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RESUMEN

Los actinomicetos constituyen el principal grupo de bacterias productoras de compuestos
bioactivos, dentro de los cuales se incluyen los policétidos. Como consecuencia de la aparicion
de bacterias multirresistentes ha emergido la necesidad de nuevos compuestos bioactivos. Es por
esto por lo que en este estudio se propone una estrategia de ingenieria metabdlica de la cepa de
Streptomyces sp. CS227 para conseguir un incremento de produccion de las titanmicinas, grandes
policétidos macrociclicos glicosilados, cuyo clister biosintético se encuentra silenciado en
condiciones normales de laboratorio. El andlisis bioinformatico de dicho clister empleando el
software antiSMASH indica que para la sintesis de las titanmicinas se necesitan 23 malonil-CoA,
9 metilmalonil-CoA y 1 etilmalonil-CoA, ademas de glucosa-1-fosfato, como precursora de los
desoxiaztcares con los cuales estos metabolitos se encuentran glicosilados. Teniendo en cuenta
que la disponibilidad de precursores constituye un cuello de botella en la biosintesis de
metabolitos secundarios, se emplearon dos estrategias para incrementar el pool intracelular de
precursores implicados en la sintesis de las titanmicinas. Por un lado, se empleé el plasmido
pPMIXT para sobreexpresar los genes ovmGIH y pgm, implicados en la conversion de acetil-CoA
a malonil-CoA y en la transformacion de glucosa-6-fosfato a glucosa-1-fosfato, respectivamente.
Por otro lado, empleando los plasmidos pPEM4Ti y pOJ260Ei se intentd la sobreexpresion del gen
tit35 que codifica para una crotonil-CoA carboxilasa/reductasa que realiza la transformacion de
crotonil-CoA en etilmalonil-CoA. Se consiguieron clones portando los plasmidos pMIXT vy
PEMA4TI. En este trabajo se discuten y analizan cuales serian las siguientes etapas por realizar
para completar el estudio y determinar si se ha logrado aumentar la produccién de las titanmicinas.
Del mismo modo se proponen diversos estudios futuros que podrian realizarse para la
continuacion de este trabajo y diversas alternativas a los problemas que puedan surgir durante su
ejecucion.

ABSTRACT

Actinomycetes constitute the main group of bacteria producing bioactive compounds,
including polyketides. Because of the appearance of multiresistant pathogens, the need for new
bioactive compounds has emerged. Therefore, in this study is proposed a metabolic engineering
strategy of the strain Streptomyces sp. CS227 in order to achieve an increase in the production of
titanmycins, large glycosylated macrocyclic polyketides, whose biosynthetic cluster is silenced
under standard laboratory conditions. The bioinformatic analysis of this cluster using the
antiSMASH software indicates that 23 malonyl-CoA, 9 methylmalonyl-CoA and 1 ethylmalonyl-
CoA are required for the synthesis of titanmycins, as well as glucose-1-phosphate, as a precursor
of deoxy sugars with which these metabolites are glycosylated. Taking into account that the
availability of precursors constitutes a bottleneck in the biosynthesis of secondary metabolites,
two strategies were used to increase the intracellular pool of precursors involved in the synthesis
of titanmycins. On the one hand, the plasmid pMIXT was used to overexpress the genes ovmGIH
and pgm, involved in the conversion of acetyl-CoA to malonyl-CoA and in the transformation of
glucose-6-phosphate to glucose-1-phosphate, respectively. First, using the plasmids pEM4Ti and
pOJ260Ei, the overexpression of the gene tit35 that codes for a crotonyl-CoA carboxylase /
reductase that performs the transformation of crotonyl-CoA into ethylmalonyl-CoA was
attempted. Mutants with plasmids pMIXT and pEMA4T were obtained. This work discusses and
analyzes what would be the next steps to complete the study and determine if there has been an
increase in the production of titanmycins. Furthermore, future approximations to continue this
work and several alternatives to the problems that might be faced will be proposed.
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1. INTRODUCCION

1.1. Necesidad de nuevos compuestos bioactivos

Los actinomicetos, principalmente el género Streptomyces, constituyen el grupo de
bacterias mas relevante en la produccion de compuestos bioactivos: aproximadamente dos tercios
de todos los productos naturales son generados por miembros de esta familia. Ademas de
antibidticos, otros metabolitos secundarios naturales Utiles en medicina han sido aislados de este
grupo de bacterias, incluyendo inmunosupresores, agentes antitumorales, antihelminticos y
antifngicos. Se puede ampliar la aplicacion de estos compuestos a otros campos tales como la

agricultura o la medicina veterinaria [1, 2, 3].

Como consecuencia del incremento en el nimero de bacterias multirresistentes, de la
emergente necesidad de nuevos compuestos bioactivos para hacer frente a enfermedades causadas
por nuevos patégenos y de la propia toxicidad de los antibiéticos debido a los efectos secundarios
que pueden causar en los pacientes, se esta volviendo a poner el foco de atencién en los
actinomicetos para poder conseguir nuevos compuestos bioactivos [4]. Esta tarea se ve facilitada
gracias al desarrollo en las técnicas de secuenciacion de ADN, gendmica, protedmica,
metaboldmica, transcriptomica y el andlisis de perfiles metabolicos, ya que conocer esta

informacion facilita la ingenieria de los microorganismos [5].

No obstante, muchos de estos compuestos bioactivos no se producen en las condiciones
de cultivo estandar de laboratorio o, si lo hacen, suele ser en cantidades muy pequefias, lo cual
implica que exista ademas la necesidad de desarrollar estrategias que permitan activar y/o
incrementar la produccion de dichos metabolitos. La estrategia tradicional consiste en llevar a
cabo programas de mutagénesis al azar con las cepas productoras nativas seguidos de seleccion
de los mutantes que presenten una mayor produccion del compuesto de interés. El inconveniente

de este enfoque es que se necesita mucho tiempo y esfuerzo para aplicarlo [2].

Mas recientemente, se han desarrollado otras aproximaciones en las cuales esta implicada

la ingenieria metabolica.
1.2. Ingenieria metabdlica
1.2.1. Definiciény origen

La ingenieria metabdlica es una disciplina que de manera sistematica manipula las cepas
para lograr la sobreproduccion de compuestos de interés, empleando estrategias de ingenieria

genética [2].

La ingenieria metabolica tuvo su origen durante las Gltimas décadas del siglo XX. Con

los primeros avances en el campo de la ingenieria genética y después de que, en 1973, se
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consiguiesen introducir plasmidos portadores de resistencia a diferentes antibi6ticos en
Escherichia coli de manera exitosa, consiguiendo que dichos plasmidos se mantuvieran
biolégicamente funcionales [6], comenzd a pensarse en la posibilidad de disefiar las células
bacterianas para convertirlas en pequefias fabricas para sobreproducir diversos productos con
fines quimicos y farmacéuticos. La produccion de un metabolito concreto requiere la modulacion
coordinada de la expresién de muchos genes, lo cual llevé a que, durante la década de 1980, las
investigaciones se centrasen en conocer el funcionamiento de las redes metabdlicas celulares,
conocer todas las rutas que llevan desde un sustrato hasta el producto objetivo, ademas del analisis
termodindmico y cinético de las mismas. Todo ello culminaria en 1991 en dos publicaciones que
marcarian el inicio de la ingenieria metabolica, la cual era definida entonces como la mejora de
la formacion de productos o de las actividades celulares mediante la manipulacion de funciones
enzimaticas, de transporte o reguladoras, o introduccién de otras nuevas, empleando la tecnologia
del ADN recombinante [7, 8, 9]. En estos primeros afios las aplicaciones de la ingenieria
metabdlica iban dirigidas a la mejora del rendimiento y produccion de productos en las cepas
nativas productoras, el aumento del rango de sustratos que pueden dar lugar al metabolito de
interés, la produccion en cepas diferentes a la nativa productora y la adaptacién de las células a
condiciones adversas durante la sintesis [8, 10]. A partir de entonces, el interés y los avances en

este campo irian en aumento.
1.2.2. Rutasy flujos metabolicos

Una de las bases centrales de la ingenieria metabolica es el conocimiento de las rutas
metabolicas y sus flujos. Una ruta metabolica puede definirse como cualquier secuencia factible
de reacciones bioquimicas que conecta un conjunto de metabolitos de entrada y salida. El flujo
vendria definido entonces como la velocidad a la que se procesan los metabolitos de entrada para
transformarse en los productos finales. Es importante que todas estas reacciones se puedan
detectar [10]. Frecuentemente el nimero de rutas disponibles para transformar sustratos de partida
en un determinado producto final es muy elevado, lo cual hace que sea necesario, no solamente
conocer las rutas metabdlicas, si no también evaluarlas teniendo en cuenta su eficiencia
termodinamica y cinética, la posible toxicidad de los intermediarios que intervienen y la expresion

de los enzimas necesarios para las transformaciones en la cepa huésped seleccionada [9].
1.2.3. Etapas de los estudios de ingenieria metabodlica

En la practica los estudios de ingenieria metab6lica poseen tres etapas principales:
modificacion genética, caracterizaciébn metabdlica y andlisis (Figura 1). Conociendo la
informacion sobre las rutas de biosintesis y los mecanismos de control, pueden formularse

hip6tesis acerca de como la manipulacion genética de un determinado gen o enzima podria afectar
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al metabolismo microbiano, y, por tanto, a la produccion de un compuesto. Una vez realizadas las

manipulaciones genéticas, se generan cepas modificadas genéticamente que son caracterizadas

mediante estrategias experimentales.
Algunas técnicas empleadas para medir

las  concentraciones relativas de

<\
§ -“_{%._ metabolitos y cuantificar las reacciones
& W2 . .
$ %L'-__ que tienen lugar en la célula son la
o 2\ . .
% Resonancia Magnética Nuclear (RMN) y
la Espectrometria de Masas (Mass
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boli *  Perfil de boli . P
.+ ndlisis. del control I Cromatografia  Liquida de Alta
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DATOS Chromatography, HPLC). Ademas, se

Figura 1. Esquema de los ciclos iterativos que constituyen han — desarrollado  microarrays para

un proceso de ingenieria metabolica. monitorizar la expresion génica tras una

perturbacién. Los datos obtenidos permiten analizar las consecuencias de la modificacion
realizada sobre el metabolismo de la cepa. Si no se consigue el objetivo inicial, a partir de los
resultados obtenidos, pueden elaborarse modelos y formularse nuevas hipétesis, y comenzar un

nuevo ciclo [11, 12].

Para poder realizar las manipulaciones genéticas, es necesario primeramente conocer el
cluster de biosintesis del metabolito de interés. Un clUster biosintético es un conjunto de genes
implicados en la sintesis, regulacién y transporte de un determinado metabolito. La determinacion
de estas agrupaciones de genes se hace mediante un estudio bioinformatico de la secuencia del
genoma, empleando algoritmos y bases de datos, que contienen informacion sobre el metabolismo
secundario de los microorganismos, y que permiten la prediccién de los clisteres, el analisis de
las rutas de biosintesis y la prediccion de los sustratos. Uno de los programas de analisis mas
ampliamente utilizado es el antibiotics and Secondary Metabolites Analysis Shell (antiSMASH)
[2, 13]. Para poder vincular el cllster con un determinado metabolito, se necesita combinar la
informacion anterior con el andlisis del proteoma y metaboloma [2, 3]. En este sentido, y en
relacion con el analisis del metaboloma, cobran especial importancia los Modelos de Rutas
Metabolicas a Escala del Genoma (Genome Scale Metabolic Networks Models, GSMN Maodels)
gue actualmente se han convertido en una importante herramienta de analisis del metabolismo de
los microorganismos. Se basan en una serie de algoritmos que permiten predecir las rutas y el

flujo metabdlico bajo unas condiciones genéticas y ambientales dadas [3].

En el caso de los actinomicetos, con el desarrollo y aplicacion de técnicas de

secuenciacion de sus genomas de forma masiva, se ha observado que cada cepa presenta de 30 a
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40 clasteres de biosintesis, por lo tanto, el potencial para sintetizar metabolitos secundarios es

elevado. No obstante, solamente una fraccion de esos clUsteres se expresa en condiciones estandar

de laboratorio [14]. Con objeto de desencadenar y/o aumentar la expresion de estos clisteres y

por tanto incrementar la produccion de determinados metabolitos, de forma general, se pueden

emplear diferentes estrategias:

Modificar la distribucion del flujo metabolico de precursores hacia la ruta de interés. En
las rutas de biosintesis de metabolitos secundarios se usan precursores procedentes de las
principales rutas del metabolismo primario: ciclo de los acidos tricarboxilicos, glucélisis y
ruta de las pentosas fosfato; pero al mismo tiempo esos precursores son utilizados en
muchas otras rutas, de manera que la disponibilidad de precursores puede constituir un
cuello de botella en la sintesis de compuestos bioactivos. Se pueden lograr aumentos de
produccion mediante el incremento de la cantidad intracelular de precursores, lo cual se
consigue sobreexpresando los genes que codifican enzimas que catalizan pasos especificos
de la ruta de biosintesis de interés o desviando el empleo de precursores de otras rutas no
productivas mediante la eliminacion de genes clave de dichas reacciones [14].

Desregular la ruta biosintética, bien sobreexpresando reguladores positivos (activadores) o
bien inactivando reguladores negativos (represores) [2, 14]. Otros elementos reguladores
que se pueden modificar son promotores, terminadores y sitios de union al ribosoma [3].
Es importante tener en cuenta que la manipulacion de los factores reguladores de la ruta
generalmente produce niveles de expresion alterados de los genes biosintéticos y de
resistencia en la cepa, pero otros aspectos de la produccion de metabolitos secundarios,
como el suministro de precursores, permanecen intactos [15].

Sobreexpresar genes que codifican enzimas involucradas en la biosintesis o inactivar
aquellos que codifican para enzimas que transforman el metabolito de interés en otro
producto diferente [14]. Mediante la sobreexpresion de genes que codifiquen enzimas de
los puntos de ramificacidn de las rutas, se podria desviar el flujo hacia la ruta que dé lugar
al producto deseado. Esta estrategia también se utiliza para disminuir el namero de
subproductos que podrian generarse [2, 3, 12, 16]. La existencia de una enzima que limite
la velocidad de transformacion podria ser otro cuello de botella y determinar de ese modo
la baja produccion del compuesto final. Para evitarlo la solucion seria sobreexpresar el gen
que codifica dicha enzima [12].

En los clusteres de biosintesis se incluyen genes que codifican mecanismos de proteccién
para la bacteria frente a efectos toxicos del producto, y que en muchos casos influyen en la
biosintesis del antibidtico. Aumentar la resistencia a antibidticos se puede usar para

seleccionar mutantes con produccién incrementada [14].
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V. Expresar el cluster de biosintesis de manera heteréloga en otra cepa no productora. En
relacion con la cepa huésped que se va a usar hay dos posibilidades: puede usarse la cepa
nativa productora y entonces el cluster, que ya estaria presente en ella, resultaria
sobreexpresado, 0 expresar estos clusteres en otras cepas diferentes, en muchos casos en
cepas mas faciles de manipular genéticamente. Este enfoque hace que sea necesario que
los clusteres puedan ser clonados en un vector del tamafio adecuado. Esto podria ser un
inconveniente en el caso de rutas biosintéticas cuyos genes no estén agrupados en el
cromosoma. Algunas consideraciones para tener en cuenta son las caracteristicas de
crecimiento de la cepa seleccionada, asi como la disponibilidad de informacion y
herramientas necesarias para llevar a cabo estrategias de manipulacién genética [2, 14].

VI. Combinar genomas de cepas productoras ya mejoradas [14].

Ademas, hay que destacar que la manipulaciéon genética de los actinomicetos es muy
compleja debido al alto contenido en pares GC en sus genomas, su morfologia filamentosa y su

lento crecimiento [3].
1.2.4. Aplicaciones

En el caso de la industria biotecnoldgica, la ingenieria metabdlica se emplea para mejorar
el metabolismo celular, conseguir un aumento de la productividad y lograr al mismo tiempo
reducir o eliminar subproductos no deseados. Ademas, también puede emplearse para eliminar o
reducir el efecto de rutas de regulacion negativas (inhibicion por retroalimentacion -feedback-),
para conseguir nuevos productos, para ampliar el rango de sustratos que pueden transformarse en
un metabolito de interés o incluso mejorar otras caracteristicas del procesamiento industrial [12].
De esta manera, con la ayuda de la ingenieria metabdlica, puede lograrse que estos procesos sean

econdmicamente competitivos para la comercializacidn a gran escala de los productos deseados.

En agricultura se puede emplear para redisefiar determinadas plantas y conseguir que
tengan, por ejemplo, un mayor porcentaje de azlcar disponible que pueda usarse como materia

prima en procesos industriales, o también es posible producir proteinas terapéuticas en plantas.

Sus aplicaciones en medicina se encuentran en aumento: pueden realizarse mediciones
del flujo y perfil metabdlico a células aisladas de animales de experimentacion sanos, enfermos,
tratados 0 mutantes, para asi poder tener un mayor conocimiento de una determinada enfermedad
humana. Los avances en este campo prometen contribuir al desarrollo de una medicina cada vez
mas personalizada que permita adaptar las terapias al perfil metabdlico y genético de cada

paciente [11].

1.3. Ejemplo de aplicacion a nivel industrial: ingenieria metabdlica de

Corynebacterium glutamicum para la produccion de L-ornitina
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La L-ornitina es un aminoacido no esencial con aplicaciones en la industria alimentaria
como suplemento dietético. Ademas, es precursora en la sintesis de L-arginina. Puede ser
producida mediante digestion enzimética de la caseina o por produccién microbiana empleando
cepas de E. coli o C. glutamicum manipuladas metab6licamente. Kim y colaboradores, en 2015,
realizaron un estudio para conseguir incrementar la produccion de L-ornitina en C. glutamicum.
La cepa productora de C. glutamicum inicial producia 35,3 mg/L de ornitina. A esta cepa se

aplicaron una serie de manipulaciones genéticas sucesivas [17].

El primer enfoque del estudio consistia en eliminar rutas competitivas. Para ello se
eliminaron dos genes: proB, que codifica gamma-glutamil transferasa, para asi bloquear una ruta
alternativa competitiva, y argF que codifica L-ornitina carbamoiltransferasa, para conseguir
bloquear la conversion de L-ornitina a citrulina. De este modo, se consiguié aumentar la

produccion de ornitina en un 7% [17].

Otro punto clave en el que se centraron fue en la represion ejercida por el operén de la
arginina que limita la produccion. Se eliminé el gen argR, que codifica para el represor de dicho

operdn, consiguiendo aumentar la produccién en un 552% [17].

La siguiente estrategia se centré en mejorar la ruta de sintesis de la L-ornitina a partir de
L-glutamato. Para ello se sobreexpresaron los genes argCJBD, implicados en esta ruta, mediante
la clonacion de dichos genes en un vector adecuado, con el cual se transformd la cepa de trabajo.

El porcentaje de aumento de produccidn fue de 20297% [17].

El dltimo punto de estudio fue el nivel de NADPH, cofactor implicado en diversas etapas
de la sintesis de ornitina. Mediante la sustitucion del promotor del operdn de la transcetolasa
(operdn tkt) por un promotor fuerte (promotor de la superéxido dismutasa), se pretendia aumentar
el flujo a través de la ruta de las pentosas fosfato. Se consiguié aumentar el nivel intracelular de

NADPH vy alcanzar un aumento de produccion del 23979% con respecto a la cepa inicial [17].

Finalmente se realizaron cultivos en fed-batch para analizar el rendimiento de produccion
de ornitina con esta cepa manipulada metabdlicamente, empleando glucosa como sustrato. Se

obtuvo una produccién de 51,5 g/L, con una productividad de 1,29 g/L/h [17].

Esto demuestra la gran repercusion y relevancia de la ingenieria metabolica, no solamente
en el campo de la produccion de antibidticos, sino también de otros compuestos. Ademas, también

quedan reflejados los grandes aumentos de produccion que pueden lograrse con estas técnicas.
1.4.Policétidos

Los policétidos son un grupo de metabolitos secundarios, que poseen gran diversidad tanto

a nivel estructural como a nivel funcional. De esta manera presentan aplicacion como
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antibacterianos, antifungicos, anticancerigenos y antivirales, entre otras. Las bacterias son
productoras de policétidos, pero estos compuestos también pueden ser sintetizados por otros
organismos como hongos, plantas, insectos, moluscos y protistas [18].

La sintesis de los policétidos es un proceso complejo que requiere la implicacion de
enzimas multifuncionales que reciben el nombre de policétido sintasas (PKS). En el caso de
Streptomyces, el cual es uno de los principales géneros de bacterias productoras de policétidos y
uno de los mejor estudiados en términos de biosintesis de estos compuestos, existen tres tipos de
PKS: tipo |, tipo Il y tipo Ill. Concretamente este estudio se centrard en las PKS de tipo I, las
cuales son generalmente las responsables de la produccién de policétidos macrociclicos

(macrdlidos). Estos compuestos estan caracterizados por un anillo macrociclico de lactona [18].

El procedimiento de sintesis de un policétido involucra la condensacién de unidades acilo
o malonilo. Las PKS de tipo I son proteinas multifuncionales constituidas por varios médulos,
cada uno de los cuales es responsable de un ciclo de condensacion que tienen lugar de manera no
iterativa. Al mismo tiempo, cada modulo esta constituido por varios dominios que aportan
diferentes actividades enzimaticas que proporcionan las funciones necesarias para dar lugar al
policétido final a través de cada una de las condensaciones particulares [2, 18]. El primer dominio
a considerar es el de la proteina transportadora de acilo (ACP), a la cual se transfieren las
moléculas de sustrato (es decir, unidades acilo o malonilo). Dicha transferencia esta catalizada
por la actividad aportada por el dominio acetiltransferasa (AT). Para poder condensar nuevas
moléculas de sustrato con la molécula unida a la ACP, es necesaria la actividad del dominio
cetosintasa (KS), que cataliza dicha reaccion. Estos tres serian los dominios esenciales presentes
en un modulo de una PKS de tipo I. Ademas, los médulos pueden tener otros dominios
adicionales: cetoreductasa (KR), que reduce cetoésteres; deshidratasa (DH), que deshidrata los
compuestos generandose un doble enlace carbono-carbono; y enoilreductasa (ER), que reduce
dicho dable enlace. Estas tres actividades enzimaticas son opcionales y sirven para introducir
diversas modificaciones en los grupos funcionales presentes en la molécula de policétido [18].
Por lo tanto, en el proceso de produccion de policétidos, la cadena de policétido en expansion se
transfiere de un mddulo a otro médulo, de manera que en cada mddulo se incorpora a dicha
molécula una nueva de sustrato y se modifican sus grupos funcionales en funcion de los tipos de
dominios que conformen el médulo, hasta que la molécula completa se libera del Gltimo médulo
por una actividad enzimatica especial: una tiosterasa (TE) [2, 18]. Un ejemplo de c6mo tiene lugar
este proceso aparece representado en la Figura 2, donde se detalla el esquema de la PKS de tipo |
involucrada en la biosintesis del macrélido eritromicina, en el actinomiceto Saccharopolyspora
erythraea. Esta PKS se encuentra organizada en 3 subunidades: DEBS 1, DEBS 2 y DEBS 3, y
cada una comprende varios médulos [2, 19]. Sin embargo, el compuesto liberado al final por la

PKS no es el producto final, ya que a menudo es necesaria la actuacion de una serie de enzimas
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post-PKS, que llevan a cabo diversas modificaciones (oxidaciones, glicosilaciones, metilaciones,
etc.) que confieren a los metabolitos la estructura final y su funcionalidad [18, 19].
I
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Figura 2. Esquema de la PKS de tipo | involucrada en la sintesis de la eritromicina. ACP: proteina
transportadora de acilo. AT: aciltransferasa. KS: cetosintasa. KR: cetoreductasa. DH: deshidratasa. ER:

enoil reductasa. TE: tiosterasa [19].

2. OBJETIVOS

En este estudio se va a trabajar con las titanmicinas, grandes policétidos macrociclicos

glicosilados cuya estructura definitiva aun no se conoce, Figura 3, que estan producidas por la

cepa Streptomyces sp. CS227, aislada de hormigas cortadoras de hojas [20].

El objetivo final de este estudio es emplear
estrategias de ingenieria metabolica para
conseguir un aumento de produccion de las
titanmicinas en la cepa Streptomyces sp. CS227,
ya que el clister de biosintesis de dicho
metabolito se encuentra silenciado y no se
expresa en condiciones normales de laboratorio
[20]. Si

produccion se podrian aislar estos compuestos

se consiguiese incrementar la

en mayor cantidad lo que facilitaria la

caracterizacion definitiva de su estructura.

Concretamente, el aumento de produccion

de estos policétidos macrociclicos se va a

Cadena lateral

Azicar

Figura 3. Esquema de la prediccion de la estructura
para las titanmicinas en base a los médulos de las
PKS implicadas en su sintesis. Ademas, se sefiala
el azlcar y la cadena lateral. La masa molecular es
aproximadamente de 1600 Da, ya que se cree que
la cadena lateral puede tener longitud variable
(Comunicacion personal de M. G. Malmierca).

intentar conseguir mediante la modificacion de la disponibilidad de precursores, siendo este por
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tanto el objetivo de las manipulaciones genéticas a realizar. En vistas a conseguir este incremento
en la disponibilidad de precursores se van a adoptar dos enfoques: el primero de estos tendrd como
objetivo incrementar la disponibilidad intracelular de los precursores malonil-CoA y glucosa-1-
fosfato, necesarios para la sintesis de cualquier compuesto macrociclico glicosilado; mientras que
el segundo se centrard mas concretamente en incrementar aquellos precursores especificos que se

necesitan para la sintesis de las titanmicinas, como es el etilmalonil-CoA.

3. MATERIALES Y METODOS

3.1.Plasmidos y cepas bacterianas

La cepa bacteriana que se uso es la cepa de Streptomyces sp. CS227 productora de
titanmicinas [20]. Se realiz6 un analisis bioinformatico de su genoma empleando el software
online antiSMASH (https://antismash.secondarymetabolites.org/#!/start) y la herramienta
Protein BLAST, blastP (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?P AGE=Proteins).

Otras cepas bacterianas que se usaron en este estudio fueron: E. coli DH5¢. [21] como cepa

huésped para la clonaciéon y E. coli ET12567/pUB307 [22] para la conjugacion intergenérica.

Para alcanzar los objetivos anteriormente planteados, se emplearon diferentes

construcciones plasmidicas.

PMIXT: plasmido replicativo de 15,2 kb. Co-expresa los genes ovmGIH, que codifican
para la ACC del cluster de biosintesis de la oviedomicina de S. antibioticus, y el gen pgm, que
codifica para una PGM de S. coelicolor, bajo el control del promotor constitutivo del gen de
resistencia a la eritromicina E (ermE*p). Aporta resistencia al antibiético ampicilina en E. coli,
mientras que en Streptomyces la aporta frente a tiostreptona. Ademas, contiene el oriT (origen de
transferencia para la conjugacion) lo cual permite que pueda usarse como plasmido conjugativo
(Figura 4, A) [23]. En este estudio se empled este plasmido para sobreexpresar los genes ovmGIH

y pgm, y analizar los efectos de dicha sobreexpresion.

PEMAT: plasmido replicativo de 8,8 kb. La presencia del origen de replicacion pUC hace
que sea replicativo en E. coli, mientras que el origen pWHM4 lo hace replicativo en Streptomyces.
Permite la expresion de un determinado gen bajo la regulacién del promotor ermE*p. Aporta
resistencia a ampicilina en E. coli y a tiostreptona en Streptomyces. Puede ser utilizado en
procedimientos de conjugacion ya que contiene el oriT del plasmido RP4 (Figura 4, B) [24]. Este
plasmido se utilizd, por un lado, para sobreexpresar el gen tit35 en trans y, por otro lado, como

plasmido control.

pOJ260E: plasmido suicida en Streptomyces. Tiene un tamafio de 3,6 kb, y permite la

integracion de un gen exdgeno bajo el control del promotor ermE*p en el cromosoma bacteriano,
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mediante recombinacion simple. No obstante, en E. coli es replicativo ya que contiene el origen
de replicacion pUC. Aporta resistencia a apramicina tanto en E. coli como en Streptomyces. Para
poder emplearlo como plasmido conjugativo contiene el oriT de RP4 (Figura 4, C) [25]. Este
vector se uso, al igual que el anterior, para sobreexpresar el gen tit35, pero en este caso en cis.

pSET152E: plasmido integrativo en Streptomyces de 5,9 kb. Permite subclonar un gen o
grupo de genes bajo el control del promotor ermE*p e integrarlos en el cromosoma de la bacteria,
mediante recombinacion sitio especifica, gracias a que posee el gen int que codifica para la
integrasa del fago phiC31 y ademas el sitio attP necesario para dicha recombinacion. En E. coli,
debido a la presencia del origen de replicacién pUC, funciona como plasmido replicativo. Tanto
en E. coli como en Streptomyces, este plasmido aporta resistencia a apramicina (Figura 4, D) [20].
Este vector se empleé como plasmido control frente a cepas portadoras de construcciones
derivadas de pOJ260E.

A. B.

pEMAT

Ori - pWHM4

lacZ reportery

lac prom "

pOJ260E

Ori - pUC

pSET152E

OriT - RJNs

Figura 4. Esquema de los plasmidos. A) pMIXT [23]. B) pEMAT. C) pOJ260E. D) pSET152E. tioR, gen
de resistencia a tiostreptona; ampR, gen de resistencia a ampicilina; apraR, gen de resistencia a apramicina;
ermE*p, promotor del gen de resistencia a la eritromicina E; lac prom, promotor del operon lac; lacZ, gen
testigo que codifica p-galactosidasa; gen pgm, codifica fosfoglucomutasa; ovmGIH, grupo de genes que
codifican el complejo acetil-CoA carboxilasa; Ori-pUC, origen de replicacion en E. coli; Ori-pWHM4,
origen de replicacion en Streptomyces; OriT-RP4, origen de transferencia del plasmido RP4 para la
conjugacion; Int, gen que codifica la integrasa del fago phiC31; attP sitio para la recombinacién. En azul
se indican los sitios de restriccion.

Los esquemas de los plasmidos pEMA4T, pOJ260E y pSET152E se obtuvieron empleando el software online
PlasMapper (http://wishart.biology.ualberta.ca/PlasMapper/).

3.2.Medios de cultivo
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Medio MA (por litro): 21 g MOPS, 5 g de glucosa, 0,5 g de extracto de levadura, 0,5 g
extracto de carne, 1 g de casaminoacidos y 22 o0 25 g/L agar; ajustado a pH 7 con KOH. Es un
medio para la esporulacion de Streptomyces.

Medio MS (por litro): 20 g manitol, 20 g harina de soja, 20 mM MgCly, y 2% agar. Se usa

como medio de cultivo para la conjugacion intergenérica.

Medio SNA 0,5% (por litro): 8 g de caldo de cultivo y 0,5% agar. Es un medio que se usa

para la cobertera de la conjugacion intergenérica.

Medio 2xTY (por litro): 16 g triptona, 5 g NaCl y 10 g extracto de levadura. Para hacer
medio sélido hay que afiadir ademas 22 g/L de agar. Se emplea como medio estandar para el

crecimiento de E. coli.

Los medios de cultivo se suplementaron con antibi6ticos, cuando fue necesario: ampicilina
(100 pg/mL para E. coli), tiostreptona (25 pg/mL en medio sélido), apramicina (100 pg/mL para
E. coli y 25 pg/mL para Streptomyces), cloranfenicol (25 pg/mL para E. coli), kanamicina (25
pg/mL para E. coli y 10 pg/mL para Streptomyces), tetraciclina (10 pg/mL para E. coli) y acido
nalidixico (25 pg/mL).

3.3. Amplificaciéon por PCR

Se realiz6 una reaccion en cadena de la polimerasa (Polymerase Chain Reaction, PCR)

para poder amplificar el gen tit35.
3.3.1. Disefio de cebadores para la PCR

Los cebadores utilizados en la reaccién de amplificacidn fueron disefiados empleando el

software online Primer3Plus (https://primer3plus.com/), el cual proporciona no solamente la

secuencia del oligonucledtido, sino que ademas indica su correspondiente temperatura de melting
o de fusion, Tm, que es la temperatura a la cual hibridan dichos oligonucledtidos. Para poder
insertar posteriormente el amplicon en un plasmido, se le afiadié un sitio de restriccion en 5° y
otro en 3’ y se comprob6 que los enzimas de restriccion no digiriesen dentro del gen de interés

empleando el software online NEBcutter (http://nc2.neb.com/NEBcutter2/).

3.3.2. Condiciones de la PCR

Todas las reacciones de amplificacién se realizaron con la polimerasa de alta afinidad
Herculase 1l Fusion (Agilent Technologies). Cada PCR se realiz6 en un volumen total de 50 pL,
conteniendo 10 pL del buffer de reaccion 5X Herculase |1, 2-8 ng/uL del ADN molde (ADN
genodmico de la cepa de Streptomyces sp. CS227), 0,25 uM de cada cebador, 250 uM de cada
desoxirribonucledtido trifosfato (ANTP), 1 pL de la polimerasa y 5 pL de DMSO.
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Las reacciones de amplificacion se realizaron con el termociclador SureCycler 8800
(Agilent Technologies), comenzando con un ciclo de desnaturalizacion a 98 °C durante 4 min. A
continuacion, 30 ciclos de amplificacion que incluian una etapa inicial a 98 °C durante 20 s,
seguida de una etapa a 55 °C (Tm - 5 °C) durante 20 seg, y una tercera a 72 °C durante 45 s (30
s/kb). Finalmente, una etapa de extensién a 72 °C durante 3 min.

Se realiz6 una electroforesis en un gel de agarosa del 0,7% para comprobar si la PCR se
habia realizado correctamente. Finalmente, se realizé la extraccion del amplicon (fragmento de
1,2 kb) a partir del gel de agarosa, utilizando el kit comercial GeneJET Gel Extraction Kit (Thermo
Scientific).

3.4.Construccion de los plasmidos
3.4.1. Digestion de plasmidos e inserto

Los enzimas de restriccion que se emplearon para las digestiones fueron: FastDigest
BamHI y FastDigest EcoRI (Thermo Scientific).

La digestion de cada plasmido, pPEM4T y pOJ260E, se realizé en un volumen total de
reaccion de 100 uL, de los cuales 0,05 pg/uL eran de ADN plasmidico, 10 uL del buffer de
digestién (10X FastDigest Buffer, de Thermo Scientific), 0,03 U/uL de cada enzima de restriccion
y 0,2 ug/uL de ribonucleasa (RNasa). La digestion se llevo a cabo durante 20 min a 37 °C y sin

agitacion.

Se realiz6 una electroforesis en un gel de agarosa al 0,7% para comprobar las digestiones,
y se llevd a cabo la extraccion del ADN plasmidico del gel empleando el GeneJET Gel Extraction
Kit (Thermo Scientific).

Para el producto de la PCR, la reaccion de digestion se realizé en un volumen total de 60
pL, de los cuales 0,017 pg/uL eran el ADN por digerir disuelto en agua milli-Q, 6 pL del buffer
de digestion (10X FastDigest Buffer, de Thermo Scientific) y 0,03 U/uL, de cada enzima de
restriccion. La digestion se realizé a 37 °C, durante 30 min. Finalmente, se purifico el producto

de la digestion empleando el kit comercial GeneJET PCR Purification Kit (Thermo Scientific).
3.4.2. Ligacion

Se empled el espectrofotometro SimpliNano (BioChrom) para conocer la concentracion
de ADN presente en las muestras digeridas y poder calcular a partir de ellas la cantidad de ADN

de inserto y de plasmido necesarias para cada ligacién, proporcion 1:3 (m/m).

La ligasa que se utilizo fue la T4 DNA Ligase (Thermo Scientific). La ligacion se realiz6

en un volumen total de 20 pL, constituidos por 4 pL del buffer de ligacion (5X T4 DNA Ligase
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Buffer), 0,1 U/uL de la ligasa, segun las indicaciones del fabricante; y la cantidad de plasmido e
inserto la calculada previamente. La reaccion de ligacion se llevé a cabo durante 24 h, a 14 °C.

3.5. Transformacion en E. coli DH5a

Se realizo la transformacion en E. coli DH5a de los plasmidos obtenidos mediante choque
térmico: se afiadieron los 20 pL de la ligacion a las células DH5a, se dejaron en hielo 20 min'y
se les realiz6 el choque térmico, a 42 °C durante 45 s. A continuacion, 200 uL de la transformacion
se afiadieron en 800 uL. de medio liquido 2xTY, sin antibiticos, y se incubaron durante 1 h a 37
°C y 250 rpm. Finalmente, se sembraron las transformaciones en placa en medio 2xTY,

suplementado con los antibi6ticos correspondientes y se incubaron a 37 °C durante un overnight.
3.6. Minipreparaciones

Las minipreparaciones de ADN se realizaron para comprobar que las colonias obtenidas
tras las transformaciones contenian el plasmido esperado. Cada colonia para analizar se inoculd
en 1 mL de medio 2xTY con el antibiético correspondiente y se incubaron a 37 °C y 250 rpm
durante un overnight. Tras esta incubacién se hicieron las minipreparaciones, procedimiento que
incluia la lisis de las células hospedadoras empleando lisozima (20 mg/mL) y hervido durante 45
s. Una centrifugacién a 13200 rpm durante 15 min permiti6 precipitar las proteinas y el ADN
cromosémico. EI ADN plasmidico contenido en el sobrenadante se precipit6 afadiendo acetato
sodico, 3 M (pH 5,2) e isopropanol, en proporcion 1:10 y 1:1 (v/v), respectivamente, y
centrifugando a 13200 rpm durante 10 min. El pellet se lavo con etanol al 70% y se resuspendid

en agua mili-Q.

Se realizd una digestién de comprobacién para ver si el plasmido aislado contenia el
inserto, siguiendo el protocolo indicado en la seccion 3.4.1. y empleado como buffer de digestion
el 10X FastDigest Green Buffer (Thermo Scientific).

3.7. Lisis alcalina

Este procedimiento permite obtener plasmidos a gran escala a partir de células de E. coli.
Se inocul6 una de las colonias que contenia el plasmido en 20 mL de medio 2xTY suplementado
con el antibidtico correspondiente y se incubo la suspensién durante 15 ha 37 °C y 250 rpm. Para
producir la lisis alcalina de las células se emple6 lisozima (a una concentracion final de 10
mg/mL) y una solucidn alcalina/SDS (NaOH 0,2 N; SDS 1%). Tras afiadir acetato potasico 3 M
(pH 4,8) y centrifugar a 8000 rpm y 4 °C durante 10 min, se consiguid precipitar el ADN
gendmico. Para recuperar el ADN plasmidico contenido en el sobrenadante se afiadi6 isopropanol
en una proporcion 1:0,7 (v/v) y se centrifug6 a 4400 rpm durante 10 min. Se lavo el pellet con
etanol al 70% y se resuspendio en tampon TE (Tris-HCI 10 mM pH 8; EDTA 1 mM pH 8).
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3.8. Generacion de mutantes en Streptomyces
3.8.1. Transformaciénen E. coli ET12567/pUB307

Para cada reaccion de transformacion se afiadieron 2-10 ng/uL del plasmido
correspondiente disuelto en agua mili-Q a 50 pL de células E. coli ET12567/pUB307, las cuales
son electrocompetentes. Esta suspension se electropord a 2500 V durante 5 ms, utilizando el
electroporador MicroPulser™ (Bio-Rad). Las células electroporadas se inocularon en 800 uL de
medio liquido 2xTY, sin antibidtico, y se incubaron durante 1 h a 37 °C y 250 rpm. Finalmente,
se sembraron las transformaciones en placa de medio 2xTY, suplementado con los antibiéticos

correspondientes. Estas placas se incubaron a 37 °C durante un overnight.

Para comprobar que las colonias que habian crecido tras la incubacion contenian el

plasmido se hicieron minipreparaciones segun el protocolo indicado en la seccion 3.6.
3.8.2. Conjugacion E. coli y Streptomyces

La conjugacion es un procedimiento de transferencia intercelular de plasmidos que
implica contacto entre las células involucradas. En este caso, las células donadoras eran las E. coli

pUB transformadas, y las receptoras las Streptomyces sp. CS227.

Las E. coli ET12567/pUB307 transformadas debian alcanzar la fase exponencial de
crecimiento (densidad dptica a 600 nm entre 0,4 y 0,6) para poder realizar la conjugacién. Por
este motivo, se determiné la densidad celular empleando el espectrofotémetro BioPhotometer
(Eppendorf). A continuacioén, para eliminar cualquier resto de antibidticos que pudiera interferir
con la conjugacion, se centrifugaron las E. coli ET12567/pUB307 a 4400 rpm durante 2 min y se

resuspendieron en medio liquido 2xTY.

Se realizd un lavado de las esporas de Streptomyces sp. CS227 para eliminar el glicerol
en el que se encontraban guardadas y que podria interferir con el crecimiento de Streptomyces y
de E. coli. Para ello se afiadié medio liquido 2xTY a las esporas, se aplicaron dos programas de
centrifugacion a 11000 rpm durante 4 min y se resuspendié el pellet en medio 2xTY. A
continuacion, se pregerminaron las esporas incubando 10® UFC (unidades formadoras de

colonias) de las mismas durante 10 min a 50 °C y 250 rpm.

Para cada conjugacién a las esporas pregerminadas se les afiadieron 500 pL de las E. coli
ET12567/pUB307 transformadas conteniendo el plasmido correspondiente. Estas conjugaciones
fueron sembradas en placas con medio MS sin antibiéticos e incubadas durante 12 h a 30 °C;
tiempo tras el cual se les afiadio la cobertera de medio SNA 0,5%, suplementado con &cido
nalidixico y el antibiético correspondiente, y se incubaron a 30 °C. Se realiz6 un seguimiento

periodico de las placas y las colonias que mostraron crecimiento se sometieron a pases selectivos
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con el antibidtico correspondiente en medio MA e incubando a 30 °C. Finalmente, se sometieron
a esporulacién en medio MA para hacer un stock de dichas esporas en glicerol.

4. RESULTADOS

4.1.Eleccion de los genes a manipular

En vistas a lograr manipular la disponibilidad de precursores y teniendo en cuenta los dos
enfoques a seguir indicados en los objetivos, se seleccionaron los genes cuya sobreexpresion daria

lugar a la modificacion deseada.

4.1.1. Para aumentar los precursores generales de la sintesis de policétidos

glicosilados: acetil-CoA carboxilasa y fosfoglucomutasa

Este primer enfoque consistia en sobreexpresar los genes que codifican el complejo acetil-
CoA carboxilasa (ACC), la cual es una enzima que cataliza la transformacién de acetil-CoA en
malonil-CoA. Conjuntamente también se sobreexpres6 el gen pgm, que codifica
fosfoglucomutasa (PGM), un enzima que cataliza la conversion de glucosa-6-fosfato a glucosa-
1-fosfato. La glucosa-1-fosfato es especialmente importante ya que muchos metabolitos
secundarios se encuentran glicosilados con uno o varios desoxiazUcares derivados de ella.
Consecuentemente, con esta estrategia se pretendia, por un lado, mediante la sobreexpresion de
los genes que codifican la ACC incrementar la cantidad intracelular de malonil-CoA y, por otro
lado, mediante la sobreexpresion del gen pgm incrementar la disponibilidad intracelular de
glucosa-1-fosfato. Esto podria desencadenar una mayor produccién, no solamente de
titanmicinas, sino en general de los policétidos derivados del malonil-CoA, y que ademas se

encuentren glicosilados con azlcares derivados de glucosa-1-fosfato [23].

4.1.2. Para aumentar la cantidad intracelular de etilmalonil-CoA necesario

para la sintesis de titanmicinas: crotonil-CoA carboxilasa/reductasa

Esta estrategia estaba basada en la sobreexpresion del gen que codifica para la crotonil-
CoA carboxilasa/reductasa. Esta enzima cataliza la transformacion de crotonil-CoA en
etilmalonil-CoA, y es clave en la ruta del etilmalonil-CoA, la cual interviene en la asimilacion del
acetil-CoA [26]. En la biosintesis de las titanmicinas se necesita como precursor una unidad de
etilmalonil-CoA. Por lo tanto, si se consigue incrementar la disponibilidad de dicho metabolito,

se podria lograr incrementar la produccion de titanmicinas.

Concretamente, en la cepa de Streptomyces de estudio, la CS227, el gen que codifica la
crotonil-CoA carboxilasa/reductasa se encuentra localizado en el cluster biosintético 21, y se
trataria del gen tit35. Esto se conoce gracias a la prediccion bioinformética que proporciona el

programa antiSMASH y la herramienta online blastP (Figura 5).
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12. PKStipo I 25 dTDP-4-deshidrothamnosa 3,5-epimerasa

13. PKStipo I 26. [Epimerasa dependiente de NAD/Proteina de la familia de las deshidratasas

Figura 5. Esquema del claster 21 de la cepa de Streptomyces sp. CS227. En azul, genes con funcién reguladora; en verde, genes implicados en la sintesis del desoxiazlcar; en
amarillo, genes implicados en la sintesis de la cadena policetidica; en rojo, genes que codifican proteinas auxiliares; en marron, genes implicados en la sintesis de precursores;
en naranja, genes que codifican transportadores; y en gris, genes que codifican proteinas de funciéon desconocida. Se sefiala en rosa el gen tit35, que codifica para la crotonil-
CoA carboxilasa/reductasa, y que es el gen que se va a sobreexpresar empleando los plasmidos pEM4T y pOJ260E.
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Una relacion de las principales rutas metabdlicas en las que intervienen los precursores
implicados en la sintesis de titanmicinas se muestra en la Figura 6, donde se sefialan ademas los

genes a sobreexpresar y la direccion en la que dicha sobreexpresion modificaria las rutas.

Glucosa Ace(il-CoAj— Acetil-CoA
| PGM )
Glucosa-6-P Glucosa-1-P dTDP-D-glucosa Acetoacetil-CoA
GLUCOLISIS l
l dTDP-4-ceto-6-deoxy-D-glucosa (R)-3-hidroxibutirato
. (Eliminacion,
Piruvato reduccion, l
l isomerizacién, Crotonil-CoA
ACC epimerizacion,
Acetil-CoA Malonil-CoA transferencia de 1 l cCcC
[ grupos amino o
acilo...)
. Etilmalonil-CoA
. : . Desoxiazucar
Oxalacetato Isocitrato Metilmalonil-CoA
| Ciclo l
Malato de 2-oxoglutarato
Krebs
| | TITANMICINAS
Fumarato Succinato

Figura 6. Esquema de las rutas metabolicas implicadas en la sintesis de los principales precursores
necesarios para la sintesis de titanmicinas. De acuerdo con el analisis bioinformético realizado con el
antiSMASH, se predice que para producir estos metabolitos se necesitan 23 x malonil-CoA, 9 X
metilmalonil-CoA y 1x etilmalonil-CoA, ademas del correspondiente desoxiazlcar. Se indican en rojo los
genes que van a sobreexpresarse en este estudio. PGM: fosfoglucomutasa. ACC: acetil-CoA carboxilasa.
CCC: crotonil-CoA carboxilasa/reductasa [20, 23, 26, 27].

4.2.Disefio de los cebadores para la PCR

Los cebadores para llevar a cabo la reaccion de amplificacion del gen tit35 fueron
227eccc.5 y 227eccc.3. Las secuencias de estos cebadores fueron determinadas a partir de la

secuencia del gen empleando el software Primer3Plus (Tabla 1, Figura 7).

Para poder introducir, posteriormente, el amplicon en los plasmidos adecuados fue
necesario afiadirle un sitio de restriccion en 5° y otro en 3°. Ambos plasmidos utilizados, pEM4T
y pOJ260E, contienen sitios de reconocimiento para las enzimas BamHI y EcoRI. Estos enzimas,
tal y como se vio con NEBcutter, no cortaban en el interior de la secuencia del gen. Por lo tanto,
fueron los que se eligieron y se incluyeron en la secuencia de los cebadores. Finalmente, a la
secuencia de ambos cebadores se le afiadié al inicio los nucledtidos TAT para asi facilitar que el
enzima de restriccion pueda actuar y ademas para compensar el % de GC de dichas secuencias.

Tabla 1. Cebadores usados en la reaccién de PCR. En negro: secuencia obtenida con Primer3Plus. En rojo:
sitio de reconocimiento de BamHI. En verde: sitio de reconocimiento de EcoRI. En azul: nucleétidos TAT.

Cebador Extremo Secuencia (5°— 3°) Tm (°C)
227eccc.5 5 TATGGATCCCGTGTCAAAAACGCTGTACG 60,4
227eccc.3 3 TATGAATTCCGTAGGAAGCGGTGATCCT 60,2
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CGTGTCAAAAACGCTGTACGAGCTGGGCGACCCCCCGCCGCTCGGCGTGATCCCCGACCAGATG
TACGCGAACGTGATCCGCCAGGACCGCTTCGGAGAGCCCATCCAGGCGATGCGCACCGAGGTCC
TGCCGGTGCCCCGGCCCGGCCGGGGCGAGGTCCTCGTCTACGTGATGGCCGCGGGCATCAACCA
CAACAACGTGTGGGCCTCCCTCGGGAAGCCCATCGACGTCATCGCCATGCGCCAGAAGCTGCAC
GGCGCCACCGAGGACTTCCACATCGGCGGCACCGACGCCTCCGGCGTGGTCTGGGCCGTCGGCG
IAGGGCGTCACGCAGTTCAAGGTGGGCGACGAGGTCGTCACCTCCGGCGCGATCTGGGACGAGAC
CGCCGAGGACGTCCGGATGGGCATCGACCCGCTCGCCTCGAAGTCCCTGACCGCGTGGGGCTAC
GAGTCCAACTACGGCTCCTTCGCGCAGTTCACGCGCGTCAAGGAACAGCAGTGCCACCCGAAGC
CCGAGAACCTGTCCTGGGAGCACGCGGGCAGCTTCCTGGTGACCGGCGCCACCGCCTACCGGCA
GCTCACCGGCTGGGCCCCGAACGACGTGCAGCCGGGCGACCCCGTGCTGATCTGGGGCGGCTCC
GGCGGCATCGGCTCGGCCGCGATCCAGGTCACCAACCTGCGCGGCGGCATCCCCATCGCCGTCG
TCTCCAGCGAGGAGCGCGCCAAGTGGGCCCTCGACCTCGGCGCCAAGGGCGTCATCGACCGCAC
CGAGTTCACCCACTGGGGGCGGCTGCCCGACGTCGGTGACAAGGCCGCCGCCAAGGCGTGGACC
GCCGAGGTCCGCCGCTTCGGCGCCAAGTTCTGGGAGGTCCTCGGCGAGCGCCGCAACCCGCGCA
TCGTCGTCGAACACCCCGGCCAGGCGACCCTGCCGACCTCCATGTTCGTCTGCGACAACGGCGG
CATGGTCGTCATCTGCGGCGGCACCAGCGGCTACAACGGCGACCTCGACCTGCGCTACCTCTGG
IATGCGCAGCAAGCGGCTCCAGGGTTCGCACGGCTCCAGCACCCGCGAGAACCGGGCCGTCATCC
GCCTCATGTCCGAGGGCCGCCTCGACCCGTGCGTCACCTGGTGCGGCACCTTCGAGGACATCGC
CGAGGCCCACCAGACGCTCCACGACAACCGCCAGGGCACCGGCAACTTCGCCGTCCTCGTCAAC
GCCACCTCACACGGGCTGACCACGCTCTCTGGGGTCGGCTAGGGGTTGCCGGGCGAGGATCACC
GCTTCCTACG

Figura 7. Secuencia empleada para el disefio de los cebadores para la PCR. Subrayado en gris y en azul
aparece la secuencia del gen tit35; en rojo se indica donde hibrida el cebador 227eccc.5 y en verde se indica
donde hibrida el cebador 227eccc.3.

4.3.Plasmidos obtenidos

El fragmento amplificado por PCR de 1,2 kb, correspondiente al gen tit35 fue clonado en
los sitios de restriccion BamHI y EcoRI de los plasmidos pEM4T y pOJ260E para obtener los
vectores finales pEM4Ti (10,0 kb) y pOJ260Ei (4,9 kb), respectivamente (Figura 8). Las

construcciones fueron comprobadas por digestion y posterior secuenciacion.

A B.

BamHI OriT - RP4
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N \e ——

LacZ reporter

Gen rir35

EcoRI

~

W 1acZ reporter pEMATi pOJ260Ei Gen rit35

\R

ori prC\

apraR.

Ori - pWHM4

EcoRI

Orii- pUC

Figura 8. Esquema de los plasmidos obtenidos en este estudio portando el gen tit35. A) pEMA4TI. B)
pOJ260Ei. tioR, gen de resistencia a tiostreptona; ampR, gen de resistencia a ampicilina; apraR, gen de
resistencia a apramicina; ermg*p, promotor del gen de resistencia a la eritromicina E; lac prom, promotor
del operon lac; lacZ, gen reporter que codifica B-galactosidasa; Ori-pUC, origen de replicacion en E. coli;
Ori-pWHM4, origen de replicacién en Streptomyces. En rosa: OriT-RP4, origen de transferencia del
pldsmido RP4 para la conjugacion. En azul: sitios de restriccion. Los esquemas de los plasmidos pEMA4Ti
y pOJ260Ei se obtuvieron empleando el software online PlasMapper.
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4.4, Clones obtenidos

Tras la conjugacidn se observo crecimiento de colonias en las placas de cultivo por lo que
se consiguieron los siguientes clones que fueron comprobados mediante PCR para verificar que

portaban las construcciones adecuadas:
CS227 ACC/PGM: cepa de Streptomyces sp. CS227 conteniendo el plasmido pMIXT.
CS227 CCCtrans: cepa de Streptomyces sp. CS227 conteniendo el plasmido pEMA4Ti.
5. DISCUSION

En vista a los resultados obtenidos, el estudio no estaria completo ya que seria necesario
comprobar la produccién de metabolitos de las cepas generadas para asi determinar si se ha
conseguido producir un incremento de produccion de las titanmicinas como consecuencia de las

manipulaciones genéticas realizadas.

De forma genérica, un analisis de produccion implica inicialmente propagar las cepas en un
medio de cultivo adecuado para la produccién de metabolitos secundarios. Este medio de cultivo
es diferente en funcion de la cepa y el compuesto de interés, por lo que seria necesario probar
varios medios de cultivo para encontrar el adecuado. Se realizaria entonces una incubacion de
estos cultivos, y se tomarian muestras a diferentes tiempos para determinar cuando se produce el
metabolito de interés. En el caso de que el metabolito de interés sea extracelular, este es excretado
por los microorganismos al medio de cultivo, por lo que para poder separarlo de las células y de
los metabolitos intracelulares, se emplearian técnicas sencillas como centrifugacion o filtracién
[28]. Si el metabolito de interés es intracelular, el proceso es mas complejo ya que es necesario
lisar las células para poder obtenerlo. Se pueden encontrar técnicas de disrupcion quimicas
(extraccion empleando &cidos, o bien realizando una extraccién alcalina), mecanicas (sonicacion,
microondas, por presion...) o combinaciones de las dos anteriores [29]. Finalmente, para realizar
la extraccion final y concentracion de los metabolitos del medio de cultivo se emplearian
solventes organicos. Al igual que pasaba con el caso del medio de cultivo, el solvente gque se
utilice seré especifico para cada tipo de metabolito, ya que el proceso de extraccion depende de
la naturaleza quimica del compuesto, y mas concretamente de su polaridad ya que cuanto mas
similar sea la polaridad del compuesto a la del disolvente empleado mas eficaz serd la extraccion.
Algunos solventes usados frecuentemente y que son buenos para la extraccion de metabolitos

secundarios son: acetato de etilo, acetona, butanol y metanol [20, 30].

Para el caso de las titanmicinas todas estas etapas y parametros comentados anteriormente ya
son conocidos y se encuentran optimizados. Las titanmicinas son compuestos intracelulares que
se producen en medio solido MP5 (composicién por litro: 7 g de extracto de levadura, 5 g de
NaCl, 1 g de NaNOs, 36 mL de glicerol, 20,9 g de MOPS; ajustado a pH 7,5 con NaOH) a partir
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del cuarto dia de crecimiento a 30 °C. Para su obtencidn se realiza una extraccion con metanol

sonicando las células (Comunicacién personal de M. G. Malmierca).

Finalmente, esas muestras extraidas que contendrian todos los metabolitos intracelulares
producidos por la cepa de estudio serian analizadas para determinar la produccion del compuesto
especifico. Una técnica que suele emplearse es la Cromatografia Liquida de Ultra-alta Resolucion
(Ultra Performance Liquid Chromatography, UPLC). Esta técnica se basa en los mismos
principios que la HPLC, de modo que permite separar los componentes de una mezcla, empleando
una columna que acttia como fase estacionaria y una fase mévil que actta como portadora de la
muestra. En funcion de la naturaleza del compuesto se empleara una cromatografia de fase directa,
con fase estacionaria polar y fase mévil no polar; o de fase reversa, con fase estacionaria no polar
y fase mavil polar. Las mas empleadas para este tipo de estudios son las cromatografias de fase
reversa, de manera que los compuestos de la mezcla quedaran retenidos a lo largo de la columna

en funcién de las interacciones no covalentes de los mismos con la fase estacionaria.

La UPLC tiene como ventajas el poder emplear presiones mas elevadas y detectar compuestos
presentes en menor concentracion, ademas de proporcionar mayor sensibilidad, resolucion y
velocidad de procesamiento, en comparacién con la HPLC, derivando en una mayor eficiencia de
separacion [31]. La eficiencia es inversamente proporcional al tamafio de las particulas
empaguetadas en la columna que constituyen la fase estacionaria [32]. En el caso de la UPLC, el
tamafio estandar de las particulas es de 1,7 um que es el méas utilizado [16, 20, 25, 32, 33, 34].
Las dimensiones de la columna también son determinantes en el proceso de separacion. EI poder
de resolucion viene determinado por la relacion entre la longitud de la columna y el diametro de
las particulas, y cuanto mayor sea este cociente mayor sera la eficiencia, de manera que las
columnas de mayor longitud son las que permiten realizar las separaciones mas dificiles. Las que
se usan mas frecuentemente en el analisis de produccion de metabolitos son las de 100 mm, que
proporcionan una alta resolucion y buena eficiencia, pero permiten tiempos de analisis mas cortos
en comparacion con otras de mas longitud [16, 20, 25, 33, 34]. Enrelacion con el diametro interno,
cuanto menor sea mayor serd la sensibilidad. Los didmetros mas pequefios (1 mm) son
especialmente Utiles para detectar metabolitos que se encuentran en muy baja concentracion. No
obstante, en los estudios de analisis de produccion el tamafio mas utilizado es de 2,1 mm ya que
permite cargar la columna con mayor volumen de muestra y la eficiencia, aunque no es tan alta

como en el caso de las columnas de 1 mm, sigue siendo buena [35].

Por otro lado, en la UPLC en fase reversa se necesita una fase mdvil polar que estara
constituida por la combinacién de agua con un compuesto organico, el cual es menos polar. Hay
estudios que indican que el empleo de agua pura como parte acuosa de la fase movil no

proporciona una buena elucion de los antibidticos ademas de producir una separacion inadecuada.

Pagina 23 de 33



Este inconveniente se supera con la adicion de aditivos acidos los cuales modifican el pH de la
fase movil y asi se consigue mejorar la separacion y la deteccion. Un &cido que cumple estas
condiciones es el &cido trifluoroacético, TFA, por lo que en la mayoria de los estudios de
produccion se emplea como parte acuosa agua mili-Q con TFA al 0,1%, ya que en esta proporcion
es con la que mejor separacion y deteccion se consigue [16, 20, 25, 36]. Entre todos los
compuestos posibles para constituir la parte organica de la fase movil, el acetonitrilo, ACN, es el
mas utilizado [16, 20, 25, 33]. Este compuesto es miscible con agua y compatible con los aditivos
acidos empleados, ademas de proporcionar fases mdviles de menor viscosidad, lo cual permite

trabajar a mayores caudales y reducir los tiempos de analisis [36, 37].

Finalmente, el modo de elucion suele ser en gradiente, en el cual la concentracion del solvente
organico que se emplea varia a lo largo del tiempo. Este tipo de elucion permite separar todos los
componentes de la mezcla, muy variados en cuanto a polaridad, en un tiempo razonable, y ejercer
un mayor control durante el proceso de elucion mejorando la deteccion y la resoluciéon. EI ACN
es el que suele emplearse ya que tiene una elevada fuerza de elucion, es decir, permite debido a
su alta polaridad, separar los metabolitos de forma rapida [37]. El gradiente de ACN que suele
emplearse en analisis de compuestos similares a las titanmicinas, como pueden ser otros

policétidos glicosilados como sipanmicinas o mitramicinas, es de 10 al 100% de ACN [16, 20].

Por lo tanto, siempre y cuando la toma y medida de las muestras esté estandarizada,
comparando los cromatogramas de las cepas modificadas con respecto a los de la cepa nativa se
podria determinar si las alteraciones genéticas realizadas han provocado algun efecto en la
produccion de los metabolitos en estudio. Por comparativa se podrian observar diferencias entre
ambos cromatogramas del tipo presencia o ausencia de un metabolito, o en relacion con la
cantidad de metabolito presente en cada muestra [20]. Para poder dar un dato de la concentracion
del compuesto en cada muestra seria necesario realizar una curva patron empleando el compuesto
puro a diferentes concentraciones. Se elaboraria entonces una recta patron que relacionaria la
concentracién del metabolito con el area del pico cromatogréafico, de la cual podrian extrapolarse
las areas de los picos de los cromatogramas de las muestras y determinar la concentracion. El

inconveniente que presenta esta estrategia es la disponibilidad del metabolito puro.

Podria ademas realizarse una etapa adicional empleando la técnica de Cromatografia Liquida
de Alta Resolucion-Espectrometria de Masas (High Performance Liquid Chromatography-Mass
Spectrometry, HPLC-MS) la cual combina la capacidad de separacion de la HPLC con la
capacidad de la MS para determinar la masa molecular de los compuestos a partir de su masa
atomica. De esta forma se podria comprobar la masa del compuesto para asegurar que estamos
trabajando con el metabolito de interés. Para el caso de titanmicinas, seria una masa molecular

de aproximadamente 1600 Da.
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Una vez llegados a este punto, se podrian encontrar dos situaciones diferentes: que se haya
conseguido producir en la cepa de Streptomyces estudiada un incremento de produccién de las
titanmicinas o que no se haya conseguido.

En el caso de que se haya logrado incrementar la produccién, se habria alcanzado el objetivo
del estudio. A partir de este momento podrian realizarse una serie de estudios adicionales para
poder obtener la mayor cantidad de informacién posible con el objetivo de caracterizar
adecuadamente a estos metabolitos secundarios.

Por un lado, se podria realizar la elucidacion estructural del compuesto. Para ello
primeramente seria necesario realizar el aislamiento del metabolito de interés. Habria que hacer
entonces un cultivo de la cepa sobreproductora en el medio MP5, pero a mayor escala que el
cultivo realizado para determinar la produccion inicial. Una vez extraidos los metabolitos
producidos, se realizaria una HPLC preparativa que busca conseguir el aislamiento y la
purificacion de un compuesto especifico de la mezcla, diferenciandose en este sentido de la HPLC
analitica que tiene como Unico objetivo la separacion de los componentes de la muestra para
ponerlos de manifiesto. Ademas, en la modalidad preparativa se emplean mayores volimenes de
muestra. Finalmente, para la elucidacion estructural del compuesto se emplearia la espectroscopia
de RMN, técnica que permite estudiar la estructura de un determinado compuesto y que se basa
en las propiedades nucleares de un atomo, siendo de especial importancia que el nlcleo posea
espin, es decir, que tenga un nimero impar de protones y/o neutrones (*H, *C...) y que sea, por
tanto, magnéticamente activo. Mediante la aplicacion de un campo electromagnético y de pulsos
de radiofrecuencia, se produce una excitacién de dichos nucleos y se obtiene un espectro de
frecuencias frente a su intensidad. En el caso de los espectros de RMN 1D, la informacion que se
puede obtener es acerca de un sitio quimico concreto, pudiendo determinar su ambiente quimico,
nacleos cercanos, etc. En cambio, en el caso de los espectros de RMN 2D se puede obtener ademas
informacion acerca de la conexion entre diferentes nicleos y por tanto se facilita de esta manera
la elucidacion de la estructura molecular. En el caso de trabajar con compuestos cuya estructura
definitiva es desconocida, como es el caso de las titanmicinas, es necesario comparar los
resultados de RMN con una biblioteca de compuestos de estructura ya conocida y conseguir de

esta manera determinar la identidad de los diferentes atomos o grupos atémicos [20, 38].

Por otro lado, una vez determinada la estructura del compuesto, otros posibles estudios que
se podrian hacer son los correspondientes a la determinacién de su actividad antimicrobiana, para
de esta manera poder determinar las aplicaciones que podrian tener las titanmicinas en salud,
agricultura y medioambiente. Tal y como se indicaba en la introduccién de este estudio, una de
las causas por las que es importante la basqueda de nuevos antibiéticos es debido al incremento

en el nimero de patdgenos multirresistentes. Es por esto por lo que puede ser particularmente
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interesante testar la actividad microbiana de las titanmicinas frente a estos microorganismos, ya
que si tuvieran actividad frente a ellos esto supondria un gran avance: no solamente se conseguiria
tener un nuevo antibidtico, sino que ademas este seria Util frente a bacterias multirresistentes.
Algunos ejemplos de microorganismos multirresistentes a antibiéticos que podrian analizarse
serian Staphylococcus aureus resistente a meticilina, Staphylococcus aureus resistente a
vancomicina y Enterococcus resistentes a vancomicina [39, 40, 41]. Seria ademas interesante
analizar la actividad de las titanmicinas frente a microorganismos patégenos causantes de
importantes enfermedades (Klebsiella pneumoniae, causante de infecciones nosocomiales,
Salmonella typhi, causante de la fiebre tifoidea, y Vibrio cholerae, causante del colera), para de
esta manera poder tratar dichas enfermedades sin necesidad de recurrir a los antibiéticos
tradicionales [41, 42]. Por otro lado, también podria analizarse su actividad antitumoral frente a
diferentes lineas celulares tumorales, como es el caso de las células HeLa o las células IGROV
[24]. Si se desea testar su actividad como antiflngico, algunos hongos patégenos de humanos
como Candida albicans o Aspergillus niger, son los que se analizan frecuentemente [39, 42].
Adicionalmente, y en vistas a posibles aplicaciones en el campo de la agricultura, podria
analizarse la actividad antifangica frente a hongos patdgenos de plantas como Macrophomina

phaseolina o Ustilago maydis [42].

Para hacer estas determinaciones pueden emplearse diferentes métodos. Una de estas técnicas
seria la difusién en disco, que es la que se emplea rutinariamente en laboratorios clinicos. Este
enfoque implica inocular placas de agar con el microorganismo frente al que se va a medir la
actividad. Se emplean discos de papel de filtro con el compuesto de interés a la concentracién
deseada y se colocan en dichas placas. De esta manera se podria determinar si el metabolito es
activo o no frente a un determinado microorganismo, en funcién del resultado del antibiograma
[41, 43]. Tiene como ventajas ser un método sencillo, rapido y de facil interpretacion de los
resultados, mientras que presenta el inconveniente de no permitir calcular la concentracién
minima inhibitoria (CMI), que es la concentracién mas baja de un determinado compuesto que
consigue inhibir el crecimiento del microorganismo que se esté analizando [43]. En este sentido,
para superar ese inconveniente existe otra técnica béasica y también muy empleada
frecuentemente. Se trata de la microdilucién, la cual se realiza en una placa de microtitulacion de
96 pocillos, donde se hacen diluciones seriadas del agente antimicrobiano en medio de cultivo
liquido. A continuacion, se inocula el pocillo con el microorganismo correspondiente y se somete
a un periodo de incubacidn, tras el cual, para la determinacion de la CMI, se emplean métodos
colorimétricos como el ensayo MTT o el XTT [43, 44]. Si lo que se desea es hacer un analisis
mas profundo que nos permita ademas determinar otras caracteristicas, como por ejemplo obtener
informacion adicional sobre la interaccion entre el agente antimicrobiano y la cepa, o saber si es

un agente bactericida o bacteriostatico, una técnica utilizada frecuentemente es el ensayo cinético

Pagina 26 de 33



de tiempo-muerte. Para ello, se dispone de varios tubos que contienen el microorganismo a
ensayar inoculado en medio liquido, a cada uno de los cuales se afiade una concentracion diferente
del agente antimicrobiano, y se incuban. A diferentes tiempos se toman alicuotas que luego se
siembran en placa y se hace la cuantificacion de las UFC presentes. Se puede de esta manera
comparar las UFC de las diferentes alicuotas correspondientes a diferentes concentraciones del
agente a ensayar y a diferentes tiempos de incubacion para ver si hay un efecto antimicrobiano
dependiente de la concentracion o del tiempo [43, 44]. En el caso de ensayos con lineas celulares
tumorales se emplean métodos colorimétricos, como el ensayo con sulforodamina B (SRB), la
cual es un colorante fluorescente que se une a las proteinas y de esta manera permite determinar
la densidad celular [24].

Tras realizar todos estos andlisis tendriamos una buena caracterizacion de las titanmicinas,
tanto a nivel molecular como funcional. No obstante, puede ocurrir que no presenten actividad
antimicrobiana frente a patdgenos humanos o lineas celulares tumorales y por tanto que no pueda
emplearse en el campo de la medicina. Hay que tener en cuenta que los metabolitos secundarios
producidos de forma natural por un determinado microorganismo tienen como objetivo realizar
una funcién que sea util para ese organismo productor y, por lo tanto, pueden no encontrarse
optimizados para su aplicacion como farmacos clinicos. En este sentido, una de las estrategias
que puede llevarse a cabo es emplear la ingenieria genética para modificar la estructura de ese
compuesto, intentando con ello su optimizacion para interaccionar con los sistemas biologicos y
receptores. Esta estrategia ya ha sido aplicada para algunos policétidos, ya que en el caso de estos
compuestos su estructura, tal y como se comentd en la introduccion, estd determinada por los
modulos de las PKS, de manera que si se aplica ingenieria genética para modificar dichos médulos
el producto final resultante tendra una estructura distinta y una posible funcionalidad diferente.
Se tendrian que volver a realizar entonces ensayos de actividad del compuesto modificado. El
inconveniente que presenta este enfoque es que requiere mucho tiempo y trabajo, y no es posible

asegurar gue el nuevo compuesto generado presente actividad antimicrobiana o antitumoral [45].

En el caso de que la produccidn de titanmicinas no se viese afectada por las modificaciones
realizadas no se observarian diferencias entre el cromatograma de la cepa modificada y la nativa,
de manera que no se habria alcanzado el objetivo del estudio. Esto podria deberse a la existencia
de mecanismos de regulacion interna en el microorganismo, que impidan que las manipulaciones
genéticas realizadas tengan el efecto esperado. Una solucion seria volver a aplicar una nueva
estrategia de ingenieria metabdlica, pero en este caso poniendo como objetivo a manipular
genéticamente los genes que codifiquen reguladores, tanto activadores como represores. En el
caso del cluster 21 de la cepa Streptomyces sp. CS227, estan presentes varios reguladores de
diferentes clases, como, por ejemplo, los reguladores positivos de la familia SARP que

generalmente actdan al final de la cascada de transduccion de la sefial y activan directamente la
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transcripcion de los genes biosintéticos, o los reguladores negativos de la familia TetR que
bloquean la transcripcion. En el caso de activadores podria abordarse su sobreexpresion,
expresando el gen codificante bajo el control del promotor ermE*p. En el caso de los represores
se podria emplear el sistema CRISPR-Cas9, en el cual se emplearia una molécula de ARN guia
(ARNg) que mediante complementariedad de bases hibridaria con alguna region del gen diana (el
codificante del represor), y que a su vez actuaria como guia de la endonucleasa Cas9, la cual
causaria una ruptura de doble cadena en el ADN en dicha posicion, que seria reparada mediante
una recombinacion homologa con las secuencias flanqueantes del gen diana. Los genes
codificantes de estos elementos (ARNg, nucleasa Cas9 y regiones homologas) se encontrarian en
un plasmido que seria introducido en la cepa de Streptomyces en estudio. De esta manera se

conseguiria eliminar el gen codificante del represor (knock-out) [46].

Otra posible explicacién a una eventual ausencia de incremento en la produccion de
titanmicinas podria ser que con la sobreexpresion de los genes ovmGIH, pgm v tit35 si se consiga
incrementar la disponibilidad intracelular de precursores pero que debido a la existencia de rutas
competitivas no se consiga desviar el flujo metabdlico hacia la via de produccion de los
compuestos en estudio. Mediante el analisis bioinformatico del genoma de la cepa Streptomyces
sp. CS227 empleando antiSMASH, se observa que la principal ruta competitiva es la de
biosintesis de la candicidinas cuyo cluster biosintético es el 20 [24]. Estos compuestos son
macrolidos glicosilados y para su biosintesis se necesitan, al igual que para la sintesis de
titanmicinas, malonil-CoA, metilmalonil-CoA, etilmalonil-CoA y glucosa-1-fosfato, esta Gltima
para la sintesis del azicar que decora a las candicidinas. La solucion para este inconveniente seria
inactivar los genes implicados en la sintesis de candicidinas, empleando una estrategia como la

comentada anteriormente.

Analizando el cluster biosintético de titanmicinas se observa que estd presente un gen que
codifica para una metiltransferasa de ARNr 16S dependiente de S-adenosilmetionina (SAM) ya
gue posee un motivo de uniéna SAM. Se han realizado estudios en los que mediante una mutacién
en el gen codificante de esta enzima se consigue incrementar la produccién de policétidos. Esta
serfa una manipulacion relacionada con el enfoque de conseguir incrementos de produccion
mediante el aumento de resistencia a antibiéticos mediante mutaciones en genes codificantes de
proteinas ribosomales [20, 47]. Este tipo de aproximacién se ha realizado con éxito en la
produccion de actinohordina. La mutacion en el gen codificante de la metiltransferasa se trataria
de una insercién que determinaria la aparicion de codones de parada tras dicha insercion y
causaria resistencia de bajo nivel a estreptomicina, al mismo tiempo que se incrementarian los
niveles de produccion del metabolito. En cepas de S. coelicolor alteradas de este modo se
confirmé que dicha mutacion era la causante del aumento de produccion de actinohordina al

introducir en la cepa mutada un plasmido portando el gen nativo y observando que se perdia la
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resistencia a estreptomicina y el incremento de produccién conseguidos con la mutacion. Por lo
tanto, podria intentarse emplear un enfoque de este tipo con la cepa productora de titanmicinas,
dada la presencia del gen codificante de dicha enzima en el cluster de biosintesis [47].

Finalmente, otra estrategia que podria abordarse de cara a incrementar la produccion de estos
compuestos seria la expresion del clister de biosintesis de forma heteréloga en otras cepas que
sean mas faciles de manipular genéticamente (S. coelicor A3(2), S. lividans TK21, S. albus J1074)
0 cepas industriales genéticamente modificadas para conseguir incrementos de produccion de
determinados compuestos, como S .ambofaciens para el caso de los macrolidos. Estas estrategias
han permitido alcanzar incrementos de produccion de diversos metabolitos [48]. En el caso de
titanmicinas esta estrategia seria muy complicada ya que el clister de biosintesis tiene un tamafio
de aproximadamente 200 kb, lo cual dificulta su clonacién ya que seria necesario clonarlos en
cromosomas artificiales bacterianos (BACs) y debido al gran tamafio de estas construcciones su

manipulacién seria asimismo mas compleja [49].

Ademas, estas estrategias de manipulacion de rutas reguladoras y rutas competitivas también
podrian emplearse en caso de que se cumpla el objetivo del estudio para tratar de incrementar aiin

mas los niveles de produccidn de titanmicinas de cara a su produccion a escala industrial.

6. CONCLUSIONES

En este estudio se plantea el uso de la ingenieria metabdlica para conseguir incrementar la
produccion de las titanmicinas en la cepa productora Streptomyces sp. CS227. Se puede concluir
que los genes ovmGIH, pgm y tit35 son claves en la sintesis de los precursores de las titanmicinas
por lo que se establecieron como los objetivos de las manipulaciones genéticas a realizar. No
obstante, no es posible extraer conclusiones acerca de si la sobreexpresién de dichos genes

aumenta la produccion ya que no se han podido realizar los analisis experimentales necesarios.

Para completar el estudio seria necesario llevar a cabo la determinacién de la produccién de
las cepas modificadas generadas. En el caso de que la produccidn se vea incrementada, se podria
realizar la elucidacién estructural de las titanmicinas y llevar a cabo estudios para determinar su
potencial como antibi6ticos, antifingicos y antitumorales. En el caso de que no se consiguiese el
aumento de produccion, se podrian emplear aproximaciones similares a la manipulacion de otros
genes diana implicados en la biosintesis de titanmicinas (p.e. reguladores y de resistencia) o

participantes en procesos biosintéticos competidores.

De esta manera se podria concluir que la ingenieria metabdlica es una herramienta muy
potente en el estudio y descubrimiento de nuevos compuestos bioactivos, lo cual es muy Util de

cara a hacer frente al problema de la aparicion de nuevas bacterias multirresistentes.
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