la salicilato sintasa CF54_ 20720 implicada en la

biosintesis de UK-1.

El gen ¢f54_20720, que codifica una salicilato sintasa, se encuentra en el cluster
25, tiene un tamano de 1494 bp y esta flanqueada por un gen que codifica un
transportador de tipo ABC (cf54 20715) y por un gen que codifica una treonina
dehidratasa (cf54 20725). Tal y como se sugirid en el aptdo. 3.5, la salicilato sintasa
CF54 20720 podria estar implicada en la biosintesis de acido salicilico, precursor del
benzoxazol UK-1. Con la intencion de demostrar esta implicacion y por lo tanto la
interrelacion entre ambos clusters, se procedid a inactivar el gen ¢f54 20720 en el
mutante AnatAN, no productor de nataxazol ni de UK-1, generandose de este modo un
doble mutante. Para ello se obtuvo el plasmido pASS (aptdo, 2.16.2.1) el cual
reemplazara cf54_20720 por el cassette de resistencia a eritromicina. Los mutantes
obtenidos (AnatAN-ASS), que son resistentes a apramicina (aac(3)[V substituye a
natAN) y a eritromicina (ermE substituye a ¢f54 20720 ), se comprobaron mediante
Southern blot (Fig. 63) para verificar que el reemplazamiento se habia producido
correctamente. Se realizaron dos digestiones diferentes: BamHI y BamHI — EcoRI. Para
el primer Southern blot de comprobacion se utilizé6 como sonda ermE (Fig. 63a) de tal
modo que la cepa AnatAN (control) no muestra ninguna sefial y en el doble mutante se
observa en la digestion BamHI dos bandas: de 5 y 2kb, respectivamente; mientras que
en la digestion BamHI-EcoRI se observan dos bandas: de 2 y 0’9 kb, respectivamente.
En ambos casos las sefiales observadas se corresponden con los resultados esperados.
En el segundo Southern se utilizd6 como sonda SS-1 (Fig. 63b) obtenida por PCR tras la
amplificacion del primer fragmento para el reemplazamiento con los primers SS-1'y
SS-2. En este caso, en la digestion BamHI del ADN cromosémico de AnatAN se

observan dos bandas: de 6’7 y 5 kb, mientras que en la cepa AnatAN-ASS se obtienen
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bandas de 5 y 2 kb. Con respecto a la digestion BamHI-EcoRI en la cepa control se
obtienen bandas de 5 y 2’5 kb mientras que en el doble mutante las sefiales son de 5y 2
kb. Finalmente, se utiliz6 como sonda el gen ¢f54 20720 (Fig. 63c) obteniéndose en la
digestion BamHI del ADN cromosdémico de AnatAN una banda de 6’7 kb mientras que
en el doble mutante se observan dos bandas de 2 y 5 kb, respectivamente. En la
digestion BamHI-EcoRI la cepa control presenta una sefial de 2’5 kb y AnatAN-ASS
dos sefales de 2 y 0’9 kb, respectivamente. Estos experimentos verificaron que el

reemplazamiento del gen cf54 20720 se habia producido de forma correcta.

Figura 63. a) Southern blot utilizando como sonda ermE. b) Sotuhern blot utilizando como
sonda el fragmento obtenido con los primers RESS-1 y RESS-2. Y ¢) Southern blot utilizando

como sonda ¢f54_20720.
*Mut.: AnatAN-ASS

Los mutantes AnatAN y AnatAN-ASS se crecieron en MD-Zn"? para analizar sus
perfiles de produccion. En ninguno de los casos se observo la produccion de nataxazol
(1) ni UK-1 (3) (Fig. 64), tal y como se esperaba ya que ambos mutantes carecen de
natAN necesario para producir 3-HAA. Sin embargo, observamos que en la cepa
AnatAN se produce acido salicilico (4) y los compuestos 9 y 10 previamente
observados en el experimento de la mejora de produccion de UK-1 (Fig. 51b). Por el

contrario, en el doble mutante AnatAN-ASS desparece la produccion de acido salicilico
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(4) y de los compuestos con movilidad 9 y 10. Este resultado claramente demuestra la
implicacién de ¢f54 20720 en la biosintesis de acido salicilico y de los compuestos 9 y

10.
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Figura 64. a) Cromatograma de UPLC del extracto de la cepa AnatAN crecido en MD-Zn" y
b) Cromatograma de UPLC del extracto de la cepa AnatAN-ASS crecido en MD-Zn™.

No obstante, para clarificar la participacion de la salicilato sintasa CF54 20720 en
la produccion de UK-1 se procedidé a realizar una bioconversion utilizando éacido 3-
hidroxiantranilico (3-HAA) y creciendo los mutantes AnatAN y AnatAN-ASS en MD-
Zn"?. En este experimento, esperariamos que AnatAN recuperara la produccion de
nataxazol (1) y UK-1 (3), mientras que AnatAN-ASS, debido a que carece de
cf54_20720, se anticipa la recuperacion de la produccion de nataxazol (1) y no de UK-

13).

Como se puede observar en los cromatogramas de los extractos obtenidos de

ambos cultivos, AnatAN recupera la produccion de ambos compuestos (Fig.65a)
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mientras que AnatAN-ASS solo recupera la produccion de nataxazol (Fig. 65b). Al igual
que en los cultivos iniciales de estos mutantes en MD-Zn*" no se observa produccion de
acido salicilico ni de los otros dos compuestos (9 y 10) observados anteriormente en la

cepa AnatAN-ASS.
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Figura 65. a) Cromatograma de extractos de AnatAN crecido en MD-Zn"* mas 5 pg/ml de 3-
HAA y b) Cromatograma de extractos de AnatAN-ASS en MD-Zn"? mas 5 pg/ml de 3-HAA.

En ambos casos (MD-Zn*>" y MD-Zn?"/3-HAA), se demuestra la relacion entre la
produccion del 4cido salicilico 4 y de los compuestos 9 y 10 con la salicilato sintasa
CF54 20720. Con la bioconversion de 3-HAA no solo se demuestra que el acido
salicilico producido por la salicilato sintasa estd implicado en la biosintesis de UK-1 (3)
sino también la interrelacion de las rutas de biosintesis de nataxazol y coelibactina para

dar lugar a un nuevo metabolito secundario.
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3.7 Implicacion de natAM y natL1 en la biosintesis de nataxazol.
Para continuar con la caracterizacion de los genes implicados en la ruta de
biosintesis del nataxazol, se decidi6 delecionar la region que contiene a los genes natAM
(codifica una amidohidrolasa), natACI (ACP) y natL1 (AMP sintetasa y ligasa), que se

encuentran consecutivos dentro del mismo operon.

Para llevar a cabo la delecion, los tres genes se reemplazaron por el cassette de
resistencia a apramicina (aac(3)[V) utilizando el pldsmido pAnatAM-L1 el cual se
construy6 amplificando un fragmento downstream de natL1 y otro fragmento upstream
de natAM, tal y como se describe en el apartado 2.16.2.1. Los mutantes obtenidos,
Streptomyces sp. Ti 6176 AnatAM-L1 (AnatAM-L1), se comprobaron por Southern
blot (Fig. 66). Para realizar los Southern blots se realizaron dos digestiones diferentes:
BamHI y EcoRI-Xhol. En el primer Southern blot se utiliz6 la sonda REAM-LI
obtenida por PCR con los cebadores READHL-1 y READHL-2 (Fig. 66a). En la
digestion BamHI se observo una banda de 4’2 kb en el caso de la cepa silvestre y una de
2’8 kb en el mutante AnatAM-L1, tal como se esperaba. En la digestion EcoRI-Xhol la
cepa silvestre muestra una banda de 15 kb y la cepa mutante una 2’6 kb. En el segundo
Southern blot se utilizd como sonda aac(3)IV (Fig. 66b). En ambas digestiones la cepa
silvestre muestra ninguna sefial mientras que AnatAM-L1 en la digestion BamHI
muestra una sefial de 3 kb y en la digestion EcoRI-Xhol dos bandas: de 2°6 kb y 600 bp,
respectivamente, tal como se esperaba. Tras comprobar que el mutante era correcto se

procedi6 a analizar su perfil de produccion.
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Figura 66. a) Southern blot de la cepa mutante AnatAM-L1 utilizando como sonda el fragmento
amplificado con los primers RADHLI1-READHL2 b) Southern blot de la cepa mutante

AnatAM-L1 utilizando como sonda aac(3)IV.

El andlisis por UPLC de los extractos obtenidos a partir de cultivos de AnatAM-
L1 en R5A mostrd6 que esta cepa es no productora de benzoxazoles: nataxazol (1),
nataxazol hidroxilado (2) o UK-1 (3) (Fig. 67). No se observa la acumulaciéon de ningiin
compuesto con espectro benzoxazol lo que apunta a que alguno de estos enzimas o

todos ellos participan, tal como se anticipaba, en etapas tempranas de la biosintesis de

nataxazol.
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Figura 67. a) Cromatograma de UPLC del extracto de Streptomyces sp. Tii 6176 'y
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Figura 67 (continuacion). b) Cromatograma de UPLC de AnatAM-L1.

3.7.1 Complementacion de AnatAM-L1.

El mutante AnatAM-L1 fue complementado utilizando diversas combinaciones de

los genes delecionados para poder verificar la importancia de cada uno de ellos de

forma conjunta e individual en el caso de natAM y natLl. Para ello se realizaron tres

complementaciones diferentes, correspondiendo la primera de ellas a la introduccion de

los tres genes delecionados bajo el control del promotor constitutivo ermE*p para

comprobar que se recuperaba la produccion de nataxazol.

Para la complementacion de AnatAM-L1 se construy6 el pldsmido pnatAM-L1-

Se (aptdo. 2.17.2.1) el cual expresa conjuntamente los tres genes delecionados. El

analisis de la produccion mostré que en los clones AnatAM-L1/pnatAM-L1-Se se

recuperaba la produccion de nataxazol (1), nataxazol hidroxilado (2) y UK-1 (3) (Fig.

68).
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Figura 68. a) Cromatograma de la cepa AnatAM-L1 sin complementar y
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Figura 68 (continuacion). b) Cromatograma de la cepa AnatAM-L1 complementada con
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pnatAM-L1-Se donde se recupera la produccion.

Una vez comprobado que AnatAM-L1 recupera la produccion tras la expresion de
natAM, natACI y natLl, se procedié a realizar una complementacion parcial en la cual
se uso el plasmido pnatAC1-St, que contiene los genes natACI y natLI bajo el control
del promotor ermE*p. De esta forma se analizara el efecto de la ausencia de natAM. Se
analizaron los extractos obtenidos de AnatAM-L1/pnatAC1-St por UPLC viéndose que
en ninguno de los transconjugantes analizados se recupera la produccion de nataxazol

ni se observa la aparicion de ningun nuevo compuesto que pudiera ser un intermediario

de la ruta (Fig. 69b).
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Figura 69. a) Cromatograma de la cepa AnatAM-L1/pSETEtc (control),
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Figura 69 (continuacion). b) Cromatograma de la cepa AnatAM-L1/pnatAC1-St y ¢)
Cromatograma de la cepa AnatAM-L1/pnatAM-ACIt.

Esto indica que la amidohidrolasa NatAM estd implicada en la biosintesis de
nataxazol, probablemente en el ensamblaje del 6-MSA con la primera molécula de 3-

HAA (Fig. 39).

La ultima complementacién parcial se realizo utilizando el pldsmido pnatAM-
ACI1t que expresa los genes natAM y natACI, por lo que al complementar AnatAM-L1
se analizaria el efecto de la delecion de natLl. El andlisis por UPLC de los extractos
obtenidos de AnatAM-L1/pnatAM-ACI1t muestra la ausencia de nataxazol, nataxazol
hidroxilado y UK-1 (Fig. 69c). En esta ocasion se podria esperar el acumulo de algiin
intermediario de la ruta que se debiera a la accion de NatL2. Sin embargo, como se
observa en el cromatograma no se acumula ningin nuevo compuesto. Este hecho

indicaria que NatL1 se encuentra implicada en la union del 6-MSA con la primera

molécula de 3-HAA (Fig. 39).
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3.8 Mejora de la produccion de nataxazol usando genes reguladores
especificos de ruta.

Para mejorar la produccion de nataxazol primero se procedi6é a caracterizar la

funcion de los genes reguladores que se localizan en el cluster de biosintesis de

nataxazol. Para ello, se procedid inicialmente a sobreexpresar en la cepa silvestre dichos

genes.

3.8.1 Sobreexpresion de genes reguladores en Streptomyces sp. Tii 6176.

Con el objetivo de conocer cudl es la funcion de los reguladores del cluster del
nataxazol y cercanos a €l, se llevd a cabo la sobreexpresion de cada uno de ellos de
forma individual en el productor de nataxazol. Se amplificd y clond cada uno de ellos
bajo el control del promotor constitutivo ermE*p en el plasmido integrativo pSETec
(aptdo. 2.17.2.2) dando lugar a pSARPO04 (orf-4), pnatR1, pnatR2, pnatR3 y pnatR4. En
todos los casos, tras su introduccion en Streptomyces sp. Ti 6176, se procedi6 a realizar
un estudio de la produccion de nataxazol a lo largo de 7 dias en R5A liquido siguiendo
los pasos descritos en apartado 2.19.2, y corrigiéndose finalmente los datos de

produccion obtenidos por el crecimiento del microorganismo (peso seco).

El primer regulador estudiado fue orf-4 que codifica un regulador transcripcional
de la familia SARP y se encuentra, a priori, fuera del agrupamiento génico implicado
en la biosintesis de nataxazol y, por lo tanto, no deberia estar relacionado con la
produccion de este compuesto. El analisis de la sobreexpresion de este regulador a lo
largo del tiempo nos muestra que, tal como esperdbamos, no tiene ningun efecto sobre
la produccion de nataxazol (Fig. 70a). Aunque viendo los resultados de la gréafica, se
podria interpretar que durante los seis primeros dias hay una inhibicion de la produccion
del nataxazol hidroxilado (Fig. 70b), como se ird mostrando en los sucesivos
experimentos, la produccion de nataxazol hidroxilado tiene un perfil erratico y una gran

variabilidad en su produccion. Por ello se considera que orf-4 no presenta un efecto
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inhibitorio sobre la produccion del nataxazol hidroxilado ni efecto alguno sobre la

produccion de nataxazol.

Figura 70. a) Produccion de nataxazol a lo largo del tiempo por Streptomyces sp. Ti
6176/pSETec y Streptomyces sp. Tii 6176/pSARP04 que sobreexpresa el regulador orf-4 y b)
Produccion de nataxazol hidroxilado a lo largo del tiempo por Streptomyces sp. Ti
6176/pSETec y Streptomyces sp. Tii 6176/pSARP04.

El segundo gen regulador analizado fue matRI el cual codifica un regulador
transcripcional de tipo LuxR. La sobreexpresion de este regulador muestra un ligero
aumento de la produccion de nataxazol a las 24 horas (Fig. 71a). A partir de aqui el
aumento de la produccion se va haciendo cada vez més patente obteniendo su maximo a
los 6 dias de produccion. De igual forma se puede observar como el nataxazol
hidroxilado (Fig. 71b) presenta una produccion variable, siendo mayor la produccion de
nataxazol hidroxilado durante tres primeros dias en la cepa Streptomyces sp. Ti
6176/pnatR1 que en la cepa silvestre. Sin embargo, al cuarto y al quinto se observa una
ligera disminucion en Streptomyces sp. Tii 6176/pnatR1 para volver a recuperarse al

sexto y séptimo dia. Como se puede observar en la sobreexpresion de natRI queda

patente el perfil erratico de la produccion del nataxazol hidroxilado.
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Figura 71. a) Produccion de nataxazol a lo largo del tiempo por Streptomyces sp. Ti
6176/pSETec y Streptomyces sp. Tii 6176/pnatR1 que sobreexpresa el regulador natRl y b)
Produccion de nataxazol hidroxilado a lo largo del tiempo por Streptomyces sp. Ti
6176/pSETec y Streptomyces sp. Tii 6176/pnatR1.

El siguiente gen regulador ensayado fue natR2 que codifica un regulador
transcripcional de la familia TetR, reguladores que en su mayor parte actian como
represores. El andlisis de la produccion de nataxazol tras la sobreexpresion de natR2
muestra una disminucion significativa de la produccion del nataxazol (Fig. 72a). En
cambio, el nataxazol hidroxilado no parece verse afectado a las 24 horas habiendo una
mayor produccion en la cepa Streptomyces sp. Tii 6176/pnatR2 (Fig. 72b). No obstante,
el dia 2 la produccién de ambas cepas se iguala para verse en los dias posteriores una
ligera disminucion. Al igual que en el caso de la cepa Streptomyces sp. Tii 6176/pnatR1
el nataxazol hidroxilado presenta mucha variabilidad en su produccion, hecho que

sugiere que la hidroxilacion del compuesto no se deba a la accion de ninguna proteina

del cluster.
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Figura 72. a) Produccion de nataxazol a lo largo del tiempo por Streptomyces sp. Ti
6176/pSETec y Streptomyces sp. Ti 6176/pnatR2 que sobreexpresa el regulador natR2 y b)
Produccion de nataxazol hidroxilado a lo largo del tiempo por Streptomyces sp. Ti
6176/pSETec y Streptomyces sp. Tii 6176/pnatR2.

El gen natR3 al igual que natR2 codifica un regulador transcripcional del tipo
TetR. La sobreexpresion de este regulador, de la misma forma que natR2, conduce a
una disminucion de la produccion del nataxazol a lo largo del tiempo (Fig. 73a). En el
caso del nataxazol hidroxilado también hay una disminucion con respecto al control

(Fig. 73b).

Figura 73. a) Produccion de nataxazol a lo largo del tiempo por Streptomyces sp. Ti
6176/pSETec y Streptomyces sp. Tii 6176/pnatR3 que sobreexpresa el regulador natR3 y b)
Produccion de nataxazol hidroxilado a lo largo del tiempo por Streptomyces sp. Ti
6176/pSETec y Streptomyces sp. Tii 6176/pnatR3.
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El altimo gen regulador ensayado fue natR4 que codifica una proteina con alta
similitud con representantes de la familia de reguladores transcripcionales tipo SARP.
El analisis de la produccion de nataxazol muestra que el dia 1 ambas cepas tienen una
produccion de nataxazol muy similar. Sin embargo, a partir del segundo dia la
produccion del nataxazol en la cepa Streptomyces sp. Tii 6176/pnatR4 se dispara,
habiendo un aumento de la produccion hasta el ultimo dia (Fig. 74a). Por otro lado,
volvemos a encontrarnos una produccion variable del nataxazol hidroxilado que en los
primeros cuatro dias muestra una menor produccion en la cepa Streptomyces sp. Tii

6176/pnatR4 que en el control, para aumentar ligeramente en los dias finales (Fig. 74b).

Figura 74. a) Produccion de nataxazol a lo largo del tiempo por Streptomyces sp. Ti
6176/pSETec y Streptomyces sp. Tii 6176/pnatR4 que sobreexpresa el regulador natR4 y b)
Produccion de nataxazol hidroxilado a lo largo del tiempo por Streptomyces sp. Ti
6176/pSETec y Streptomyces sp. Tii 6176/pnatR4.

Si comparamos todos los reguladores juntos (Fig. 75a) se observa claramente que
los reguladores natRI y natR4 tienen un efecto positivo sobre la produccion nataxazol
mientras que natR2 y natR3 tienen un efecto negativo. Por otro lado, la produccion de

nataxazol hidroxilado es erratica y muy variable a lo largo del tiempo (Fig. 75b).
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Figura 75. a) Comparacion de la produccion de nataxazol a lo largo del tiempo entre
Streptomyces sp. Tii 6176/pSETec, Streptomyces sp. Tii 6176/pnatR1, Streptomyces sp. Tii
6176/pnatR2, Streptomyces sp. Tl 6176/pnatR3 y Streptomyces sp. Tii 6176/pnatR4. b)
Comparacion de la produccion de nataxazol hidroxilado a lo largo del tiempo entre
Streptomyces sp. Tii 6176/pSETec, Streptomyces sp. Tii 6176/pnatR1, Streptomyces sp. Tii
6176/pnatR2, Streptomyces sp. Tii 6176/pnatR3 y Streptomyces sp. Tii 6176/pnatR4.

Al mismo tiempo que se estudiaba el efecto de estos reguladores sobre el
nataxazol, también se estudio su efecto sobre UK-1. Sin embargo, en todos los casos la

produccion de UK-1 no se ve alterada en las condiciones ensayadas.
3.8.2 Inactivacion de natR3 y natR4.

Para verificar la participacion de alguno de los reguladores expresados
previamente en el control de la biosintesis de nataxazol, se abordé la inactivacion de

natR3 y natR4, considerando que marcarian el limite inferior del cluster 3 y estén
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cercanos al cluster 4. Para lograr este objetivo se utilizaron los plasmidos pAnatR3 y
pAnatR4 y se obtuvieron clones resistentes a apramicina. Al clon con el gen natR3
delecionada se le denominé Streptomyces sp. Tii 6176 AnatR3 (AnatR3) mientras que a
los clones con el gen natR4 delecionado se les denomind Streptomyces sp. Ti 6176
AnatR4 (AnatR4). Se comprobaron que eran correctos por PCR (Fig. 76). La PCR de
comprobacion de AnatR3 se realiz6 utilizando los primers TetR27fw y TetR27rv. En la
cepa silvestre natR3 conduce a la aparicion de una banda de 900 bp mientras que en la
cepa AnatR3 al haber sido sustituido el regulador por aac(3)IV se obtiene una banda de
de 1’8 kb (Fig. 76a). En el caso de la comprobacién de la cepa mutante AnatR4 se
utilizaron los cebadores SARP29fw y SARP29rv. En la cepa silvestre natR4 tiene un
tamafio de 2’6 kb mientras que en la cepa AnatR4 el tamafio de la banda obtenida es de

1’7 kb por haberse reemplazado dicho regulador por aac(3)I'V (Fig. 76b).

Figura 76. a) PCR de comprobacion de la cepa mutante AnatR3 b) PCR de comprobacion de la
cepa mutante AnatR4.

A continuacion, para el analisis de la produccion de nataxazol por estos mutantes

se siguieron las mismas etapas que en el caso de las sobreexpresiones, analizando la
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produccion de los diferentes compuestos a lo largo de 7 dias de incubacion en R5A

liquido.

El andlisis de la produccion en AnatR3 mostré un aumento significativo de la
produccion de nataxazol a lo largo del tiempo (Fig. 77a) siendo su maxima produccion
al sexto dia con un incremento de 2’31 veces con respecto al control. La inactivacién de
natR3 tiene un efecto contrario a su sobreexpresion por lo que se puede afirmar que
ejerce una funcion represora sobre la ruta de biosintesis de nataxazol. Por otro lado, la
produccion de nataxazol hidroxilado muestra un perfil similar al de la produccion

nataxazol (Fig. 77b).

Figura 77. a) Produccion de nataxazol a lo largo del tiempo por Streptomyces sp. Tl 6176 y
Streptomyces sp. Tii 6176 AnatR3 y b) Produccion de nataxazol hidroxilado a lo largo del
tiempo por Streptomyces sp. Tl 6176 y Streptomyces sp. Tii 6176 AnatR3. *DnatR3: AnatR3

Con respecto a la delecion de natR4, el analisis de la produccion a lo largo de 7
dias por parte de AnatR4 mostr6 una disminucién de hasta el 56% de nataxazol. Sin
embargo, a las 24 horas la produccion de nataxazol es mayor en la cepa AnatR4 que en
el control, a partir de ese momento la produccion de nataxazol en la cepa mutante se
mantiene constante sin aumentos y por debajo de la produccion de la cepa silvestre

(Fig.78a). En este caso, la produccion de nataxazol hidroxilado mantiene un perfil

erratica (Fig. 78b).
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Figura 78. a) Produccion de nataxazol a lo largo del tiempo por Streptomyces sp. Tl 6176 y
Streptomyces sp. Tii 6176 AnatR4 y b) Produccion de nataxazol hidroxilado a lo largo del
tiempo por Streptomyces sp. Tl 6176 y Streptomyces sp. Tii 6176 AnatR4. *DnatR4: AnatR4

Del mismo modo que en las sobreexpresiones de los reguladores, se estudio
también en este caso el efecto de la inactivacion de natR3 y natR4 sobre la produccion
de UK-1. En ambos casos se observd que en estas condiciones de cultivo los
reguladores estudiados no afectan a la produccion de UK-1, probablemente debido a la

pobre expresion del gen ¢f54_ 20720 que codifica la salicilato sintasa del cluster 25.

3.8.3 Produccion de AJI9561 por Streptomyces sp. Tii 6176.

Durante la realizacion de los experimentos de sobreexpresion de los genes
reguladores y su inactivacion en Streptomyces sp. Tl 1676 se observd en algunos casos
la aparicion de un nuevo benzoxazol a las 24 horas de cultivo que, en tiempos
posteriores, iba desapareciendo a medida que se acumulaba nataxazol (1). Este
compuesto (14) presenta una movilidad en UPLC de 6’2 min y se observo,
principalmente en las cepas que presentan un aumento de la produccion de nataxazol:
Streptomyces sp. Tii 6176/pnatR1, Streptomyces sp. Tii 6176/pnatR4 y Streptomyces sp.

Tii 6176 AnatR3 (Fig. 79a).



RESULTADOS

0301 (a) 14
1
0.204
0.104
0.00 LML_
T T T T I T T T T I T T T T | T T T T | T T T T I T T T T I T T T T | T T T T
0.00 1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 6.00 7.00 8.00
Minutos
SET.13
(©
388.12
! l

Figura 79. a) Cromatograma de extractos obtenidos a las 24 horas de cultivo de AnatR3. b)
Espectro de absorcion del compuesto 14. ¢) Espectro de masas del compuesto 14.

Se utilizé la muestra correspondiente a la cepa AnatR3 para analizar este
compuesto mediante HPLC-MS siendo el resultado de 387 m/z [M+H]". Este
compuesto presenta la misma masa que el UK-1 pero una movilidad diferente. Teniendo
en cuenta todos estos datos lo mas probable es que el compuesto 14 corresponda a
AJI9561, previamente descrito por Sato y colaboradores (2001), debido a que es
estructuralmente muy parecido al nataxazol y seria intermediario de la biosintesis de
éste, siendo necesaria Unicamente la metilacion del grupo carboxilo de la segunda

unidad de 3-HAA para dar lugar al compuesto final.

3.9 Caracterizacion de natX.

La tUnica actividad que faltaria por identificar en el cluster de biosintesis de
nataxazol es la metiltransferasa necesaria para transformar AJI9561 (14) en nataxazol
(1). No se ha localizado ninglin gen dentro del agrupamiento génico que codifique una
metiltransferasa, tal como se explica en el aptdo. 3.3. Por otro lado, en el cluster de
biosintesis de nataxazol se localiza el gen natX el cual no tiene funcién asignada pues
no presenta similitud con proteinas previamente descritas. NatX podria tratarse de una

metiltransferasa atipica encargada de la conversion de AJI9561 en nataxazol.
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Con el objetivo de caracterizar esta posible funciéon de NatX, se procedido a
realizar un experimento de bioconversion con AJI9561 y caboxamicina. Para ello,
primero se procedi6 a purificar el AJI9561 utilizando la cepa Streptomyces sp. Tii 6176
AnatR3 (aptdo 2.19.5). Al mismo tiempo, se construyd el pldsmido pnatX usando el
vector pEM4T. El plasmido se introdujo en S. albus J1074, se selecciond un
transconjugante positivo y se cultivo en tres matraces con R5A liquido durante 24 horas
utilizando como control S.albus J1074/pEMA4T. Tras ese periodo se procedio a afiadir a
los matraces 5 pg de AJI9561 o 5 ng de caboxamicina, manteniendo el ultimo como
control. Los seis matraces se volvieron a incubar durante 24 horas obteniéndose
posteriormente extractos, usando acetato de etilo/1% acido formico, de cada uno de
ellos. En el caso de la bioconversion del AJI9561 se esperara que este se transformara
en nataxazol lo que indicaria que el gen natX codifica una metiltransferasa. Del mismo
modo, en el caso de la bioconversion de caboxamicina se espera su metilacion dando

lugar a una caboxamicina metilada.

Los correspondientes extractos fueron analizados mediante UPLC observandose
que en ningun caso los compuestos se habian metilado transformando AJI9561 o
caboxamicina en sus correspondientes productos metilados nataxazol o caboxamicina

metilada (Fig. 80).
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Figura 80. a) Cromatograma del extracto de S. albus J1074/pnatX (control).
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Figura 80 (continuacion). a) Cromatograma del extracto de S. albus J1074/pnatX (control). b)
Cromatograma del extracto de S. albus J1074/pnatX al que se ha afiadido AJI9561(14). c)
Cromatograma del extracto de S. albus J1074/pnatX al que se le ha afiadido caboxamicina (6).

3.10 Expresion heterdloga del cluster de biosintesis del

nataxazol.

3.10.1 Expresion secuencial del cluster.

Con el objetivo de reconstruir la ruta de biosintesis de nataxazol paso a paso y de
este modo delimitar los limites del agrupamiento génico, se decidid expresar los genes
del cluster de forma secuencia en S. albus J1074. La eleccion de esta cepa se debe a que
ya posee los genes necesarios para la biosintesis de 3-HAA (Olano et al, 2014b). De
esta forma, a priori solo seria necesario introducir natPK y los demdas genes para la
union de los precursores. Para ello, se realizaron distintas combinaciones de genes
utilizando los vectores pEMA4T y pSETec en los cuales la expresion de los
correspondientes genes se realizd bajo el control del promotor constitutivo ermE*p

(Tabla 17).
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Tabla 17. Tabla resumen de todas las combinaciones que se hicieron de forma secuencial
y los resultados obtenidos

Genes en pEM4T Genes en pSETec
natPK (pnatPK) natAM, natACI, natL1 y natS (pnatAM-L1-Sg)
natPK, natL2, natX (pnatL2-PK)
natPK, natL2, natX (pnatL2-PK)  natAM, natACI (pnatAM-ACI1t)
natPK, natL2, natX (pnatL2-PK) natACI, natLl y natS (pnatAC1-St)
natPK, natL2, natX (pnatL2-PK)  natAM, natACI, natL1 y natS (pnatAM-L1-St)

La primera combinacion que se realizo fue la expresion de natPK junto con
natAM, natACI, natLl y natS donde se esperaba la formacion de algiin compuesto
intermediario de la ruta. Sin embargo no hubo produccion de ningin intermediario ni
tampoco de 6-MSA (compuesto que sabemos produce NatPK, aptdo. 3.2). Por otro lado,
se procedid a expresar natPK junto con natL2 y natX con el mismo objetivo. En esta
ocasion aunque no hubo produccion de ningin intermediario, si se acumuld6 6-MSA
(Fig. 81). De modo que se le introdujo en la cepa anterior los genes natAM y natACI
(pnatAM-AC1t), que como se ha visto en el aptdo. 3.8 serian necesarios para la union
de los precursores. En este caso el resultado volvio a ser negativo y no se obtuvieron ni
intermediarios de nataxazol ni la acumulacion del precursor 6-MSA. La siguiente
combinacion de genes incluia natPK, natL2 y natX (pnatL2-PK) junto con natACl,
natLl y natS (pnatAC1-St) pero el resultado fue también negativo. No obstante en esta
ocasion el resultado era previsible ya que faltaba el gen natAM que codifica la
amidohidrolasa. De tal forma que, finalmente, se introdujeron todos los genes juntos
excepto los encargados de la formacion de 3-HAA esperando obtener AJI9561. El

resultado fue también negativo.

Tras estos resultados, se pensd que podia ocurrir que no se estaba incorporando 3-
HAA de la célula huésped en la produccion de benzoxazoles, por lo que se decidio
suplementar el medio de cultivo con 3-HAA. Sin embargo, tampoco en este caso se
observo la produccion de AJI9561 o cualquier otro intermediario de la ruta de

biosintesis de nataxazol.
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Figura 81. a) Cromatograma de UPLC de extracto de S. a/bus J1074/pEMA4T b) Cromatograma
UPLC de extracto de de S. albus J1074/pnatL2-PK

3.10.2 Expresion heterdloga del cluster completo.

Puesto que la aproximacion anterior resulto fallida, se procedié a la expresion
heter6loga del agrupamiento génico 3 completo. Para ello, se llevaron a cabo dos
estrategias diferentes. En primer lugar se utilizé el cosmido cos6E8 clonandolo en
pEBZ333 (aptdo. 2.17.3) obteniéndose la construccion BAC-6ES. La segunda estrategia
consistid en rescatar gran parte del agrupamiento génico, desde el regulador natR2 hasta
orf+1, como un fragmento Avrll-Nhel de 32 kb que fue clonado en pEBZ333 digerido

Nhel obteniéndose asi la construccion BAC-natT1/AC2.

Ambas construcciones se introdujeron en S. albus J1074 utilizando la técnica de
transformacion de protoplastos (aptdo. 2.12). Los transconjugantes obtenidos se
sembraron en R5A sélido durante 7 dias a 30°C realizando posteriormente extractos
usando acetato de etilo/1%de acido férmico. Al analizar los extractos mediante UPLC
se observo que no habia produccion de nataxazol, AJI9561, ni cualquier otro posible

intermediario con espectro de benzoxazol. Tampoco se observo la produccion de 6-
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MSA. Para comprobar que la construccion utilizada estaba realmente presente e intacta
en S. albus se procedid a extraer el ADN total de los transconjugantes para realizar
comprobaciones por PCR. Para ello, se realizaron cuatro PCRs diferentes. El primero de
ellos consistid en comprobar que el plasmido estaba en el interior usando los cebadores
Aprafw y Aprarv los cuales amplifican las 600 bp del gen de resistencia a apramicina
aac(3)IV (Fig. 82a). Se utilizd6 como controles el ADN de pEBZ333 (calle 1) y del
plasmido BAC-6ES (calle 2) y luego, se analiz6é el ADN de dos clones de S.albus/BAC-
6E8 (calle 3 y 4). Por otro lado, se utilizaron 3 parejas de oligonucle6tidos para
amplificar tres genes situados en distintas posiciones dentro del cluster. La primera
pareja, TetR27fw y TetR27rv, amplifica 900 bp correspondiente al gen natR3 localizado
cerca del extremo 3’ (Fig. 82b). Se utilizd6 como control el plasmido BAC-6ES (calle 6)
y, ademas, el pldsmido pnatR3 (calle 5) y se analizaron los dos clones de S.a/bus/BAC-
6E8 (calle 7 y 8). La siguiente pareja, TetR14afw y TetR 14arv, amplifica las 900 bp
correspondientes a natR2 cercano al extremo 5’ del cluster (Fig. 82c). En este caso, se
mantuvo el control BAC-6ES (calle 10) incluyé como control adicional el plasmido
pnatR2 (calle 9), ademas de los clones de S.a/bus/BAC-6ES8 (calle 11 y 12). En la
ultima PCR de comprobacion se usé la pareja de oligonucledtidos ACPsintfw y
ACPsintrv que amplifica 1’2 kb de natS localizado en el centro del agrupamiento

génico. En esta ocasiéon como control solo se utilizo el BAC-6ES (calle 13) (Fig. 82d).

Figura 82. Comprobacion por PCR de los clones de S.albus + BAC-6E8. a) PCR para la
amplificacion del gen de resistencia a apramicina b) PCR para la amplificacion de natR3 c)
PCR para la amplificacion de natR2. Y d) PCR para la amplificacion de natS.



RESULTADOS

El mismo procedimiento se llevé a cabo con la construccion BAC-natT1/AC2
obteniéndose los mismos resultados. Los diferentes clones de S. albus J1074/BAC-
natT1/AC2 no produjeron nataxazol, AJI9561 ni ningun intermediario de la ruta. La
comprobacion por PCR de estas cepas se obtuvo el mismo resultado que en las cepas S.
albus J1074/BAC-6E8 (Fig. 82). En ambos casos queda claro se ha delecionado el
cluster de biosintesis de nataxazol al introducirlo en S. albus J1074, ya que las
construcciones iniciales (BAC-6E8 y BAC-natT1/AC2) son estables en E. coli.

Se procedio entonces a introducir ambas construcciones en otros estreptomicetos:
S. argillaceus (productor de mitramicina), S. /ividans JT46 'y Streptomyces sp. NTK 937
(productor de caboxamicina). De cada una de estas cepas se analizaron por UPLC entre
10 y 12 colonias, siendo el resultado, en todos los casos, el mismo que con S. albus
J1074. Tres representantes de cada estreptomicetos fueron analizados por PCR para
comprobar la estabilidad de la construccion, siendo de nuevo el resultando la delecion

de la ruta de biosintesis de nataxazol.

3.10.3 Expresion heterologa de la ruta a través del plasmido integrativo

pNATAR.

Tras los resultados negativos obtenidos a la hora de expresar la ruta de biosintesis
de nataxazol utilizando BAC-6E8 o BAC-natT1/AC2, se decidi6 construir un nuevo
plasmido, pNATAR, utilizando un vector integrativo el cual fuera mas estable dentro de
Streptomyces spp. Para ello, se utilizo la técnica TAR cloning (aptdo. 2.17.3.1). La
region clonada en este pldsmido incluye desde el gen regulador natR1 hasta el Gltimo
gen de la ruta natAC2, conteniendo por lo tanto Uinicamente la region propuesta para la
biosintesis de nataxazol.

De igual forma que se hizo con los plasmidos BAC-6E8 y BAC-natT1/AC2,
pNATAR se introdujo por transformacion de protoplastos en S. albus J1074 siendo el
resultado de los clones obtenidos el mismo que cuando se introdujo BAC-6E8 y BAC-

natT1/AC2. Los clones obtenidos presentaban el agrupamiento génico delecionado. Del
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mismo modo, se procedié a introducirlo en S. argillaceus obteniéndose el mismo
resultado.

Después de los resultados obtenidos con S. albus J1074 y S. argillaceus se decidid
obtener el plasmido pPNATARAAM con natAM deleccionado y sustituido por URA3 por
lo que la cepa no debe ser capaz de producir ni nataxazol ni AJI9561 ni ningun
intermediario de la ruta. Este plasmido y pNATAR se introdujeron dentro de la cepa S.
lividans JT46 que tiene una baja tasa de recombinacion (Tsaiy Chen, 1987). Los clones
obtenidos se cultivaron en R5A y se analizaron sus extractos por UPLC observandose
que en algunos de los clones de S. lividans/pNATAR aparecia un compuesto con la
movilidad y el espectro del compuesto 14, previamente identificado como AJI9561
(Fig. 83b). Este compuesto se analizo también por HPLC-MS siendo la masa de 387 m/z
[M+H]", lo cual coincide con la masa de AJI9561. Por otro lado, los clones de S.
lividans/ pNATARAAM no acumulaba ni nataxazol ni AJI9561 ni de ningin
intermediario pero si se observa la acumulacion de 6-MSA (Fig. 83c). Tras este
resultado se introdujo el plasmido pNATARAAM también en S. albus J1074

observandose también la acumulacion de 6-MSA en todos los clones analizados.
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Figura 83. a) Cromatograma de UPLC del extracto obtenido de S. /ividans/pCAP1 (control) y
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Figura 83 (continuacion). b) Cromatograma de UPLC del extracto obtenido de S.

lividans/pNATAR.

En estos experimentos se observd un compuesto adicional (15) con una movilidad

de 5’6 min y espectro de benzoxazol (Fig. 83). El andlisis de este compuesto mediante

HPLC-MS mostr6é una masa de 403 m/z [M+H]", 16 unidades mas que AJI9561 por lo

que éste puede estar sufriendo una hidroxilacion inespecifica por parte de alguna

hidroxilasa de S. lividans JT46 ya que el cluster carece de alguna proteina que pueda

realizar esta funcion.

Una observacion importante en este experimento fue que S. lividans/pNATAR,

productor de AJI9561, alcanzo6 en todos los experimentos realizados pesos secos finales

un 40-50% inferiores a aquellos observados con la cepa control S. lividans/pCAP1 y en

S. lividans/pNATARAAM que mantiene peso secos semejantes a la cepa control. Esto

nos podria estar indicando una posible actividad antibidtica ejercida por AJI9561.
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3.10.4 Actividad antibiotica de AJI9561.

Los resultado obtenidos en el apartado anterior muestran que el compuesto final
de la ruta biosintesis del agrupamiento génico 3 es el AJI9561 mientras que el nataxazol
es el resultado de la accion de una metiltransferesa de otro cluster sobre el AJI9561.
Ademas, se observo que el clon S. lividans/pNATAR, capaz de producir AJI9561 crecia
mucho menos que la cepa control y que la cepa con natAM delecionada, S.
lividans/pNATARAAM por lo que se hipotetizd6 que AJI9561 podria tener actividad
antibidtica frente a Streptomyces spp.

Para demostrar que AJI9561 presenta actividad antibidtica se realizaron
bioensayos frente a todas las cepas de Streptomyces spp. en las que se pretendid
introducir la ruta de biosintesis de nataxazol. Se utiliz6 como control el nataxazol ya
que se conoce que no presenta actividad antibiotica. Las cantidades utilizadas fueron 0
g, 1 pg, 5pg, 10 pgy 25 pg.

Todas las cepas muestran sensibilidad frente al AJI9561 desde 1 pg (dato no
mostrado) hasta 25 pg mientras que todas ellas son resistentes a nataxazol (Fig. 84).
Este resultado explica por qué la cepa S. lividans/pNATAR crece mucho menos que la
cepa control y ademas, las deleciones sufridas cuando se intent6 introducir la ruta a
través de los plasmidos BAC-6E8, BAC-natT1/AC2 y pNATAR en los distintos
Streptomyces spp. Posiblemente la metilacion de AJI9561 para su conversion en
nataxazol constituya un mecanismo de resistencia como pueden ser las acetilaciones y

otras modificaciones de antibioticos descritas en la literatura (Wright, 2005).
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Figura 84. Bioensayos realizados para comprobar la actividad antibacteriana de AJI9561.

Por otro lado AJI9561 también presenta actividad frente a Micrococcus luteus
(Gram positiva) a partir de 5 pg pero no presenta actividad frente a E. coli ni ante

Candida albicans.

3.11 Nataxazol y Nataxazol hidroxilado.

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos anteriormente el producto final del
cluster 3 de biosintesis de nataxazol es en realidad AJI9561. En este agrupamiento
génico no estan presentes los genes que codifican la metiltransferasa encargada de
transformar AJI9561 en nataxazol, ni la oxigenasa que determina la conversion de
nataxazol en nataxazol hidroxilado. Por lo tanto se procedi6 a tratar de identificar los
genes responsables de estas actividades. Para ello, centramos nuestra atencion de nuevo
en el cluster 25 el cual ya se ha demostrado interacciona con la ruta de biosintesis de
nataxazol para la produccion de UK-1. En este cluster (Fig. 49) se localizan los genes
cf54_20690, cf54 20695 y cf54 20685 que codifican respectivamente una
metiltransferasa, un citocromo P450 y una oxidoreductasa que eventualmente podrian

metilar AJI9561 e hidroxilar nataxazol.

El gen ¢f54 20690, codifica una metiltransferesa que presenta similitud con la
metiltransferasa SCO7688 de S. coelicolor A3 (2), con la metiltransferesa SMCF_620
(EHN79792.1) de Streptomyces coelicoflavus ZG0656 que puede estar implicada en la

biosintesis de la acarviostatina (Guo et al., 2012) y con una metiltransferasa
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SACTE 0735 (AEN08666.1) de Streptomyces sp. SirexAA-E. Las metiltransferasas se
caracterizan con poseer un dominio XGXGXG implicado en el proceso de metilacion
(Singh et al, 2011). Se realizd6 un alineamiento de CF54 20690 con diferentes O-
metiltransferasas de estreptomicetos, incluida Irp3, observandose que todas ellas

presentan el dominio caracteristico (Fig. 85).

CF54_20690 LEIGAGTGRITEVIAAALPDAEILAAEPSATMRAMLTSRVARDPDLRRRVTVVDGAAQDL 120
SCO7688 LEIGAGTGRVTEVVAAALPEAEILAAEPSATMRAMLTSRVARDPDLRRRVTVVDGAAQDL 120
SMCF_620 LEIGAGTGRVTEVIASALPGAEILAAEPSATMRAMLTSRVARDPDLRRRVTVVDGAAQDL 120
SACTE_0735 LEIGAGTGRVTEVIAAALPDAEILAAEPSASMRAMLTSRVARDPDLRRRVTVVDGAAQDL 120

Figura 85. Alineamiento parcial de CF54 20690 con SCO2670 (S. coelicolor A3(2)),
SCO7688 (S. coelicolor A3(2)) y Irp3 (S. lividans 1326) y localizacion del dominio XGXGXG.

Los citocromos P450 son una familia de oxigenasas distribuida ampliamente en
estreptomicetos (Zhao et al, 2012) que tienen la capacidad de catalizar una gran
cantidad de reacciones (Guengerich, 2001). El citocromo P450 CF54 20695 presenta
una alta similitud con el citocromo P450 SCO7686 del cluster de coelibactina en S.
coelicolor A3(2), tal como era de esperar por la gran similitud entre ambos
agrupamientos. Estudios in vitro realizados por Lim y colaboradores (2012) demuestran
que este citocromo SCO7686 introduce una hidroxilacién sobre el estradiol para dar
lugar a estriol. Para verificar que CF54 20695 presenta los dominios caracteristicos de
otros citocromos P450 se realizé un estudio comparativo entra secuencias de citocromos
P450 descritas en la bibliografia como hidroxilasa, entre ellos el citocromo P450
SCO7686 vy los citocromos P450 del estudio de Yu y colaboradores (2014): HerG (ruta
de biosintesis de herboxidieno, Streptomyces chromofuscus), PIKC (ruta de biosintesis
de la picromicina, Streptomyces venezuelae), PdmJ (ruta de biosintesis de la
pradimicina, Actinomadura hibisca) y EryF (ruta de biosintesis de la eritromicina,
Saccharopolyspora erythraea NRRL 2338). Se busco principalmente el dominio
A/GGXD/ET (Fig. 86) el cual esta descrito como el sitio de unién del oxigeno con el
grupo hemo (Xue et al, 1998). También, se buscaron otros dominios muy conservados
como EXXR encargado de la estabilidad de la unién del grupo hemo y como

XXGXXXCXG con el punto de union del grupo hemo.
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CF54_20695 EPRDD-------- LISRLVTEHLVPG-RLTMDQLLSTLGITINAGRETTTSMIALSTLLL 300
SCO7686 EPRDD-=—==——-— LISKLVTDHLVPG-NVTTEQLLSTLGITINAGRETTTSMIALSTLLL 300
HerG TGQGAAGTEESGDLLSALIAVRDTDEGRLSEHELVSMAVQLLTIAGHETTVNGIGNAVLNL 300
PIKC QODGED--—-—-———- LLSALVRTSDEDGSRLTSEELLGMAHILLVAGHETTVNLIANGMYAL 300
PdmJ APADD-—-—————- LLSLLSRAHADDG--LSEEELLTFGMTLLAAGYHTTTAAITHSVYHL 300
EryF TEPGD—-———-—-—— DLLSALIRVQODDDDGRLSADELTSIALVLLLAGFEASVSLIGIGTYLL 300

CF54 20695 LERPELMEELRRDPSLMPAAVDELLRVLSVAD-SIPLRVAAEDIELSGRTIPADDGVIAL 360

SCO7686 LDRPELPAELRKDPDLMPAAVDELLRVLSVAD-SIPLRVAAEDIELSGRTVPADDGVIAL 360
HerG LRHPEQLAALRAEPALLPRAVDELLRFEGPLE-TAILRVATEPIPLGDQVVPAGALVKVV 360
PIKC LSHPDQLAALRADMTLLDGAVEEMLRYEGPVE-SATYRFPVEPVDLDGTVIPAGDTVLVV 360
PdmJ LREPSRYARLREDPSGIPAAVEELLRYGQIGGGAGAIRIAVEDVEVGGTLVRAGEAVIPL 360
EryF LTHPDQLALVRRDPSALPNAVEEILRYIAP-P-ETTTRFAAEEVEIGGVAIPQYSTVLVA 360

CF54_20695 LAGANHDPEQFDDPGRVDFRRTDNHHVAFGHGVHQCVGQHLARLELEIALETLVRRVPAL 420

SCO7686 LAGANHDPEQFDDPERVDFHRTDNHHVAFGYGVHOCVGOHLARLELEVALETLLRRVPTL 420
HerG LAAANRDPDRFAAPDTLDITRKNEGHLQFGHGIHNCLGAFLARMETEIAISSLLRRYPGL 420
PIKC LADAHRTPERFPDPHRFDIRRDTAGHLAFGHGIHFCIGAPLARLEARIAVRALLERCPDL 420
PdmJ FNAANRDPEVFADPEELDLGRTDNPHIALGHGIHYCLGAPLARLELQVVLETLVERTPAL 420
EryF NGAANRDPKQFPDPHRFDVTRDTRGHLSFGOGIHFCMGRPLAKLEGEVALRALFGRFPAL 420

Figura 86. Alinecamiento parcial de CF54 20695 con SCO7686, HerG, PIKC, PdmJ y EryF y
localizacion de los dominios implicados en el proceso de hidroxilacion.

Finalmente, el gen c¢f54 20685, que codifica una oxidoreductasa que presenta
similitud con la oxidorreductasa SSRG 01430 (EFL38626.1) de Streptomyces
griseoflavus Ti 4000 y particularmente con tiazonilil imida reductasas como SmtA de

Streptomyces sp. Amel2xE9 (WP_019980105.1) y Streptomyces globisporus

(WP_030593079.1). Sin embargo, lo que més llama la atenciéon es su similitud con
PchG de Pseudomonas aeruginosa (Fig. 87). La oxidorreductasa PchG de la ruta de
biosintesis de la piochelina se encarga de la reduccion de un grupo imida y de la

liberacion de piochelina de la NRPS (Reimman et al., 2001).

Figura 87. Dominios conservados en CF54 20685.

3.11.1 Expresion heterdloga de c¢f54 20690.

Para confirmar si CF54 20690 esta relacionada con la metilacion de AJI9561 para

generar nataxazol se construy¢ el plasmido pCoe-MT utilizando el vector pEM4T. Tras
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su introduccion en S. albus J1074 y verificar la presencia del plasmido, se eligié uno de
los clones positivos y se crecido en TSB durante 24 horas para obtener un preindculo que
se utilizo para inocular dos matraces con 50 ml de R5A liquido los cuales se incubaron
durante 24 horas en las mismas condiciones. Eso mismo se hizo con el control S. albus
J1074/pEMAT. Posteriormente, a uno de los matraces se le adiciond 5 pg de AJI9561
manteniendo el otro como control.

horas y los extractos generados se analizaron por UPLC.

En el andlisis por UPLC de los extractos obtenidos se observo que AJI9561 (14)

no se habia transformado en nataxazol (Fig. 88) descartandose por lo tanto que la

Se tomd 1 ml de muestra de cada matraz a las 24

metiltransferasa CF54 20690 sea la responsable de la metilacion de AJI9561.
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Cromatograma de la cepa S. albus J1074/pCoe-MT con 5 pg de AJ19561.
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3.11.2 Sobreexpresion de cf54 20695.

El gen c¢f54 20695 del cluster 25, que codifica un citocromo P450, se
sobreexpresd en Streptomyces sp. Tii 6176 con el objetivo de ver si aumentaba la
produccion de nataxazol hidroxilado en detrimento de nataxazol que deberia por lo tanto
disminuir. Para ello se construy6é el plasmido pCoe-citp450 y se introdujo en
Streptomyces sp. Tii 6176 por conjugacion de micelio. Se incubo durante 7 dias a 30°C
para obtener transconjugantes resistentes a apramicina que una vez comprobados se
cultivaron en R5A soélido durante 7 dias para obtener posteriormente extractos que

fueron analizados por UPLC.

El analisis por UPLC mostré que no se producia un aumento de nataxazol
hidroxilado en la cepa Streptomyces sp. Ti 6176/pCoe-citp450. Aunque observando los
cromatogramas se puede apreciar una disminuciéon de nataxazol (1) en la cepa
Streptomyces sp. Ti 6176/pCoe-citp450 con respecto al control, esta disminucién no
estd acompaniada de un aumento de la produccion de nataxazol hidroxilado (2) (Fig. 89).
Esta disminucion de la produccion de nataxazol pude deberse a variaciones normales

previamente observadas en Streptomyces sp. Tii 6176.
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Figura 89. a) Cromatograma de UPLC del extracto de Streptomyces sp. Tii 6176/pSETec y
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Figura 89 (continuacion). b) Cromatograma de UPLC del extracto de Streptomyces sp. Ti
6176/pCoe-citp450.

Para confirmar este resultado y que las diferencias en la produccion de nataxazol
se debian a la variabilidad de produccion, se decidi6 introducir la construccion en S.
albus J1074 y afiadirle 5 pg nataxazol para ver si se observaba en este caso su
bioconversion en nataxazol hidroxilado. El andlisis de los extractos de ULPC mostrd
que no se produjo tal bioconversion (Fig. 90). De modo que, posiblemente
CF54 20695 tenga la capacidad para hidroxilar intermediarios de coelibactina durante
su proceso de biosintesis pero no tiene la flexibilidad de substrato necesaria para ser la

encargada de hidroxilar nataxazol.
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Figura 90. a) Cromatograma de UPLC del extracto de S.albus J1074/pSETec + 5 pg de
nataxazol y
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Figura 90 (continuacion). b) Cromatograma de UPLC del extracto S. albus J1074 + 5 ug de

nataxazol.

3.11.3 Sobreexpresion de cf54 20685.

El gen c¢f54 20685 que codifica una oxidorreductasa, podria estar implicado en la

hidroxilacion del nataxazol. Para comprobarlo se realizd una sobreexpresion de dicho

gen utilizando el plasmido pCoe-oxi. Los extractos de los clones de Streptomyces sp. Ti

6176/pCoe-oxi analizados por UPLC no mostraron un aumento del nataxazol

hidroxilado al igual que ocurri6 con el gen ¢f54 20690 (Fig. 91).
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Figura 91. a) Cromatograma de UPLC del extracto de Streptomyces sp. Ti 6176/pSETec y
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Figura 91 (continuacion). b) UPLC del extracto de Streptomyces sp. Tii 6176/pCoe-oxi.

Estos tres experimentos, cuyos resultados no han sido los esperados, apuntan que
no solamente los agrupamientos génicos 10 (biosintesis de enterobactina) y 25
(biosintesis de coelibactina) estan interrelacionando con el cluster 3 (AJ19561) sino que
probablemente haya agrupamientos génicos adicionales que estdn actuando

conjuntamente para la generacion de nataxazol y nataxazol hidroxilado.
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Caracterizacion de la ruta de biosintesis de nataxazol/AJI19561.

La identificaciéon del agrupamiento génico implicado en la biosintesis del
benzoxazol nataxazol se llevo a cabo por la combinacion de diferentes técnicas de
mineria gendmica y la prediccion de posibles proteinas implicadas en la biosintesis de

sus precursores tras el andlisis de su estructura quimica.

En la ultima década, el uso de la mineria genémica, gracias a la mejora y el
abaratamiento de las técnicas de secuenciacion de genomas, ha permitido la
identificacion de clusters de biosintesis de metabolitos secundarios que se encontraban
silenciados en condiciones de laboratorio. Un ejemplo reciente de ello han sido los
estudios realizados con el genoma de S. albus J1074. Este estreptomiceto, que ha sido
ampliamente utilizado como hospedador para la expresiéon heteréloga de genes y
agrupamientos génicos (Baltz, 2010), no se habia descrito como productor de
metabolitos secundarios en condiciones de laboratorio. Olano y colaboradores (2014)
identificaron y aumentaron la expresion de diferentes agrupamientos génicos de
biosintesis de metabolitos secundarios a través de estudios de mineria gendmica y la
aplicacion de técnicas de manipulacion genética. Del mismo modo Myronovskyi y
colaboradores (2014) activaron un cluster de biosintesis de carotenoides en S. albus
J1074. Otro ejemplo lo encontramos en Streptomyces sp. M10 en el que se han
identificado 20 potenciales clusters de biosintesis de metabolitos secundarios (Tang et
al., 2015) de los cuales el cluster pksl es productor de un polieno con gran actividad
antifungica y el cluster de mayor tamafio. Por otro lado, utilizando técnicas basadas en
mineria gendémica Zhou y colaboradores (2015) han activado en Streptomyces
chattanoogensis un cluster silenciado que determina la produccion de las anguciclinas
chatamicinas A y B. Sin embargo, cuando se habla de mineria genémica hay dos
especies de estreptomicetos por excelencia, S. coelicolor A3(2) y S. avermitilis. El
genoma de S. coelicolor A3(2), estreptomiceto modelo y ampliamente estudiado, fue

secuenciado y depositado en 2002, presentando 30 potenciales agrupamientos génicos
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de biosintesis de metabolitos secundarios, entre ellos el de la actinorrodina (Nett et al.,
2009). En el caso de S. avermitilis, la secuenciacion de su genoma permitido la
identificacion de 38 potenciales clusters de biosintesis de metabolitos secundarios entre

los que se incluyen los de avermectina y oligomicina (Ikeda et al., 2014).

Tras la secuenciacion del genoma de Streptomyces sp. Ti 6176, el andlisis
bioinformatico de la secuencia y el estudio estructural de la molécula de nataxazol y de
sus posibles precursores permitid identificar el agrupamiento génico 3 como el mas
probable para la biosintesis de nataxazol. Este cluster presenta un tamano de 34’33 kb y
estd constituido por 21 genes que codifican: 12 proteinas estructurales, 4 proteinas
reguladoras, 4 proteinas posiblemente implicadas en el transporte del compuesto y una
proteina hipotética de funcién desconocida. Los genes que codifican proteinas
estructurales se localizan en el centro de esta region, estando flanqueados por los genes

que codifican las proteinas reguladoras y las de transporte.

La confirmacion de la implicacion del cluster 3 como el encargado de la
biosintesis de nataxazol se obtuvo por la inactivacion de natPK. NatPK se encarga de la
produccion del precursor de nataxazol 4acido 6-metilsalicilico (6-MSA), tal y como se
confirm6 posteriormente mediante su expresion en S. albus J1074. La inactivacion de
natPK también permitié observar la desaparicion de otro compuesto de la familia de los
benzoxazoles producido por Streptomyces sp. Tii 6176, que se ha caracterizado como
nataxazol hidroxilado y que es un derivado de nataxazol. La utilizaciéon de una sonda
procedente de natPK permitid posteriormente la localizacion del cluster de biosintesis

de nataxazol en el cosmido cos6ER.

La inactivacion del gen natAN confirmé su participacion en la transformacion de
corismato, sintetizado a través de la ruta de sikimato, en el precursor de nataxazol 4cido
3-hidroxiantranilico (3-HAA). En este proceso participaria inicialmente la aldolasa 3-
deoxi-D-arabinosa-heptulosonico 7-fosfato sintasa (o adolasa) NatAL. Esta proteina es
el primer enzima de la ruta del sikimato que da lugar a corismato. En el genoma de

Streptomyces sp. Tii 6176 se localizan dos aldolasas: NatAL y CF54 24340. NatAL
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proporcionaria corismato de forma especifica para la ruta de biosintesis de nataxazol y
se encontraria regulada por la ruta de biosintesis de nataxazol mientras que
CF54 24340 corresponderia a la aldolasa principal de la ruta de sikimato implicada en
el metabolismo primario para la biosintesis de aminoacidos aromaticos (Krédmers et al,

2003) y seria regulada por substrato (Bongaerts et al, 2001).

Después actuaria NatAN  transformando corismato en  2-amino-2
deoxiisocorismato (ADIC) (Fig. 39). Seguidamente, la isocorismatasa NatIS modificaria
ADIC para transformarlo en framns-2,3-dihidro-3-hidroixantranilato, ultimo
intermediario antes de la formacion de 3-HAA. Este se formaria, finalmente, gracias a la

accion de NatDB, 2,3-dihidrobenzoato-3—dehidrgenasa (Fig. 39).

A continuacién, ambos precursores, 6-MSA y 3-HAA, serian activados para su
posterior condensacion. Este proceso implicaria la actuacion de la sintetasa y ligasa
dependiente de AMP NatL1 (Fig. 39). La delecion conjunta de natLl, natAM 'y natACI
y la posterior complementacién parcial de la cepa con los genes natAM y natACI,
quedando asi solo inactivado el gen natLl, mostrd incapacidad del mutante para
produccir nataxazol y nataxazol hidroxilado, no observandose la acumulacion de ningin
intermediario de la ruta. De modo que NatLl probablemente est¢ implicada en la
adenilacion de uno de los precursores. NatLl estaria adenilando 6-MSA, por su
similitud con EsmD6 de la ruta de biosintesis de esmeraldina y safenamicina (Rui et al,
2012), forméandose el complejo AMP-6-MSA. Por otro lado, 3-HAA seria adenilado a
través de la segunda sintetasa y ligasa dependiente de AMP, NatL2, formando asi el
complejo AMP-3HAA. Seguidamente, NatS se encargaria de transferir 6-MSA del unir
al complejo AMP-6MSA a NatACl (ACP) dando lugar a la forma activada del
precursor, NatACI-6MSA. Al mismo tiempo, NatS uniria NatAC2 (ACP) a 3HAA

procedente de AMP-3HAA dando lugar a AC2-3HAA (Fig. 39).

Posteriormente se produciria la condensacion de los precursores activados
NatAC2-3HAA y NatAC1-6MSA. Esta condensacion puede realizarse de forma

espontdnea como se propone en la biosintesis de calcimicina (Wu et al, 2011). Sin
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embargo, la inactivacion del gen natAM junto con natLl y natACI y la posterior
complementacion parcial con los genes natLl y natACI, mostrd que natAM se
encuentra implicado en la union de los precursores teniendo una funcion similar a la
descrita por Hao y colaboradores (2014) donde las amidohidrolasas presentan una
funcion deacetilasa rompiendo enlaces S-PCP, aunque en este caso, seria un enlace S-
ACP. Asi, se formaria el primer intermediario de la ruta (Fig.39), un compuesto de
similar estructura a la caboxamicina pero con un grupo metilo en su motivo salicilato. A
este hipotético compuesto se le ha denominado 6-metilcaboxamicina y estaria unido a
NatC2. Ademas, la implicacion de NatAM en la condensacion de los precursores se
confirmo en la expresion heterologa de la ruta con natAM delecionada donde se observa
que no hay acumulacién de ninglin intermediario pero si del 6-MSA. A continuacion se
condensaria una segunda molécula de NatAC2-3HAA seguida por la eliminacion de
NatAC2 por parte de NatAM (Fig. 39). Esto daria lugar al compuesto final AJI9561,
benzoxazol descrito con anterioridad y producido por Streptomyces sp. AJ9561 (Sato et

al, 2001).

La expresion heterologa del cluster 3 a través del plasmido pNATAR muestra que
el compuesto final de la ruta de biosintesis de este cluster es el AJI9561. Los ensayos de
actividad antibiotica frente a diferentes estreptomicetos, tanto de AJI9561 como de
nataxazol, mostraron que AJI9561 presenta una clara actividad antibidtica mientras que
el nataxazol es inactivo. Este hecho apunta a que el nataxazol pudiera tratarse de la
forma inactiva de AJI9561 tras su metilacion, siendo por lo tanto dicha metilacion un
posible mecanismo de resistencia. Diversos antibidticos son modificados por diferentes
medios, por ejemplo acetilaciones o fosforilaciones, para su inactivacion (Wright,
2005). Este hecho podria ser el determinante de que al introducir BAC-6ES, BAC-
natT1/AC2 y pNATAR en diferentes estreptomicetos €stas no son capaces de crecer y
solo se obtienen clones con el agrupamiento génico delecionado. Unicamente se ha
obtenido la produccion de AJI9561 en S. lividans JT46, observandose que la presencia

de pNATAR y como consecuencia la produccion de AJI9561 afecta claramente al
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crecimiento de S. /ividans. Por otro lado es importante tener en cuenta que S. /ividans

JT46 es una cepa con menor tasa de recombinacion que la parental (Tsaiy Chen, 1987).

Por otro lado, la produccion heteréloga de AJ19561 usando pNATAR, que incluye
el gen natX (de funcién desconocida), junto con la expresion heterdloga de natX'y los
intentos fallidos de bioconversion de AJI9561 en nataxazol, mostraron que NatX no
tiene actividad metiltransferasa y por lo tanto la actividad requerida para transformar
AJI9561 en nataxazol es realizada por una metiltransferasa codificada por un gen
presente en el genoma de Streptomyces sp. Tii 6176 y localizado fuera del cluster 3 de

biosintesis de nataxazol.
Mejora de la produccion de nataxazol

Para la mejora de metabolitos secundarios en actinomicetos se han descrito
diversas estrategias: la distribucion del flujo de precursores, la desregulacion de la ruta
de biosintesis o la sobreexpresion de genes estructurales (Olano et al, 2008). En el
presente trabajo, se ha buscado la mejora de la produccion del nataxazol utilizando
como estrategia la desregulacion de la ruta. La sobreexpresion de los cuatro reguladores
de la ruta mostré resultados diversos. Mientras que NatR2 y NatR3 disminuian la
produccion de nataxazol, NatR1 y NatR4 aumentaron levemente la produccion de

nataxazolen 1’78 y 1’37 veces, respectivamente.

Por otro lado, la inactivacion de natR4 condujo a una disminuciéon de la
produccion de nataxazol confirmando asi su papel como activador de la ruta. La
inactivacion de natR3 dio lugar a un aumento de 2’31 veces la produccion de nataxazol
siendo por el momento la mejor estrategia para mejorar la produccion de nataxazol.
Ademas, estos resultados muestran indicios de una regulacion compleja de la ruta de
biosintesis, ya que ninguno de los reguladores con los que se ha trabajado produjo una

inhibicion total de la produccion.

Mediante a la sobreexpresion de los dos reguladores positivos y a la inactivacion

del regulador negativo natR3, se pudo confirmar la produccion de AJI9561 en
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Streptomyces sp. Tl 6176. Esto nos permitié confirmar que AJI9561 es intermediario de
nataxazol, ya que se observaba su disminucion al tiempo que aumenta la acumulacion
de nataxazol. Se observo un pico claro de produccion a las 24 horas, en mayor cantidad
que nataxazol, inclindndose posteriormente el balance hacia una mayor produccion de

nataxazol y una desaparicion casi total del AJI9561.

Interaccion entre diferentes rutas de biosintesis en

Streptomyces sp. Tu 6176

Es poco habitual localizar genes implicados en la biosintesis de un metabolito
secundario fuera del agrupamiento génico, aunque hay ejemplos descritos como el de la
biosintesis de eritrochelina por parte de S. erythraea NRRL2338 que es un sider6foro
codificado por el cluster nrps5. Para la biosintesis de eritrochelina es necesario la accion
N-acetiltransferasa del dominio GNAT de Mcd localizada en el cluster nrpsl (Lazos et

al., 2010).

En el presente trabajo, la inactivacion de natPK puso de manifiesto la produccion
del benzoxazol UK-1. Al mismo tiempo, la inactivacion de natAN permitié observar
que ambos benzoxazoles, nataxazol y UK-1, compartian como precursor comun el 4cido
3-hidroxiantranilico (3-HAA) el cual es suministrado por la ruta de biosintesis de
nataxazol quedando patente que las diferencias estructurales entre UK-1 y nataxazol se
deben a la utilizacion de un segundo precursor diferente en cada caso. Mientras que para

el nataxazol es el acido 6-metilsalicilico para el UK-1 es el cido salicilico.

Un nuevo andlisis de los clusters localizados en Streptomyces sp. Tii 6176 y los
genes que contienen permitid localizar un gen, c¢f54_ 20720, que codifica una salicilato
sintasa en el cluster 25. Este agrupamiento génico determinaria la produccion de un
compuesto estructuralmente andlogo al zincoforo coelibactina de Streptomyces
coelicolor A3(2), cuya estructura no ha sido descrita. La inactivacion de ¢f54 20720 en

la cepa no productora de nataxazol Streptomyces sp. Tii 6176 AnatAN, generando de
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este modo un doble mutante, confirmé que dicha proteina estd implicada en la
biosintesis de de UK-1, verificandose ademas que el producto de esta salicilato sintasa
es efectivamente acido salicilico mediante la expresion heteréloga de CF54_ 20720 en S.

albus J1074.

Para la mejora de la produccion de UK-1, se llevaron a cabo dos estrategias. La
primera de ellas fue el aporte del precursor, acido salicilico, y del potencial
intermediario de la ruta del UK-1, caboxamicina, a Streptomyces sp. Tii 6176 AnatPK.
La adicion de la caboxamicina no mostré un aumento significativo de dicho compuesto
mientras que la adicion de 4cido salicilico dio lugar a un ligero aumento del UK-1 y
permiti6 observar un nuevo benzoxazol cuya masa sugiere que sea una versidon no
metilada, carente del grupo metoxilo, de UK-1. La segunda estrategia se bas6 en los
estudios realizados por Hesketh y colaboradores (2009) quienes observaron que el
cluster de coelibactina en S. coelicolor A3(2) presenta una mayor transcripcion en
condiciones limitantes de zinc. De este modo, se asumi6 que dandose las mismas
premisas en Streptomyces sp. Tii 6176, limitacion de zinc, la produccion de UK-1
aumentaria ya que habria una mayor expresion del cluster 25 y, por tanto, de
cf54_20720. La hipotesis se confirm6 cuando se crecid la cepa no productora de
nataxazol Streptomyces sp. Tii 6176 AnatPK en MD-Zn”>" y se observé que aumentaba
la produccion de UK-1 hasta 88 veces con respecto a lo observado en MD. Sin
embargo, es posible que ¢f54_ 20720 no sea el tnico gen del cluster 25 implicado en la
biosintesis de UK-1 puesto que deberia estar implicado también cf54 20660 que
codifica una sintetasa y ligasa dependiente de AMP. CF54 20660 realizaria la misma
funcion que NatL1 formando el complejo AMP-SA el cual por accion de NatS se
activaria dando lugar al complejo NatACI1-SA, siguiendo posteriormente las mismas
etapas que para la formacion de nataxazol (Fig. 92). Esta hipotesis se ve reforzada por el
hecho de que en condiciones normales la bioconversion de acido salicilico por AnatPK
no es completa y por lo tanto no conduce a un gran incremento en la produccion de UK-

1, mientras que cuando AnatPK se crece en ausencia de zinc si aumenta la produccion
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de UK-1 considerablemente. Si en la biosintesis de UK-1 tnicamente participara la
salicilato sintasa CF54 20720 el aporte extra de 4acido salicilico exdgeno deberia
conducir al mismo resultado que la induccion de la expresion de c¢f54 20720 en

condiciones limitantes de zinc.

Al mismo tiempo que se realizé la mejora de produccion de nataxazol, a través de
la desregulacion de la ruta de biosintesis, se observo el efecto que tenian los reguladores
especificos de la ruta sobre la produccion de UK-1. En ningin caso, ni en las
sobreexpresiones ni en la inactivacion de natR3 y natR4, se observd un efecto sobre la
produccion de UK-1. La explicacion mas razonable para este resultado es que tanto
cf54_ 20660 y cf54 20720 no se estan expresando al no encontrase en condiciones

limitantes de zinc.

Por otro lado, la inactivacion de natAN no solo permitié relacionar el UK-1 y el
nataxazol sino que se observd el aumento de la produccion de enterobactina y,
especialmente, de su precursor, el 4cido 2,3-dihidroxibenzoico. La enterobactina es un
sider6foro descrito principalmente en enterobacterias, sin embargo también ha sido
descrito en diversas cepas de estreptomicetos (Fielder et a/, 2001). Este sider6foro se
caracteriza por estar constituido por tres unidades diméricas. Cada dimero se encuentra
formado por una molécula de 4acido 2,3-dihidrobenzoico, sintetizado a partir de
corismato mediante la accion de una isocorismato sintasa, una isocorismatasa y una 2,3-
dihidrobenzoato-3-dehidrogenasa, y por el amino acido serina el cual es incorporado por
la accion de una NRPS. La delecion de natAN conduciria a una mayor disponibilidad de
corismato en la célula y su derivacion hacia la produccion de acido 2,3-dihidrobenzoico
permitiendo a su vez una mayor produccion de enterobactina ya que en condiciones
normales el corismato utilizado por la isocorismato sintasa del cluster 10 provendria del

metabolismo primario.



Figura 92. Ruta de biosintesis del UK-1 en Streptomyces sp. Tii 6176. ADIC: 2-amino-2 deoxiisocorismato. 3-HAA: acido 3-hidroxiantranilico. SA: &cido
salicilico. Coe-SS: salicilato sintasa del cluster 25. Coe-AMP: sintetasa y ligasa dependiente de AMP del cluster 25
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La relacion de la isocorismato sintasa del cluster 10, codificada por el gen cf54 126735,
con la produccion de enterobactina se confirmé mediante su inactivacion. Esta
inactivacion conduce a una gran disminucion de la acumulacion de enterobactina y a
una completa desaparicion de sus precursores. La produccion de pequefios niveles de
enterobactina en el mutante se deberia a isocorismato sintasas adicionales de
Streptomyces sp. Ti 6176 que estuviesen generando acido 2,3-dihidrobenzoico para
otras rutas metabolicas y que podria ser captado por la ruta de biosintesis de
enterobactina. Uno de los candidatos identificados que podria participar en este efecto

cooperativo es la isocorismato sintasa CF54 07485 (cluster 5).

Finalmente, con todos estos datos se ha podido comprobar que en Streptomyces
sp. Tii 6176 existen dos tipos de relaciones entre clusters. La primera de ellas es la
relacion entre dos clusters de biosintesis de metabolitos secundarios que tras
biosintetizar uno de los precursores del correspondiente compuesto final utilizan la
maquinaria genética de ambos clusters para dar lugar a un nuevo compuesto (cluster 3y
25). La segunda estrategia se basa en la utilizacion de un precursor biosintético comun
(corismato) que queda disponible al ser inactiva la produccion de un metabolito
secundario y puede ser usado por otra ruta de biosintesis de otro metabolito secundario
(enterobactina) (Fig. 93). Ademads, se intuye una interrelacion entre clusters mas
compleja que las expuestas pues una metiltransferasa no localizada y una hidroxilasa
que tampoco se ha localizado se encargan de metilar AJI9561 para dar nataxazol y éste

para dar nataxazol hidroxilado, respectivamente.



Figura 93. Relacion entre clusters de Streptomyces sp. Tii 6176 IS: Isocorismato sintasa. SS: salicilato sintasa. Met: Metabolismo. Eritrosa 4-P: Eritrosa 4-
fostato. 2,3-DHB: acido 2,3-dihidroxibenzoico. 3-HAA: acido 3-hidroxiantranilico.
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El genoma de Sreptomyces sp. TU 6176 presenta un tamafnio de 88 Mb y
contiene potencialmente 38 agrupamientos génicos de biosintesis de

metabolitos secundarios.

El cluster 3 esta formado por 21 genes que codifican 4 proteinas reguladoras, 4
de transporte, 1 de funcion desconocida y 12 proteinas estructurales. Entre
ellas, NatAN esta implicada en la biosintesis del precursor de nataxazol acido
3-hidroxiantranilico y NatPK en la biosintesis de acido 6-metilsalicilico,

segundo precursor de nataxazol.

El cluster 3 determina la biosintesis del benzoxazol AJI9561 intermediario

biosintético de nataxazol .

El nataxazol es producto de la metilacion de AJI9561, mecanismo que podria

conferir resistenciaa AJI9561 en Streptomyces sp. Tl 6176.

La sobreexpresion de los genes reguladores positivos natRl y natR4
determinan una mejora de la produccion de nataxazol, aunque los aumentos

mas considerabl es se obtienen inactivando el gen regulador negativo natR3.

Streptomyces sp. TU 6176 produce el benzoxazol UK-1. Para ello, combina €l
&cido 3-hidroxiantranilico procedente de la ruta de biosintesis de nataxazol con

el &cido salicilico originado por laruta de biosintesis de coelibactina.

La mayor produccién del UK-1 se obtiene cultivando un mutante de
Sreptomyces sp. Tl 6176, alterado en la produccion de acido 6-metilsalicilico,

en condiciones de baja disponibilidad de zinc.
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8. El cluster 10 estaimplicado en la biosintesis del sideréforo enterobactina, cuya
produccion normalmente inducible en condiciones de limitacion de hierro, se
vuelve constitutiva en mutantes de Streptomyces sp. Tl 6176 con la produccion

de 3-hidroxiantranilico alteraday por lo tanto no productores de nataxazol.
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NATAXAZOL HIDROXILADO

1"o

Figura 94. Estructura de nataxazol hidroxilado.

Tabla 18. Datos de RMN de nataxazol hidroxilado

ANEXO

13 1
Posicion (iprﬁ) (iprl—rll) multiplicidad J (Hz)
1 112.6 -
2 151.8 -
3 115.0 6.82 d 8.7
4 120.7 7.02 d 8.7
5 148.2 -
6 124.3 -
2 164.9 -
3’a 138.2 -
4’ 117.2 -
5 125.6 8.34 d 7.8
6’ 126.1 7.71 t 7.8
7 115.5 8.15 d 115.5
7'a 150.5 -
2" 161.8 -
3"a 141.0 -
4” 122.1 -
5” 127.2 8.01 d 7.7
6” 125.8 7.61 t 7.8
7" 115.9 8.16 d 7.8
7"a 151.1 -
Me 14.2 2.40 S -
COOMe 165.6 -
COOMe 52.7 4.03 S -
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UK-1

HO

1 718
Figura 95. Estructura de UK-1.

Tabla 19. Datos de RMN de UK-1

Posicion | 6y (mult, ] en Hz) Sc(ppm)
4 8.11 (dd, 7.8,0.7) 1274
5 7.49 (m) 1249
6 7.88 (dd, 8.0,0.7) 115.1
11 7.81 (dd, 8.0, 0.6) 113.9
12 7.55 (t, 7.9) 125.3
13 8.37 (brd, 7.8) 125.3
17 7.21(d, 8.2) 1179
18 7.50 (m) 134.3
19 7.05 (t, 7.6) 119.6
20 8.09 (dd, 7.9, 1.5) 1274
OMe 4.17 (s) 52.7

Enterobactina, 2,3-dihidroxi-N-benzoilserina y acido 2,3-dihidroxibenzoico
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Figura 96. Estructura de enterobactina.

Tabla 20. Datos de NMR de enterobactina

Posicién 553C(ppm) | &'H(ppm) | multiplicidad ] (Hz)

1 1153 -

2 145.7 -

3 1479 -

4 1186 6.98 dd 8.0,13
5 118.6 6.74 t 8.0

6 1183 7.25 dd 8.0,13
7 169.1 -

1 169.1 -

2’ 52.3 5.05 t 5.1
3 644 4.67 brd 5.1

» 2,3-dihidroxi-N-benzoilserina

Figura 97. Estructura de2,3-dihidroxi-N-benzoilserina.

Tabla 21. Datos de RMN de 2,3-dihidroxi-N-benzoilserina

Monoémero Posicion 5 °C (ppm) 5 'H (ppm) multiplicidad J (Hz)

1 1154 -

2 145.7 -

3 148.0 -

4 118.6 6.96 brt 8.0

5 1184 6.74 t 8.0

A 6 118.3 7.34 dd 8.0,1.2

7 169.2 -

1’ 170.5 -

2’ 519 5.01 dd 5.5,5.3
3a 4.87 m
3’b 64.0 4.58 dd 11.2,5.5
1 1154 -

2 145.7 -

3 148.4 -

B 4 118.6 6.96 brt 8.0

5 1184 6.75 t 8.0
6 118.1 7.31 dd 8.0,1.2
7 169.4 -

1’ 169.9 -




ANEXO

2’ 55.1 4.78 t 4.4
3a 614 4.05 dd 115,5.0
3b ) 3.96 dd 11.5,4.0

» Acido 2,3-dihidroxibenozico

HO o}

OH

4
Figura 98. Estructura del 4cido 2,3-dihidroxibenozico

Tabla 22. Datos de RMN del acido 2,3-dihidroxibenozico

Posicion 5 'H (ppm) multiplicidad J (Hz)
4 7.02 dd 8.0,14
5 6.75 t 8.0
6 7.37 dd 8.0,14




